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RESUMO

As moléculas de adesão celular podem ser biomarcadores úteis em alguns tipos de

tumores malignos, fornecendo informações valiosas para seu diagnóstico e prognóstico. A

expressão aberrante e os níveis solúveis elevados de algumas moléculas de adesão, como CD44,

E-caderina e EpCAM, estão associados a vários tumores sólidos e neoplasias hematológicas,

incluindo Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA), relacionados com proliferação das células

malignas, invasão tumoral e metástases. E-caderina e EpCAM são moléculas importantes de

adesão célula-a-célula, enquanto CD44 é um fator importante para a adesão da célula à matriz

extracelular. O objetivo do presente estudo foi avaliar a concentração sérica das formas solúveis

dessas moléculas de adesão em crianças com diagnóstico de LLA, em fase de remissão da doença,

e estabelecer uma possível correlação dessas moléculas nesses pacientes. Foi realizada a dosagem

de sCD44, sE-caderina e sEpCAM por kits de ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA),

comercialmente disponíveis, de 20 crianças de 0 a 13 anos, em remissão de LLA, tratadas

no Hospital do Câncer da Universidade Federal de Uberlândia, conforme protocolo do Grupo

Brasileiro de Tratamento da Leucemia Linfoblástica Aguda da Infância, e 16 controles saudáveis,

na mesma faixa etária. Não houve diferença estatística entre os níveis séricos circulantes de

sCD44 e sE-caderina em pacientes com LLA em remissão e controles (p=0,807 e p=0,226,

respectivamente), enquanto os níveis séricos circulantes de sEpCAM foram significativamente

menores nos pacientes, em comparação com o grupo controle (p=0,01). Além disso, sCD44 e

sE-caderina mostraram forte correlação linear positiva. Conclui-se que as crianças em remissão

de LLA não apresentam diferença dos níveis séricos de sCD44 e sE-caderina, com exceção do

sEpCAM, comparado às crianças saudáveis. A concentração de sE-caderina parece associada com

a concentração de sCD44 nas crianças com LLA. Como perspectiva futura, propõe-se analisar

as expressões de CD44, E-caderina e EpCAM, em suas formas membranares, relacionadas

com as populações de blastos (estaminais, precursoras e progenitoras), e correlacionar com os

níveis séricos de sCD44, sE-caderina e sEpCAM, respectivamente, em crianças com LLA, para

melhor esclarecimento da função dessas moléculas de adesão nessa neoplasia hematológica, e

sua relação com atividade de doença e fatores prognósticos.

Palavras-chave: CD44 solúvel; E-caderina solúvel; EpCAM solúvel; moléculas de

adesão; níveis séricos ; leucemia linfoblástica 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 sEpCAM dosage by commercially available enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

kits of 20 children from 0 to 13 years old, with ALL remission, treated at the Cancer Hospital

of the Federal University of Uberlândia, 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 sCD44 and sE-cadherin

in patients with ALL remission and control (p=0.807 and p=0.226, respectively), whereas serum

levels of sEpCAM 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 INTRODUÇÃO

1.1 Leucemia Linfoblástica Aguda

A Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) é uma neoplasia hematológica, caracterizada

pela proliferação e acúmulo de linfócitos imaturos (linfoblastos) na medula óssea e em outros

tecidos linfoides ou sistemas orgânicos, levando à inibição da diferenciação e substituição das

células sanguíneas normais por células neoplásicas (GREAVES, 2002). É o tipo mais comum de

câncer na infância e adolescência, compreendendo 25% dos cânceres antes dos 15 anos de idade

(HUNGER et al., 2012).

Os sintomas e sinais clínicos da doença são geralmente inespecíficos, relacionados direta-

mente à expansão dos clones malignos de leucócitos na medula, como dor óssea, ou ao prejuízo

na produção das células sanguíneas normais, como febre, palidez, fadiga, e sangramentos (JIN;

XU; AN, 2017), ou ainda associados ao comprometimento extra medular, como sintomas neuro-

lógicos por envolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC). Esse envolvimento, entretanto,

muitas vezes é silencioso, e pode ser comprovado pela presença de células leucêmicas no líquido

cefalorraquidiano (LCR) (THOMAS; PAVAN; LE, 2008). Já o comprometimento testicular é

principalmente caracterizado por aumento indolor uni ou bilateral, e confirmado por biópsia

(JACOBS; HASTINGS, 2010).

O diagnóstico laboratorial é feito pelo mielograma, com demonstração de mais de 20%

de linfoblastos na medula óssea (VARDIMAN et al., 2009). A imunofenotipagem avalia a

expressão de antígenos e estabelece a linhagem celular, B ou T, enquanto a avaliação citogenética

e análise molecular são importantes para identificar possíveis marcadores prognósticos da doença

(BOROWITZ et al., 2008).

A otimização da quimioterapia em estudos clínicos randomizados, com protocolos

direcionados pelo risco, tem levado a altas taxas de remissão clínica (ausência de sinais e

sintomas relacionados atribuíveis à leucemia), morfológica (demonstração de menos de 5% de

linfoblastos na medula óssea), e molecular (doença residual mínima negativa por análise de

citometria de fluxo ou reação em cadeia de polimerase – PCR), após terapia de indução (RIVERA;

RIBEIRO, 2014), com consequente aumento na sobrevida global, que pode atingir taxas de 90%

em países 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 é a principal causa de falha no tratamento e pode ser predita por uma

combinação de critérios de resposta clínica, morfológica e molecular (PAGANIN et al., 2014).

Pode ser medular, caracterizada pelo reaparecimento de mais de 5% de células leucêmicas na

medula óssea, ou extra medular, principalmente em SNC e testículos.
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1.2 Leucemia Linfoblástica Aguda e moléculas de adesão

A expressão aberrante e os níveis séricos elevados de algumas moléculas de adesão,

como CD44, E-caderina e EpCAM, têm sido associados a vários tumores sólidos e neoplasias

hematológicas, incluindo LLA, e podem ser potenciais marcadores de atividade e prognóstico

da doença (CHRISTOFORI, 2003; SEEBER; BRAICU; et al., 2015; SPIZZO et al., 2011;

STAUDER et al., 1996; SYRIGOS et al., 2004).

A detecção de um marcador de atividade de doença no soro das crianças com LLA,

como em outros tipos de câncer, é uma estratégia atraente porque a coleta de sangue periférico é

mais simples e menos agressiva em comparação com o aspirado da medula óssea realizado para

avaliação morfológica, imunofenotípica e citogenética.

1.3 Moléculas de adesão

1.3.1 CD44

CD44 é uma glicoproteína transmembranar com peso molecular de ∼ 90kDa expressa na

maioria das células hematopoiéticas e em vários tipos de células não hematopoiéticas, incluindo

células malignas (WILLIAMS et al., 2013). É codificada por um gene complexo contendo

pelo menos 20 exons, com geração de isoformas variantes por splicing alternativo de parte

desses exons (ZEILSTRA et al., 2014). CD44 é uma molécula multifuncional, envolvida em

várias interações célula-matriz extracelular, especialmente com ácido hialurônico, regulando seu

metabolismo em tecidos normais, e é vital na ativação, recirculação e homing de linfócitos, na

angiogênese e na liberação de citocinas para seus receptores correspondentes (BJORKLUND et

al., 2014). Todas essas funções biológicas são essenciais para o funcionamento das células nor-

mais, mas também são associadas às atividades patológicas das células malignas (SENBANJO;

CHELLAIAH, 2017).

A sua forma solúvel (sCD44) é gerada por proteólise do domínio extracelular da proteína,

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 domínio intracelular, após a liberação por clivagem do domínio extracelular, promove

sinalização celular e transcrição de genes, com importante papel na progressão tumoral e

metástases (OKAMOTO et al., 2001; THORNE et al., 2004; WILLIAMS et al., 2013) (Figura

1).
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molecular de ∼ 120kDa e é expressa predominantemente na superfície das células epiteliais,

em uma variedade de tecidos adultos e embrionários, com a função de estabelecer e manter a

arquitetura tecidual normal (WIJNHOVEN; PIGNATELLI, 1999). E-caderina foi recentemente

detectada como uma proteína expressa em precursores hematopoiéticos eritróides, em um pa-

drão regulado pelo desenvolvimento, isto é, está presente em eritroblastos precoces e tem sua

expressão gradualmente reduzida nas células eritróides maduras (ARMEANU; CA; KLEIN,

2000).

Por sua relação com a manutenção da integridade do tecido, a E-caderina geralmente

funciona como uma molécula supressora tumoral e, portanto, sua expressão reduzida tem sido

associada com um pior prognóstico clínico em pacientes com câncer (XING et al., 2013; XU, X.

L. et al., 2014). Há evidências de que muitas células altamente invasivas e metastáticas mantêm

características moleculares e morfológicas de epitélio bem diferenciado, incluindo alta expressão

de E-caderina, porém essa invasividade está associada à coexpressão 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 crítico no desenvolvimento

eritróide, já que sua inibição resulta em ruptura do processo de maturação dessa linhagem celular

hematopoiética (ARMEANU et al., 2000).

As suas formas solúveis (sE-caderina) foram identificadas como polipeptídeos de 80-

84kDa liberados da linhagem celular de carcinoma humano (MCF-7), como produtos de degra-

dação proteolítica da forma membranar intacta, e detectados no soro de indivíduos normais e

pacientes com várias doenças (KATAYAMA et al., 1994). A sE-caderina tem funções diferentes

da E-caderina membranar, uma vez que o domínio extracelular, liberado pela clivagem, interfere

nas junções de adesão intercelular, enquanto que o domínio intracelular pode ser translocado ao

núcleo e ativar genes relacionados à tumorigênese (HU et al., 2016; SALAHSHOR et al., 2008)

(Figura 2).
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1.3.3 EpCAM

EpCAM é outra glicoproteína transmembranar, com peso molecular de 39-42kDa, que

medeia a adesão homotípica dependente de Ca2+ entre células epiteliais, e está envolvida na

sinalização, migração, proliferação e diferenciação celular (MAETZEL, D. et al., 2009). Pode ser

usada como marcador diagnóstico e prognóstico para vários tipos de cânceres de origem epitelial,

como carcinomas de mama, próstata, colorretal, pancreático, gástrico, ovariano e pulmonar

(PATRIARCA et al., 2012), além de ser um alvo para terapia de inibição específica (HARTUNG

et al., 2005; HEMPEL et al., 2000; PUNT et al., 2002). Seu papel na tumorigênese está associado

à transcrição e tradução do proto-oncogene c-myc, envolvido na proliferação celular (MUNZ et

al., 2004), com consequente estímulo para o desenvolvimento de metástases de carcinomas. O

primeiro anticorpo anti-EpCAM foi aprovado em 2009 pela Comissão 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

tumorigênese, já que a perda de sua expressão foi associada, em carcinoma retal, com redução

das adesões celulares, aumento do potencial migratório e progressão tumoral, sugerindo que

a superexpressão da molécula também pode inibir a metástase, mediando a adesão entre essas

células (HAN et al., 2017).

Embora EpCAM esteja ausente em células normais do sistema hematopoiético, sua ex-

pressão foi, recentemente, identificada em células malignas de pacientes com leucemia mielóide

e mieloma múltiplo. As células leucêmicas que expressam EpCAM apresentam maior resistência

às drogas quimioterápicas, devido à aumentada sinalização WNT5B, que promove migração e

proliferação celular. Portanto, essa molécula de adesão apresenta-se como um potencial alvo

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

Como outras moléculas, EpCAM pode sofrer proteólise e liberar seu domínio extracelular

em fluidos corporais. A forma solúvel (sEpCAM) foi encontrada no soro, urina e líquido ascítico

de pacientes com câncer, com sua alta concentração associada à pior prognóstico desses tumores

(BRYAN et al., 2014; SEEBER; BRAICU; et al., 2015; SEEBER; MARTOWICZ; et al., 2015),

uma vez que a clivagem proteolítica do domínio intracelular envia um sinal mitogênico para

o núcleo celular e promove progressão tumoral (BAEUERLE; GIRES, 2007; MAETZEL,

DOROTHEA et al., 2009; SCHNELL; CIRULLI; GIEPMANS, 2013) (Figura 3).
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presente no líquido ascítico, liga-se ao anticorpo anti-EpCAM e, consequentemente, bloqueia a

interação desse anticorpo com a EpCAM membranar presente na célula tumoral, neutralizando

sua atividade terapêutica (SEEBER; BRAICU; et al., 2015; SEEBER; MARTOWICZ; et al.,

2015)
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2 JUSTIFICATIVA

A literatura científica mostra o papel essencial dessas moléculas de adesão em vários

tipos de câncer, incluindo neoplasias hematológicas. As formas membranares das moléculas

têm sido estabelecidas como marcadores diagnósticos e/ou prognósticos na análise imuno-

histoquímica de muitos desses tumores. Os níveis solúveis de CD44, E-caderina e EpCAM

também estão intimamente relacionados à atividade e ao prognóstico de tumores sólidos e

neoplasias hematológicas.

Níveis séricos de sCD44 e sE-caderina são elevados em pacientes com várias doenças

malignas hematológicas, incluindo leucemias pediátricas, em comparação com indivíduos saudá-

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 níveis elevados de sEpCAM em fluidos corporais de

pacientes com vários tipos de tumores sólidos (BRYAN et al., 2014; KURBACHER et al., 2015;

SEEBER et al., 2016; TAS; KARABULUT; SERILMEZ; et al., 2014) e, embora não haja

dados publicados até o momento sobre o perfil de concentração de sEpCAM em neoplasias

hematológicas, a expressão dessa molécula tem sido identificada em células leucêmicas (ZHENG

et al., 2017), o que à princípio nos leva a inferir que o nível de sEpCAM também possa estar

elevado neste tipo de câncer.

Entretanto, poucos estudos avaliaram o comportamento e correlação dos níveis séricos

dessas moléculas de adesão em pacientes na fase de remissão de doença oncológica, especi-

ficamente LLA, em comparação com indivíduos saudáveis, visando corroborar a ligação dos

níveis elevados com atividade de doença, com base na hipótese de que esses níveis diminuem a

níveis considerados normais durante a remissão, na perspectiva futura de estabelecer um possível

marcador sérico de atividade da LLA, como já existente em outros tumores, o que tornaria o

diagnóstico mais simples e menos agressivo para o paciente.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a concentração sérica das formas solúveis de CD44, E-caderina e EpCAM em

crianças com diagnóstico de LLA, na fase de remissão da doença, e estabelecer uma possível

correlação entre essas moléculas.

3.1 Objetivos específicos

• Comparar os níveis séricos de sCD44, sE-caderina e sEpCAM entre pacientes com LLA

em remissão e controles saudáveis;

• Comparar os níveis séricos de sCD44, sE-caderina e sEpCAM entre os sexos, tanto no

grupo de pacientes quanto no grupo controle;

• Comparar os níveis séricos de sCD44, sE-caderina e sEpCAM entre pacientes ainda em

tratamento da LLA, após a remissão, e pacientes após término do tratamento;

• Comparar os níveis séricos de sCD44, sE-caderina e sEpCAM entre pacientes, em

remissão, com e sem acometimento do SNC ao diagnóstico da LLA;

• Avaliar existência de correlação entre essas moléculas tanto no grupo de pacientes quanto

no grupo controle.
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4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Participantes

Foi realizado um estudo observacional analítico transversal, no qual foram incluídos

pacientes com idade entre 0 e 13 anos, diagnosticados com LLA entre 2009 e 2017, e tratados no

Hospital do Câncer da Universidade Federal de Uberlândia, em remissão clínica e morfológica

da doença. O tratamento foi realizado conforme Protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento da

Leucemia Linfoblástica Aguda da Infância (GBTLI-LLA), o qual consiste em uma fase de 30

dias de indução e, após remissão, fases de consolidação e manutenção, com duração total média

de 24 meses. Foram excluídos pacientes que sofreram recidiva da doença e/ou receberam outro

protocolo de tratamento antes da remissão.

Os pacientes foram recrutados para o estudo no período de abril a agosto de 2017,

durante consulta no ambulatório de oncologia pediátrica, resultando em uma amostra final de

20 pacientes. Desses 20 pacientes, quatro foram recrutados em dois momentos nesse mesmo

período: ao diagnóstico da LLA e, portanto, na fase ativa da doença, e na fase de remissão da

mesma após primeira etapa do tratamento.

Para comparação como grupo controle, foram incluídas 20 crianças saudáveis, combina-

das com o grupo de pacientes por idade, recrutadas entre final de agosto e início de setembro

de 2017, durante consulta pré-operatória para cirurgias eletivas, como adenoidectomia, amig-

dalectomia, hernioplastia e postectomia, no Hospital de Clínicas da Universidade Federal de

Uberlândia. Foram excluídas desse grupo crianças com quadro infeccioso, alérgico ou qualquer

tipo de doença aguda ou crônica, resultando em um grupo controle composto por 16 crianças

saudáveis.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado pelo responsável legal de

cada um dos participantes do estudo. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa

Humana da Universidade Federal de Uberlândia (número do parecer: 1.936.446).

As informações dos participantes, pertinentes ao estudo, foram coletadas dos prontuários

ou por meio de entrevista no momento do recrutamento, utilizando uma ficha específica 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 único

momento, exceto para os quatro pacientes avaliados na fase de doença ativa e na fase de remissão.

A coleta do sangue foi realizada no momento da coleta de outros exames de rotina para os

pacientes com diagnóstico de LLA e no momento da coleta dos exames pré-operatórios 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 análise.

4.3 Quantificação de sCD44, sE-caderina e sEpCAM

A dosagem sérica de sCD44, sE-caderina e sEpCAM foi realizada por meio de kits de

ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) do tipo sanduíche, comercialmente disponíveis

(Express Biotech International, Frederick, Maryland, EUA). Todo o procedimento foi realizado

de acordo com as instruções do fabricante. O limite de detecção das concentrações 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 não

mostra a diluição ideal das amostras para ELISA, foram estabelecidas, com base na recomendação

do fabricante, as seguintes diluições: 1:2; 1:5; 1:10; 1:20, 1:50 e 1:100. Os melhores pontos de

diluição para sCD44, sE-caderina e sEpCAM foram 1:5, 1:5 e 1:2, respectivamente.

4.4 Análise estatística

Todos os dados foram analisados utilizando o software de análise estatística SPSS

(IBM Corporation, versão 21.0, Armonk, NY). Os gráficos foram construídos no software

GraphPad Prism (versão 7.0, Califórnia, EUA). O teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov

foi utilizado para determinar se as amostras assumiam uma distribuição normal. As diferenças

entre dois grupos foram analisadas utilizando teste t de Student ou teste de Mann-Whitney, para

dados com distribuição normal e não normal, respectivamente, sendo consideradas significativas

se p <0,05. Para análises de dados pareados, foi utilizado o teste não paramétrico de Wilcoxon,

com significância estatística se p <0,05. A análise de correlação foi realizada, e estabelecido o

coeficiente de correlação de Pearson, para avaliar a relação entre as moléculas, com significância

estatística se p <0,01. Regressão linear multivariada foi utilizada para avaliar os melhores

modelos para explicar a variância de sCD44, sE-caderina e sEpCAM entre os pacientes. Uma

vez que os modelos foram definidos, cada variável independente de cada modelo foi incluída

em uma regressão linear univariada e as variáveis com p <0,05 foram incluídas em uma análise

multivariada. O método stepwise backward foi usado para construir um modelo final para essas

variáveis 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 e 13 anos. Já o grupo controle

foi composto por oito crianças 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 diagnóstico da doença foi de 35 meses, enquanto o

tempo médio de remissão 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 já haviam terminado o tratamento. O tempo médio do término do tratamento foi

de 17,3 meses. Três pacientes tinham história de envolvimento de SNC ao diagnóstico, enquanto

17 não apresentavam esse acometimento extra medular.

Não foi observada diferença estatisticamente significativa nas médias das concentrações

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

A Figura 4 compara os níveis séricos de sCD44, sE-caderina e sEpCAM entre pacientes

com LLA em remissão e controles. No grupo de pacientes, as medianas das concentrações 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 UI/mL (range: 3,734 – 24,955 UI/mL), respectivamente. No

grupo controle, as medianas das concentrações 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 UI/mL (range: 5,729 – 26,314 UI/mL) para

sCD44, sE-caderina e sEpCAM, respectivamente. Os níveis séricos circulantes de sEpCAM

foram significativamente menores em pacientes com LLA em remissão, comparados aos níveis do

grupo controle (p=0,01). Não houve diferença estatística dos níveis séricos circulantes de sCD44

e sE-caderina entre pacientes em remissão e controles (p=0,807 e p=0,226, respectivamente).
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Figura 4 – Representação gráfica dos níveis séricos de (A) sCD44, (B) sE-caderina e (C) sEp-
CAM em pacientes com Leucemia Linfoblástica Aguda em remissão e controles.
Em cada gráfico estão representadas mediana e range. A significância estatística foi
estabelecida utilizando o teste de Mann-Whitney (p <0,05).

A comparação das concentrações séricas de cada molécula entre pacientes avaliados

ainda em tratamento da LLA após a remissão e pacientes avaliados após término do tratamento

não mostrou diferença estatística (Figura 5).
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Figura 5 – Representação gráfica dos níveis séricos de (A) sCD44, (B) sE-caderina e (C) sEp-
CAM em pacientes ainda em tratamento para Leucemia Linfoblástica Aguda após
remissão e pacientes após término do tratamento. Em cada gráfico estão representadas
mediana e range. A significância estatística foi estabelecida utilizando o teste de
Mann-Whitney (p <0,05).

Também não foi encontrada diferença estatisticamente significativa nos níveis séricos de

sCD44, sE-caderina e sEpCAM entre pacientes em remissão com ou sem acometimento do SNC

ao diagnóstico da LLA (Figura 6).
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Figura 6 – Representação gráfica dos níveis séricos de (A) sCD44, (B) sE-caderina e (C) sEp-
CAM em pacientes em remissão com e sem envolvimento de Sistema Nervoso Central
ao diagnóstico da Leucemia Linfoblástica Aguda. Em cada gráfico estão representa-
das mediana e range. A significância estatística foi estabelecida utilizando o teste de
Mann-Whitney (p <0,05).

As moléculas analisadas mostraram correlação no grupo de pacientes, sendo que sCD44

e sE-caderina estão fortemente correlacionadas (r = 0,954; p <0,01). Não houve correlação entre

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

e valor do nível descritivo do teste entre as moléculas estão representados na Tabela 1.
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Tabela 1 – Distribuição dos valores do coeficiente de correlação de Pearson (r) e valor de p para
a correlação entre as moléculas de adesão nos pacientes e controles

Grupo Variáveis 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 sEpCAM 0,435 0,092

*significância estatística se p <0,01

A análise de regressão linear multivariada foi utilizada para definir o melhor modelo de

relação entre as moléculas. Sendo assim, a análise mostrou que quando sCD44 e sE-caderina

são colocados como variável dependente, é obtido um coeficiente de determinação próximo

de 1. Definido o modelo, aplicou-se o método stepwise backward para definição da variável

independente mais importante. Dessa forma, constatou-se que existe uma influência entre as

concentrações de sE-caderina e sCD44. Os dados estão representados na Tabela 2.

Tabela 2 – Modelos de regressão linear multivariada de sCD44, sE-caderina e sEpCAM entre os
pacientes

Variável dependente Variável independentes R2 p*

sCD44 sE-caderina e sEpCAM 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

* significância estatística se p <0,05

Com base na equação obtida por regressão 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 correlação pode ser observada nos diagramas de dispersão entre sCD44 e

sE-caderina gerados por análise de regressão linear univariada (Figura 7).
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Figura 7 – Diagramas de dispersão representando a forte correlação positiva entre (A) variável
dependente sCD44 e independente sE-caderina e (B) variável dependente sE-caderina
e independente sCD44.

Embora sem significância estatística, a análise pareada dos quatro pacientes avaliados

na fase de doença ativa e na fase de remissão mostrou uma queda nos níveis séricos circulantes

de sCD44 na remissão em todos os pacientes, fato não observado para sE-caderina e sEpCAM

(Figura 8).
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Figura 8 – Representação gráfica dos níveis séricos de (A) sCD44, (B) sE-caderina e (C) sEp-
CAM nos pacientes avaliados antes e após remissão da LLA. A significância estatística
foi estabelecida utilizando o teste de Wilcoxon (p <0,05).
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6 DISCUSSÃO

A comparação entre os níveis séricos de sCD44 e sE-caderina entre crianças tratadas para

LLA, em remissão da doença, e crianças saudáveis, na mesma faixa etária, não mostrou diferença

estatística entre os dois grupos. Outros autores encontraram resultados semelhantes em estudos

com leucemias agudas, uma vez que mostraram que os níveis séricos mais altos de sCD44

em crianças com a doença ativa retornam a níveis considerados normais após a quimioterapia

e remissão da doença, sendo essa molécula considerada pelos autores um bom indicador de

resposta ao tratamento. Eles deduziram que a redução dos níveis de sCD44 provavelmente

ocorre porque as células malignas, destruídas pela quimioterapia, eram a principal fonte de

produção da molécula, após a supressão da hematopoiese normal (TAKEUCHI et al., 1999). Em

análises pareadas, os níveis séricos de sE-caderina de pacientes com câncer de mama e bexiga

reduziram após a quimioterapia (HOFMANN et al., 2013; HUSSAIN et al., 2014). O tratamento

de ressecção cirúrgica tumoral também resultou em uma diminuição da sE-caderina sérica em

pacientes com câncer de próstata (IACOPINO et al., 2012) e câncer hepático (SOYAMA et al.,

2008).

Por outro lado, nossos resultados encontraram níveis séricos de sEpCAM significa-

tivamente menores nos pacientes com LLA em remissão, em comparação com os controles

saudáveis. Estudos anteriores mostram que pacientes com câncer de ovário e esôfago apresentam,

na fase ativa da doença, níveis séricos mais elevados de sEpCAM, em comparação com controles

saudáveis, sendo a maior parte dessa sEpCAM liberada da superfície celular das células tumorais,

por proteólise (KIMURA et al., 2007; TAS; KARABULUT; SERILMEZ; et al., 2014). As

células tumorais possuem maior atividade de sheddases, que clivam a porção extracelular de

EpCAM e, dessa forma, aumentam seus níveis séricos (GOOZ, 2010). Nesses pacientes, uma

redução drástica dos níveis séricos de sEpCAM, após remissão de doença, poderia ser explicada

pela atividade citotóxica do tratamento quimioterápico 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 não encontraram diferença entre os níveis séricos de sEpCAM

em pacientes com câncer de pulmão e controles saudáveis, e também não estabeleceram nenhuma

correlação desses níveis com resposta à quimioterapia (TAS; KARABULUT; DURANYILDIZ,

2014). Outros mostraram níveis séricos de sEpCAM mais baixos em pacientes com adenocarci-

noma pancreático em comparação com controles saudáveis (GEBAUER et al., 2014). Portanto,

uma questão importante deve ser levantada em relação à quantificação sérica de sEpCAM. A

forma solúvel de EpCAM liberada de células malignas difere, em relação à glicosilação e estru-

tura terciária, da forma solúvel de EpCAM liberada de células não-malignas. Esta variante de

sEpCAM liberada da superfície celular de células malignas forma oligômeros, que podem ser

ligados à superfície de outras células tumorais (TREBAK et al., 2001). Essa interação impede que
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o sEpCAM seja detectado por anticorpos do teste ELISA, já que o local de ligação do anticorpo

está bloqueado pela oligomerização. Além disso, as proteínas hiperglicosiladas podem formar

estruturas que também se ligam às células malignas (LANGE et al., 2014). Esses efeitos podem

explicar a menor detecção de sEpCAM clivada da membrana de células tumorais, levando a

valores de sEpCAM semelhantes, ou até mais baixos, em pacientes com câncer, em comparação

com controles saudáveis (GEBAUER et al., 2014). Além disso, não é possível determinar se os

pacientes desse estudo produziram a sEpCAM modificada, uma vez que no grupo de pacientes

existem aqueles em que foi detectado níveis elevados dessa molécula.

Os valores das concentrações séricas de sCD44 e sE-caderina encontrados neste estudo

foram menores do que os relatados na literatura, tanto em pacientes com LLA em remissão,

quanto em controles saudáveis (TAKEUCHI et al., 1999; TAKUBO et al., 2002), o que pode ser

explicado pelas diferenças nas técnicas de diluição e quantificação das amostras. As concentra-

ções 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 quantificação, dificultando a comparação dos valores das concentrações

séricas encontradas com os publicados na literatura.

Os dados publicados sobre os níveis séricos de moléculas de adesão estão focados na

sua relação com fatores diagnósticos e prognósticos em pacientes com câncer. Existem poucos

estudos que comparam os níveis séricos das moléculas entre os sexos. No presente estudo,

não houve diferença nos níveis séricos de sCD44, sE-caderina e sEpCAM entre os sexos, nem

no grupo de pacientes em remissão e nem no grupo controle. Resultados semelhantes foram

encontrados na análise dos níveis séricos de sE-caderina em pacientes com mieloma múltiplo e

controles saudáveis (SYRIGOS et al., 2004).

Na comparação dos níveis de cada uma das moléculas estudadas entre pacientes ainda

em tratamento da LLA, após a remissão da doença, e pacientes após o término do tratamento, não

foi encontrada diferença estatística para nenhuma das moléculas. Não é possível estabelecer, pela

literatura, se existe alguma diferença nas concentrações das moléculas ao longo do tratamento e

após seu término, já que as comparações publicadas para os diversos tipos de tumores baseiam-se

na doença ativa e na remissão, e não na fase do tratamento.

Nossos dados não permitem caracterizar as moléculas sCD44, sE-caderina e sEpCAM

como possíveis marcadores diagnósticos ou prognósticos, uma vez que os pacientes foram avalia-

dos em fase de remissão da doença, e não foi encontrada nenhuma relação entre as concentrações

séricas das moléculas analisadas e presença de acometimento do SNC ao diagnóstico da LLA.

Estudos prévios mostram que a expressão de CD44 está relacionada com acometimento extra

medular da LLA, como envolvimento do SNC, devido à função dessa molécula de adesão nos

linfoblastos (EL-SHARKAWY et al., 2017). O CD44 pode facilitar a passagem de blastos para os

diferentes tecidos por estabelecer uma firme aderência da célula maligna ao endotélio, levando à
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disseminação extra medular, como observado em linfomas (HORST et al., 1990). Outros estudos

apresentam a relação da alta expressão de EpCAM com desenvolvimento de metástases em

tumores sólidos, incluindo disseminação para o SNC (CIMINO et al., 2010). No entanto, os

autores analisaram a doença ativa, diferentemente do presente estudo.

Embora não existam dados prévios sobre a correlação entre as moléculas de adesão nas

suas formas solúveis, sabe-se que a expressão de determinadas moléculas pode influenciar a

expressão de outras. Um estudo realizado com linhagens celulares de câncer pancreático trans-

fectadas com EpCAM mostrou que a alta expressão de EpCAM foi associada com aumento

da expressão de E-caderina (AKITA et al., 2011), enquanto outro estudo encontrou relação da

coexpressão de CD44 e EpCAM, em análise imuno-histoquímica de tecidos de tumores colorretal

e pancreático humanos, com menor sobrevida livre de doença dos pacientes acometidos (KUHN

et al., 2007).

Neste estudo, encontramos correlação linear positiva entre todas as moléculas solúveis

no grupo de pacientes, com uma forte relação entre sCD44 e sE-caderina, caracterizada pela

interdependência, já que os modelos de regressão linear mostraram que os níveis de sCD44

influenciam os níveis de sE-caderina enquanto que os níveis dessa última também influenciam os

níveis da primeira. Alguns estudos investigaram a relação funcional entre as formas membranares

dessas duas moléculas. Um desses estudos estabeleceu in vitro uma correlação inversa entre

a expressão de CD44 e E-caderina, através de um modelo experimental de transfecção de E-

caderina exógena em células de carcinoma mamário murino. A alta expressão de E-caderina

diminuiu a afinidade da ligação de CD44, expresso nessas células tumorais, com ácido hialurônico

da matrix extracelular. Como muitas funções de CD44 são mediadas por essa ligação, incluindo

migração e invasão das células tumorais, sua inibição pode fazer parte da função supressora

tumoral da E-caderina (XU, Y.; YU, 2003). Outro estudo reforçou essa correlação inversa entre

CD44 e E-caderina, já que demostrou que a perda gradual de E-caderina esteve associada com

aumento progressivo de CD44 em tumores esofágicos, tanto in vitro como in vivo. Em análise

imuno-histoquímica, a E-caderina mostrou-se restrita às áreas com baixa expressão de CD44,

enquanto foi observado um aumento da expressão de CD44 na ausência da E-caderina na maior

parte dos tecidos tumorais avaliados. Na transfecção in vitro de E-caderina em linhagens de

células de carcinoma esofágico, com baixos níveis dessa molécula, foi evidenciada diminuição

da expressão, inicialmente aumentada, de CD44 (LE BRAS et al., 2011). Correlação negativa

entre CD44 e E-caderina também foi encontrada em adenocarcinoma gástrico, com a ausência

de expressão de E-caderina relacionada a pior sobrevida, em comparação com a presença de sua

expressão na superfície da célula tumoral (LU et al., 2013).

Por outro lado, outros autores encontraram correlação linear positiva entre as moléculas,

detectadas por imuno-histoquímica de carcinomas uroteliais, com uma diminuição significante

da expressão de E-caderina e CD44 em carcinomas de alto grau, caracterizados por alto índice

de proliferação, invasão e metástases (STEPAN et al., 2015).
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As análises de correlação entre as moléculas de adesão são estabelecidas, na literatura,

no microambiente tumoral. Curiosamente, nossos resultados mostraram que as correlações entre

as formas solúveis dessas moléculas, especialmente entre sCD44 e sE-caderina, foram definidas

no grupo de pacientes, mas nenhuma correlação significativa entres as mesmas moléculas foi en-

contrada no grupo controle. É possível que em um microambiente com altos níveis de E-caderina

solúvel, como no microambiente tumoral, a mesma induza a expressão de metaloproteinases

(NAWROCKI-RABY et al., 2003). Uma vez que essas enzimas estão ativas, elas iniciam a

atividade proteolítica sobre CD44 membranar (OKAMOTO et al., 1999), aumentando os seus

níveis séricos, o que pode explicar a relação positiva, encontrada neste estudo, entre essas duas

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

A análise pareada dos quatro pacientes que tiveram seus níveis séricos de sCD44, sE-

caderina e sEpCAM avaliados na doença ativa e na remissão, embora não estatisticamente

significativa, corroborou os resultados de estudos anteriores mostrando uma redução nos níveis

séricos de sCD44 associada à remissão da doença (TAKEUCHI et al., 1999). Os níveis de sE-

caderina também reduziram, após remissão, em três pacientes, com discrepância de um paciente,

o qual foi individualmente avaliado e mostrou uma análise imunofenotípica desfavorável, com

marcadores de mau prognóstico. Já os resultados para os níveis de sEpCAM foram discrepantes

entre os pacientes analisados, mas a amostra foi muito pequena para gerar conclusões.
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7 CONCLUSÕES

As crianças em remissão de LLA não apresentam diferença dos níveis séricos de sCD44

e sE-caderina, com exceção do sEpCAM, comparado às crianças saudáveis.

A concentração de sE-caderina parece associada com a concentração de sCD44 nas

crianças com LLA.

Como perspectiva futura, propõe-se analisar as expressões de CD44, E-caderina e Ep-

CAM, em suas formas membranares, relacionadas com as populações de blastos (estaminais,

precursoras e progenitoras), e correlacionar com os níveis séricos de sCD44, sE-caderina e

sEpCAM, respectivamente, em crianças com LLA, para melhor esclarecimento da função dessas

moléculas de adesão nessa neoplasia hematológica, e sua relação com atividade de doença e

fatores prognósticos.
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ANEXO A – MODELO DE INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

Número de identificação: _____________ Data da coleta: ___/___/____

Data de nascimento: ___/___/______ sexo: ( ) M ( ) F

Data do diagnóstico: ___/___/______ ( ) não se aplica

Data da remissão: ___/___/______ ( ) não se aplica

Momento atual da doença:

( ) Não se aplica

( ) Diagnóstico

( ) Em tratamento

( ) Após término do tratamento

( ) Recidiva

Data do término do tratamento: ___/___/______ ( ) não se aplica

Acometimento de SNC ao diagnóstico: ( ) não ( ) sim ( ) não se aplica

Se grupo controle:

Infecção: ( ) não ( ) sim . Qual(is): ________________________________

Neoplasia: ( ) não ( ) sim. Qual(is): ________________________________

Doença crônica: ( ) não ( ) sim. Qual(is): ____________________________

Alergia: ( ) não ( ) 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) é responsável, está sendo

convidado(a) para participar da pesquisa intitulada “Avaliação da relação de E-caderina,

N-caderina e CD44 com a população de células tronco leucêmicas como marcadores prog-

nósticos em crianças com Leucemias Agudas”, sob a responsabilidade dos pesquisadores

Prof. Dr. Marcelo José Barbosa Silva e Iêda Cristina Cunha Ferreira e Fonseca. A razão

da participação do (a) menor é que ele (a) é um (a) paciente com diagnóstico de Leucemia Aguda

ou voluntário (a) saudável (grupo controle).

Nesta pesquisa nós estamos buscando entender os níveis de algumas substâncias no

sangue das crianças com Leucemia Aguda que podem estar relacionadas com a evolução

favorável ou desfavorável da doença.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido será obtido pelo pesquisador Prof.

Dr. Marcelo José Barbosa Silva ou por qualquer outro participante desta pesquisa, no

momento do diagnóstico de leucemia aguda ou em consulta ambulatorial no Hospital do

Câncer (pacientes) ou no ambulatório de pediatria do Hospital de Clínicas da UFU (vo-

luntários). Os outros participantes são: Iêda Cristina Cunha Ferreira e Fonseca, Anna Beatriz

Costa Neves do Amaral, Carlos Eduardo Sá Araújo, Lívia de Paula Peres, Laysa Oliveira Santos

Dias, Danielle Pereira Silva e Felipe Cordero da Luz.

Na participação do(a) menor, ele(a) serão coletados 6ml do seu sangue no mesmo

momento da coleta de outros exames relacionados com o diagnóstico da doença ou exa-

mes da rotina de seguimento no ambulatório de oncologia pediátrica (pacientes) ou no

ambulatório de pediatria (controles), para evitar uma punção adicional, além de coleta

de informações do prontuário do Hospital do Câncer (pacientes) ou do Hospital de Clíni-

cas (controles). Serão também coletados 4ml de seu aspirado medular (pacientes) durante

coleta já programada ao diagnóstico da doença ou no caso de recidiva da mesma. O san-

gue e, em alguns casos, o aspirado medular serão estudados para dosagem de algumas

substâncias, cujo nível pode estar relacionado com evolução favorável ou desfavorável das

crianças com Leucemia Aguda. Todas as informações coletadas durante o estudo serão

mantidas de forma confidencial, o que permitirá que a identidade do(a) menor não seja

revelada. Os resultados serão analisados individualmente, e os mesmos serão mantidos

com o grupo de pesquisa. Portanto, em nenhum momento o(a) menor será identificado(a). Os

resultados da pesquisa serão publicados e ainda assim a sua identidade será preservada.

O(A) menor não terá nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Os riscos, da participação do(a) menor na pesquisa, consistem em formação 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 diagnóstico ou recidiva da doença), os quais serão mini-

mizados por coleta realizada por profissionais qualificados e experientes e, caso ocorram,

serão tratados e acompanhados pela equipe médica e de enfermagem do Hospital do Cân-

cer (pacientes) e Hospital de Clínicas (controles). Embora as análises das amostras de

sangue possam não beneficiá-lo diretamente, os resultados poderão futuramente ajudar

outras crianças, com diagnóstico de Leucemia Aguda.

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

nenhum prejuízo ou coação.

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

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

Qualquer dúvida a respeito da pesquisa, o(a) senhor(a), responsável legal pelo(a) menor,

poderá entrar em contato com: Dr. Marcelo José Barbosa Silva no bloco 4C, Laboratório de

Imunologia, no campus Umuarama da Universidade Federal de Uberlândia. 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 Câncer, campus Umuarama. Poderá também

entrar em contato com o Comitê de Ética na Pesquisa – Centro Universitário do Triângulo: Av.

Nicomedes Alves dos Santos, nº 4545, bloco E, 3º Piso – Uberlândia –MG, CEP: 38411-106;

fone: 34-4009-9039

Uberlândia, . . . . . . . de . . . . . . ..de . . . . . . . . . .

_______________________________________________________________

Assinatura dos pesquisadores

Eu, responsável legal pelo(a) menor _________________________________________con-

sinto na sua participação no projeto citado acima, caso ele(a) deseje, após ter sido devidamente

esclarecido.

______________________________________________________________

Responsável pelo(a) menor participante da pesquisa
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