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Influéncia do CD 20 na refratariedade do linfoma s
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de Hodgkin classico ao tratamento inicial com Pl en 200609

0 esquema ABVD, no Ceara, Brasil

Influence of CD 20 antigen expression in the refractoriness of classical Hodgkin lymphoma in the first line
treatment with ABVD protocol in Ceard state, Brazil

Rogério Pinto Giesta'; Francisco Dario Rocha Filho? Francisco Valdeci de Almeida Ferreira®;
Acy Telles de Souza Quixada®; Jorg Heukelbach’; Marilia de Andrade Guedes Giesta®

IS resumo

Linfoma de Hodgkin Introdugdo: A significancia prognéstica do marcador imunolégico CD 20 no linfoma de Hodgkin
classico cléssico (LHc) ainda é incerta, particularmente no que se refere a refratariedade ao tratamento inicial.
Refratariedade Objetivos: Avaliar a influéncia da positividade do marcador CD 20 na refratariedade do LHc ao

tratamento poliquimioterépico inicial, com o esquema doxorubicina 25 mg/m?, bleomicina 10 mg/m?,
€020 vinblastina 6 mg/m? e dacarbazina 375 mg/m?2 (ABVD), no Ceard, Brasil. Materiais e métodos: Estudo

analitico incluindo 97 pacientes com diagnéstico de LHc firmado entre janeiro de 2000 e dezembro de
2004. A andlise foi realizada avaliando variéveis demogréficas, clinicas e laboratoriais. Resultados: Foi
evidenciada uma positividade do CD 20 em 38,1% dos pacientes. Na analise bivariada, CD 20 positivo
(razdo de chance [RC] = 4,02; intervalo de confianca [IC] = 1,09 - 8,54; p = 0,02), a presenca de sintomas
B (RC=4,02;1C=1,18-17,51; p=0,01) e a elevacdo da desidrogenase latica (mediana nao-refratarios
248,5 [200,5 - 389,5]; mediana refratarios 356 [208,5 — 545]; p = 0,03) apresentaram relacéo de pior
prognéstico quanto a refratariedade. Na regresséo logistica, o CD 20 positivo (RC ajustada = 3,6; IC =
0,99 - 13,09; p = 0,05) e a presenca de sintomas B (RC ajustada = 5,41; IC = 1,16 - 25,34; p = 0,03)
continuaram apresentando pior prognéstico. Discussado: Esses dados coincidem com a literatura, em
que a positividade do marcador CD 20 esté relacionada com pior resposta ao tratamento com ABVD.
Conclusdo: Os nossos dados indicam que o tratamento com ABVD n&o é completamente adequado para
a abordagem terapéutica inicial deste subgrupo de pacientes e novas pesquisas precisam ser realizadas
no sentido de aperfeicoar o tratamento destes pacientes.

abstract IIFSTT

Introduction: The prognostic value of CD20 antigen expression in classical Hodgkin lymphoma (cHL) | Classical Hodgkin lymphoma
is uncertain, particularly regarding the refractoriness to first-line treatment. Objectives: To assess the
influence of CD20 positiveness on the refractoriness of cHL to first-line chemotherapy with ABVD protocol
in Ceard State, Brazil. Materials and methods: Analytical study including 97 patients diagnosed with | €D 20 antigen
CHL between January/2000 and December/2004. The analysis was performed evaluating demographic,
clinical and laboratory variables. Results: CD20 antigen expression was positive in 38.1% of the patients.
In the bivariate analysis, CD20 antigen expression (OR = 4.02; Cl = 1.09 - 8.54; p = 0.02), the presence
of B-symptoms (OR = 4.02; Cl = 1.18-17.51; p = 0.01) and an elevated lactate dehydrogenase level
(median not refractory 248.5 [200.5 - 389.5]; median refractory 356 [208.5-545]; p = 0.03) showed
worse prognosis as to refractoriness. In the logistic regression analysis, the presence of CD 20 (OR = 3.6;
Cl=0.99-13.09; p = 0.05) and B-symptoms (OR = 5.41; Cl = 1.16-25.34; p = 0.03) continued to show
worse prognosis. Discussion: These findings coincide with literature data indicating that CD 20 antigen
expression is associated with low response to treatment with ABVD. Conclusion: Our data show that the
treatment with ABVD is not totally appropriate for the initial therapeutic approach in this subgroup of
patients and that further studies are required to optimize their treatment.
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Introducao

O linfoma de Hodgkin classico (LHc) é uma neoplasia
linfoproliferativa sélida que pode ser originada a partir
de apenas um linfonodo isolado ou de uma cadeia de
linfonodos de um mesmo sitio anatdmico. Caracte-
riza-se morfologicamente pela presenca da célula de
Reed-Sternberg (RS) imersa em um substrato celular de
aspecto inflamatério. A célula RS €, portanto, essencial
para o diagnéstico histopatoldgico do LHc, porém néo
é patognomonica desta doenca, pois pode ser encon-
trada em outras patologias, como na mononucleose
infecciosa® ¥,

Atualmente, a imuno-histoquimica tem um grande
valor diagnéstico na reorganizacdo dos subtipos histo-
l6gicos tradicionais do linfoma de Hodgkin, assim como
na distin¢do de outras desordens linfoproliferativas com
células RS simile® %7,

O marcador imunolégico CD 20 é uma fosfoproteina
transmembrana nao-glicosilada de 35kD, com funcdes de
canal de célcio. Ele esté envolvido na regulacéo da ativa-
céo, proliferacéo e diferenciacéo dos linfécitos B> 9. O
CD 20 é um antigeno primariamente associado a linfé-
citos B, sendo expresso em linfécitos pré-B medulares e
linfécitos B maduros, mas néo sendo expresso em plas-
mécitos. Apesar de recentes evidéncias sugerirem uma
origem da célula RS a partir de células B, a maior parte
destas células ndo é marcada pelo antigeno CD 207,

O tratamento do LHc é um dos grandes triunfos da
medicina no século XX. O LHc tornou-se um dos melhores
exemplos de neoplasia curavel, quando abordada correta-
mente. O LH é curdvel em mais de 90% dos casos® 22.

O LHc era considerado praticamente incuravel antes
de 1960, quando somente uma minoria dos pacientes
com doenca localizada e tratada com radioterapia pode-
ria ser curada. A moderna quimioterapia que apareceu
durante a Segunda Guerra Mundial comecou a grande
mudanca no prognostico destes pacientes.

Observa-se que a grande eficécia do atual tratamento
quimioterapico para o LHc tem promovido uma substancial
modificacdo no progndstico dessa neoplasia, entretanto,
ainda existe um ndmero consideravel de pacientes que ndo
respondem satisfatoriamente ao tratamento padronizado,
0s quais sdo candidatos a uma segunda abordagem tera-
péutica com tratamentos alternativos. H4 uma tendéncia
de se tentar encontrar fatores que possam contribuir para
uma padronizacdo de um escalonamento da intensidade

do tratamento, personalizando-o, para evitar o super ou o
subtratamento e, também, tentar antever quais pacientes
necessitardo de maior dose de quimioterapia ou quais
serdao candidatos a um tratamento alternativo.

O objetivo deste trabalho é descrever a influéncia da
positividade do marcador imunoldgico CD 20 na refratarie-
dade do LHc ao tratamento poliquimioterapico inicial com
o0 esquema doxorubicina 25 mg/m?2, bleomicina 10 mg/m?,
vinblastina 6 mg/m? e dacarbazina 375 mg/m? (ABVD), no
Ceara, Brasil.

Materiais e métodos

Este estudo consiste em uma anélise estatistica dos
pacientes com diagnéstico histopatoldgico de LHc
firmado entre janeiro de 2000 e dezembro de 2004. A
analise foi retrospectiva de janeiro de 2000 a dezem-
bro de 2003 (andlise de prontuérios) e prospectiva de
janeiro de 2004 a dezembro de 2005, quando se parou
0 acompanhamento.

Foram relacionados 97 pacientes que foram diagnosti-
cados e tratados no Hospital Universitario Walter Cantidio,
da Universidade Federal do Ceara (UFC), ou no Instituto do
Cancer do Ceara (ICC), os Unicos centros de referéncia no
tratamento de pacientes adultos com LHc do estado.

Foram excluidos os pacientes com material da bidpsia
inadequado para novos estudos, os pacientes que se
recusaram a receber o protocolo ABVD ou que abando-
naram o tratamento antes de seu término e os pacientes
com sorologia positiva para o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV).

O tratamento preconizado foi o esquema de quimio-
terapia ABVD. Na ocorréncia de resposta completa, havia
previsdo de tratamento radioterdpico campo envolvido para
as regides de comprometimento linfonodal macico.

Refratariedade foi definida como a persisténcia de
ganglios residuais ou de imagens tomogréficas sugestivas
de presenca de linfonodos residuais ou a persisténcia de
sinais clinicos de atividade da doenca ap6s o término do
tratamento inicial.

A presenca de sintomas B foi definida como febre maior
que 38°C por trés dias consecutivos, sudorese noturna
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profusa e perda de peso superior a 10% do peso corporal
basal nos Gltimos seis meses (9.

O exame histopatoldgico de todas as bidpsias foi rea-
lizado no ICC por dois hematopatologistas (FVAF e FDRF),
de modo que estes ndo tiveram acesso aos dados clinico-
laboratoriais e aos dados de identificacdo do paciente.

Todas as amostras de bidpsia deste estudo foram sub-
metidas aos marcadores imunolégicos CD 15, CD 20 e CD
30, correspondendo ao padrdo de marcadores linfoides
para LHc descritos na literatura® '”. Além destes, foram
submetidos aos marcadores CD 3, CD 45 e EMA.

Os cortes foram incubados com os seguintes anticorpos
primarios:

« anticorpo monoclonal CD 3 - linfécitos T (Catélogo
n° M 7254 Dako Corp. Carpinteria, Califérnia, EUA);

« anticorpo monoclonal LC3D1 (CD 15) - (Catalogo
n°® M 733, Dako);

« anticorpo monoclonal L26 (CD 20) - (Catalogo n°
M 774, Dako);

« anticorpo monoclonal BerH2 (CD 30) - (Catalogo
n° M 751, Dako);

« anticorpo monoclonal CD 45 - antigeno comum
leucocitario - (Catélogo n® M 701, Dako);

« anticorpo monoclonal EMA - antigeno epitelial
membranar (Catalogo n° M 613, Dako).

Foram realizados controles positivo e negativo para
a técnica de imuno-histoquimica.

O critério de positividade para os marcadores imu-
nolégicos foi a presenca de, pelo menos, uma célula de
Reed-Sternberg positiva para o marcador estudado.

Os dados foram digitados em um banco utilizando
o programa Epi Info (versdao 6.04d; Centers for Disease
Control and Prevention, Atlanta, USA) e checados por
erros de digitacao. Frequéncias relativas foram comparadas
utilizando o teste Qui-quadrado. Para comparar dados
nao-paramétricos entre grupos, o teste de Mann Whit-
ney foi usado. Para analise multivariada, os dados foram
transferidos para o programa STATA (versdo 9.0; Stata
Corporation, College Station, USA). Regressao logistica foi
realizada para identificar os fatores que, de forma indepen-
dente, estdo associados a refratariedade ao tratamento.
Foi realizada anélise de forma backward elimination, com
eliminacdo das variaveis do modelo que modificaram as
demais variaveis em menos do que 10% do valor da odds
ratio ajustada. Foram incluidas na regressao logistica todas
as variaveis com o nivel p < 0,2 na andlise bivariada.

o p. 247-252 * junho 2009

Consideracoes éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do ICC, dentro das normas que regulamentam a pes-
quisa em seres humanos do Conselho Nacional de Salde,
merecendo aprovacdo sem pendéncias.

Resultados

Dos 97 pacientes incluidos no estudo, 51 eram do sexo
feminino (52,6%) e 46 do sexo masculino (47,4%).

A idade dos pacientes ao diagnéstico variou de cinco a
76 anos, com mediana de 24 anos (amplitude interquartil:
20 - 32 anos). Verificou-se apenas um pico de incidéncia,
o qual ocorreu entre 10 e 39 anos, com 78 pacientes
(80,4%).

Sessenta e cinco pacientes eram portadores de LHc
subtipo esclerose nodular (EN) (67,0%), 21 pacientes apre-
sentaram o subtipo celularidade mista (CM) (21,6%), cinco
pacientes apresentaram o subtipo rico em linfécitos (RL)
(5,2%), quatro pacientes apresentaram o subtipo deplecéo
linfocitica (DL) (4,1%) e dois pacientes apresentaram o
subtipo interfolicular (IF) (2,1%).

Sete pacientes foram diagnosticados em estadio clinico | da
classificacéo de Cotswolds%(7,2%), 43 pacientes em estadio
clinico Il (44,3%), 23 pacientes em estadio clinico Ill (23,7%)
e 24 pacientes em estadio clinico IV (24,8%).

Sintomas B estavam presentes em 63 pacientes (64,9%).
Onze pacientes apresentaram infiltracdo da medula 6ssea
ao diagndstico (11,3%).

A prevaléncia do marcador CD 15 foi de 81,4% (79
pacientes), do CD 20 (Figura) foi de 38,1% (37 pacientes)
e do CD 30, 100,0% (97 pacientes).

Vinte e seis pacientes foram refratarios ao tratamento
inicial com o protocolo poliquimioterdpico ABVD, necessi-
tando de uma segunda abordagem terapéutica (26,8%).

O tempo médio de acompanhamento dos pacientes foi
de 34,7 meses (1-70 meses).

Na analise bivariada, a idade, a positividade do mar-
cador CD 20, o estadio clinico da doenca, a presenca de
sintomas B, o valor da fosfatase alcalina sérica, o valor
da desidrogenase latica sérica e a presenca de infiltracéo
da medula éssea pelo linfoma apresentaram p < 0,2.
(Tabela 1). Estas varidveis foram analisadas em uma
regressdo logistica.
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Tabela 1

Sexo

Idade

Classificacao
histopatoldgica

Antigeno CD 15
Antigeno CD 20
Estadio clinico
Sintomas B

Hematocrito (%)

Hemoglobina
(mg/dl)

Leucometria (mg/dl)

Linfometria (%)

Plaquetometria
(x1000)

VHS
(mm/1? hora)

Glicemia de jejum
(mg/dI)

Fosfatase
alcalina(U/l)

LDH (U/)

Bidpsia de medula
0ssea

Variaveis analisadas quanto a relacao de prognéstico na refratariedade do LHc ao

tratamento inicial com o esquema ABVD (analise bivariada)

Feminino

Masculino

< 50 anos

> b0 anos

Deplecdo linfocitica
Rico em linfécitos
Esclerose nodular
Celularidade mista
Interfolicular

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

[+

HI+IV

Ausentes

Presentes

Abaixo do normal*
Normal**

Abaixo do normal***
Normal****
Nao-refratario: mediana
Refratario: mediana
Nao-refratario: mediana
Refratario: mediana
Nao-refratario: mediana
Refratério: mediana
Nao-refratario: mediana
Refratario: mediana
Nao-refratario: mediana
Refratario: mediana
Nao-refratario: mediana
Refratario: mediana
Nao-refratario: mediana
Refratario: mediana
Negativa

Positiva

* Definido como < 42% para homens e < 37% para mulheres.
**Definido como > 42% para homens e > 37% para mulheres.
*** Definido como < 13 mg/d| para homens e < 12 mg/dl para mulheres.
****Definido como > 13 mg/d| para homens e > 12 mg/dl para mulheres.
LHc: linfoma de Hodgkin classico; ABVD: esquema doxorubicina 25 mg/m2, bleomicina 10 mg/m2, vinblastina 6 mg/m? e dacarbazina 375 mg/m2; RC: razdo

de chance; IC: intervalo de confianca; VHS: velocidade de hemossedimentacéo; LDH: desidrogenase lactica.

Frequéncia de refratariedade

15/51 (29,4%)
11/46 (23,9%)
24/81 (29,6%)
2/16 (12,5%)
1/4 (25,0%)
2/5 (40,0%)
19/65 (29,2%)
4/21 (19,0%)
0/2 (0%)
7/18 (38,9%)
19/79 (24,1%)
11/60 (18,3%)
15/37 (40,5%)
10/50 (20,0%)
16/47 (34,0%)
4/34 (11,8%)
22/63 (34,9%)
18/65 (27,7%)
8/32 (25,0%)
9/40 (22,5%)
17157 (29,8%)
7.500 (5.500-10.300)
8.900 (4.400-12.500)
19 (11-25)
20 (9-34)
303.5 (232-371)
345 (224-427)
52,5 (17-78)
62 (43-91)
89 (82-96)
88 (78-109)
201 (130-281)
286 (158-414)
248,5 (200,5-389,5)
356 (208,5-545)
21/86 (24,4%)
5/11 (45,5%)

RC (95% IC)

0,75 (0,27-2,05)

0,34 (0,04-1,68)

0,50 (0,15-1,75)

3,04 (1,09-8,54)

2,06 (0,75-5,82)

4,02 (1,18-17,51)

0,87 (0,28-2,49)

0,68 (0,24-1,9)

2,58 (0,56-11,22)

Valor de p

0,54

0,16

0,73

0,20

0,017

0,12

0,014

0,78

0,42

0,34

0,93

0,48

0,32

0,89

0,12

0,04

0,14
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Figura - Células Reed-Sternberg marcadas pelo CD 20

Na analise multivariada, a presenca do marcador CD 20
positivo e a presenca de sintomas B aumentaram significati-
vamente as chances de refratariedade do LHc ao tratamento
inicial com o esquema ABVD (Tabela 2)

Analise multivariada dos fatores
associados a refratariedade do LHc

ao tratamento inicial com o esquema

Tabela 2 D

LG RCajustada  95%IC 'O
independente dep
Sintomas B 541 1,16-2534 0,03
presentes

o 20 3,60 0,99-13,09 0,05
positivo

LHc: linfoma de Hodgkin cléssico; ABVD: esquema doxorubicina 25 mg/m?,
bleomicina 10 mg/m?, vinblastina 6 mg/m? e dacarbazina 375 mg/m?;
RC: razdo de chance; IC: intervalo de confianca.

Discussao

Este trabalho mostrou que a positividade do marcador
imunolégico CD 20 e a presenca de sintomas B estao rela-
cionados, de forma independente, com o pior prognéstico
quanto a refratariedade do LHc ao tratamento inicial com
o esquema de poliquimioterapia ABVD.

Em outros estudos realizados no Brasil, a positividade
para o CD 20 variou de 4,5% a 17,6% 12 1% 20 Em uma
revisdo bibliografica internacional, a positividade para o
CD 20 variou de 4,5% (Pinto)(™ a 58,2% (Schmid)(®,
O presente trabalho evidenciou uma positividade do CD

o p. 247-252 * junho 2009

20 de 38,1%, o que pode estar elevado em comparagdo
com a maioria dos trabalhos ja publicados. Isso pode ter
ocorrido devido a melhora da técnica imuno-histoquimica
utilizada. Vassalo®" refere que a expressao de CD 20 e a
variacdo em sua expressao podem ser devidas a detalhes
técnicos, como procedimentos de fixacdo diferentes, anti-
corpos ou métodos de recuperagdo antigénica usados.

Alguns pesquisadores estudaram a relacdo entre a
positividade do marcador CD 20 e o progndstico do
LHc® % 1.15,16,19. 20 " contudo apenas Donnelly® estudou
a relacdo entre a positividade do marcador CD 20 e a
refratariedade ao tratamento inicial. Ele observou 181
pacientes dos subtipos EN e CM, entre os anos de 1992
e 1999, de todos os graus. Os pacientes foram tratados
com ABVD, MOPP/ABVD, MOPP-ABV ou outros esquemas
de poliquimioterapia associados ou nd@o a radioterapia, ou
ainda, radioterapia exclusiva. Donnelly evidenciou que os
pacientes que apresentaram CD 20 positivo tiveram um
pior prognéstico quanto a refratariedade, ao tempo livre
de doenca e a sobrevida. Infelizmente, em seu trabalho, o
tratamento inicial ndo foi padronizado, o que prejudica o
valor de suas conclusdes. Apesar disso, seus dados coinci-
dem com os dados encontrados nesse estudo no que se
refere a refratariedade do LHc ao tratamento inicial.

Conclusao

Os nossos dados indicam que a presenca de sintomas B
e a positividade do marcador imunolégico CD 20 estdo
relacionadas com pior prognéstico no que se refere a re-
fratariedade do LHc ao tratamento inicial com o protocolo
ABVD. Sendo confirmado este dado em outros estudos,
com um maior nimero de pacientes e com o tratamento
inicial padronizado com o esquema ABVD, haverd mais
respaldo cientifico para afirmar que este tratamento ndo é
completamente adequado para a abordagem terapéutica
inicial dos pacientes com LHc e CD 20 positivo. A partir
disso, novas pesquisas seriam incentivadas no sentido de
personalizar o tratamento destes pacientes.

Conflito de interesses

Os autores reportam que ndo ha um possivel conflito
de interesses.

Agradecimento a Coordenacao de Aperfeicoamento de
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