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Resumo
O CD44 é uma molécula de ades@o que se expressa em linf6citos-B e T, participa na mediacdo de ades@o
destas células e dos componentes da matriz extracelular e na adesdo a células endoteliais vasculares.

A proposta desde estudo foi a de investigar a expressao celular do CD44 em 108 pacientes portadores de
leucemias linfobldsticas (57 leucemias linféides agudas de linhagem B e 51 de células-T), através de uma
metodologia que inclui a andlise citomorfolégica e imunofenotipagem, com um painel de anticorpos
monoclonais detectados pelas técnicas da imunoperoxidase conjugada, e imunofluorescéncia com andlise
por citometria de fluxo. Inicialmente, investigamos a correlagdo do CD44 com as distintas fases de diferen-
ciacdo celular destas leucemias, determinadas pela expressao antigénica. Em seguida, investigamos a corre-
lagdo desta molécula com os achados clinico-patoldgicos, como a presenga de massas tumorais, adenome-
galias, infiltragdo de células leucmicas no sistema nervoso central e em outros 6rgaos, além da presenga de
células bldsticas no sangue periférico. Paralelamente ao estudo das leucemias, também investigamos a ex-
pressio de CD44 em linfécitos do sangue periférico oriundos de 11 individuos sadios. A expressao de CD44
foi positiva em 83 casos (76,8%) das leucemias linféides agudas, sendo 46 casos (80,7%) das LLA de linha-
gem B, e em 37 casos (72,5%) de LLA de células-T. Nos quatro subgrupos que compdem as LLA de linhagem
B, observamos a expressdo desta molécula em dois casos (66,7%) das LLA do tipo null; em 34 casos (77,3%)
das LLA do tipo comum e em todos os casos de LLA pré-B (cp+ ) e LLA-B (Smlg+). Ja nas LLA de células-
T, a expressdo do CD44 mostrou-se varidvel nos trés subgrupos que compdem estas leucemias. No Subgrupo
I (LLA pré-T), todos os nove casos (100%) foram CD44 positivos; nos 14 casos do Subgrupo II (LLA-T
intermedidria), quatro casos (28,6%) foram CD44 positivos e no Subgrupo IIT (LLA-T-medular) o CD44 foi
positivo em 24 casos (85,7%).

A correlagdo da expressdo de CD44 com o perfil clinico-patolégico destas LLA, mostrou que a expressao
desta molécula correlacionou-se com as leucemias que apresentavam formas tumorais da doenga, traduzida
pela presenga de hepatomegalias, esplenomegalias, linfadenopatias e, principalmente, nos casos em que
havia a presenga de massas tumorais abdominais e de mediastino, assim como infiltragdo no sistema nervoso
- central, quando comparadas as leucemias com doenga restrita ao sistema hematopoético.

Com estes dados, nés sugerimos que o CD44 pode ser empregado como marcador adicional na monitorizagao
da evolugdo progndstica e para avaliagdo dos mecanismos de evolugdo patolégica das leucemias linfoides
agudas.
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Abstract ,
CD44 is an adhesion molecule expressed by B and T lymphocytes, that mediates cell
attachment to extracellular matrix componentes and adhesion to endothelial cells.

The purpose of this study is to investigate the CD44 expression in 108 patients with
lymphoblastic leukemia (57 B lineage ALL and 51 T-cell ALL) with a methodology that
includes morphological analysis and immunophenotyping with a panel of monoclonal
antibodies detected by standard techniques such as immunoperoxidase conjugated methods
and flow-cytometry. Initially we investigated the correlation of CD44 expression with all
levels of cellular maturation of these leukemia, established according to antigen expression.
Then, we investigated the correlation of this molecule with clinical-pathologic features
such as mediastinal mass, adenomegaly and infiltration of the central nervous system,
and number of blastic cells in peripheral blood. In addition, we also investigated CD44
expression in peripheral lymphocytes from 11 healthy individuals. The CD44 expression
was positive in 83 (76.8%) out of 108 ALL cases studied. In B precursors and B-ALL its
expression was observed in 46 (80.8%) out of 57 cases and 37 (72.5%) out of 51 cases of
T-ALL. In the four subgroups of B precursor ALL, the expression of this molecule was
found in 2 cases (66.7%) of null-ALL, in 34 cases (73.5%) of C-ALL and all cases of pre-
B (cu+) and B-ALL (Smlg+). Considering, T-cell ALL, the CD44 expression was variable
among the three subgroups of this leukemia. In Subgroup I (pre-T ALL) all 9 cases were
positive (100%). In 14 Subgroups Il (intermediate T-cell ALL) CD44 was positive in 4
cases (28.6%) and amongst the 28 cases of Subgroup I1l, CD44 was positive in 24 cases
(85.7%). In Lymphocytes from the control groups, CD44 expression was positive in all
cases with percentages of reactivity ranging from 80% to 100% of cases, which
homogeneously exhibited high density of CD44, as assessed by cytofluorimetry. The
correlation of CD44 expression interms of clinical-pathologic profile of ALL demonstrated
that high levels of CD44 were associated to tumoral forms of disease expressed as
lymphadenopathy, hepatomegaly, splenomegaly, tumoral masses and infiltration of cen-
tral nervous system. However, we did not find any association between CD44 and high
levels of circulating blast cells.

These data suggest that CD44 should be considered an addicional marker to monitor
evolution and asses the mechanisms of pathological evolution of the lymphoblastic leukemia.
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Introdugao e nos processos leucémicos. Com a utiliza-

No sistema linfohematopoético representa- ~ ¢d0 de AcMo, permitiu-se assim um melhor -
do por 6rgios como a medula éssea e teci-  conhecimento do papel das moléculas de
dos linféides, a diferenciagdo celular ¢ adesdo celular na regulagdo da hemopoese
acompanhada por uma interagdo especifica ~normal, em eventos biologicos como no tra-
das células progenitoras circulantes com  fego de linfécitos e resposta imune, bem
diferentes microambientes sésseis‘! 2. como em mecanismos fisiopatoldgicos en-
volvidos na leucemogénese® 4.

Recentemente, com a tecnologia de hibrido- '

mas, tornou-se possivel a produgdo de anti-  Dentre as diversas moléculas de adesao pre-
corpos monoclonais (AcMo) com altaespe-  sentes nestes fendmenos, destaca-se a fami-
cificidade, podendo-se considerar este lia do CD44 freqgiientemente associada a
evento como um passo importante para o eventos de migragdo celular, e que nos pro-
melhor entendimento na caracterizagdo de  cessos neopldsicos estd relacionada a
antigenos de membrana de células do siste-  metastizagdo de células tumorais, estando
ma linfohematopoético possibilitando, desta ~ sua expressao correlacionada com o prog-
forma, uma melhor compreensio dos me-  nostico desfavorédvel de diversas formas de

canismos envolvidos nahemopoiese normal  cancer, inclusive leucemias e linfomas® .



Nas leucemias linféides agudas a expressao
destamolécula parece correlacionar-se com
0 seu comportamento biolégico como os
mecanismos de disseminagdo extramedular
das células leucémicas, a infiltragdo no sis-
tema nervoso central, formac¢do de massas
tumorais e outros parametros de mau prog-
ndstico tais como leucometria elevada e
numero elevado de linfoblastos leucémicos
no sangue periférico“ .

Os avancgos recentes acima citados na
caracterizagdo fisiopatolégica das leu-
cemias, possibilitam a realizacdo deste
estudo que visou correlacionar a expres-
sa0 do CD44 nos mecanismos fisiopa-
tolégicos envolvidos naleucemogénese.
De forma mais especifica os objetivos
principais deste estudo foram: i) inves-
tigar aexpressdao do CD44 em leucemias
linféides agudas através de duas abor-
dagens técnicas distintas, pela cito-
fluorimetria e imunocitoquimica; ii)
correlacionar a expressdao do CD44 com
o perfil fenotipico e, iii) correlacionar
esta expressao com o comportamento
clinicopatolégico das leucemias
linféides agudas.

Material e métodos

Pacientes

Durante o periodo de 1992-1994, foram se-
lecionados para este estudo 108 casos de
LLA antes de qualquer intervengao terapéu-
tica.

Juntamente com as amostras de sangue pe-
riférico e de medula éssea foram coletados
dados clinicos e laboratoriais dos pacientes
para as analises posteriores, tais como a ida-
de, o sexo, a presenca de adenomegalia, he-
patomegalia, esplenomegalia, além de mas-
sas tumorais (mediastinal e abdominal) e
comprometimento do sistema nervoso cen-
tral. Como grupo controle, foram analisa-
dos linfécitos de 11 individuos normais que
serviram como grupo controle. ‘

Critérios adotados

Para o diagnéstico das leucemias agudas se-
guiu-se o critério da observagdo da presen-
¢a de mais de 25% de células bldsticas no
sangue periférico e no aspirado de medula
0Ossea, cuja avaliagdo morfolGgica seguiu os
critérios adotados pela classificagio FAB®.

Foram excluidos deste trabalho os casos em
que 0s pacientes apresentavam morfologia
das células bldsticas compativel com LMA,

_positividade a reagdo citoquimica do Negro

de Sudam, além da quimioterapia antileucé-
mica prévia.

As reagdes foram consideradas positivas
quando mais que 20% das células apresen-
taram reacdo positiva para a maioria dos
anticorpos, inclusive o AcMo anti-CD44.

Chamou-se de LLA de células-T quando
mais que 20% dos blastos apresentavam
positividade para os antigenos pan-T ou
seja CD7 e CD3, com os seguintes sub-
tipos: as LLA de células-T mais primi-
tivas ou de células pré-T s6 expressam
os antigenos CD7 ¢ o CD3 intraci-
toplasmadtico (cCD3), neste grupo tam-
bém pode ser observado a presenga de
CD34,CD38, HLADre o TdT e pela ex-
pressdo negativa de CD2, CD4 e CDS;
as LLA correspondentes ao Grupo II ou
timécitos intermedidrios se caracteriza-
ram pela aquisi¢cdo do CD2, CDlae pela
expressdo simultinea do CD4 e CDS8,
mantendo a expressdo de CD7, cCD3.
O Grupo IITou timécitos maduros que
expressam o CD7, CD2 e o CD3 de su-
perficie (mCD3), com a dicotomia da
expressdo do CD4 e CD8,

Chamou-se deLLA de linhagem B, quando
mais que 20% das células leucémicas
apresentavam antigenos descritos como
de linhagem B e pré-B, conforme os
critérios descritos por Freedman AS &
Nadler LM e Foon KA & Tood ED®?: As
LLA do tipo null expressam o HLADr e
CD19, podendo também ser encontrado o
CD34. As LLA do tipo comum ou calla
positiva quando as células expressam o
“antigeno comum associado a leucemia
linféide aguda” (CALLA), além do
HLADr e CD19. As LLA pré-B sio
aquelas cujas células bldsticas expressam
o fenétipo: HLADr, CD19, CD22 intraci-
toplasmatico (¢cCD22), CD20,CD10e ca-
deia “mi” intracitoplasmatica (cu+). Fi-
nalmente, as LLA de células-B, sdo aque-
las cujas células bldsticas apresentam ex-
pressdo completa de imunoglobulina de
superficie (SmIg)7.




Metodologia

Células mononucleares foram isoladas das
amostras de sangue periférico e medula 6s-
sea, colhidas com heparina (liquemine,
Roche, USA), separadas por gradiente de
densidade por Ficoll-Hypaque (Histopaque
1077, Sigma, St. Louis, USA), em centrifu-
ga refrigerada durante 20 minutos a 2000
rpm. A suspensdo de células mononucleares
naconcentragdo de 1,6x10%ml erahomoge-
neizada, e para cada citocentrifugado eram
utilizados 100 microlitros (ul) numa centri-
fugacdo de 400 rpm durante 4 minutos em
uma citocentrifuga. Os citocentrifugados
eram mantidos em temperatura ambiente
parasecagem até o dia seguinte, e entdo em-
balados dois a dois em papel de aluminio e
congelados a-20°C até arealizagdo dos tes-
tes.

A imunofenotipagem foi realizada com
painel de AcMo pelos métodos da imu-
nofluorescéncia direta e indireta, com
analise por citometria de fluxo ou pelo
método imunoenzimatico utilizando an-
ticorpos conjugados a peroxidase. Os
anticorpos empregados no presente tra-
balho estdo listados na Tabela 1.

O painel de AcMo sistematicamente utili-
zados na caracterizag@o das leucemias agu-
das testados foi composto da seguinte for-
ma: CD19,CD20,CD7,CD2,CDla, mCD3,
CD4, CDS, CD13, CD34, CD38, HLADTr,
CD10, IgM, Kappa (k) e Lambda (). Anti-
genos intracelulares como o TdT, cCD3 e
cCD22 e cu foram testados através da téc-
nicaimunoenzimdtica daimunoperoxidase.

Tabela 1 - Anticorpos monoclonais utilizados naidentificag@o de diferentes marcado-

res celulares de leucécitos humanos

AcMo Identificagao Marcadores identificados
(Clones)

Leu 6 CDla Timdcitos corticais

OKTI11, RF11 CD2 T11 (recep. de hemadcias de carneiro)
OKT3, Leu 4 CD3 T3, B ter, gp 26, 20, 16

OKT4, Leu 3a CDh4 T4, gp 56

3A1,RFT2 CD7 T1, gp 40

Leu 2a, OKTS CD8 T8, gp 32

VIL-1, RFAL1 CD10 CALLA, gp100

MCS-2, MY7 CD13 Receptor para Aminopeptidase N
MO2, FMC17 CDl14 gp55, antigeno associado a mondcito
RFD9, HD37 CD19 B4, gp 95 (pan linfécito-B)
Tol5, CLB/BY CD22 Leu 14.

MY10, 12.8. CD34 gp 105-120 (stem cell)

LEU 17, OKT 10 CD38 Células ativadas

BRIC-35 CD44 pgp-1 (molécula de adesdo)
MS852 CD56 Célula NK

FMC56, GRB1 anti-HLADr Antigeno de classe I HLA

TdT anti-TdT Enzima nuclear TdT

Cadeia p anti-cadeia p Cadeia pesada IgM

Cadeia K anti-cadeia K Cadeia leve kappa. da Ig
Cadeiay anti-cadeia y Cadeia leve lambada da Ig

IgM anti-IgM Imunoglobulina IgM

Procedéncias: OKTs (Orto séries USA); RFs (Royal Free UK, doado pelo prof. G. Janossy-Londres,
Inglaterra), LEUs (Becton Dickinson - S. José Ca., USA); COULTER (Coulter Clone F.L.); GRs (GR
série Granada, doado pelo Prof. Garrido Torres - Granada, Espanha); FMCs (Flinders Medical Center,
doado pelo prof. H. Zola - Belford Park South, Austrdlia), TdT (Sigma Diagnostic - St. Louis, USA).
Anti-CD56 (Dako corporation - Sta. Bdarbara, USA), anti CD44 (BRIC-35, doado pelo Dr. Joseph Mirro
Department of Hematology-Oncology, Children’s Hospital, Pittsburg, PA, USA).



Os linfécitos periféricos oriundos do gru-
po controle foram tipados por citometria
de fluxo com painel de AcMo que inclufa
a detec¢do de CD44 e ainda CD3, CD2,
CD4, CD8, CD19, CD56 ¢ CD14. A pes-
quisa do CD44 foi realizada com AcMo
Bric-35 (classe IgG-1) empregando uma
diluicdo de 1:20.

Anilise estatistica

Para o estudo da correlag@o entre a expres-
sdo de CD44 com os diversos parimetros
clinicos e laboratoriais das LLA foram cal-
culadas médias aritméticas, medianas e des-
vios padrdes. Para comparagdo das varia-
veis em estudo, foi empregado o teste ndo
paramétrico do qui-quadrado ()?), em que
utilizamos os valores observados e espera-
dos para verificarmos se as discrepancias
foram significativas ou nio.

Resultados

Os dados referentes a classificagao imuno-
fenotipica das LLA resumidas na Figura 1
demonstram que as LLA do tipo comum foi
predominante entre as LLA de linhagem B
com 40,74%, do total das LLA estudadas,
seguido pelos grupos correspondentes a
LLA do tipo pré-B (cu+), B (Smlg+) cor-
respondendo a4,6% cadae LLA do tiponull
em 2,78% dos casos. Nela também podemos
observar valores que variam de 8,33% para
LLA pré-T, 12,96% para as LLA correspon-
dente aos timdcitos intermediédrios € 25,93%
para as LLA de células-T que corresponde
aos timdcitos medulares mCD3+.

Na Tabela 2, estdo resumidos dados ge-
rais referentes aos grupos estudados, que
incluem a idade, o sexo e principais ca-
racteristicas clinicas dos pacientes como a
presencade linfadenopatia, hepatomegalia,
esplenamegalia, presenca de massas
tumorais (mediastinal e abdominal), além
de infiltra¢do leucé€mica no sistema nervo-
so central.

A idade dos pacientes no grupo LLA nao-T
(57 casos) variou de nove meses a 60 anos
com uma mediana de 10 anos nos pacientes
do Grupo I (LLA pré-B), no segundo grupo
(LLA-B), ela variou de quatro a 21 anos,
apresentandoumamedianade 4. A idade dos
pacientes do grupo de LLA de células-T (51
casos) variou de um a 63 anos, com uma

mediana de 11. O grupo controle apresen-
tou idades que variaram de 18 a 50 anos com
32 de mediana.
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Figura 1 - Distribuicdo das leucemias linféides agudas segundo a classificagdo imu-
nolégica.

Obs.: Null (LLA do tipo Null), Comum (LLA do tipo “Comum” ou Calla positivo),
Pré-B cu+ (LLA pré-B com expressao intracitoplasmatica da cadeia pesada mii), LLA-
B (SIgG+) (LLA de células-B com expressao de imunoglobulinas de superficie), Pré-
T (LLA pré-T), T-int. (LLA-T intermedidria), T-med. (LLA-T-medular).

Tabela 2 - Caracteristicas gerais dos grupos estudados

LLA pré-B* LLA-B LLA-T Controle
(n=52) (n=5) (n=51) (n=11)

Idade (me) 9-60 (10) 4-21 (4) 1-63 (11)  18-50 (32)
Sexo M. 26 04 36 11
F. 26 01 15 Q)
Linfad. 20 03 26 (-)
Mass. med. 01 00 12 -)
Mass. abd. 00 05 01 (-)
Esplenomegalia 22 02 27 ()
Hepatomegalia 21 02 23 (=)
Envol. SNC. 09 02 10 -)

Leuc. (x10%) 1,0-448,0 1,5-600,0 13,5-720,0 4,0-11,0

Abreviagoes: F (Sexo feminino); Leuc. (Leucometria); LLA pré-B* (LLA pré-B do
tipo Null, Comum e pré-B cu+); Linfad. (Linfadenopatia); Mass. abd. (Massa Abdo-
minal); Mass. med. (Massa Mediastinal); M (Masculino); me (mediana); Envol. SNC
(Envolvimento do Sistema Nervoso Central).



No primeiro grupo que corresponde as LLA
de células pré-B nido foi observada predo-
minincia de sexo, mostrando 26 do sexo
masculino e igual nimero para pacientes do
sexo feminino. Entretanto, quando analisa-
mos os outros dois grupos de LLA, houve
uma predominéncia do sexo masculino so-
bre o feminino com quatro casos do sexo
masculino paraum do sexo femininono gru-
po correspondente a LLA de células-B. O
grupo das LLA de células-T mostrou tam-
bém um predominio de individuos do sexo
masculino em relacdo ao feminino, com
valores de 36 e 15 respectivamente.

Foi observada linfadenopatia em 20 casos
de LLA pré-B, e em trés casos de LLA-B e,
em 26 casos de LLA de células-T.

A presenga de massa abdominal foi obser-
vada em todos os pacientes com LLA-B
(n=5) e em um nos pacientes com LLA-T.
Poroutro lado, 13 pacientes em nossa ca-
sufstica apresentavam massa de mediastino,
12 dos quais pertenciam ao grupo das LLA
de células-T e apenas um no grupo das LLA
nio-T, pertencente ao subgrupo correspon-
dente as LLA pré-B.

Quarenta e sete pacientes apresentavam
esplenomegalia, sendo 24 pertencentes ao
grupo das LLAn3o-Te27 aogrupodasLLA
de células-T. No primeiro grupo citado, 22
pertenciam ao subgrupo pré-B e dois ao gru-
po das LLA-B.

A hepatomegalia foi observada em 24 pa-
cientes do grupo das LLA ndo-T, sendo que

22 casos eram de LLA pré-B e dois casos de
LLA-B. Nas LLA de células-T a hepato-
megalia foi observada em 23 casos.

Ja o envolvimento do sistema nervoso cen-
tral em pacientes com LLA foi observado
em 21 pacientes do total estudado, sendo que
nove eram pacientes com LLA pré-B, dois
nas LLA de células-B e 10 eram do grupo
pertencente as LLA de células-T.

A contagem de leucécitos no sangue peri-
férico ao diagndstico variou de 1,0 a448,0
x 10*/mm? nos individuos com LLA de cé-
lulas pré-B, de 1,5 a 600,0 x 10%/mm?* em
pacientescom LLA-Be, 13,5a720,0x 10%/
mm? nas LLA de células-T. O grupo con-
trole por sua vez mostrou uma leucometria
que variou de 4,0 a 11,0 x 10?/mm’.

O percentual de células blasticas no san-
gue periférico, variou de um a 100 em to-
dos os trés grupos de LLA estudados. As
medianas foram 80 nos dois primeiros
grupos ¢ 90 no grupo correspondente as
LLA de células-T.

Os dados sobre a expressdao do CD44 nas
leucemias linfobldsticas com seus distintos
subtipos estio demonstrados na Tabela 3 e
nas Figuras 2 e 3.

A expressdo do CD44 mostrou-se positiva
em 41 casos das LLA pré-B (78,8%), em
todos os cinco casos de LLA-B (100%) e em
37 (72,5%) das LLA de células-T, totali-
zando 83 casos positivos (76,85%) do total
das LLA estudadas.

Tabela 3 - Expressao de CD44 nas leucemias linféides agudas

LLA Total CD44(+) CDA4(-)
ne (%) ne (%)
LLA pré-B* 52 41 (78,8) 11 (21,2)
LLA-B 05 05 (100) 00 (-)
LLA-T 51 37 (72,5) 14 (27,5)
Total 108 83 (76,85) 25 (23,15)

Obs.: *LLA do tipo null, comum e pré-B (cu+); x* = 2,15 (p > 0,05)
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Figura 2 - Leucemia linf6ide aguda de linhagem-B e expressdo do CD44

Obs.: LLA-Null (Leucemia linféide aguda do tipo Null), LLA-Comum (Leucemia linféide aguda do
tipo Calla positivo), LLA-pré-B (Cp+), (Leucemia linféide aguda pré-B com cadeia mii
intracitoplasmética), LLA-B (Leucemia aguda de células-B)

=

LLA-T int.
n=14

LLA-pré ¥

i

CD44 (+)

B L_lcpasc-y

Chhsox s 14 24
{ p=0.001

LLA-med.

n=18

Figura 3 - Leucemia linf6ide aguda de células-T e expressio de CD44

Obs.: LLA-pré-T (Leucemia linféide aguda do tipo pré-T), LLA-T-int. (Leucemia linféide aguda T-
intermedidria), LLA-T med. (Leucemia linféide aguda T-medular).

A andlise do percentual do CD44 nas LLA de
linhagem-B mostrou que ela se deu na maio-
ria dos casos (80,7%). Apesar destas positivi-
dades apresentarem-se de certa forma unifor-
me nos quatros subgrupos desta linhagem de
LLA com positividade geral superior a 60%,
observamos que esta expressio aumentava a
medida que estas células leucémicas apresen-
tavam um fenétipo que denotava um desen-
volvimento de LLA pré-B para B (Figura 2),
destaforma, observamos que nas LLA do tipo
null, a positividade foi de 66,7%, nas LLA do
tipo comum de 77,3% e em todos os casos das
LLA do tipo pré-B (cu+), assim como nas
LLA-B (Smlg+).

Apesar desta observagao, teste do 2 mostrou
ndo haver diferenca estatisticamente signifi-
cativa a nivel de 5% entre a expressao positi-

va ou negativa do CD44 nos quatro
subgrupos desta linhagem de LLA.

Na Figura 3 estdo resumidos os dados re-
ferentes aos niveis de CD44 nas LLAs de
células-T. A expressdo desta molécula foi
varidvel nos trés subgrupos que compdem
este grupo de LLA. Nas LLA do tipo Pré-
T todos os nove casos analisados eram
CD44 positivos. Entretanto, nas LLA do
tipo T-intermedidria observamos um mai-
or percentual de casos em que as células
blasticas eram CD44 negativo (71,4%).Ja
nas LLAs do tipo T-medular, a presenga
de amostras CD44+ ocorreu na maioria dos
casos estudados (85,7%).




O teste do x* mostrou significancia a nivel de
1% na diferenga de express@ao positiva ou ne-
gativa do CD44 entre os trés subtipos desta
linhagem de LLA, com¥*= 14,24 ¢ (p <0,01).

Conforme Tabela 4, observamos que nas LLAs
de linhagem B houve uma correlagdo daexpres-
sd0 do CD44 nas células blasticas dos pacientes
que apresentavam infiltragdo tumoral para um
ou mais 6rgdos. Dos 32 pacientes que apresen-
tava envolvimento tumoral, 30 casos eram
CD44+ (93,7%) e apenas dois casos (6,7%)
foram CD44 negativos. Esta forma tumoral
pode ser traduzida por linfadenopatias,
esplenome—ga-lia, hepatomegalia, alargamen-
to de mediastino, presenca de massa abdomi-
nal e infiltracdo leucémica no sistema nervoso
central. Em todos seis pacientes com volumo-
sas massas tumorais mediastinal e abdominal,
as células leucémicas apresentavam uma forte
expressdao do CD44. Dentre os 23 casos com
linfadenopatia, 18 (78,3%) apresentavam
células blasticas circulantes CD44 positivo. Em
relacdo a esplenomegalia, 83,3% dos pacien-
tes apresentavam reagdo positiva ao CD44 bem
como 78,3% dos 23 pacientes com he-pa-
tomegalia. Em todos os pacientes com infiltra-
¢do leucémica no sistema nervoso central, as
células blésticas examinadas apresentavam for-
te positividade ao CD44 com grande intensi-
dade, tanto em amostras provenientes do sangue
periférico como nas oriundas do liquor cefalor-
raquidiano.

Os dados referentes a correlagdo da expressdo
do CD44 e o perfil clinico-patolégico das LLA
de células-T estdo inseridos na Tabela 5. Qua-

renta e dois casos tinham aspecto clinico-
tumoral caracterizado por massa mediastinal,
linfadenopatia, visceromegalias e infiltragao
leucémica no sistema nervoso central. Neste
grupo, 85,7% dos casos apresentavam blastos
positivos ao CD44 e 14,3% foram CD44 nega-
tivos. Amostras de pacientes apresentando
visceromegalias como a hepatomegalia, em 23
casos, ¢ esplenomegalia, em 27 casos, apresen-
tavam resultados positivos ao CD44 em 18
(78,3%) e 21 (77,22%) casos respectivamente.
Dos 26 pacientes relatados com linfadenopatia,
23 casos (88,5%) apresentavam positividade ao
CD44. Todos os casos com massa mediastinal e
abdominal apresentavam CD44 fortemente
positivo em suas células bldsticas, assim como
os casos em que havia infiltragdo leuc€mica no
sistema nervoso central onde o CD44 foi forte-
mente positivo tanto para células leucémicas
provenientes do sangue periférico como em
amostras provenientes do liquor, valendo sali-
entar que estes individuos apresentavam tam-
bém hiperleucocitose com alto percentual de cé-
lulas blasticas no sangue periférico. Neste gru-
po de LLA, dos nove pacientes que apresenta-
vam a doenga restrita ao sistema hematopoé-
tico, observou-se que quatro casos(44,4%) fo-
ram CD44 positivo e cinco (55,6%) CD44 ne-
gativo.

A Figura4 mostra os padrdes dos histogramas
de intensidade de fluorescéncia ao CD44 pela
citometria de fluxo em algumas amostras de
linfécitos normais oriundos do sangue peri-
férico de individuos do grupo controle e de
linfoblastos leucémicos oriundos de portado-
res de LLA de linhagem-B e T.

Tabela 4 - Expressdo de CD44 e aspecto tumoral das leucemias linfoblasticas de

linhagem-B

Dados N2 casos CDA44(+) CDA44(-)
clinicos n? (%) n® (%)
Tumoral 42 40 (95,2) 02 (4,8)
Massa mediastinal 01 01 (100) 00 (-)
Massa abdominal 05 05 (100) 00 (-)
Linfadenopatia 23 18 (78,3) 05 (21,7)
Esplenomegalia 24 20 (83,3) 04 (16,7)
Hepatomegalia 23 18 (78,3) 05 (21,7)
Sistema nervoso central 11 11 (100) 00 (-)
Nao tumoral 15 06 (40,0) 09 (60)

Obs.: y* = 15,9 (p < 0,01). Significativo ao nivel de 1%.



Tabela 5 - Expressdao de CD44 e aspecto tumoral das leucemias linfobldsticas de

células-T

Dados N2 de casos CD44(+) CD44(-)
clinicos n¢ (%) n® (%)
Tumoral 42 36 (85,7) 06 (14,3)
Massa mediastinal 12 12 (100) 00 (-)
Massa abdominal 01 01 (100) 00 (-)
Linfadenopatia 26 23 (88,5) 03 (11,5)
Esplenomegalia 27 21 (77,7) 06 (22,3)
Hepatomegalia 23 18 (78.,3) 05 (21,7)
Sistema nervoso central 10 10 (100) 00 (-)

N&o tumoral 09 04 (44,4) 05 (55,6)

Obs.:x ? = 7,00 (p < 0,01). Significativo a nivel de 1%
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Figura 4 - Padrdes de histogramas de intensidade de fluorescéncia de CD44 em linfécitos normais oriundos do
sangue periférico de individuos do grupo controle e em linfoblastos leucémicos provenientes de pacientes em LLA
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Obs.: Cada histograma corresponde a um individuo. Em cinza, o perfil das células sem o AcMo antiCD44 e em
preto histogramas de células marcadas. No eixo das abscissas estd relacionada a intensidade de fluorescéncia e no

eixo das ordenadas, o nimero de células analisadas.



Discussao

Virios estudos ja demonstraram as evidén-
cias de que o fenétipo imunolégico das cé-
lulas envolvidas na leucemogénese tem im-
portancia no progndstico independente de
outras variaveis como a leucometria, idade,
sexo e classificagdo morfoldgica.

Embora muitos destes antigenos sirvam
operacionalmente como marcadores de di-
ferenciacdo celular, muitas destas molécu-
las representam receptores de adesdo celu-
lar ou outros tipos de glicoproteinas com
funcgdes estabelecidas na comunicacgao, in-
tercelular, como receptores para fatores de
crescimento, citocinas, imunoglobulinas,
moléculas do sistema complemento além de
receptores para virus’-¥.

O CD44 ¢ uma molécula de adesdo normal-
mente relacionada ao trafego de linfécitos,
nao se expressando em células em repouso
assim como em linfécitos-B e T presentes
nos centros germinativos dos linfonodos, e
timocitos corticais® 1012,

Nas células sangiiineas o CD44 tem o
papel de mediador de eventos fisioldgi-
cos relacionados a adesdo celular, como
no deslocamento de linfécitos dos 6r-
gdos linféides primdrios aos secundari-
os (homing), adesdo de leucdcitos ao
endotélio vascular resultando no dire-
cionamento dos mesmos a sitios de in-
flamacdo, além de homing de células
progenitoras a medula éssea ap0s trans-
plante, mediando também a dissemina-
¢do de metdstases nos processos
neopldsicos®.

Na disseminagdo metastdtica por célu-
las neopldsicas, a firme aderéncia ao
endotélio parece ser mediada principal-
mente pelo CD44 como ja foi observa-
do em linfomas e em carcinoma de c6lon e
mama“ >, Em algumas formas de leuce-
mias linféides agudas, a expressdo desta
molécula parece correlacionar-se ao
comportamento clinico-biolégico dos
leucécitos leuc€micos como na propen-
sdo destas células de se infiltrarem em
sitios extra-medulares como no sistema
nervoso central, formagdo de massas tu-
morais, além de uma maior incidéncia
de hepatoesplenomegalias e linfadeno-
patias®.

No presente estudo, analisamos a expressao
de CD44 em leucemias linféides agudas,
procurando estabelecer correlagdes entre a
expressdo desta molécula e diversos para-
metros clinicos e laboratoriais da doenca,
em busca de explicacdes para a diversidade
patogénica da doenga.

Na diferenciagio dos linfécitos-B a expres-
sdao desta molécula mostra-se presente em
praticamente todos os estdgios de diferen-
ciacdo celular, inclusive nos linfécitos-B
circulantes, desempenhando papéis que va-
riam desde a sustentagao das células proge-
nitoras desta linhagem ao microambiente
medular e mediagdo da migragdo das mes-
mas aos orgdos linféides secundadrios e te-
cido linféide de mucosa’?.

Neste estudo observamos que os casos CD44
fortemente positivos aumentavam em rela-
¢d0 ao subtipo de diferenciagio leucémica
das LLA de linhagem B. Ou seja, o CD44
foi positivoem 66,7% dos casos do tiponull,
em 77,3% das LLA do tipo comum e em to-
dososcasosde LLA pré-B (cp+) assimcomo
nas LLA-B (Smlg+). Estes achados
corrobam com os dados obtidos na literatu-
ra que relacionam que os niveis de CD44 na
superficie celular aumentam proporcional-
mente a maturagdo destes linfécitos das fa-
ses pré-B para B!?.

Janaontogeniados linfécitos-T, 0 CD44 tem
um papel mediador da migracao das células
progenitoras desta linhagem, da medula 6s-
sea ao timo, assim como dos linfécitos ma-
duros deste 6rgdo aos orgaos linfoides se-
cunddrios. Isto se reflete em uma forte ex-
pressdo desta molécula nos pré-timocitos e
nos timécitos medulares, ao passo que 0s
timdcitos corticais sdo geralmente CD44 ne-
gativos ou expressam baixos niveis desta
molécula, acreditando-se desta forma que o
CD44 atue como mediador de direciona-
mento destas células aos 6rgaos linféides se-
Cundérios(3-5, 10, 12, ]4).

O resultado das andlises de CD44 nas LLA
de células-T, demonstrou nitidamente uma
curva bimodal onde o percentual de células
CD44 negativas predominou no tipo T-in-
termediario (71,4% dos casos), contrastan-
do com os tipos pré-T, onde todos os casos



foram CD44+ e com as LLA do tipo T-me-
dular onde o CD44 foi positivo em 85,5%
dos casos. Estes achados também se corre-
lacionaram com os relatos da literatura que
postulam as expressdes do CD44 nas leu-
cemias agudas, diretamente associada ao
paradigma das células normais® ! 1219 Re-
for¢ando esta afirmativa, as andlises esta-
tisticas demonstraram valores significativos
nas discrepancias entre niveis da expressao
do CD44 nos subgrupos desta linhagem de
LLA.

H4 relatos na literatura que leucemias cro-
nicas ¢ linfomas com o fenétipo CD44+
constituem um grupo de patologias com ca-
racteristicas clinicas distintas, apresentan-
do maior freqiiéncia de massas tumorais,
infiltracdo no sistema nervoso central e
leucometria elevada, refletindo em uma ma
resposta a quimioterapia*'?.

Nas LLA de linhagem-B observamos que
dos 32 casos com infiltragdo tumoral, 30
casos (93,7%) eram CD44 positivos.

Nos 51 casos de pacientes com LLA-T ana-
lisados, observamos a mesma tendéncia da
observada nas LLA de linhagem-B. No en-
tanto, as leucemias-T estdo mais associadas
aos fatores de mau progndstico como hi-
perleucocitose, organomegalias, infiltracdo
no sistema nervoso central além de apresen-
tarem com freqiiéncia volumosas massas
tumorais*. Neste estudo, 42 casos apresen-
taram aspecto clinico tumoral traduzido pela
presenga de massas de mediastino e abdo-
minal, adenomegalias generalizadas, visce-
romegalias e infiltrag@o no sistema nervoso
central. Destes pacientes 85,7% apresenta-
vam no seu fenétipo a expressdao do CD44 ¢
apenas 14,3% destes casos eram CD44 ne-
gativos. Todos os pacientes com volumosas
massas tumorais mediastinal e abdominal,
tinham células CD44+. J4 os 10 casos com
infiltrag@o por células leucémicas no siste-
ma nervoso central cursavam com hiper-
leucocitose e apresentavam o CD44 forte-
mente positivo tanto nas células leucémicas
oriundas do sangue periférico como nas pro-
venientes do liquor. Estes dados sugerem
que além do fenétipo CD44+ estes achados
também estejam relacionados ao volume do
tecido neopldsico. Entretanto, alguns auto-
res sugerem que esta manifestacdo clinica
seria decorrente de propriedades bioldgicas
das células leucémicas independente da
leucometria. Estas propriedades bioldgicas

podem ser traduzidas pela expressdo de
moléculas de adesdo celular dentre as quais
se destacariam o CD44. Através destas mo-
léculas as células leucémicas se fixariam as
células endoteliais da barreira hematoen-
cefélica passando em seguida ao interior do
sistema nervoso central através dos meca-
nismos de adesao'®)

Em nosso trabalho, a andlise de 108 casos
de LLA, demonstrou uma incidéncia maior
de infiltracdo tumoral por células com
fenétipo CD44+ quando comparadas com
aquelas cujo fenétipo era CD44 negativo.
Desta forma, observamos uma correlacio
direta da expressdo do CD44 em células
blasticas e uma infiltragdo tumoral para um
ou mais 6rgaos.

Neste contexto, € importante destacar que
em alguns estudos demonstra-se aimportan-
cia de isoformas distintas do CD44, rela-
cionando-as aos eventos fisiol6gicos da dis-
seminacdo de metdstases nos processos
neopldsicos, destacando-se que isoformas
variantes conferem a estas células um com-
portamento mais agressivo %19,

A escassez de estudos sobre a expressdo de
CD44 nas leucemias agudas e sua co-expres-
sd30 com outras moléculas de adesdo tais
como o antigeno de funcdo leucocitdria do
tipo 1 (LFA-1), o antigeno de apresenta-
¢do tardia do tipo 4 ou vary late antigen
(VLA-4)e amoléculade adesdo intercelular
do tipo 1 (ICAM-1) assim envolvidas em
neoplasias do sistema hematopoético, nota-
damente nas leucemias, merecem certamen-
te que novos estudos sejam realizados no
sentido de esclarecimento do real papel do
CD44 nos mecanismos de leucemogénese
das leucemias linfoblasticas.

Conclusoes

As leucemias linfobldsticas estudadas atra-
vés de imunofenotipagem celular, na sua
grande maioria, expressavam CD44 nos seus
diversos niveis de maturagao.

As leucemias linfobldsticas de células-T
apresentaram uma curva bimodal em rela-
¢do aos niveis percentuais de CD44, haven-
do estdgios maturativos com maior positi-
vidade nos subgrupos pré-T e T-medular.

Dados clinicos como, presenga de massas
tumorais e infiltracdo de sistema nervoso




central, apresentaram uma maior relagdo
com a expressdo positiva ao CD44 nas célu-
las blasticas quando comparadas com as
amostras CD44 negativo.

Com estes dados, sugerimos que o CD44
possa ser empregado na monitorizagdo da
evolucdo prognoéstica e para avaliagdo dos
mecanismos de evolugdo patoldgicanas leu-
cemias agudas.
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