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RESUMO

As moléculas de adesao celular podem ser biomarcadores tuteis em alguns tipos de
tumores malignos, fornecendo informacdes valiosas para seu diagnéstico e progndstico. A
expressao aberrante e os niveis soltveis elevados de algumas moléculas de adesdao, como CD44,
E-caderina e EpCAM, estdo associados a varios tumores sélidos e neoplasias hematoldgicas,
incluindo Leucemia Linfobladstica Aguda (LLA), relacionados com proliferacdo das células
malignas, invasdo tumoral e metastases. E-caderina e EpCAM sao moléculas importantes de
adesdo célula-a-célula, enquanto CD44 € um fator importante para a adesao da célula a matriz
extracelular. O objetivo do presente estudo foi avaliar a concentragdo sérica das formas soliveis
dessas moléculas de adesdo em criangas com diagndstico de LLLA, em fase de remissdo da doencga,
e estabelecer uma possivel correlagdo dessas moléculas nesses pacientes. Foi realizada a dosagem
de sCD44, sE-caderina e SEpCAM por kits de ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA),
comercialmente disponiveis, de 20 criancas de 0 a 13 anos, em remissdao de LLA, tratadas
no Hospital do Cancer da Universidade Federal de Uberlandia, conforme protocolo do Grupo
Brasileiro de Tratamento da Leucemia Linfobldstica Aguda da Infancia, e 16 controles saudaveis,
na mesma faixa etdria. Nao houve diferenca estatistica entre os niveis séricos circulantes de
sCD44 e sE-caderina em pacientes com LLA em remissdo e controles (p=0,807 e p=0,226,
respectivamente), enquanto os niveis séricos circulantes de SEpCAM foram significativamente
menores nos pacientes, em comparagao com o grupo controle (p=0,01). Além disso, sCD44 e
sE-caderina mostraram forte correlacdo linear positiva. Conclui-se que as criangas em remissao
de LLA ndo apresentam diferenca dos niveis séricos de sCD44 e sE-caderina, com exce¢ao do
sEpCAM, comparado as criancas sauddveis. A concentra¢cdo de sE-caderina parece associada com
a concentracdo de sCD44 nas criangas com LLA. Como perspectiva futura, propde-se analisar
as expressOes de CD44, E-caderina e EpCAM, em suas formas membranares, relacionadas
com as populacdes de blastos (estaminais, precursoras e progenitoras), e correlacionar com os
niveis séricos de sCD44, sE-caderina e SEpCAM, respectivamente, em criancas com LLLA, para
melhor esclarecimento da fun¢do dessas moléculas de adesdo nessa neoplasia hematoldgica, e

sua relacdo com atividade de doenca e fatores progndsticos.

Palavras-chave: CD44 soluvel; E-caderina solivel; EpCAM soluvel; moléculas de

adesdo; niveis séricos ; leucemia linfobldstica aguda



ABSTRACT

Cellular adhesion molecules could be useful biomarkers in some types of malignant
tumors, providing valuable information in diagnosis and prognosis. The aberrant expression and
high soluble levels of some adhesion molecules, such as CD44, E-cadherin and EpCAM, are
associated with many solid tumors and hematological malignancies, including acute lymphoblas-
tic leukemia (ALL), related to proliferation, invasion tumor and metastases. E-cadherin and
EpCAM are important molecules related to cell-to-cell adhesion, while CD44 is an important
factor for cell-to-extracellular matrix adhesion.The purpose of the present study was to ascertain
the serum levels of soluble adhesion molecules in children with ALL remission and to establish
a possible correlation of these molecules in these patients. It was performed sCD44, sE-cadherin
and sSEpCAM dosage by commercially available enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
kits of 20 children from O to 13 years old, with ALL remission, treated at the Cancer Hospital
of the Federal University of Uberlandia, according to the protocol of the Brazilian Childhood
Acute Lymphoblastic Leukemia Treatment Group, and 16 healthy controls in the similar age.
There was no statistical difference between circulating serum levels of sSCD44 and sE-cadherin
in patients with ALL remission and control (p=0.807 and p=0.226, respectively), whereas serum
levels of sSEpCAM were significantly lower in patients compared to the control group (p = 0.01).
In addition, sCD44 and sE-cadherin showed a strong linear correlation. It is concluded that
children with LLA remission have no difference in serum levels of sCD44 and sE-cadherin,
with the exception of SEpCAM, compared to healthy children. The level of sE-cadherin seems
to be associated with the level of sCD44 in children with ALL. As a future perspective, it is
proposed to analyze the expression of CD44, E-cadherin and EpCAM in their membrane forms,
related with the populations of blasts, and correlate with the serum levels of these molecules in
children with ALL. It will be better to clarify the function of these adhesion molecules in this

hematological neoplasia, and its relationship with disease activity and as prognostic factors.

Key words: soluble CD44; soluble E-cadherin; soluble EpCAM; adhesion molecules;

serum levels; acute lymphoblastic leukemia
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1 INTRODUCAO

1.1 Leucemia Linfoblastica Aguda

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLLA) € uma neoplasia hematoldgica, caracterizada
pela proliferacdo e acimulo de linfécitos imaturos (linfoblastos) na medula éssea e em outros
tecidos linfoides ou sistemas organicos, levando a inibi¢ao da diferenciacdo e substitui¢ao das
células sanguineas normais por células neopldsicas (GREAVES, 2002). E o tipo mais comum de
cancer na infancia e adolescéncia, compreendendo 25% dos canceres antes dos 15 anos de idade
(HUNGER et al., 2012).

Os sintomas e sinais clinicos da doenga sao geralmente inespecificos, relacionados direta-
mente a expansao dos clones malignos de leucdcitos na medula, como dor éssea, ou ao prejuizo
na producdo das células sanguineas normais, como febre, palidez, fadiga, e sangramentos (JIN;
XU; AN, 2017), ou ainda associados ao comprometimento extra medular, como sintomas neuro-
16gicos por envolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC). Esse envolvimento, entretanto,
muitas vezes € silencioso, e pode ser comprovado pela presenga de células leucémicas no liquido
cefalorraquidiano (LCR) (THOMAS; PAVAN; LE, 2008). J4 o comprometimento testicular €
principalmente caracterizado por aumento indolor uni ou bilateral, e confirmado por bidpsia
(JACOBS; HASTINGS, 2010).

O diagndstico laboratorial € feito pelo mielograma, com demonstra¢do de mais de 20%
de linfoblastos na medula 6ssea (VARDIMAN et al., 2009). A imunofenotipagem avalia a
expressdo de antigenos e estabelece a linhagem celular, B ou T, enquanto a avaliacdo citogenética
e andlise molecular sdo importantes para identificar possiveis marcadores progndsticos da doenca
(BOROWITZ et al., 2008).

A otimizagdo da quimioterapia em estudos clinicos randomizados, com protocolos
direcionados pelo risco, tem levado a altas taxas de remissdo clinica (auséncia de sinais e
sintomas relacionados atribuiveis a leucemia), morfologica (demonstracdo de menos de 5% de
linfoblastos na medula 6ssea), e molecular (doenga residual minima negativa por anélise de
citometria de fluxo ou reacdo em cadeia de polimerase — PCR), apds terapia de indugdo (RIVERA;
RIBEIRO, 2014), com consequente aumento na sobrevida global, que pode atingir taxas de 90%
em paises desenvolvidos (HUNGER et al., 2012). Entretanto, a recidiva pode ocorrer em 15-20%
dos casos, o que reduz drasticamente essas chances de sobrevida (SAARINEN-PIHKALA et
al., 2012). A recidiva € a principal causa de falha no tratamento e pode ser predita por uma
combinacdo de critérios de resposta clinica, morfolégica e molecular (PAGANIN et al., 2014).
Pode ser medular, caracterizada pelo reaparecimento de mais de 5% de células leucémicas na

medula dssea, ou extra medular, principalmente em SNC e testiculos.
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1.2 Leucemia Linfoblastica Aguda e moléculas de adesao

A expressdo aberrante e os niveis séricos elevados de algumas moléculas de adesao,
como CD44, E-caderina e EpCAM, t€m sido associados a vdrios tumores sélidos e neoplasias
hematoldgicas, incluindo LLA, e podem ser potenciais marcadores de atividade e progndstico
da doenca (CHRISTOFORI, 2003; SEEBER; BRAICU; et al., 2015; SPIZZO et al., 2011;
STAUDER et al., 1996; SYRIGOS et al., 2004).

A deteccdo de um marcador de atividade de doenca no soro das criangas com LLA,
como em outros tipos de cancer, € uma estratégia atraente porque a coleta de sangue periférico é
mais simples e menos agressiva em comparagdo com o aspirado da medula éssea realizado para

avaliacdo morfoldgica, imunofenotipica e citogenética.

1.3 Moléculas de adesao
1.3.1 CD44

CD44 € uma glicoproteina transmembranar com peso molecular de ~ 90kDa expressa na
maioria das células hematopoiéticas e em varios tipos de células ndo hematopoiéticas, incluindo
células malignas (WILLIAMS et al., 2013). E codificada por um gene complexo contendo
pelo menos 20 exons, com geracdo de isoformas variantes por splicing alternativo de parte
desses exons (ZEILSTRA et al., 2014). CD44 é uma molécula multifuncional, envolvida em
vdrias interacdes célula-matriz extracelular, especialmente com dcido hialurdnico, regulando seu
metabolismo em tecidos normais, e € vital na ativacao, recirculacdo e homing de linfécitos, na
angiogénese e na liberacdo de citocinas para seus receptores correspondentes (BJORKLUND et
al., 2014). Todas essas fun¢des bioldgicas sdo essenciais para o funcionamento das células nor-
mais, mas também sdo associadas as atividades patoldgicas das células malignas (SENBANIJO;
CHELLAIAH, 2017).

A sua forma solivel (sCD44) ¢ gerada por protedlise do dominio extracelular da proteina,
por atividade das metaloproteinases (MMPs), presenilina-1/y-secretase, e outras sheddases,
podendo ser medida em fluidos corporais (OKAMOTO et al., 2001; THORNE; LEGG; ISACKE,
2004). O dominio intracelular, ap6s a liberacao por clivagem do dominio extracelular, promove
sinalizacdo celular e transcricdo de genes, com importante papel na progressdo tumoral e
metdstases (OKAMOTO et al., 2001; THORNE et al., 2004; WILLIAMS et al., 2013) (Figura

1).
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Figura 1 — Desenho esquematico do processo proteolitico de CD44. O dominio extracelular de
CD44 € clivado pela metaloproteinase de matrix tipo 1 membranar (MT1-MMP) e
outras sheddases, e secretado nos fluidos corporais. Posteriormente ocorre protedlise
intramembranar pela presenilina-1/y-secretase, o que resulta na liberacio de um
peptideo CD443-like (dominio transmembranar) e geracdo do dominio intracelular,
envolvido na sinalizacd@o celular e transcricao de genes importantes na sobrevida
celular, migracdo, invasio, angiogénese e metastases.

Fonte: THORNE et al., 2004

Estudos anteriores mostram uma relagdo entre concentracdes séricas elevadas de sCD44 e
potencial metastdtico de vdrios tipos de tumores s6lidos, como carcinoma géstrico, de célon e de
mama (GUO et al., 1994; MARTIN et al., 1997; MAYER et al., 2008). Em pacientes com tumores
hematolégicos, como sindromes mielodisplésicas, linfomas e leucemias, principalmente LLA,
seus niveis séricos de sCD44 elevados sdo fortemente associados a mau prognodstico da doenga
(AMIRGHOFRAN; ASTAEE; KAMAZANI, 2016; TACYILDIZ et al., 2001; TAKEUCHI et al.,
1999).

1.3.2 E-caderina

A E-caderina pertence a familia das caderinas, composta por glicoproteinas transmem-

branares dependentes de Ca2+, que medeiam a adesdo homotipica célula-célula. Tem um peso
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molecular de ~ 120kDa e € expressa predominantemente na superficie das células epiteliais,
em uma variedade de tecidos adultos e embriondrios, com a fun¢do de estabelecer e manter a
arquitetura tecidual normal (WIJINHOVEN; PIGNATELLI, 1999). E-caderina foi recentemente
detectada como uma proteina expressa em precursores hematopoiéticos eritréides, em um pa-
drao regulado pelo desenvolvimento, isto €, estd presente em eritroblastos precoces e tem sua
expressao gradualmente reduzida nas células eritréides maduras (ARMEANU; CA; KLEIN,
2000).

Por sua relacdo com a manuten¢do da integridade do tecido, a E-caderina geralmente
funciona como uma molécula supressora tumoral e, portanto, sua expressao reduzida tem sido
associada com um pior prognoéstico clinico em pacientes com cancer (XING et al., 2013; XU, X.
L. et al., 2014). Ha evidéncias de que muitas células altamente invasivas e metastiticas mantém
caracteristicas moleculares e morfoldgicas de epitélio bem diferenciado, incluindo alta expressao
de E-caderina, porém essa invasividade estd associada a coexpressdo de outras caderinas, como
P-caderina e N-caderina (CHRISTIANSEN; RAJASEKARAN, 2006; NIEMAN et al., 1999;
RIBEIRO et al., 2013). E-caderina também mostra um envolvimento critico no desenvolvimento
eritréide, ja que sua inibicao resulta em ruptura do processo de maturacdo dessa linhagem celular
hematopoiética (ARMEANU et al., 2000).

As suas formas soldveis (sE-caderina) foram identificadas como polipeptideos de 80-
84kDa liberados da linhagem celular de carcinoma humano (MCF-7), como produtos de degra-
dacdo proteolitica da forma membranar intacta, e detectados no soro de individuos normais e
pacientes com vérias doencas (KATAYAMA et al., 1994). A sE-caderina tem fung¢des diferentes
da E-caderina membranar, uma vez que o dominio extracelular, liberado pela clivagem, interfere
nas juncoes de adesdo intercelular, enquanto que o dominio intracelular pode ser translocado ao
nucleo e ativar genes relacionados a tumorigénese (HU et al., 2016; SALAHSHOR et al., 2008)
(Figura 2).
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Figura 2 — Desenho esquemdtico do mecanismo de protedlise de E-caderina. A sE-caderina é
produzida por atividade da a-secretase, além de metaloproteinases de matrix (MMPs),
proteinas da familia desintegrina e metaloproteinases (ADAMs), e outras moléculas.
Ap6s sua liberagdo, a sE-caderina ativa as vias de sinaliza¢do do receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGFR), Wnt/ (3-catenina e do receptor 1 do fator de
crescimento insulina-like (IGF-1R), e inibe a via de sinaliza¢do Hippo (inibidora
da proliferacao celular e promotora de apoptose). Além disso, sE-caderina ativa o
receptor de células natural killers lecitina-like (KLRG1), o qual inibe as células
efetoras imunes, com consequente diminui¢cdo do efeito citotoxico para as células
cancerigenas

Fonte: HU et al., 2016

Individuos com viérios tipos de neoplasias epiteliais, como cincer géstrico, hepatocelular,
pancredtico, pulmonar, colorretal e ovariano, possuem niveis séricos de sE-caderina elevados,
em comparacio com controles (GADDUCCI et al., 1999; REPETTO et al., 2014). Além disso,
o aumento de sE-caderina encontrado em pacientes oncoldgicos tem relacdo com progressao,
proliferacdo e infiltragdo de células hematopoiéticas malignas, o que pode ter valor diagndstico e
progndstico em pacientes com neoplasias hematoldgicas, como mieloma multiplo, sindromes
mielodisplasicas, linfomas e leucemias (SYRIGOS et al., 2004; TAKUBO et al., 2002).
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1.3.3 EpCAM

EpCAM ¢€ outra glicoproteina transmembranar, com peso molecular de 39-42kDa, que
medeia a ades@o homotipica dependente de Ca2+ entre células epiteliais, e estd envolvida na
sinalizacdo, migracdo, proliferacdo e diferenciag@o celular (MAETZEL, D. et al., 2009). Pode ser
usada como marcador diagnéstico e progndstico para varios tipos de canceres de origem epitelial,
como carcinomas de mama, prostata, colorretal, pancredtico, géstrico, ovariano e pulmonar
(PATRIARCA et al., 2012), além de ser um alvo para terapia de inibicao especifica (HARTUNG
et al., 2005; HEMPEL et al., 2000; PUNT et al., 2002). Seu papel na tumorigénese esté associado
a transcri¢do e traducdo do proto-oncogene c-myc, envolvido na proliferacao celular (MUNZ et
al., 2004), com consequente estimulo para o desenvolvimento de metdstases de carcinomas. O
primeiro anticorpo anti-EpCAM foi aprovado em 2009 pela Comissao Européia para o tratamento
intraperitoneal de ascite maligna em pacientes com tumores positivos para EpCAM, denominado
catumaxomab (HEISS et al., 2010). No entanto, EpCAM pode desempenhar um duplo papel na
tumorigénese, ja que a perda de sua expressao foi associada, em carcinoma retal, com reducao
das adesdes celulares, aumento do potencial migratdrio e progressao tumoral, sugerindo que
a superexpressao da molécula também pode inibir a metastase, mediando a adesao entre essas
células (HAN et al., 2017).

Embora EpCAM esteja ausente em células normais do sistema hematopoiético, sua ex-
pressdo foi, recentemente, identificada em células malignas de pacientes com leucemia mieldide
e mieloma multiplo. As células leucémicas que expressam EpCAM apresentam maior resisténcia
as drogas quimioterapicas, devido a aumentada sinalizagdo WNTS5B, que promove migragdo e
proliferacdo celular. Portanto, essa molécula de adesdo apresenta-se como um potencial alvo

terapéutico, efetivo e seguro, em leucemias quimiorresistentes (ZHENG et al., 2017).

Como outras moléculas, EpCAM pode sofrer protedlise e liberar seu dominio extracelular
em fluidos corporais. A forma solivel (SEpCAM) foi encontrada no soro, urina e liquido ascitico
de pacientes com cancer, com sua alta concentrag@o associada a pior prognoéstico desses tumores
(BRYAN et al., 2014; SEEBER; BRAICU; et al., 2015; SEEBER; MARTOWICYZ; et al., 2015),
uma vez que a clivagem proteolitica do dominio intracelular envia um sinal mitogénico para
o nucleo celular e promove progressao tumoral (BAEUERLE; GIRES, 2007; MAETZEL,
DOROTHEA et al., 2009; SCHNELL; CIRULLI; GIEPMANS, 2013) (Figura 3).
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Figura 3 — Desenho esquemadtico do processo proteolitico de EpCAM. (1) Molécula EpCAM
em seu tamanho completo. (2) Clivagem pela ADAM dominio 17 (ADAMI17) e
liberacao do ectodominio da EpCAM (EpEX). O EpEX pode ligar-se a EpCAM nao
clivada, induzindo sua protedlise (seta pontilhada). (3) Apds a primeira clivagem,
presenilina-2/y-secretase clivam a cauda citoplasmdtica da molécula, liberando seu
dominio intracelular (EpICD). (4) EpICD associa-se com [(3-catenina e com a proteina
four and a half LIM domains 2 (FHL?2) e transloca para o nucleo, onde se liga ao
fator de transcricdo lymphoid enhancer-binding factor 1 (LEF-1) e DNA, e induz
transcricao de genes alvo, como o proto-oncogene c-myc.

Fonte: SCHNELL et al., 2013 (Adaptado de MAETZEL et al., 2009)

Estudos recentes t€ém mostrado que o nivel sérico de SEpCAM pode ser um marcador
diagnéstico e progndstico semelhante ao EpCAM tecidual em carcinomas (ABE et al., 2002;
KIMURA et al., 2007; TAS; KARABULUT; DURANYILDIZ, 2014). Além disso, sSEpCAM
presente no liquido ascitico de origem maligna pode ser um preditor de pior sobrevida em

pacientes com cancer, por bloquear a acdo da terapia alvo. A forma soldvel da molécula,
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presente no liquido ascitico, liga-se ao anticorpo anti-EpCAM e, consequentemente, bloqueia a
interag@o desse anticorpo com a EpCAM membranar presente na célula tumoral, neutralizando

sua atividade terapéutica (SEEBER; BRAICU; et al., 2015; SEEBER; MARTOWICZ; et al.,
2015)
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2 JUSTIFICATIVA

A literatura cientifica mostra o papel essencial dessas moléculas de adesdo em varios
tipos de cancer, incluindo neoplasias hematolégicas. As formas membranares das moléculas
tém sido estabelecidas como marcadores diagndsticos e/ou progndsticos na andlise imuno-
histoquimica de muitos desses tumores. Os niveis soluveis de CD44, E-caderina e EpCAM
também estdo intimamente relacionados a atividade e ao progndstico de tumores solidos e

neoplasias hematoldgicas.

Niveis séricos de sCD44 e sE-caderina sao elevados em pacientes com vdarias doengas
malignas hematoldgicas, incluindo leucemias pedidtricas, em comparacdo com individuos sauda-
veis (AMIRGHOFRAN et al., 2016; KHAN et al., 2008; TACYILDIZ et al., 2001; TAKEUCHI
et al., 1999; TAKUBO et al., 2002).

Estudos mais recentes, revelam niveis elevados de SEpCAM em fluidos corporais de
pacientes com varios tipos de tumores solidos (BRYAN et al., 2014; KURBACHER et al., 2015;
SEEBER et al., 2016; TAS; KARABULUT; SERILMEZ; et al., 2014) e, embora ndo haja
dados publicados até o momento sobre o perfil de concentracdo de SEpCAM em neoplasias
hematoldgicas, a expressao dessa molécula tem sido identificada em células leucémicas (ZHENG
et al., 2017), o que a principio nos leva a inferir que o nivel de SEpCAM também possa estar

elevado neste tipo de cancer.

Entretanto, poucos estudos avaliaram o comportamento e correlacdo dos niveis séricos
dessas moléculas de adesdo em pacientes na fase de remissao de doenca oncoldgica, especi-
ficamente LLLA, em comparacdo com individuos sauddveis, visando corroborar a ligacido dos
niveis elevados com atividade de doenga, com base na hipétese de que esses niveis diminuem a
niveis considerados normais durante a remissio, na perspectiva futura de estabelecer um possivel
marcador sérico de atividade da LLLA, como j4 existente em outros tumores, 0 que tornaria o

diagndstico mais simples € menos agressivo para o paciente.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a concentracao sérica das formas soliveis de CD44, E-caderina e EpCAM em
criancas com diagnéstico de LLLA, na fase de remissao da doenga, e estabelecer uma possivel

correlacdo entre essas moléculas.

3.1 Objetivos especificos

» Comparar os niveis séricos de sCD44, sE-caderina e SEpCAM entre pacientes com LLA

em remissao e controles saudaveis;

* Comparar os niveis séricos de sCD44, sE-caderina e SEpCAM entre os sexos, tanto no

grupo de pacientes quanto no grupo controle;

» Comparar os niveis séricos de sCD44, sE-caderina e SEpCAM entre pacientes ainda em

tratamento da LLLA, apds a remissdo, e pacientes apds término do tratamento;

* Comparar os niveis séricos de sCD44, sE-caderina e sSEpCAM entre pacientes, em

remissdo, com e sem acometimento do SNC ao diagndstico da LLA;

* Avaliar existéncia de correlacdo entre essas moléculas tanto no grupo de pacientes quanto

no grupo controle.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Participantes

Foi realizado um estudo observacional analitico transversal, no qual foram incluidos
pacientes com idade entre 0 e 13 anos, diagnosticados com LLA entre 2009 e 2017, e tratados no
Hospital do Cancer da Universidade Federal de Uberlandia, em remissao clinica e morfolégica
da doenca. O tratamento foi realizado conforme Protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento da
Leucemia Linfoblastica Aguda da Infancia (GBTLI-LLA), o qual consiste em uma fase de 30
dias de inducdo e, apds remissdo, fases de consolidagdo e manutencio, com duracdo total média
de 24 meses. Foram excluidos pacientes que sofreram recidiva da doenga e/ou receberam outro

protocolo de tratamento antes da remissao.

Os pacientes foram recrutados para o estudo no periodo de abril a agosto de 2017,
durante consulta no ambulatério de oncologia pediatrica, resultando em uma amostra final de
20 pacientes. Desses 20 pacientes, quatro foram recrutados em dois momentos nesse mesmo
periodo: ao diagndstico da LLLA e, portanto, na fase ativa da doenca, e na fase de remissdo da

mesma apds primeira etapa do tratamento.

Para comparacido como grupo controle, foram incluidas 20 criangas saudédveis, combina-
das com o grupo de pacientes por idade, recrutadas entre final de agosto e inicio de setembro
de 2017, durante consulta pré-operatdria para cirurgias eletivas, como adenoidectomia, amig-
dalectomia, hernioplastia e postectomia, no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia. Foram excluidas desse grupo criancas com quadro infeccioso, alérgico ou qualquer
tipo de doenca aguda ou cronica, resultando em um grupo controle composto por 16 criancas

saudaveis.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado pelo responsavel legal de
cada um dos participantes do estudo. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

Humana da Universidade Federal de Uberlandia (nimero do parecer: 1.936.446).

As informagdes dos participantes, pertinentes ao estudo, foram coletadas dos prontudrios
ou por meio de entrevista no momento do recrutamento, utilizando uma ficha especifica como

instrumento de coleta de dados.

4.2 Coleta das amostras

Todas as amostras de sangue foram coletadas de abril a setembro de 2017 em um tnico
momento, exceto para os quatro pacientes avaliados na fase de doenca ativa e na fase de remissao.
A coleta do sangue foi realizada no momento da coleta de outros exames de rotina para os
pacientes com diagndstico de LLLA e no momento da coleta dos exames pré-operatdrios para o

grupo controle, sem riscos adicionais para os participantes do estudo.
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Estas amostras de sangue foram centrifugadas a 600 g e o soro foi separado e armazenado

a -80°C até a analise.

4.3 Quantificacdo de sCD44, sE-caderina e SEpCAM

A dosagem sérica de sCD44, sE-caderina e SEpCAM foi realizada por meio de kits de
ensaio de imunoabsor¢ao enzimética (ELISA) do tipo sanduiche, comercialmente disponiveis
(Express Biotech International, Frederick, Maryland, EUA). Todo o procedimento foi realizado
de acordo com as instrucdes do fabricante. O limite de detec¢do das concentragdes foi de 0,156 a
10 ng/mL para sCD44 e sE-caderina e 1,562 a 100 UI/mL para sEpCAM. Como a literatura ndo
mostra a dilui¢do ideal das amostras para ELISA, foram estabelecidas, com base na recomendacio
do fabricante, as seguintes diluicdes: 1:2; 1:5; 1:10; 1:20, 1:50 e 1:100. Os melhores pontos de
diluicao para sCD44, sE-caderina e SEpCAM foram 1:5, 1:5 e 1:2, respectivamente.

4.4 Analise estatistica

Todos os dados foram analisados utilizando o software de andlise estatistica SPSS
(IBM Corporation, versdao 21.0, Armonk, NY). Os graficos foram construidos no software
GraphPad Prism (versao 7.0, Califérnia, EUA). O teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov
foi utilizado para determinar se as amostras assumiam uma distribuicdo normal. As diferencas
entre dois grupos foram analisadas utilizando teste t de Student ou teste de Mann-Whitney, para
dados com distribui¢do normal e nao normal, respectivamente, sendo consideradas significativas
se p <0,05. Para andlises de dados pareados, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon,
com significancia estatistica se p <0,05. A andlise de correlacdo foi realizada, e estabelecido o
coeficiente de correlacdo de Pearson, para avaliar a relacdo entre as moléculas, com significancia
estatistica se p <0,01. Regressao linear multivariada foi utilizada para avaliar os melhores
modelos para explicar a variancia de sCD44, sE-caderina e SEpCAM entre os pacientes. Uma
vez que os modelos foram definidos, cada variavel independente de cada modelo foi incluida
em uma regressao linear univariada e as varidveis com p <0,05 foram incluidas em uma andlise
multivariada. O método stepwise backward foi usado para construir um modelo final para essas

varidveis com p <0,10.
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5 RESULTADOS

Entre os 20 pacientes com LLA envolvidos no estudo, 11 eram do sexo masculino e nove
do sexo feminino, com idade média de 7,9 anos, variando entre 2 € 13 anos. Ja o grupo controle
foi composto por oito crian¢as do sexo masculino e oito do sexo feminino, com idade média de

8,1 anos, variando entre 3 e 13 anos.

Entre os pacientes, o tempo médio do diagndstico da doencga foi de 35 meses, enquanto o
tempo médio de remissdo foi de 34,3 meses. Onze pacientes ainda estavam em tratamento no
momento do recrutamento e coleta da amostra, com um tempo médio de tratamento de 9,8 meses,
enquanto nove ja haviam terminado o tratamento. O tempo médio do término do tratamento foi
de 17,3 meses. Trés pacientes tinham histéria de envolvimento de SNC ao diagnodstico, enquanto

17 ndo apresentavam esse acometimento extra medular.

Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa nas médias das concentragdes

séricas das moléculas de adesdo avaliadas entre os sexos, em nenhum dos dois grupos.

A Figura 4 compara os niveis séricos de sCD44, sE-caderina e SEpCAM entre pacientes
com LLA em remissdo e controles. No grupo de pacientes, as medianas das concentragdes de
sCD44, sE-caderina e SEpCAM foram 0,708 ng/mL (range: 0,416 — 5,159 ng/mL), 0,304 ng/mL
(range: 0 — 4,756 ng/mL) e 6,357 Ul/mL (range: 3,734 — 24,955 Ul/mL), respectivamente. No
grupo controle, as medianas das concentragdes foram 0,696 ng/mL (range: 0,373 — 7,720 ng/mL),
0,406 ng/mL (range: 0,046 — 6,658 ng/mL) e 8,501 Ul/mL (range: 5,729 — 26,314 Ul/mL) para
sCD44, sE-caderina e SEpCAM, respectivamente. Os niveis séricos circulantes de SEpCAM
foram significativamente menores em pacientes com LLA em remissao, comparados aos niveis do
grupo controle (p=0,01). Nao houve diferenca estatistica dos niveis séricos circulantes de sCD44

e sE-caderina entre pacientes em remissao e controles (p=0,807 e p=0,226, respectivamente).
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Figura 4 — Representagdo grafica dos niveis séricos de (A) sCD44, (B) sE-caderina e (C) sEp-
CAM em pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda em remissao e controles.
Em cada grafico estdo representadas mediana e range. A significancia estatistica foi
estabelecida utilizando o teste de Mann-Whitney (p <0,05).

A comparagdo das concentragdes séricas de cada molécula entre pacientes avaliados
ainda em tratamento da LLLA apds a remissdo e pacientes avaliados ap6s término do tratamento

nao mostrou diferenga estatistica (Figura 5).
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Figura 5 — Representagdo grafica dos niveis séricos de (A) sCD44, (B) sE-caderina e (C) sEp-
CAM em pacientes ainda em tratamento para Leucemia Linfoblastica Aguda ap6s
remissao e pacientes apds término do tratamento. Em cada grafico estao representadas
mediana e range. A significancia estatistica foi estabelecida utilizando o teste de
Mann-Whitney (p <0,05).

Também nao foi encontrada diferencga estatisticamente significativa nos niveis séricos de
sCD44, sE-caderina e SEpCAM entre pacientes em remissdo com ou sem acometimento do SNC
ao diagnostico da LLA (Figura 6).
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Figura 6 — Representacao grafica dos niveis séricos de (A) sCD44, (B) sE-caderina e (C) sEp-
CAM em pacientes em remissdo com e sem envolvimento de Sistema Nervoso Central
ao diagnostico da Leucemia Linfobléstica Aguda. Em cada gréfico estdo representa-
das mediana e range. A significancia estatistica foi estabelecida utilizando o teste de

Mann-Whitney (p <0,05).

As moléculas analisadas mostraram correlagdao no grupo de pacientes, sendo que sCD44
e sE-caderina estdo fortemente correlacionadas (r = 0,954; p <0,01). Nao houve correlagdo entre

as moléculas no grupo controle (p >0,01). Os valores dos coeficientes de correlacdo de Pearson

e valor do nivel descritivo do teste entre as moléculas estdo representados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Distribuic@o dos valores do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e valor de p para
a correlacdo entre as moléculas de adesdo nos pacientes e controles

Grupo Variaveis r p*
sCD44 e sE-caderina 0,954 0,000
Pacientes sCD44 e sEpCAM 0,801 0,000
sE-caderina e SEpCAM 0,790 0,000
sCD44 e sE-caderina 0,456 0,076
Controles sCD44 e sEpCAM 0,186 0,492
sE-caderina e sSEpCAM 0,435 0,092

*significancia estatistica se p <0,01

A andlise de regressdo linear multivariada foi utilizada para definir o melhor modelo de
relacdo entre as moléculas. Sendo assim, a analise mostrou que quando sCD44 e sE-caderina
sdo colocados como varidvel dependente, € obtido um coeficiente de determinacdo préximo
de 1. Definido o modelo, aplicou-se o0 método stepwise backward para definicdo da varidvel
independente mais importante. Dessa forma, constatou-se que existe uma influéncia entre as

concentracdes de sE-caderina e sCD44. Os dados estao representados na Tabela 2.

Tabela 2 — Modelos de regressao linear multivariada de sCD44, sE-caderina e sSEpCAM entre os

pacientes
Variavel dependente Variavel independentes R? p*
sCD44 sE-caderina e sSEpCAM 0,916 0,000 e 0,287
sE-caderina sCD44 e sEpCAM 0,912 0,000 e 0,559
sEpCAM sCD44 e sE-caderina 0,649 0,287 ee 0,559

* significancia estatistica se p <0,05

Com base na equacdo obtida por regressao linear, 1 ng/mL de aumento de sE-caderina
resultaria em um aumento de 0,80 ng/mL de sCD44 no primeiro modelo, e 1 ng/mL de aumento
de sCD44 resultaria em um aumento de 0,90 ng/mL de sE-caderina no segundo modelo, entre os
pacientes. Essa alta correlacdo pode ser observada nos diagramas de dispersado entre sCD44 e

sE-caderina gerados por andlise de regressdo linear univariada (Figura 7).
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Figura 7 — Diagramas de dispersdo representando a forte correlacio positiva entre (A) varidvel
dependente sCD44 e independente sE-caderina e (B) varidvel dependente sE-caderina
e independente sCD44.

Embora sem significancia estatistica, a andlise pareada dos quatro pacientes avaliados
na fase de doenca ativa e na fase de remissao mostrou uma queda nos niveis séricos circulantes
de sCD44 na remiss@o em todos os pacientes, fato ndo observado para sE-caderina e SEpCAM
(Figura 8).
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Figura 8 — Representagdo grafica dos niveis séricos de (A) sCD44, (B) sE-caderina e (C) sEp-
CAM nos pacientes avaliados antes e apds remissdo da LLA. A significincia estatistica
foi estabelecida utilizando o teste de Wilcoxon (p <0,05).
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6 DISCUSSAO

A comparacio entre os niveis séricos de sCD44 e sE-caderina entre criangas tratadas para
LLA, em remissao da doenca, e criangas sauddveis, na mesma faixa etdria, nao mostrou diferenca
estatistica entre os dois grupos. Outros autores encontraram resultados semelhantes em estudos
com leucemias agudas, uma vez que mostraram que os niveis séricos mais altos de sCD44
em criancgas com a doencga ativa retornam a niveis considerados normais apos a quimioterapia
e remissao da doenca, sendo essa molécula considerada pelos autores um bom indicador de
resposta ao tratamento. Eles deduziram que a redugdo dos niveis de sCD44 provavelmente
ocorre porque as células malignas, destruidas pela quimioterapia, eram a principal fonte de
producdo da molécula, apds a supressdo da hematopoiese normal (TAKEUCHI et al., 1999). Em
andlises pareadas, os niveis séricos de sE-caderina de pacientes com cancer de mama e bexiga
reduziram apds a quimioterapia (HOFMANN et al., 2013; HUSSAIN et al., 2014). O tratamento
de ressecc¢do cirurgica tumoral também resultou em uma diminui¢do da sE-caderina sérica em
pacientes com cancer de prostata (IACOPINO et al., 2012) e cancer hepatico (SOYAMA et al.,
2008).

Por outro lado, nossos resultados encontraram niveis séricos de SEpCAM significa-
tivamente menores nos pacientes com LLA em remissdo, em comparacao com os controles
saudaveis. Estudos anteriores mostram que pacientes com cancer de ovario e esofago apresentam,
na fase ativa da doenca, niveis séricos mais elevados de SEpCAM, em compara¢do com controles
sauddveis, sendo a maior parte dessa SEpCAM liberada da superficie celular das células tumorais,
por protedlise (KIMURA et al., 2007; TAS; KARABULUT; SERILMEZ; et al., 2014). As
células tumorais possuem maior atividade de sheddases, que clivam a por¢do extracelular de
EpCAM e, dessa forma, aumentam seus niveis séricos (GOOZ, 2010). Nesses pacientes, uma
reducdo dréstica dos niveis séricos de SEpCAM, apds remissdo de doenga, poderia ser explicada
pela atividade citotoxica do tratamento quimioterdpico contra as células tumorais produtoras
de sEpCAM. Da mesma forma, a quimioterapia agressiva contra as células tumorais poderia

explicar nossos resultados.

No entanto, alguns autores ndo encontraram diferenca entre os niveis séricos de sSEpCAM
em pacientes com cancer de pulmao e controles saudaveis, e também ndo estabeleceram nenhuma
correlagc@o desses niveis com resposta a quimioterapia (TAS; KARABULUT; DURANYILDIZ,
2014). Outros mostraram niveis séricos de SEpCAM mais baixos em pacientes com adenocarci-
noma pancreatico em comparacdo com controles saudaveis (GEBAUER et al., 2014). Portanto,
uma questao importante deve ser levantada em relagdo a quantificacao sérica de sSEpCAM. A
forma solivel de EpCAM liberada de células malignas difere, em relacdo a glicosilacdo e estru-
tura tercidria, da forma solivel de EpCAM liberada de células ndo-malignas. Esta variante de
sEpCAM liberada da superficie celular de células malignas forma oligdmeros, que podem ser

ligados a superficie de outras células tumorais (TREBAK et al., 2001). Essa interacao impede que
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o sEpCAM seja detectado por anticorpos do teste ELISA, ja que o local de ligagdo do anticorpo
esta bloqueado pela oligomerizacdo. Além disso, as proteinas hiperglicosiladas podem formar
estruturas que também se ligam as células malignas (LANGE et al., 2014). Esses efeitos podem
explicar a menor detec¢ido de sSEpCAM clivada da membrana de células tumorais, levando a
valores de SEpCAM semelhantes, ou até mais baixos, em pacientes com cancer, em comparacao
com controles saudaveis (GEBAUER et al., 2014). Além disso, ndo € possivel determinar se 0s
pacientes desse estudo produziram a SEpCAM modificada, uma vez que no grupo de pacientes

existem aqueles em que foi detectado niveis elevados dessa molécula.

Os valores das concentragdes séricas de sCD44 e sE-caderina encontrados neste estudo
foram menores do que os relatados na literatura, tanto em pacientes com LLA em remissao,
quanto em controles sauddveis (TAKEUCHI et al., 1999; TAKUBO et al., 2002), o que pode ser
explicado pelas diferencas nas técnicas de dilui¢do e quantificacdo das amostras. As concentra-
¢oes séricas de SEpCAM foram determinadas em unidades de medida (UI/mL) diferentes das
utilizadas em outros estudos (ng/mL) (GEBAUER et al., 2014; SEEBER; MARTOWICZ; et al.,
2015; TAS; KARABULUT; DURANYILDIZ, 2014), estabelecidas de acordo com os fabricantes
dos respectivos kits de quantificacao, dificultando a comparagdo dos valores das concentragdes

séricas encontradas com os publicados na literatura.

Os dados publicados sobre os niveis séricos de moléculas de adesdo estdao focados na
sua relacdo com fatores diagndsticos e progndsticos em pacientes com cancer. Existem poucos
estudos que comparam os niveis séricos das moléculas entre os sexos. No presente estudo,
nao houve diferenca nos niveis séricos de sCD44, sE-caderina e SEpCAM entre os sexos, nem
no grupo de pacientes em remissdo € nem no grupo controle. Resultados semelhantes foram
encontrados na andlise dos niveis séricos de sE-caderina em pacientes com mieloma multiplo e
controles saudaveis (SYRIGOS et al., 2004).

Na comparacao dos niveis de cada uma das moléculas estudadas entre pacientes ainda
em tratamento da LLA, ap6s a remissao da doenca, e pacientes apds o término do tratamento, ndo
foi encontrada diferenca estatistica para nenhuma das moléculas. Nao € possivel estabelecer, pela
literatura, se existe alguma diferencga nas concentracdes das moléculas ao longo do tratamento e
apods seu término, ja que as comparagdes publicadas para os diversos tipos de tumores baseiam-se

na doenga ativa e na remissao, e ndo na fase do tratamento.

Nossos dados ndo permitem caracterizar as moléculas sCD44, sE-caderina e SEpCAM
como possiveis marcadores diagndsticos ou progndsticos, uma vez que os pacientes foram avalia-
dos em fase de remissdo da doenca, e ndo foi encontrada nenhuma relagcdo entre as concentracdes
séricas das moléculas analisadas e presenga de acometimento do SNC ao diagnodstico da LLA.
Estudos prévios mostram que a expressdo de CD44 esta relacionada com acometimento extra
medular da LLLA, como envolvimento do SNC, devido a fun¢do dessa molécula de adesdo nos
linfoblastos (EL-SHARKAWY et al., 2017). O CD44 pode facilitar a passagem de blastos para os
diferentes tecidos por estabelecer uma firme aderéncia da célula maligna ao endotélio, levando a
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disseminacgdo extra medular, como observado em linfomas (HORST et al., 1990). Outros estudos
apresentam a relagdo da alta expressdao de EpCAM com desenvolvimento de metastases em
tumores solidos, incluindo disseminacgdo para o SNC (CIMINO et al., 2010). No entanto, os

autores analisaram a doenga ativa, diferentemente do presente estudo.

Embora nao existam dados prévios sobre a correlacdo entre as moléculas de adesao nas
suas formas soldveis, sabe-se que a expressdao de determinadas moléculas pode influenciar a
expressao de outras. Um estudo realizado com linhagens celulares de cancer pancreatico trans-
fectadas com EpCAM mostrou que a alta expressdo de EpCAM foi associada com aumento
da expressao de E-caderina (AKITA et al., 2011), enquanto outro estudo encontrou relagao da
coexpressdo de CD44 e EpCAM, em andlise imuno-histoquimica de tecidos de tumores colorretal
e pancredtico humanos, com menor sobrevida livre de doenga dos pacientes acometidos (KUHN
et al., 2007).

Neste estudo, encontramos correlacao linear positiva entre todas as moléculas soldveis
no grupo de pacientes, com uma forte relacao entre sCD44 e sE-caderina, caracterizada pela
interdependéncia, ja que os modelos de regressao linear mostraram que os niveis de sCD44
influenciam os niveis de sE-caderina enquanto que os niveis dessa tltima também influenciam os
niveis da primeira. Alguns estudos investigaram a relacao funcional entre as formas membranares
dessas duas moléculas. Um desses estudos estabeleceu in vitro uma correlagdo inversa entre
a expressdo de CD44 e E-caderina, através de um modelo experimental de transfeccao de E-
caderina exdgena em células de carcinoma mamario murino. A alta expressao de E-caderina
diminuiu a afinidade da ligacao de CD44, expresso nessas células tumorais, com dcido hialurdnico
da matrix extracelular. Como muitas fun¢des de CD44 sdo mediadas por essa ligacdo, incluindo
migracdo e invasdo das células tumorais, sua inibicao pode fazer parte da funcdo supressora
tumoral da E-caderina (XU, Y.; YU, 2003). Outro estudo refor¢ou essa correlacdo inversa entre
CD44 e E-caderina, ja que demostrou que a perda gradual de E-caderina esteve associada com
aumento progressivo de CD44 em tumores esofdgicos, tanto in vitro como in vivo. Em analise
imuno-histoquimica, a E-caderina mostrou-se restrita as areas com baixa expressao de CD44,
enquanto foi observado um aumento da expressao de CD44 na auséncia da E-caderina na maior
parte dos tecidos tumorais avaliados. Na transfeccdo in vitro de E-caderina em linhagens de
células de carcinoma esofagico, com baixos niveis dessa molécula, foi evidenciada diminuicao
da expressao, inicialmente aumentada, de CD44 (LE BRAS et al., 2011). Correlacdo negativa
entre CD44 e E-caderina também foi encontrada em adenocarcinoma géstrico, com a auséncia
de expressdo de E-caderina relacionada a pior sobrevida, em comparacdo com a presenca de sua

expressdo na superficie da célula tumoral (LU et al., 2013).

Por outro lado, outros autores encontraram correlacdo linear positiva entre as moléculas,
detectadas por imuno-histoquimica de carcinomas uroteliais, com uma diminui¢do significante
da expressao de E-caderina e CD44 em carcinomas de alto grau, caracterizados por alto indice

de proliferagdo, invasdo e metdstases (STEPAN et al., 2015).
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As andlises de correlacdo entre as moléculas de adesdo sdo estabelecidas, na literatura,
no microambiente tumoral. Curiosamente, nossos resultados mostraram que as correlagdes entre
as formas soluveis dessas moléculas, especialmente entre sSCD44 e sE-caderina, foram definidas
no grupo de pacientes, mas nenhuma correlacio significativa entres as mesmas moléculas foi en-
contrada no grupo controle. E possivel que em um microambiente com altos niveis de E-caderina
soluvel, como no microambiente tumoral, a mesma induza a expressdo de metaloproteinases
(NAWROCKI-RABY et al., 2003). Uma vez que essas enzimas estdo ativas, elas iniciam a
atividade proteolitica sobre CD44 membranar (OKAMOTO et al., 1999), aumentando os seus
niveis séricos, o que pode explicar a relacao positiva, encontrada neste estudo, entre essas duas

moléculas no grupo dos pacientes, diferente do observado no grupo controle.

A andlise pareada dos quatro pacientes que tiveram seus niveis séricos de sCD44, sE-
caderina e SEpCAM avaliados na doenga ativa e na remissdao, embora nao estatisticamente
significativa, corroborou os resultados de estudos anteriores mostrando uma reducao nos niveis
séricos de sCD44 associada a remissdao da doenca (TAKEUCHI et al., 1999). Os niveis de sE-
caderina também reduziram, apds remissao, em trés pacientes, com discrepancia de um paciente,
o qual foi individualmente avaliado e mostrou uma andlise imunofenotipica desfavordvel, com
marcadores de mau progndstico. J4 os resultados para os niveis de SEpCAM foram discrepantes

entre os pacientes analisados, mas a amostra foi muito pequena para gerar conclusoes.
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7 CONCLUSOES

As criancas em remissdo de LLA ndo apresentam diferenca dos niveis séricos de sCD44

e sE-caderina, com excec¢do do SEpCAM, comparado as criancas saudaveis.

A concentracdo de sE-caderina parece associada com a concentragdao de sCD44 nas

criancas com LLA.

Como perspectiva futura, propde-se analisar as expressoes de CD44, E-caderina e Ep-
CAM, em suas formas membranares, relacionadas com as populacdes de blastos (estaminais,
precursoras e progenitoras), e correlacionar com os niveis séricos de sCD44, sE-caderina e
sEpCAM, respectivamente, em criangas com LLA, para melhor esclarecimento da func¢io dessas
moléculas de adesdo nessa neoplasia hematoldgica, e sua relacdo com atividade de doenca e

fatores progndsticos.
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ANEXO A - MODELO DE INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

Numero de identificagdo: Datadacoleta: _ / /
Datadenascimento: __ / /  sexo: ()M ()F

Data do diagndstico: /l__/ () ndo se aplica

Data da remissao: [/ () ndo se aplica

Momento atual da doenca:

() Nao se aplica

() Diagnéstico

() Em tratamento

() Ap6s término do tratamento
() Recidiva

Data do término do tratamento: /1 () ndo se aplica

Acometimento de SNC ao diagnéstico: () ndo () sim () ndo se aplica
Se grupo controle:

Infecgdo: () ndo () sim . Qual(is):

Neoplasia: () ndo () sim. Qual(is):

Doenca cronica: () ndo () sim. Qual(is):

Alergia: () ndo () sim. Qual(is):
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado(a) senhor(a), o(a) menor, pelo qual o(a) senhor(a) € responsavel, estd sendo
convidado(a) para participar da pesquisa intitulada “Avaliacdo da relacao de E-caderina,
N-caderina e CD44 com a populac¢ao de células tronco leucémicas como marcadores prog-
nosticos em criancas com Leucemias Agudas”, sob a responsabilidade dos pesquisadores
Prof. Dr. Marcelo José Barbosa Silva e Iéda Cristina Cunha Ferreira e Fonseca. A razio
da participacio do (a) menor € que ele (a) € um (a) paciente com diagndstico de Leucemia Aguda

ou voluntdrio (a) saudavel (grupo controle).

Nesta pesquisa nds estamos buscando entender os niveis de algumas substancias no
sangue das criancas com Leucemia Aguda que podem estar relacionadas com a evolucao

favoravel ou desfavoravel da doenca.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serd obtido pelo pesquisador Prof.
Dr. Marcelo José Barbosa Silva ou por qualquer outro participante desta pesquisa, no
momento do diagnéstico de leucemia aguda ou em consulta ambulatorial no Hospital do
Cancer (pacientes) ou no ambulatério de pediatria do Hospital de Clinicas da UFU (vo-
luntarios). Os outros participantes sdo: I€da Cristina Cunha Ferreira e Fonseca, Anna Beatriz
Costa Neves do Amaral, Carlos Eduardo Sa Aratjo, Livia de Paula Peres, Laysa Oliveira Santos

Dias, Danielle Pereira Silva e Felipe Cordero da Luz.

Na participacao do(a) menor, ele(a) serao coletados 6ml do seu sangue no mesmo
momento da coleta de outros exames relacionados com o diagnéstico da doenca ou exa-
mes da rotina de seguimento no ambulatorio de oncologia pediatrica (pacientes) ou no
ambulatoério de pediatria (controles), para evitar uma puncao adicional, além de coleta
de informacées do prontuario do Hospital do Cancer (pacientes) ou do Hospital de Clini-
cas (controles). Serao também coletados 4ml de seu aspirado medular (pacientes) durante
coleta ja programada ao diagnéstico da doenca ou no caso de recidiva da mesma. O san-
gue e, em alguns casos, o aspirado medular serao estudados para dosagem de algumas
substincias, cujo nivel pode estar relacionado com evolucao favoravel ou desfavoravel das
criancas com Leucemia Aguda. Todas as informacoes coletadas durante o estudo serao
mantidas de forma confidencial, o0 que permitira que a identidade do(a) menor nao seja
revelada. Os resultados serao analisados individualmente, e os mesmos serao mantidos
com o grupo de pesquisa. Portanto, em nenhum momento o(a) menor serd identificado(a). Os

resultados da pesquisa serdo publicados e ainda assim a sua identidade seré preservada.
O(A) menor nao terd nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Os riscos, da participagdo do(a) menor na pesquisa, consistem em formacao de hema-
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toma ou flebite no local que foi retirado o sangue, e/ou dor no local em que foi retirado o
aspirado medular (pacientes em diagnéstico ou recidiva da doenca), os quais serao mini-
mizados por coleta realizada por profissionais qualificados e experientes e, caso ocorram,
serao tratados e acompanhados pela equipe médica e de enfermagem do Hospital do Can-
cer (pacientes) e Hospital de Clinicas (controles). Embora as analises das amostras de
sangue possam nao beneficia-lo diretamente, os resultados poderao futuramente ajudar

outras criancas, com diagnéstico de Leucemia Aguda.

O(A) menor € livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem

nenhum prejuizo ou coacio.

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com o(a)

senhor(a), responsavel legal pelo(a) menor.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, o(a) senhor(a), responsdvel legal pelo(a) menor,
podera entrar em contato com: Dr. Marcelo José Barbosa Silva no bloco 4C, Laboratério de
Imunologia, no campus Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia. Fone: 3218 —
2058. Também, a Dra Ieda Cristina Cunha Ferreira e Fonseca nos seguintes telefones (34)
3291-6100 ou (34) 3291-6174, no Hospital do Cancer, campus Umuarama. Podera também
entrar em contato com o Comité de Etica na Pesquisa — Centro Universitério do TriAngulo: Av.
Nicomedes Alves dos Santos, n°® 4545, bloco E, 3° Piso — Uberlandia -MG, CEP: 38411-106;
fone: 34-4009-9039

Uberlandia, ....... de....... de..........

Assinatura dos pesquisadores

Eu, responsavel legal pelo(a) menor con-

sinto na sua participagc@o no projeto citado acima, caso ele(a) deseje, ap0s ter sido devidamente

esclarecido.

Responsével pelo(a) menor participante da pesquisa



ANEXO C - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

@ FU UNIVERSIDADE FEDERAL DE 3 Plabaforma
UBERLANDIA/MG %wl
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAD DA RELACAC DOS MARCADORES E-CADERINA, N-CADERINA E
CD44 COM AS CELULAS TRONCO LEUCEMICAS COMO MARCADORES
PROGMOSTICOS EM CRIANGAS COM LEUCEMIAS AGUDAS

Pesquisador: |leda Cristina Cunha Ferreira e Fonseca

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: §3843116.9.0000.5152

Instituigdo Proponenta: HOSPITAL DE CLINICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Patrocinador Principal: ASSO0CIACAD MEMBROS GR LW PRO E CONST AMP C MHOS C UDI

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.936.446

Apresentagdo do Projeto:

Segundos os pesquisadores o projeto tentard estabelecer uma relagdo entre proteinas séricas dos
pacientes com subpopulagies de células leucémicas iniciadoras e resistentes a guimioterapia, causadoras
de grande parte das recidivas. Apesar de estudos anteriores mostrarem que as proteinas séricas sE-
caderina e sC044 sd0 marcadores de mau prognostico na levcemia & que algumas subpopulagies, como
as células estaminais, sdo causadoras de recidivas, esses estudos ndo fazem a correlagdo entre esses
fatores séricos & as populagdes de células leucdmicas circulantes.

Serdo recrutados todos os pacientes na faixa etaria de 0 a 11 anos & 11 meses com diagnéstico de
Laucemia Linfdide Aguda ou Leucemia Mieldide Aguda no periodo de agosto de 2010 a julho de 2017,
acompanhados no setor de Oncologia do HC-UFU. Serio coletados 6ml (3 tubos com 2ml) de sangue
pariférico dos B4 pacientes recrutados no momento da coleta de outros exames relacionados com o
diagndstico da doenga ou exames de rotina de seguimento no ambulatdric de Oncologia Pedidtrica, & sera
analisada a correlagdo das varigveis idade e fase do tratamento na qual se enconfram os pacientes no
momento da coleta {antes do tratamento, em tratamento ou pericdo de tempo apds tratamento) com os
niveis séricos das proteinas e fenctipagem das linhagens de células tronco leucémicas circulantes, através
do modelo de regressac inear

Enderego:  Av. Jofio Naves de Aol 2121 Blooo *1A°, sala 224 - Campus 34, Ménica

Bairre:  Santa Ma3nica CEP: 30.408-144
UF: MG Municipio:  UBERLANDIA
Telefone: (3452384131 Fax: (34j3239-4035 E-mall: cep@oropn.ufubr
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multipla. Para comparagio dos resultados em sangue periférico @ medula dssea, serdo coletados 4ml (2
tubos com 2ml) durante coleta de aspirado medular dos pacientes ao diagndstico efou recidiva da doenga.

Objetivo da Pesquisa:
Oz pesquisadores definem :

"Oijetivo Geral
Correlacionar os niveis de marcadores soldveis {sE-caderina, sM-caderina e sCO44) com as populagbes de
blastos {estaminais, precursoras, progenitoras) em leucemias agudas em crigngas, como ferramenta para

scompanhar o tratamento & a evolugdo da doenga no sefor de Oncologia do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberldndia.

Objetivos especificos

= Avaliar o nomers de células fronco leucémicas circulantes antes, durante e apds o tratamenio da Leucemia
Linfaide Aguda & Leucamia Miskiide Aguda.

+ Quantificar os marcadores soldveis E-caderina, CO44 & M-caderina no soro de criangas com Leucemia
Linféide Aguda & Leucemia Mieldide Aguda antes, durante & apds o tratamento.

+ Fenotipar linhagens mais diferenciadas {precursoras, progenitoras e outras subpopulagdes) e correlacionar
com o5 niveis séricos das proteinas soliveis E-caderina, CO44 & N-caderina.”

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo 05 pesquisadones:

"Riscos:

A pesguisa apresenta risco minimo ja que emprega a coleta de sangue periférico e, em alguns casos
medula dssea, no momento da coleta de outros exames, sem pungdo adicional, mantendo os riscos
inerantes & coleta periférica, como hematoma e flebite no local da pungdo, & ou dor no local da pungio
medular, os quais serdo minimizados por coleta realizada por profissionais gualificados e experientes e,
caso ocorram, serdo tratados e acompanhados pela equipe médica e de enfermagem do Hospital do Cancer
{pacientes) & Hospital de Clinicas (controles); além de coleta de informagdes de forma indireta (prontudrio).
Entretanto, pode haver identificagdo acidental do participante da pesguisa, o gue serd minimizado por
acesso restrito aos dados do paciente, apenas do pesguisador principal & pesquisadores assistentes.

Enderogo:  Av. Jofio Maves de Avila 2121- Blooo *1A4%, sala 224 - Campus S5, Ménica

Bairre:  Santa MSnica CEP: 3p.408-144
UF: MG Municipic!  UBERLANIIA
Telefone:  [3a73235-4131 Fax: (3a)3235-4335 E-mall: cep@oopn.ufubr
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Beneficios:

Com a confirmagao da analise proposta no estudo serd possivel direcionar & monitorizar o tratamento das
crigngas com Leucemias Agudas baseado nos niveis dessas proteinas séricas, portanto por meios menos
invasivos & com resultados mais rapidos do gque o utilizado atualmente por aspirado medular.”

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesguisa:

Oz participantes serdo divididos em 3 grupos.

Para comparagdo do nivel de cada proteina sérica entre 05 grupos de criangas saudaveis, crigngas com
Leucemia Linfdide Aguda e criangas com Leucemia Mieldide Aguda, serdo recrutados, através de sorteio
sleatdrio dentro da amostra total de 84 pacientes, 34 pacientes com Leucemia Linfdide Aguda {Grupo 1) e
34 pacientes com Leucemia Mieldide Aguda {Grupo 2) e serdo também recrutados aleatoriaments 34
pacientes saudaveis na mesma faixa etéria dos pacientes sorteados nos dois primeiros grupos, am
seguimento no ambulatéric de Pediatria Geral do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia, para grupo controle {Grupo 3). Serdo coletados 6ml {3 tubos com 2ml) de sangue periférico
desses pacientes do grupo contrale no momento da coleta de outros exames de roting, para evitar pungao
adicional.

Informagdes desses pacienies serdo coletadas dos seus respectivos prontuarios do Hospital do Cancer
{pacientes com diagndstico de leucemia) ou do Hospital de Clinicas {pacientes do grupo controle), conforme
modelo de instrumento de coleta de dados (Anexo 1). Todas as informagies coletadas duranie o estudo
serao mantidas de forma confidencial pelos pesquisadores.

Os responsaveis legais pelos menores envolvidos no estudo receberdo o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo 2), para suas autorizagdes da participagdo do menor, no momento do diagndstico da
leucemia ou em consulta ambulatorial no Hospital do Cancer {pacientes com leucemia) cu no ambulatdrio de
Pediaftria Geral do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberl&ndia {pacientes do grupo
controle).

Para este estudo os pesguisadores definircam como critério de inclusSo excluesdo:

Critérios de inclusao

Serdo incluidos todos os pacientes, na faixa etdana de 0 & 12 anos e 11 meses com diagndstico de Leucamia
Linféide Aguda ou Leucemia Mieldide Aguda no pericdo de agosto de 2010 a julho de 2017, o= quais os
pais assingram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; e pacientes saudaveis na mesma faixa
etdria em seguimenio no ambulatdrio de Pediatria Geral do Hospital de

Enderego:  Av. Jofio Maves de Avila 2121- Bloco 1A%, sala 224 - Campus St Ménica

Bairre:  Santa Mdnica CEP: 30.408-144
UF: MG Municipie: LUBERLANDIA
Telefone:  [3ayE2a5.4151 Fax: [3a)3239-4335 E-mall: ceporopn.uhubr
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Beneficios:

Com a confirmagao da analise proposta no estudo serd possivel direcionar & monitorizar o tratamento das
crigngas com Leucemias Agudas baseado nos niveis dessas proteinas séricas, portanto por meios menos
invasivos & com resultados mais rapidos do gque o utilizado atualmente por aspirado medular.”

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesguisa:

Oz participantes serdo divididos em 3 grupos.

Para comparagdo do nivel de cada proteina sérica entre 05 grupos de criangas saudaveis, crigngas com
Leucemia Linfdide Aguda e criangas com Leucemia Mieldide Aguda, serdo recrutados, através de sorteio
sleatdrio dentro da amostra total de 84 pacientes, 34 pacientes com Leucemia Linfdide Aguda {Grupo 1) e
34 pacientes com Leucemia Mieldide Aguda {Grupo 2) e serdo também recrutados aleatoriaments 34
pacientes saudaveis na mesma faixa etéria dos pacientes sorteados nos dois primeiros grupos, am
seguimento no ambulatéric de Pediatria Geral do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia, para grupo controle {Grupo 3). Serdo coletados 6ml {3 tubos com 2ml) de sangue periférico
desses pacientes do grupo contrale no momento da coleta de outros exames de roting, para evitar pungao
adicional.

Informagdes desses pacienies serdo coletadas dos seus respectivos prontuarios do Hospital do Cancer
{pacientes com diagndstico de leucemia) ou do Hospital de Clinicas {pacientes do grupo controle), conforme
modelo de instrumento de coleta de dados (Anexo 1). Todas as informagies coletadas duranie o estudo
serao mantidas de forma confidencial pelos pesquisadores.

Os responsaveis legais pelos menores envolvidos no estudo receberdo o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo 2), para suas autorizagdes da participagdo do menor, no momento do diagndstico da
leucemia ou em consulta ambulatorial no Hospital do Cancer {pacientes com leucemia) cu no ambulatdrio de
Pediaftria Geral do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberl&ndia {pacientes do grupo
controle).

Para este estudo os pesguisadores definircam como critério de inclusSo excluesdo:

Critérios de inclusao

Serdo incluidos todos os pacientes, na faixa etdana de 0 & 12 anos e 11 meses com diagndstico de Leucamia
Linféide Aguda ou Leucemia Mieldide Aguda no pericdo de agosto de 2010 a julho de 2017, o= quais os
pais assingram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; e pacientes saudaveis na mesma faixa
etdria em seguimenio no ambulatdrio de Pediatria Geral do Hospital de
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a8- segundo 8 Resclugdo 4668/12, o pesquisador deverd arguivar por 5 anos o relatdrio da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre & Esclarecido, assinados pelo Participante da pesquisa.

b- poderad, por escolha aleatdria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatdrio e documentagio
pertinente ao projeto.

- a aprovagdo do protocolo de pesquisa pelo CEPUFU da-se em decoméncia do atendimento a Resclugao
CM5E 48612, ndo implicando na gualidade cientifica do mesmao.

Orientagies a0 pesguisador :

+ O Participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualguer fase da pesguisa, sem penalizagao alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CHE 4668/12 ) e
deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre & Esclarecido, na integra, por ele assinado.
+ O pesguisador deve desenvolver a pesguisa conforme delineada no profocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP gue o aprovou (Res. CNS 466/12),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ac participante da pesguisa ou
guando constatar a superioridade de regime oferecido 2 um dos grupos da pesquisa gue regueiram agao
imediata.

+ 0 CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes gue alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS 486/12). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo gue tenha sido em outro centro) e enviar notificagio ao CEP e 3
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamanto.

+ Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou | apresentados antericrmente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também
& masma, junioc com o parecer aprobatdrio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97,
itern 111.2.a}.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informagies Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS DO_P | 18/01/2017 Aceito
|do Projeto ROJETO 805139 pdf 10:58:39
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Situagdo do Parecer:

Aprovado

Hecessita Apreciagio da CONEP:

Mao

UBERLANDIA, 21 de Fevereiro de 2017

Projeto Detalhado /| Projeto.docx 18/01/2017 | Anna Beatriz Costa Aceito

Brochura 10:58:23 |Meves do Amaral

investigador - _ - - .

Qutros Ficha.doc 18/01/2017 |Anna Beatriz Costa Acaito
10:56:02 | Meves do Amaral

TCLE ! Termos de | TCLE.doc 18/01/2017 |Anna Beatriz Costa Acaito

Azsantimento | 10:54:38 | Neves do Amaral

Justificativa de

| Auséncia

Cwitros Lattes.doc 26M0/2016 |leda Cristina Cunha | Aceito
113558 [Fereirg g Fonsecs

Declaragao de executores. podf 26M0/2016 |leda Cristina Cunha | Aceito

| Pesguisadores _ _ 113907 [Farmeirg @ Fonsecs

Declaragao de ICBIM.pdf 26M0/2016 |leda Cristina Cunha | Aceito

Instituigio & 11:58:38 |Ferreira e Fonseca

nfraesiniuc — ——— .

Declaragac de anuencia. pdf 26M10/2016 |leda Cristina Cunha | Aceito

InstitwigSo e 11:58:20 |Fereira e Fonseca

Anfraestnitucs

Folha de Rosto rosto.pdf 26M10/2016 |leda Cristina Cunha | Aceito
11:54:14 | Fereira g Fonseca

Assinado por:

Sandra Terezinha de Farias Furtado
(Coordenador}
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