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RESUMO



Linfoma de Hodgkin classico (LHc) é uma neoplasia maligna que apresenta um
padrdo aberrante de expressio de citocinas, incluindo IL-10 e TNF-o.
Polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) nos genes codificadores de IL-10 e
TNF-a ou de suas proteinas regulatérias, como NF«B, podem interferir na
patobiologia do LHc. No presente estudo, SNPs nas regides promotoras dos genes
de IL-10 (SNP/pIL-10 -592, rs1800872; e SNP/pIL-10 -1082, rs1800896) e TNF-a
(SNP/pTNF-a -238, rs361525; e SNP/pTNF-a -862, rs1800630), assim como na
regido intronica do gene NFkB1 (SNP/iNFkB1, rs1585215) foram genotipados em
73 pacientes com LHc e avaliados em relacdo a sua associacdo com parametros
prognosticos clinicos e laboratoriais da doenca. SNPs/pIL-10 AA foram
significativamente associados a maiores contagens de leucécitos e menores
valores de linfécitos ao diagnodstico. No caso de TNF-a, SNP/pTNF-a -238 AG foi
associado a presenca de infeccdo pelo EBV enquanto SNP/pTNF-o -862 CC
apresentou-se mais frequentemente com leucocitose. SNP/iNFkB1 AA associaram-
se a doenca em estadio IV e padrdo extranodal de apresentacdo. Entretanto,
nenhum dos SNPs avaliados teve efeito no desfecho do tratamento. Esse estudo
mostrou que alguns gendtipos de SNPs nos genes de IL-10 e TNF-a estdo
associados a parametros progndsticos no LHc. Adicionalmente, pela primeira vez
foram descritas associacdes entre SNP/iNFkB1 (rs1585215) e aspectos clinicos da

doenca.
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SUMMARY



Classic Hodgkin lymphoma (cHL) is a malignant lymphoid neoplasia that shows
aberrant expression of cytokines, including IL-10 and TNF-o. Single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in genes encoding IL-10 and TNF-a or their regulatory
proteins, such as NFkB, may impact cHL pathobiology. In this study, SNPs in the
promoter regions of genes encoding for IL-10 (SNP/pIL-10 -592, rs1800872; and
SNP/pIL-10 -1082, rs1800896), and TNF-a (SNP/pTNF-a -238, rs361525; and
SNP/pTNF-o -862, rs1800630), as well as in the intronic region of the NFxBI
gene (SNP/iNFkB1, rs1585215) were genotyped in 73 patients with cHL and
evaluated against clinical and laboratory prognostic parameters for the disease.
SNPs/pIL-10 AA were significantly associated with higher leukocyte and lower
lymphocyte counts at diagnosis. In case of TNF-o, SNP/pTNF-o. -238 AG was
associated with EBV infection while SNP/pTNF-o -862 CC presented more
frequently with leukocytosis. SNP/iNFkB1AA generally had stage IV and
extranodal disease at diagnosis. Nonetheless, none of the studied SNPs had effect
on on treatment outcome. This study shows that some SNPs genotypes for IL-10
and TNF-a genes are associated with prognostic parameters in cHL; furthermore,
this is the first time that the SNP/iNFkB1 (rs1585215) was implicated in clinical

features of the disease.
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Linfoma de Hodgkin - Aspectos Gerais

O Linfoma de Hodgkin (LH) foi inicialmente descrito em 1832 por
Thomas Hodgkin, um médico patologista inglés que relatou os achados da
autopsia de 7 pacientes que apresentavam aumentos volumosos de linfonodos e
baco (1). Aproximadamente 20 anos depois, casos semelhantes foram descritos
por Samuel Wilks (2) e a condicdo foi definida como entidade. Sua caracterizagao
histopatolégica ocorreria alguns anos depois, quando Carl Sternberg (1898) e
Dorothy Reed (1902), independentemente descreveram uma célula gigante e
multinucleada diagndstica do LH (3,4) que passou a ser denominada célula de
Reed-Sternberg. Posteriormente, formas mononucleares também foram descritas,
denominadas células de Hodgkin.

O LH representa aproximadamente 10% do total das neoplasias
linfoides, sendo um dos tipos mais comuns de linfoma no ocidente. Segundo
informacdes do Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (National
Cancer Institute - NCI), em 2014 estima-se que tenham sido diagnosticados
9.190 novos casos da doenca nos EUA, uma média de 2,7 casos/100.000
habitantes e cerca de 1.180 O6bitos associados a doenca no periodo (5). As
informacdes mais atualizadas sobre os indicadores epidemiolégicos do LH no
Brasil sdo provenientes do Instituto Nacional do Cancer - INCA, cujas estimativas
indicam 1.300 novos casos em homens e 880 em mulheres em 2014 (6). O LH
acomete em média 1,4 homens para cada mulher e apresenta padrdo bimodal de
distribuicdo segundo a idade nos paises desenvolvidos, com o primeiro pico entre
a segunda e a terceira décadas de vida e o segundo apés a quinta década. Em
paises em desenvolvimento ha tendéncia de predominio da incidéncia entre os 7 e
12 anos de idade e menor incidéncia em adultos jovens (7).

Conforme proposto em 1994 pela classificacdo Européia e Americana
Revisada de Linfomas (Revised European-American Lymphoma - REAL), e
atualmente adotado na classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (World
Health Organization - WHO), de acordo com caracteristicas histoldgicas,

fenotipicas e moleculares das células neoplasicas o LH é discriminado em duas
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entidades: o LH classico (LHc), que representa 95% dos casos, e o LH predominio
linfocitico nodular (LH-PLN), compreendendo os 5% remanescentes. O LHc é ainda
subdividido em LH Esclerose Nodular (LH-EN) e LH Celularidade Mista (LH-CM),
que respondem por cerca de 70 e 20% dos casos, respectivamente; ha ainda o LH
Rico em Linfécitos (LH-RL) e LH Deplecdo Linfocitica (LH-DL), que juntos
representam menos de 10% dos casos (8).

O LH é um cancer histologicamente peculiar, posto que a populacéo
de células neoplasicas representa menos de 2% das células no tumor,
predominantemente composto por células inflamatérias nao-neoplasicas (e.g.,
linfécitos maduros, macréfagos, neutrdfilos, eosindfilos e plasmécitos) e
fibroblastos. O componente neoplasico é formado pelas células de Hodgkin ou as
de Reed-Sternberg (H-RS), que caracteristicamente tém grande tamanho: células
de Hodgkin sdo mononucleares, com nucléolo proeminente; as de Reed-Sternberg,
por sua vez, sdo multinucleadas e derivam das células de Hodgkin por endomitose.
No LH-PLN as células neoplasicas sdo conhecidas como células linfociticas e
histiociticas (L&H).

O imunofenétipo das células H-RS é caracterizado pela expressao
consistente de CD30, molécula da superfamilia dos receptores para o fator de
necrose tumoral (Tumor Necrosis Factor Receptor - TNFR). CD30 ¢ subsidio
importante para o diagndstico de LHc e geralmente apresenta imunoexpresséao
em membrana e/ou perinuclear. Cerca de 80% dos casos de LHc também
apresenta imunoexpressao de CD15, um marcador de linhagem granulocitica; por
outro lado, a imunoexpressio de CD45 (antigeno leucocitario comum) ¢
consistentemente negativa. PAX-5, um fator de transcricdo caracteristico de
células B, usualmente é expresso nas células H-RS e sua deteccdo frequentemente
é utilizada para discriminar o LHc de alguns linfomas de grandes células T. Células
H-RS podem ainda expressar de forma varidvel CD20 (caracteristico de célula B) e
marcadores de outras linhagens celulares, tais como fascina e TARC (marcadores
de células dendriticas), CD3, CD4 e granzima B (marcadores de células T), e al-
antitripsina (encontrado em macréfagos) (9). Células L&H, por outro lado, nao

expressam CD30 e CD15, mas conservam integro o receptor de células B (B-cell
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receptor - BCR) e outros marcadores tipicos dessa linhagem, como CD20, CD79a
e proteinas comumente expressas por células B de centro germinativo, além do
fator de transcricdo Bcl-6. Resumidamente, o diagndstico de rotina do LH
emprega um painel de imunofenotipagem composto minimamente pelos

marcadores CD45, CD30, CD15, CD20 e CD3.

Origem das Células H-RS e das Células L&H

A histogénese do LH ficou indefinida por muitas décadas por nao se
identificar correspondentes em tecidos normais para as células H-RS, que
fenotipicamente ndo se assemelham a nenhuma célula de linhagem
hematopoiética. Somente em meados da década de 1990, com o desenvolvimento
de tecnologia de microdisseccao, foram revelados em células H-RS rearranjos
clonais em genes codificadores de regides varidveis das cadeias leve (IgV) e
pesada (IgV,) de imunoglobulinas (Ig), os quais sdo caracteristicamente
observados em células B. Também foram notadas hipermutacdes somdticas em
genes codificadores de porcdes varidveis de Ig, normalmente encontradas em
células B maduras que sofrem expansdo nos centros germinativos apés exposicdo
a antigenos. Esses achados coletivamente indicam que células H-RS originam-se
em células B de centros germinativos de tecidos linfoides (10,11). Assim sendo, a
denominacdo “Linfoma de Hodgkin” passou a ser empregada em substituicdo a
“Doenca de Hodgkin”, comumente utilizada até o final do século XX.

Em aproximadamente 25% dos casos de LHc as mutagbes somaticas
nos genes de Ig causam perda de funcdo principalmente em decorréncia de
delecbes e mutacdes sem sentido (nonsense). Em células B normais do centro
germinativo essas mutacdes causam apoptose. Assim, acredita-se que durante a
linfomagénese essas muta¢des ocorram na célula B antes de sua entrada no
centro germinativo, aumentando sua sobrevida e favorecendo o acumulo de
alteracoes genéticas e epigenéticas que culminam na transformacdo de células
que usualmente seriam eliminadas em virtude de alteracdes genéticas deletérias

(12,13). Em uma pequena parcela de casos do LH (<2%), sdo demonstrados
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rearranjos clonais envolvendo o gene do receptor de célula T (T cell receptor -
TCR), sugerindo que eventualmente a doenca pode ter origem a partir de células
T transformadas (14,15).

Embora a maioria dos casos de LHc apresente evidéncias de origem
em células B, células H-RS tém hiporregulacdo do programa de expressdo génica
caracteristico dessa linhagem (16). Tipicamente, apresentam supressdo de
marcadores especificos de linhagem B (e.g., CD19, CD20, CD45 e CD79a/b) e de
fatores de transcricdo importantes para a funcdo dessas células (e.g., PU.1, Oct-2
e BOB-1) (17). A razdo para esse fendmeno ainda nao estd elucidada, mas alguns
fatores sdo propostos. Por exemplo, células H-RS comumente expressam
moléculas reguladoras da atividade de células T e NK (como Notch 1 e ID2,
respectivamente) que suprimem genes relacionados a diferenciacdo de células B.
Adicionalmente, sdo também cogitados mecanismos baseados em silenciamento
epigenético (18) e pressdo seletiva durante o processo de apoptose (13,16).

Embora células L&H compartilhem com células H-RS a evidéncias de
rearranjos clonais do gene da IgV e hipermutacdo somdtica, células L&H nao
exibem mutacdes que proporcionem perda de funcdo e caracteristicamente
expressam multiplos marcadores de linhagem B, incluindo expressdo de moléculas
tipicamente identificadas em células de centro germinativo, como Bcl-6 (19). O
perfil de expressdo génica e imunofenotipico de células L&H sugere que derivem
de células B tardias do centro germinativo, transformadas durante a
diferenciacdao de linfocitos B de memoria (20). As diferencas entre o LH-PLN e o
LHc em termos de comportamento clinico, imunofendtipo e aspectos moleculares
sdo compativeis com origem distinta para essas neoplasias; ainda assim, o perfil
global de expressdo das células L&H e H-RS é semelhante, mesmo que nas
primeiras nao seja comum a perda de expressido de marcadores de células B

(9,20).

Patogénese Molecular do LH

Células H-RS apresentam multiplas anormalidades cromossomicas e

SNPs nos genes de IL-10, TNF-a e NFxB1 no linfoma de Hodgkin classico 9



alteracdes subclonais indicativas de instabilidade genética intrinseca. Ao contrario
do que é comumente observado em alguns linfomas nao-Hodgkin, ndo ha descrita
qualquer alteracdo citogenética patognomonica ou recorrente no LH. Algumas
translocacdes relatadas envolvem protoncogenes conhecidos (e.g., BCL1, BCL2,
BCL3, BCL6, REL e MYC), mas ha maior parte dos casos ndao ha comprometimento
predominante dos genes mais comumente associados ao desenvolvimento de
canceres humanos (13).

Multiplas  vias de sinalizagdo intracelular podem estar
comprometidas no LH e contribuem para inibicdo de apoptose e proliferacdo da
célula H-RS, além de propiciarem microambiente favoravel a manutencdo da
neoplasia. A via do NFkB merece destaque, pois sua ativacdo constitutiva exerce
papel central na biologia da célula H-RS (21,22). Essa via é caracterizada pela
atividade de fatores de transcricdo compostos por homo ou heterodimeros das
proteinas p50 (e sua precursora pl05), p52 (e sua precursora pl00), p65 (RelA),
RelB e c-Rel. Na auséncia de estimulo, as proteinas de NFkB mantém-se no
citoplasma em estado inativo pela ligacdo com as proteinas inibitérias IxBa, IxBp,
IkBe e as proteinas precursoras plO5 e pl00. A ativacdo da via de NFxB pelo
estimulo de receptores celulares (incluindo a superfamilia de receptores do TNF)
resulta em ativacao da enzima IxB-kinase (IKK) e consequente protedlise de IxBs.
Uma vez livres no citoplasma, os complexos formados pelas proteinas NF«B
acumulam-se no nucleo da célula aonde regulam a expressio de produtos
envolvidos na secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias, fatores anti-apoptéticos e
mitégenos (23). Parcela significativa dos casos de LH apresenta ainda mutacoes
em genes que codificam inibidores de NFkB (NFKBIA e NFKBIE) e amplificacdo de
REL. Mais recentemente foram descritas mutacdes que inativam TNFAIP3, gene
que codifica a proteina A20, uma deubiquitinase que regula negativamente NFB,
impedindo sua ativacdo excessiva ou prolongada (24). Adicionalmente, a via NF«kB
é explorada pelo EBV, de modo que pode ter particular importancia no
desenvolvimento do LH associado a infeccéo viral (25).

A via JAK/STAT também tem importante papel na patogénese do LH.

A ativacdo de receptores de citocinas induz a fosforilagio de STATs; que
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dimerizadas sdo translocadas para o ntcleo e induzem a expressdo de seus genes-
alvo (26). Células H-RS exibem ativacdo de STAT3, STAT5 e STAT6 (27,28) e em
40% dos casos de LH ha inativacdo de SOCS1, um conhecido inibidor da atividade
de STATs (29). Adicionalmente, 20% dos pacientes apresentam ganhos
cromossdmicos de JAK2 (30,31). Outras vias de sinalizacdo com importante papel
na regulacdo da apoptose e da atividade proliferativa, tais como PI3K e
MAPK/ERK, também encontram-se desreguladas nas células H-RS (32,33).
Recentemente o papel de micro RNAs (miRs), pequenos transcritos
ndo-codificantes, tem sido amplamente demonstrado na carcinogénese. Os miRs
exercem multiplas funcées biolégicas por sua ligacdo as moléculas de RNA
mensageiro (RNAm), invariavelmente ocasionando supressdo da expressdo génica
em nivel pés-transcricional. Diversos miRNAs apresentam expressdo desregulada
nas células H-RS em comparacédo as células B normais. Por exemplo, a supresséo
de miR135a parece contribuir para hiperregulacdo de JAK2 (34); aumento da
expressdo de miR17/106b suprime a funcdo do produto supressor tumoral p21,
importante regulador negativo da progressio de ciclo celular (35);
adicionalmente, miR155 (altamente expresso em células H-RS) apresenta
propriedades oncogénicas pela regulacdo da expressdo de fatores de transcricdo
da célula B (36). Alguns estudos sugerem que determinados miRs sdao marcadores
progndsticos no LH e podem informar acerca do desfecho pods-tratamento

(37,38).

Apresentacao Clinica, Estadiamento e Classificacdao Progndstica do LH

A apresentacdo clinica inicial do LH ¢é comumente de
linfonodomegalia indolor, geralmente em regido cervical ou supraclavicular (60-
80% dos casos) e axilar (30-35%), ou massa mediastinal identificada por exames
de imagem (60% dos casos). Linfonodos retroperitoneais sdo acometidos menos
frequentemente (30-40% dos casos), assim como os de cadeias iliacas e inguinais
(5-15%). Ao diagndstico, cerca de 30% dos pacientes tém sintomas

constitucionais, incluindo febre vespertina, perda de peso e sudorese noturna
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profusa (sintomas B). Sintomas mais raros como prurido generalizado e dor no
local de doenca ativa induzida pela ingestdo de dalcool nado contribuem no
direcionamento do tratamento, mas sua recorréncia pode indicar recaida da
doenca. Manifestacdes paraneopldsicas neurolégicas e dermatoldgicas sdo raras,
mas podem estar presentes ao diagndstico (39).

Um melhor entendimento do padrdo de apresentacdo clinica e
evolucdo do LH foi possivel gracas as informacdes obtidas de laparotomias
exploradoras (previamente utilizadas para estadiamento da doenca) e pela
avaliacdo radioldgica dos tumores. Evidéncias sugerem que o LH possivelmente se
origina em um pequeno grupo de linfonodos e dissemina-se posteriormente por
via linfatica aos linfonodos contiguos (40). Entretanto, formas mais agressivas da
doenca podem ter disseminacdo de padrdao hematogénico em fases precoces, com
acometimento secunddrio de medula dssea, figado e pulmdes. Os locais de
acometimento neopldsico inicial parecem ter relacdo com o subtipo histolégico:
LH-EN geralmente se manifesta como doenca supradiafragmadtica e com
acometimento mediastinal, enquanto LH-CM e LH-DL tém maior tendéncia a
apresentacdo envolvendo linfonodos abdominais e figado (39,40).

A extensdo do LH é estimada por meio do ja consagrado sistema de
estadiamento de Ann Arbor, que se baseia na localizacdo e numero de regides
nodais acometidas, subdividindo os pacientes em quatro estadios, acrescidos das
letras A ou B de acordo com auséncia ou presenca de sintomas constitucionais,
respectivamente (41). Em 1989, a Conferéncia de Cotswolds (42) realizou
modificacdes na classificacdo original, com a incorporacdo de dados de tomografia
computadorizada para o estadiamento, definicdo de doenca volumosa (para qual
se atribuiu a letra "X”), e introducdo do conceito de remissdo completa nao
confirmada para os casos com massa residual pds-tratamento provavelmente

decorrente de fibrose (Quadro 1).
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Quadro 1. Estadiamento de Ann Arbor com as modificacées de Cotswolds

Estadio Definigdo

| Uma Unica regido nodal ou estrutura linfoide acometida (e.g., bago, timo, anel de Waldeyer)

Il Envolvimento de duas ou mais regides nodais no mesmo lado do diafragma*

] Envolvimento de regiées nodais ou estruturas linfoides em ambos os lados do diafragma

v Envolvimento de sitio(s) extranodais a distancia (ndo contemplados como “E”)

*O mediastino é considerado sitio Unico e linfonodos hilares sdo considerados de forma lateralizada.
Discriminadores suplementares: A — auséncia de sintomas B; B — Presenca de sintomas B (febre, sudorese noturna
e perda de peso); E — Envolvimento de um sitio extranodal isolado, contiguo ou préximo a um sitio nodal; X —
Doenga volumosa, definida como massa =10cm ou >1/3 do diametro toracico.

O diagnéstico inicial do LH requer biopsia excisional do linfonodo
suspeito de acometimento para avaliacdo morfoldgica e imunohistoquimica.
Quando nao é possivel realizar exérese linfonodal, pode ser considerada a biopsia
em cilindro (core) por agulha (43). Entretanto, a aspiracao por agulha fina tem
uma série de limitacdes em linfomas em geral, de modo que nao é considerada
uma técnica adequada para fins diagnésticos também no LH (44).

O estadiamento clinico do LH requer exame fisico completo com
documentacdo das medidas das linfonodomegalias e organomegalias e
determinacdo da presenca de sintomas B ou outros sintomas associados. A
avaliacdo laboratorial deve contemplar hemograma, funcdo renal, dosagem das
enzimas indicadoras de lesdo hepatica alanina aminotransferase e aspartato
aminotransferase (ALT e AST, respectivamente), desidrogenase latica (DHL),
velocidade de hemossedimentacdo (VHS), albumina sérica e sorologias para
hepatites B, C e HIV, além de teste de gravidez para todas as mulheres em idade
fértil. O estadiamento anatomico baseia-se na documentacao da presenca do LH
por métodos de imagem em regido cervical, torax, abdome e pelve, bem como de
qualquer outro sitio com suspeita de acometimento neopldsico. A tomografia
computadorizada (TC) contrastada é o exame mais utilizado para essa finalidade.

Em verdade, a avaliacdo imagenoldgica do LH tem avancado
significativamente na tltima década em virtude de exames de imagem funcionais
que permitem a avaliacdo do metabolismo tumoral pela captacdo de analogos
radiomarcados da glicose (e.g., fluorodeoxiglicose - FDG) pelas células neoplasicas.

A tomografia por emissdo de positrons associada a TC (Positron Emission
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Tomography-Computed Tomography - PET-CT) atualmente tem papel central no
estadiamento do LH, oferecendo maior sensibilidade e especificidade em relacdo a
TC com contraste (45). A maior acurdcia no estadiamento evita tratamentos mal
dimensionados; adicionalmente, dada sua maior sensibilidade para deteccdo de
atividade tumoral residual e discriminacdo da fibrose pds-tratamento, o PET-CT
contribui na avaliacdo pds-quimioterapia, especialmente quando ha programacao
de radioterapia para consolidacdo (21). O emprego de PET-CT para analise de
resposta precoce durante o tratamento (PET interino) (46-48) tém sugerido que
o exame é importante aliado na avaliacdo progndstica do LH, com potencial para
possibilitar, por exemplo, estratégia terapéutica individualizada nos casos sem
resposta significativa. Entretanto, o papel do PET interino ainda é limitado aos
estudos clinicos, posto seus resultados ainda ndo serem conclusivos. Atualmente,
as recomendacodes vigentes para o estadiamento do LH orientam que sempre que
possivel o PET-CT deve ser o exame de imagem de escolha na avaliacdo pré e pos-
tratamento (43).

Apesar de historicamente indicada para estadiamento inicial do LH,
atualmente a biopsia de medula éssea (BMO) tem sido menos empregada em
virtude de elevada sensibilidade do PET-CT na deteccdo de acometimento
neopldsico medular (49,50). Além disso, quando comparada ao exame de imagem,
a BMO nio altera o estadiamento ou a categorizacdo prognéstica dos pacientes.
Assim, ndo ha indicacdo de realizacdo de BMO para pacientes adequadamente
estadiados com PET-CT; do contrario, BMO bilateral deve ser incluida nos exames
iniciais de estadiamento (43).

Diversos estudos tém procurado identificar fatores progndsticos
clinicos e laboratoriais capazes de predizer desfechos relacionados ao tratamento
do LH, principalmente com relacdo a resposta inicial e risco de falha terapéutica
(51-53). Entretanto, as caracteristicas determinantes na estratificacdo
progndstica dos pacientes continuam sendo a presenca de massa volumosa, a
extensdo da doenca segundo o estadiamento e a presenca de sintomas B (54). Em
conjunto esses fatores discriminam os casos de LH nos grupos de pacientes com

doenca em estadio precoce e aqueles em estadio avancado. Tradicionalmente, a
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maioria dos centros nos Estados Unidos define, para fins de tratamento, os
estddios I-II A ou B como estadio precoce, e os estddios III-IV A ou B e I-II B com
doenca volumosa como estddios avancados. Na Europa, a Organizacdo Europeia
para Pesquisa e Tratamento de Cancer (European Organization for Research and
Treatment of Cancer - EORTC) e o Grupo Aleméao de Estudos sobre o Linfoma de
Hodgkin (German Hodgkin’s Lymphoma Study Group - GHSG) subdividem os
pacientes em estddio precoce nos grupos de estadios precoce favoravel e precoce
desfavoravel (ou intermediario), de acordo com os critérios clinicos e

laboratoriais indicados no Quadro 2 (54).

Quadro 2. Estratificacdo Progndstica do LH de acordo com EORTC e GHSG

EORTC GHSG
A - Massa mediastinal volumosa A - Massa mediastinal volumosa
] B - Idade= 50 anos B - Doenga extranodal
Fatores de Risco
C - VHS elevada C - VHS elevada
D - = 3 areas nodais envolvidas D - = 3 areas nodais envolvidas

) Estadios |-l sem fatores de risco - :
Precoce Favoravel : o Estadios |-l sem fatores de risco
(Doenga supradiafragmatica)

Precoce Desfavoravel | Estadios I-Il com = 1 fator de risco Estadios I, IIA com = 1 fator de risco
(Intermediario) (Doenga supradiafragmatica) Estadio 1B com fatores de risco C/D

Massa mediastinal volumosa: = 10cm ou > 1/3 do didmetro toracico; VHS elevada: 250mm/h na auséncia de sintomas B
e 230 mm/h na presenca de sintomas B.

Para o LH avancado, um modelo de estratificacdo progndstica
denominado Indice Progndstico Internacional (International Prognostic Index -
IPI) foi definido com base em fatores clinicos e laboratoriais combinados numa
andlise multivariada envolvendo dados de 5141 pacientes, posteriormente
validado em andlises independentes (55). Sete fatores sdo considerados na
avaliacdo do IPI: albumina sérica menor que 4g/dL, hemoglobina inferior a
10,5g/(dL, sexo masculino, idade superior a 45 anos, estddio IV, contagem total de
leucdcitos igual ou maior que 15.000/mm?* e contagem de linfécitos inferior a

600/mm* ou menor que 8% do total de leucdcitos. A existéncia de 4 ou mais
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desses indices indica tendéncia a pior prognéstico, explicitado por menor tempo
de sobrevida livre de falha de tratamento.

A principal critica ao IPI é sua baixa sensibilidade para identificacdo
de pacientes de melhor prognéstico entre aqueles com pontuacdo mais elevada.
Além disso, tém sido questionadas sua relevancia e aplicabilidade pratica frente
aos tratamentos mais intensivos disponiveis para pacientes com LH avancado, o
que tem limitado o emprego do IPI a estudos clinicos (52). A estratificacdo dos
casos do LH nas categorias de doenca precoce, precoce desfavordvel e avancada
ainda permanece como o modo mais robusto e largamente utilizado para a

definicdo progndstica e para definicdo da estratégia terapéutica mais promissora.

Tratamento do LH

O delineamento das diretrizes de tratamento do LH foi concomitante
ao desenvolvimento da quimio e radioterapias. O LH era considerado doenca fatal
no inicio do século XX, de modo que os tratamentos vigentes na época tinham
objetivo essencialmente paliativo. Somente por volta de 1960 foi possivel
modificar significativamente os desfechos da doenca, resultado dos primeiros
relatos de remissées completas da neoplasia em decorréncia de tratamento
radioterdpico (56-58). Simultaneamente, a demonstracdo da sensibilidade do LH
a mostarda nitrogenada e outras drogas em combinacao sinalizou que a doenca
era potencialmente curdvel com a quimioterapia (59).

As décadas de 1970 e 1980 foram marcadas por avangos
importantes no tratamento do LH e consolidaram fundamentos para o
tratamento oncolégico de modo geral. A poliquimioterapia consolidou-se com o
estabelecimento de protocolos eficazes como MOPP (mostarda nitrogenada,
vincristina, procarbazina e prednisona) e ABVD (doxorrubicina, bleomicina,
vimblastina e dacarbazina) (60). A radioterapia passou a ser realizada com
campos mais restritos de irradiacio e em combinacdo com o tratamento
quimioterapico, estabelecendo o seu importante papel como terapia de

consolidacdo (61). Por outro lado, o incremento das taxas de cura do LH ensejou
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a observacdo de efeitos adversos secunddrios ao tratamento de longo prazo, tais
como cardiotoxicidade, infertilidade, menopausa precoce e aumento no risco para
neoplasias secunddrias. Isso proporcionou mudancas na abordagem terapéutica
que norteiam o tratamento do LH na atualidade, tais como a substituicdo gradual
da quimioterapia com agentes alquilantes por esquemas menos téxicos (baseados
em combinacdes com antraciclinas), e da radioterapia em campo estendido para a
radioterapia restrita ao campo envolvido e com menores doses.

Com base no conhecimento acumulado, o tratamento do LH
atualmente tem como grande desafio obter mdxima eficicia com a menor
toxicidade possivel. Assim sendo, estudos recentes tém visado identificar
marcadores clinicos, histopatolégicos e moleculares capazes de agrupar mais
adequadamente individuos com evolucdo clinica semelhante (51,62). Isso
possibilitaria delinear estratégia terapéutica mais apropriada para o LH, com
reducdo da falha terapéutica precoce e diminuicdo nas taxas de efeitos adversos a
médio e longo prazos para pacientes em estadios precoces, bem como utilizacdo
de esquemas mais efetivos para pacientes em estadios avancados da doenca.

Diretrizes de tratamento para os diferentes grupos de risco de LH
foram estabelecidas nos ultimos 20 anos. Para pacientes com LH precoce
favoravel, a quimioterapia breve com 2 a 4 ciclos de ABVD seguida de
radioterapia de campo envolvido é considerado um tratamento seguro, altamente
eficaz e com taxa de sobrevida global que ultrapassa 95% (63-65). Em relacdo ao
LH precoce desfavoravel, o tratamento-padrdo é composto de 4 ciclos de
quimioterapia seguidos de radioterapia em campo envolvido (65). Uma série de
estudos tém explorado o papel de esquemas quimioterdpicos intensificados para
esse grupo de pacientes, com o emprego de protocolos como BEACOPP
(bleomicina, etoposideo, adriamicina, ciclofosfamida, vincristina, procarbazina e
prednisona), associado ou ndo ao ABVD (66,67). Entretanto, apesar dos ganhos
em termos de tempo livre de falha de tratamento, ndo se observa vantagem na
sobrevida global (68) e sua aplicabilidade deve ser avaliada com cautela, por
serem esquemas mais toxicos. Assim, o melhor regime quimioterdpico para

pacientes com LH precoce desfavoravel ainda nao estd definido (69).
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O tratamento para o LH avancado geralmente consiste em
quimioterapia mais prolongada (6 a 8 ciclos), com radioterapia empregada em
casos selecionados para consolidacdo. Os protocolos mais usados sdo ABVD e
BEACOPP com doses escalonadas: o primeiro estd associado a sobrevida global
entre 70-80%, embora com taxa de recidiva apds o tratamento inicial de
aproximadamente 40% (70); ja o segundo demonstrou superioridade em termos
de resposta global, tempo livre de falha de tratamento, com taxas de sobrevida
global de aproximadamente 92% em 5 anos e 88% em 10 anos poés tratamento
(71). BEACOPP escalonado, entretanto, esta associado a elevada toxicidade e
maior risco de complicacdes agudas e tardias, incluindo neoplasias secunddrias.
Estudos sobre o emprego do PET-CT interino (apés 2 ou 4 ciclos de
quimioterapia, por exemplo) para direcionar a estratégia terapéutica indicam
possibilidade de reducdo do numero de ciclos de quimioterapia e omissdo da
radioterapia em parcela significativa dos casos (47,72,73). Entretanto, os dados a
respeito ainda sdo insuficientes, de modo que essa abordagem esta restrita a
estudos clinicos e ainda permanece controverso qual o melhor esquema de
tratamento para o LH avancado.

O tratamento de escolha para pacientes com recaida apds o primeiro
tratamento é quimioterapia de resgate seguida de intensificacdo com transplante
autdlogo de células-tronco periféricas, estratégia que tem sobrevida livre de
recaida em torno de 60% (74,75). Recaidas subsequentes diminuem
significativamente a chance de cura; nessas situacdes é discutido o emprego de
transplante alogénico de medula dssea nos casos de pacientes mais jovens e com
doenca ainda quimiossensivel (75,76).

Para o LH refratdrio, tém sido avaliadas estratégias de terapia
molecular dirigida(77). Esse é o caso do brentuximab-vedotina, um agente
quimioterdpico sintético (Monometil Auristatina E) complexado a um anticorpo
anti-CD30, que gerou respostas globais de até 75% com respostas completas em
34% dos pacientes com LH refratario em estudos de fase I e II (78-80). Essa
droga foi aprovada para uso na Europa, EUA e também no Brasil, mais

recentemente. Em pacientes virgens de tratamento tem sido avaliado seu
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emprego combinado a quimioterapia convencional. Outras op¢des incluem drogas
imunomoduladoras, como a lenalidomida (81), inibidores de mMTOR (e.g,

everolimus) (82) e inibidores da histona deacetilase (e.g., panobinostat) (83).

Virus de Epstein-Barr e LH

O virus de Epstein-Barr (Epstein-Barr Virus - EBV), um herpesvirus
da subfamilia Gamaherpesvirinae, é transmitido via secrecdo oral e infecta mais
de 90% da populacdo mundial. A infeccdo primdria é assintomdtica na maior
parte dos casos, mas pode causar a sindrome da mononucleose infecciosa, que
tem evolucdo benigna. O EBV persiste no organismo infectando latentemente
linfécitos B sem maiores consequéncias (84). Entretanto, em pequena parcela dos
individuos infectados o virus contribui para o desenvolvimento de neoplasias
malignas, incluindo a forma endémica do linfoma de Burkitt, o LHc e alguns
subtipos de linfomas nao-Hodgkin, dentre outros canceres (85)

Estruturalmente, o EBV é composto de um capsidio icosaédrico que
contém o genoma viral, composto por DNA de fita dupla com aproximadamente
172Kb. A interacdo do EBV com a célula B envolve inicialmente interacdo entre a
glicoproteina do envelope viral gp350/220 e a molécula CD21, receptor celular
para o fragmento C3d do sistema complemento. Subsequentemente, a entrada do
EBV em linfocitos B é mediada pelas glicoproteinas virais, gH, gL e gp42, além de
interacbes com moléculas de classe II do complexo principal de
histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex - MHC). O inicio de
infeccdo pelo EBV ocorre no tecido linfoide da orofaringe, onde ha elevada
producdo de particulas virais que sdo liberadas na cavidade oral e infectam
linfécitos B naive.

O EBV pode estabelecer dois tipos de infeccdo no linfocito B: litica,
quando ha ativa replicacdao do DNA viral e liberacdo do virion, ou latente, durante
a qual o material genético viral é mantido na forma epissomal. Durante o ciclo
latente, a expressdo de genes virais é reduzida e restringe-se a expressdao dos

antigenos nucleares 1, 2, 3A, 3B e 3C (Epstein-Barr virus Nuclear Antigens -
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EBNAs), das proteinas latentes de membrana 1 e 2a (Latent Membrane Proteins -
LMPs), dois grupos de micro RNAs (miRNA) virais e dois pequenos RNAs ndo-
codificadores denominados EBERs 1 e 2 (EBV-encoded RNAs). A expressdao de um
numero reduzido de proteinas virais dificulta o reconhecimento das células B
infectadas pelo sistema imunitario e favorece a persisténcia do virus no
organismo.

O EBV é capaz de induzir a transformacdo de células B infectadas in
vitro. Tal habilidade reflete o potencial oncogénico desse virus, e sua relacdo com
o desenvolvimento de algumas neoplasias linféides e epiteliais ja estd estabelecido.
Proteinas de laténcia viral, principalmente LMP1, EBNA2 e EBNA3C, tém papel
bem conhecido na transformacdo celular induzida pelo EBV: induzem
instabilidade genémica por interacdo com alguns mecanismos de reparo do DNA,
atuam em mecanismos de resisténcia a apoptose e exercem atividade moduladora
no microambiente tumoral pela interferéncia na producdo de citocinas,
contribuindo assim para a evasdo tumoral da resposta imunitdria (86).

Embora ndo completamente compreendido, o papel do EBV na
patogénese de parcela dos casos de LHc é atualmente bem estabelecido. Em paises
ocidentais, o genoma ou produtos do EBV podem ser detectados nas células H-RS
em 40-50% dos casos de LHc, notadamente LH-CM e LH-DL (19,87). Praticamente
todos os casos de LHc com infeccdo pelo EBV apresentam mutacdes deletérias no
gene codificador de regido varidvel de imunoglobulinas; isso sugere que o virus
contribui na inibicdo da apoptose de células B que naturalmente seriam
eliminadas na reacdo de centro germinativo(88). A hibridacdo in situ (HIS) para
pesquisa de EBER é o método de escolha para a deteccdo do EBV em células
neopldsicas. Embora menos sensivel e potencialmente menos especifica, a
deteccdo da proteina viral LMP1 por imunoistoquimica também é confidvel e tem
sido largamente utilizada (89), face a sua menor complexidade operacional e
menor custo em comparacdo a HIS.

As células neopldsicas do LHc latentemente infectadas pelo virus
expressam trés proteinas virais (EBNA1, LMP1 e LMP2A - laténcia tipo II) e dois
pequenos RNAs nao-codificadores (EBERs e BART). EBNA-1 esta expresso em todas
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as células infectadas pelo EBV em proliferacio e tem papel importante na
replicacdo do epissoma viral e na sua distribuicdo as células filhas apds a
duplicacdo celular. Adicionalmente, EBNA1l participa de maneira direta na
patogénese do LH, posto que modula a atracdo de células T regulatérias para o
microambiente tumoral e regula a expressdao de genes supressores tumorais nas
células H-RS (90,91). LMP1 € a principal oncoproteina viral, com papel critico na
ativacdo constitutiva de vias de sinalizacdo intracelular reguladoras da
proliferacdo e morte celular, como NFkB, JAK/STAT e PI3K/AKT (22,32,92). LMP1
mimetiza a sinalizacdo deflagrada pelo receptor CD40 ativado por seu ligando,
induzindo a expressdo de genes envolvidos na apoptose, progressao de ciclo
celular, proliferacdo e migracao celular (93,94). LMP2A, por sua vez, interfere na
sinalizacdo deflagrada por BCR, comprometendo a diferenciacdo de linfécitos B e
também contribuindo para aumento da sobrevivéncia da célula infectada. As
sinalizagdes via CD40 e BCR sdo fundamentais para a sobrevivéncia de células B e
sua selecdo no centro germinativo; assim, por meio da atividade de seus produtos,
o EBV se apropria dessas vias para promover sobrevivéncia das células infectadas
a partir do centro germinativo (19). Assim, acredita-se que essas proteinas virais
desempenhem papel central no desenvolvimento do LH, como estimuladores da
proliferacdo celular, fatores anti-apoptéticos ou ainda moduladores da resposta

imunitaria.

Citocinas, Quimiocinas e o Microambiente Tumoral no LH

Citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular secretadas por
diferentes tipos celulares e que regulam diversos processos bioldgicos,
notadamente de formas autdécrina e paracrina. Quimiocinas, uma grande
subclasse de citocinas, sdo caracteristicamente produzidas por leucdcitos e atuam
predominantemente no processo de quimioatracdo, migracdo e trafego dessas
células nos tecidos em condi¢cdes normais ou na vigéncia de inflamacdo. O
microambiente tumoral no LHc é caracterizado pela expressdo anormal de

diversas dessas moléculas, produzidas tanto pelas células H-RS quanto pelas
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células do infiltrado inflamatério, formando uma rede de sinalizacdo que estimula
diretamente a proliferacdo das células neoplasicas, propicia inibicdo da apoptose e
mantém e amplifica a inflamacéo local (95,96). Além da associacdo com algumas
caracteristicas clinicas (e.g., sintomas constitucionais, imunossupressao, extensao
de doenca) e  histolégicas (fibrose, eosinofilia), algumas citocinas no
microambiente tumoral do LHc tém sido relacionadas a desfechos do tratamento,
tais como padrao de resposta, falha terapéutica e sobrevida livre de recaida (97-
102).

O microambiente tumoral no LHc é composto por uma variedade de
células, incluindo linfécitos B e T nao neopldsicos, plasmocitos, eosindfilos,
mastocitos e macréfagos, além de grande quantidade de fibroblastos e células
reticulares. A composicdo do infiltrado de linfécitos T no LHc indica desbalanco
imunoldgico caracterizado por predominio de linfécitos T CD4+ de fenétipos T
auxiliar 2 (T helper 2 - Th2) e T regulatério (Treg FoxP3* CD4* CD,s*), estas
ultimas geralmente localizadas proximas as células H-RS. Suspeita-se que essas
subpopulacgdes linfocitdrias tenham papel central na sobrevida das células H-RS,
contribuindo para a evasdo tumoral da acdo de células T citotdxicas (Tc) e células
natural killer (NK). Linfécitos Th2 e Treg sdo recrutados por quimiocinas como
CCL5, CCL17 e CCL22 secretadas pelas células H-RS. As células neopldsicas
também secretam IL-7, que induz a diferenciacdo de células T CD4+ virgens em
células Treg; estas, por sua vez, exercem importante atividade imunossupressora
pela da producao de IL-10 e TGF-, citocinas que inibem a atividade de linfocitos
Tc (21,103).

Outros importantes mecanismos de evasdo da resposta imunitdria
pelas células H-RS incluem hiperexpressao do ligante FAS (CD95L), que induz a
apoptose das células Tc; perda de expressao de moléculas do MHC, o que reduz a
imunogenicidade das células H-RS; e alta expressdo de ligantes do receptor de
morte celular programada (Programmed Death Ligands - PDLs 1 e 2), que
induzem a exaustdo e apoptose de células T por intensa acdo coestimulatéria

(103).
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Entre as citocinas envolvidas na patogénese do LH, merecem
destaque a interleucina 10 (IL-10) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-o),
ambas produzidas pelas células H-RS. A IL-10 tem papel central na
imunopatogénese do LH, pois apresenta importante atividade imunossupressora e
capacidade de suprimir a resposta Thl e estimular a resposta Th2. A IL-10 é
produzida por linfécitos B, mondcitos e macréfagos e antagoniza a producdo de
citocinas proé-inflamatdrias, como por exemplo IL-6 e TNF-o, interferindo na
apresentacdo de antigenos e inibindo a resposta imunitaria celular.
Paralelamente, a IL-10 regula o crescimento e diferenciacdo de linfécitos B,
linfécitos Th e Tc e células NK, além de estimular a producdo de imunoglobulinas
(104). Adicionalmente, a IL-10 aumenta a expressdo de Bcl-2 nos linfécitos B, T e
células hematopoiéticas exercendo, portanto, efeito protetor contra apoptose
induzida por glucocorticéides, doxorrubicina e estados de privacdo de fatores de
crescimento (95,96,105). Estudos demonstram que niveis séricos elevados de IL-
10 estdo presentes entre 30 a 50% dos pacientes com LH e estdo relacionados a
doenca em estdgio mais avancado e menor sobrevida global sendo sua expressao
mais frequentemente observada nos casos de LH associados a infeccdo pelo EBV
(97,102,106).

TNF-a, por sua vez, é um importante mediador da inflamacdo e atua
potencializando a atividade fagocitica e microbicida dos macréfagos além de
regular a producdo de outras citocinas pré-inflamatérias, como IL-1 e IL-6. Sua
sintese é feita predominantemente por macroéfagos ativados, células NK e
linfocitos T ativados (95,107). O TNF-a é normalmente indetectavel no soro de
individuos sadios, mas seus niveis estdo elevados em condicdes inflamatorias,
infecciosas e em pacientes com alguns tipos de neoplasias (108). A expressdo de
TNF-a foi demonstrada em linhagens celulares de H-RS (109,110) e aumento dos
niveis séricos dessa citocina e sua expressao em tumores primarios de LH foram
associados a fatores clinicos de progndstico adverso e pior desfecho apds o

tratamento (111,112).
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Imunogenética no LH

Nos ultimos anos tem sido dedicada maior atencdo a avaliacdo do
potencial impacto de polimorfismos génicos na susceptibilidade ao
desenvolvimento de doencas ou como modificadores de sua historia natural.
Polimorfismos génicos sdo definidos pela presenca de dois alelos para um
determinado gene como resultado de mudancas na sua sequéncia de nucleotideos.
A forma mais comum de polimorfismo é o polimorfismo de nucleotideo tnico
(Single Nucleotide Polymorphism - SNP), caracterizado pela variacdo de apenas
um nucleotideo na cadeia de DNA, podendo ser encontrado tanto em regides
codificadoras como nao-codificadoras. Em média, SNPs ocorrem a cada 300 a
1.000 pares de bases mas, apesar de frequentes, menos de 1% deve ocasionar
alteracdo do produto génico. Entretanto, alguns SNPs, principalmente quando
localizados na regido promotora do gene, podem ter reflexo importante na
regulacdo transcricional e na sintese proteica.

No LH, o estudo dos polimorfismos genéticos e sua contribuicdo para
o aumento de risco e susceptibilidade, assim como seu papel como fator
prognostico, representam uma drea emergente e ainda pouco explorada. Sugere-
se que familiares de primeiro grau de pacientes com LH apresentem risco
aumentado para o desenvolvimento dessa neoplasia (113). De forma semelhante,
foi demonstrado que gémeos monozigdticos de pacientes com LH apresentam
chance significativamente maior de desenvolvimento da doenca quando
comparados a gémeos dizigoticos (114). Em conjunto, esses achados indicam uma
significativa contribuicdo de componentes geneticamente determinados na
susceptibilidade ao desenvolvimento do LH. De fato, polimorfismos na regido de
HLA (115,116) e nos genes REL, MYC, GATA3 (117) parecem alterar o risco para
desenvolvimento dessa neoplasia. Adicionalmente, alteracdes polimérficas em
genes relacionados a metabolizacdo de drogas citotoxicas como GSTPI e GSTT1

foram associados a pior evolucdo clinica no LH (118-120).
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A producdo das diversas citocinas e fatores de transcricdo apresenta
variabilidades individuais que sdo determinadas por fatores constitucionais
geneticamente determinados. A presenca de alguns polimorfismos em genes de
citocinas tem sido relatada como fator modificador da susceptibilidade ao
desenvolvimento ou do progndstico de doencgas auto-imunitdrias, infecciosas e até
mesmo neopldsicas (11-14). Acredita-se que variacdes em niveis séricos de
citocinas determinados por variabilidades genéticas individuais possam influenciar
a forma de apresentacdo clinica, o curso da neoplasia e o padrao de resposta ao
tratamento quimioterapico.

Polimorfismos na regido promotora do gene da IL-10 (SNP/pIL-10)
alteram o processo de transcricdo e sdo considerados responsdveis por varia¢des
individuais entre 50 a 75% do nivel sérico dessa citocina (121). No LH, niveis
séricos aumentados de IL-10 tém sido associados a doenca em estadio avancado e
pior desfecho apés o tratamento (97-99,101,102,106). Os SNPs mais estudados
sdo aqueles situados nas posi¢oes -592 (SNP/pIL-10 -592 A/C; rs1800872) e -
1082 (SNP/pIL-10 -1082 A/G; rs1800896), numerados a partir do sitio de inicio
da transcricdo na regido promotora proximal do gene da IL-10 (GeneID 3586).
Reuss e colaboradores demonstraram que a presenca do alelo A nos SNPs/pIL10 -
592 e -1082 diminui a expressdo dessa citocina em virtude de maior afinidade
para ligacdo do fator de transcricdo PU.1, um conhecido repressor transcricional
de IL-10 (121). Esses achados foram reiterados em estudo que avaliou haplétipos
mais comuns de SNPs/pIL10 e que revelou menor producao de IL-10 na presenca
do alelo A (122). De fato, alguns estudos sugerem que a presenca do genétipo AA
nos SNPs/pIL10 -592 e -1082 estdo associados a pior evolugdo clinica do LH
(105,123,124).

De forma semelhante ao observado para IL-10, niveis séricos
elevados de TNF-o foram associados a caracteristicas clinicas de progndstico
adverso e pior desfecho em pacientes com LH (111,112). SNPs nas posicoes -238
A[G (rs361525) e -862 A/C (rs1800630) na regido promotora do gene do TNF-a
(GenelD 7124) foram associados a alteracbes nos niveis séricos dessa citocina,

mas estudos acerca das propriedades funcionais desses polimorfismos
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apresentaram resultados conflitantes (125-127). Entretanto, sugere-se que a
presenca do alelo A nos SNPs/pTNF-a -238 e -862 afeta a ligacdo de proteinas
nucleares a regido promotora do gene, influenciando a atividade transcricional
(126). Sao escassos, entretanto, dados sobre o papel de SNPs no gene do TNF-a
no contexto do LH.

A sinalizacdo pela via de NFkB modula a expressdo de diversas
citocinas pro-inflamatodrias, incluindo TNF-o, de moléculas de adesdo e de
proteinas anti-apoptéticas (128). Caracteristicamente, NFxB encontra-se
constitutivamente ativada no LHc e influencia ndo apenas a sobrevivéncia das
células H-RS, mas também a composicio do microambiente tumoral (21).
Diversas alteracdes genéticas estdo associadas a ativacdo de NFkB no LHc,
incluindo mutacées em genes inibidores (NFxkBIA e NFxBIE) (129,130) e ganhos
gendmicos de REL (131). Variacbes genéticas em NFxBI, que codifica a
subunidade p50, foram associadas ao desfecho de condicdes infecciosas (132), a
doencas autoimunitdrias (133) e a risco de desenvolvimento de algumas
neoplasias (134,135). Por outro lado, polimorfismos em genes de NFkB no LHc
sdo raramente descritos. Em estudo de base populacional, Chang e colaboradores
demonstraram que SNP na regido intronica de NFxkBI (rs1585215) foi associado

a risco aumentado de desenvolvimento do LH (136).
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Hipotese

Polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) em genes codificadores
da IL-10, TNF-a e em NFkB1 estdo associados a parametros clinicos, laboratoriais

e de seguimento em pacientes com linfoma de Hodgkin classico.
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Objetivos

Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo verificar a hipétese de que
determinados polimorfismos de nucleotideo unico nas regides promotoras dos
genes da IL-10 e TNF-o e na regido intronica do gene NFkB1l apresentam
associacdo com aspectos clinicos, laboratoriais e de resposta ao tratamento de

pacientes com LH classico.

Objetivos especificos

e Documentar as caracteristicas clinicas, laboratoriais, histopatolégicas e de
infeccdo pelo EBV dos casos estudados de LH classico;

e Estimar a frequéncia dos SNPs SNP/pIL-10 -592 e -1082, SNPs/pTNF-a -238
e -862 e SNP/iNFkB1 em grupos de pacientes com LH e em grupo-controle
de individuos sem LH;

e Analisar as possiveis associa¢cdes nas frequéncias dos SNPs estudados com
caracteristicas anatomoclinicas e sobrevida livre de falha de tratamento

dos casos de LH avaliados.
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Summary

Classic Hodgkin lymphoma (cHL) is a malignant lymphoid neoplasia that shows
aberrant expression of cytokines, including IL-10 and TNF-a. Single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in genes encoding IL-10 and TNF-a or their regulatory
proteins, such as NFkB, may impact cHL pathobiology. In this study, SNPs in the
promoter regions of genes encoding for IL-10 (SNP/pIL-10 -592, rs1800872; and
SNP/pIL-10 -1082, rs1800896), and TNF-a (SNP/pTNF-a -238, rs361525; and
SNP/pTNF-a -862, rs1800630), as well as in the intronic region of the NFkB1
gene (SNP/iNFkB1, rs1585215) were genotyped in 73 patients with cHL and
evaluated against clinical and laboratory prognostic parameters for the disease.
SNPs/pIL-10 AA were significantly associated with higher leukocyte and lower
lymphocyte counts at diagnosis. In case of TNF-o, SNP/pTNF-o. -238 AG was
associated with EBV infection while SNP/pTNF-o -862 CC presented more
frequently with leukocytosis. SNP/iNFkB1 AA generally had stage IV and
extranodal disease at diaghosis. Nonetheless, none of the studied SNPs had effect
on treatment outcome. This study shows that some SNPs genotypes for IL-10 and
TNF-a genes are associated with prognostic parameters in cHL; furthermore, this
is the first time that the SNP/iNFkB1 (rs1585215) was implicated in clinical

features of the disease.

Keywords: Hodgkin lymphoma, single nucleotide polymorphisms, IL-10, TNF-q,
NF«xB1.
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Introduction

Hodgkin lymphoma (HL) is a B-cell derived malignant neoplasia that
accounts for approximately 10% of all lymphomas. The disease has a unique
histological appearance, in which the neoplastic component - the Hodgkin and
Reed-Sternberg cells (H-RS) - is scarce, and tumors are mostly formed by non-
malignant inflammatory cells (Kiippers, 2008). Cure rates for the classical form
of HL (cHL) reaches 90% with modern treatment protocols based on chemo and
radiotherapy (Eichenauer & Engert, 2012).

Although prognostic models based on clinical and laboratorial
parameters for cHL are useful in clinical practice (Hasenclever & Diehl, 1998;
Venkataraman et al, 2014; Connors, 2015), they typically do not take into
account the pathobiology of the disease, which may account for their poor
performance for treatment stratification. Indeed, the follow-up of long-term cHL
survivors show high frequency of treatment-related late toxicity, and there is a
considerable number of relapses, even in patients in early-stage at diagnosis
(Diehl et al, 2004). Therefore, it is important to define new biological prognostic
factors capable of accurately predict cHL clinical behavior and outcome.

Interactions between H-RS and inflammatory cells are mediated by
cytokines, which play an important role in cHL immunopathogenesis (Aldinucci et
al, 2010; Steidl et al, 2011). Worth to note, H-RS cells express IL-10 and TNF-a
(Herbst et al, 1996; Foss et al, 1993; Nakayama et al, 2014). The former
cytokine suppresses cytotoxic Thl immune response (Acuner-Ozbabacan et al,
2014) and it may contribute for extended life-span of H-RS cell (Levy & Brouet,
1994; Skinnider, 2002). On the other hand, TNF-a stimulates phagocytic and
microbicidal function of macrophages; furthermore, it regulates the production
of several other proinflammatory cytokines (Vassalli, 1992). Adverse biological
behavior and poor outcome for cHL were reported in patients with elevated
circulating levels of IL-10 and TNF-a (Bohlen et al, 2000; Viviani et al, 2000;
Vassilakopoulos et al, 2001; Herling et al, 2003; Casasnovas et al, 2007;
Warzocha et al, 1998).
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The profile of cytokine production varies among individuals, and it is
influenced by genetic factors (Smith & Humphries, 2009), such as single
nucleotide polymorphisms (SNPs). SNPs have been associated with variability in
the serum levels of IL-10 and TNF-a (Reuss et al, 2002; Hohaus et al, 2009;
Skoog et al, 1999; Kaluza et al, 2000), and those found within promoter regions
of IL-10 (e.g., SNP/pIL-10 -592 and SNP/pIL-10 -1082) and TNF-a genes (e.g.,
SNP/p TNF-o. -238 and SNP/pTNF-a -862) are among the most studied so far.

Cytokine production is also modulated by intracellular signaling
pathways, and the activity of their protein components are themselves under the
effect of SNPs in the respective encoding genes. The NF«kB signaling pathway
modulates the production of several proinflammatory cytokines and anti-
apoptotic proteins (Jost & Ruland, 2006). Aberrant NFkB pathway activation is a
hallmark of cHL and influences transcriptional regulation of humerous cytokines.
(Matsuki & Younes, 2015). Moreover, NFkB signaling is hijacked by the Epstein
Barr virus (EBV), which have an important role in the pathogenesis of EBV-
associated cHL (de Oliveira et al, 2010). The NFkB family of transcription factors
encompasses the proteins p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50/p105, and p52/p100,
which act either as homo or heterodimers in mammalian cells (Hayden, 2004).
The major NFkB complex is composed by p50 and p65, encoded respectively by
the NFkB1 and NFkB2 genes. Genetic variation in NFxB1, which encodes a subunit
of the most common NFxB protein complex, was shown to be associated with
infectious conditions (Adamzik et al, 2013), autoimmune diseases (Koc et al,
2014) and risk of other malignancies (Yang et al, 2014; Varga et al, 2015).

Due to insufficient number of studies and some conflicting results
published so far, the impact of gene polymorphisms in the pathobiology and
prognosis of cHL requires further data. Thus, this study aimed to investigate the
SNP/pIL-10 -592 (C>A, rs1800872), SNP/pIL-10 -1082 (A>G, rs1800896),
SNP/pTNF-a. -238 (G>A, rs361525), SNP/pTNF-a -862 (C>A, rs1800630), and one
SNP within the intronic region of NFxkBI (SNP/iNFkB1 A>G, rs1585215) in
patients with cHL, considering their putative associations with prognostic

features and outcome for the disease.
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Methods

Subjects

This study was approved by the Ethical Committee on Research at
Botucatu Medical School, State University of Sao Paulo (UNESP), SP, Brazil
(Protocol #523(/10). The study enrolled patients with cHL treated at UNESP’s
academic hospital between 1999 and 2014, as well as healthy blood-donors
matched to cHL patients according to age, gender and ethnicity, as inferred by
patient’s skin color.

The initial medical evaluation of cHL patients consisted of a
complete history interview and physical examination, blood cell counts and
biochemical profile, computed tomography (CT) of the chest, abdomen and
pelvis, as well as pathological evaluation of bone marrow aspiration and biopsy.
Patients were clinically staged according to the Ann-Arbor classification (Lister et
al, 1989) and treated according to standardized institutional chemotherapeutic
protocols for cHL. The assessment of treatment response was based on CT, in
accordance with international criteria (Cheson et al, 2014). Patients who did not
achieved complete response and those that progressed during treatment (or
relapsed after first line treatment) received second line therapeutic protocols.
Cases in which the treatment achieved good response had autologous stem cell

transplantation for treatment consolidation.

Histopathology, Immunohistochemistry and EBV infection status

All pathology material was reviewed by the same pathologist using
either tissue microarray slides produced as previously described (Kononen et al,
1998) (58/73 cases; 79,5%), or archived histopathological stained slides (15/73
cases; 20,5%). Unstained tissue sections were used for immunohistochemistry
(IHC) with anti-CD45 (clone DD7/26, 1:250), anti-CD20 (clone L26, 1:700), anti-
CD30 (clone Ber-H2, 1:100), anti-CD15 (clone C3D-1, 1:150), and anti-CD3 (clone
565; 1:800) antibodies. The EBV infection status was assessed by in situ
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hybridization (ISH) against EBV-encoded RNA 1 (EBER-1), as reported elsewhere
(de Oliveira et al, 2006), and/or by IHC with anti-EBV latency membrane protein-
1 (LMP-1) (clone CS1-4, 1:100). All antibodies used in IHC assays were
manufactured by Dako Cytomation (Carpinteria, CA, USA).

DNA extraction

Blood samples from all participants were obtained by venipuncture
after informed consent, in accordance to institutional guidelines. The samples
were collected into 4mL BD Vacutainer” EDTA tubes (Beckson-Dickson,
Rutherford, NJ, USA), and mononuclear cells were isolated with Histopaque’
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) after centrifugation at 400xg for 30min. DNA
extraction was performed using the QIAamp DNA Blood Mini Kit® (Qiagen,
Valencia, CA, USA), accordingly to the manufacturer’s instructions. The DNA was
eluted, quantified with the Nanovue™ spectrophotometer (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK), and stored at -80°C until SNP’s genotyping by Real-time
Polymerase Chain Reaction (qPCR) coupled to High Resolution Melting (HRM)

analysis.

SNPs genotyping by qPCR-HRM

SNPs in the promoter regions of IL-10 gene (IL 10; NCBI's GenelD:
3586) at positions -592 and -1082, TNF-a gene (TNF; NCBI's GeneID: 7124) at
positions -238 and -862, and in the intronic region of NFkB1 gene (NFKBI; NCBI's
GeneID: 4790) were evaluated by gPCR-HRM. Briefly, DNA samples were
normalized to 20ng/puL and amplified by qPCR using the Rotor-Gene™ 6000
device (Corbett Research, Sydney, Australia). Control samples for each SNP
genotype were selected and validated by Sanger’s DNA sequencing. Genotyping
was performed by comparing melting curves for control and cHL case samples.
Both HRM and conventional melting curves were considered to improve the
discrimination of the SNPs genotypes, and all samples were evaluated in

duplicates. Amplification primers for SNPs/pIL10 -592 and -1082 (Da Silva et al,
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2007) and for SNPs/pTNF-a -238 and -862 (Strassberg et al, 2007; Packer et al,
2006) were obtained from literature; the primers for SNP/iNFkB1 were designed
by the authors (RDG and DEO). Information regarding the sequence of primers,
amplicon sizes, and the conditions for qPCR assays are listed in the supporting

information material (supporting information material Tables S1 and S2).

Statistical methods

The group of cHL patients and the group of their matched controls
were compared using the chi-square and the Mann-Whitney tests. For each SNP
evaluated, genotypes were analyzed individually; when more than two allelic
combinations were identified, genotypes were also divided into two groups as
follows, considering the biological relevance previously described (Schoof et al,
2013; Skoog et al, 1999; Kaluza et al, 2000): for SNP/pTNF-o. -238, GG vs AG/AA;
for SNP/pTNF-a -862, CC vs AC/AA; for SNP/pIL10 -592, AA vs AC/CC; for
SNP/pIL10 -1082, AA vs AG/GG; and for SNP/iNFkB1, AA vs AG/GG. Chi-square or
Fisher’s exact tests were used to assess the association among SNPs/pTNF-a,
SNPs/pIL-10, and SNPs/iNFkB1 genotypes with dichotomized clinical and
laboratory variables. The Tukey’s test was used for comparison with continuous
laboratory and clinical values.

The primary outcome measure was freedom from treatment failure
(FFTF), defined as the time from the beginning of the treatment until the first
event or the date of the last clinical status, in case that no event occurred.
According to defined international standardization (Cheson et al, 2014), events
were defined as progression during therapy, failure to achieve complete remission
at the end of first line treatment, relapse or death from any cause. Survival
curves were generated using the Kaplan-Meier method and differences in FFTF
were tested for significance by log-rank test. For survival analysis, all genotypes
were grouped as indicated above. The assessment of association of potential
predictor variables and SNPs genotypes with treatment failure (dependent
variable) was performed by multivariate logistic regression analysis adjusted by

the International Prognostic Index (IPS) (Hasenclever & Diehl, 1998).

SNPs nos genes de IL-10, TNF-a e NFxB1 no linfoma de Hodgkin classico 52



SNPs nos genes de IL-10, TNF-a e NFxB1 no linfoma de Hodgkin classico

53



Hardy-Weinberg equilibrium was tested using the R software with
SNPassoc package v1.9-2 (R Core Team, 2015). .All other statistical tests were
performed using the SAS Software version 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
Differences found were considered significant when p < 0,05; trends were

assumed when 0,05 < p < 0,10.
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Results

Features of cHL patients

Eighty patients with confirmed cHL were originally recruited, but 5
were excluded because they were younger than 16 years-old at diagnosis, and 2
due to lack of paraffin-embedded tissues for diagnostic review. Table I shows
general information for the 73 cHL patients evaluated in this study.

The median age of patients was 28 years-old (range 16-73), 57.5%
were male, and the male/female ratio was 1,4:1. Most patients had stages I or II
at diagnosis, about 60% presented with B symptoms, and almost all patients had
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) performance status < 2. The
histopathology review showed that 72.6% of the cHL cases were nodular sclerosis
and 13.8% were mixed-cellularity subtypes; the remaining cases were classified
either as lymphocyte-rich (1/73; 1,4%) or cHL not otherwise specified (9/73;
12,3%). EBV infection was verified in 34.4% cases. As expected, no differences

were observed between cHL cases and non-cHL controls, due to age and sex-

matching of these groups.
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Table I. Main characteristics of cHL patients. Fractions represent number of

patients with available data.

Features N %

Sex

Males 42 57,5

Females 31 42,5
Age

16 - 44 years 60 82,2

2 45 years 13 17,8
Ann-Arbor stage I/ll 42 57,5
B symptoms 43 58,9
Histology subtype

Nodular sclerosis 53 72,6

Mixed cellularity 10 13,8

Lymphocyte rich 1 1,3

NOS 9 12,3
Bulky mediastinum 16 219
involvement
Nodal areas = 3 33 452
Extranodal disease 22 30,1
Abdominal disease 25 34,3
BM involvement 10 13,7
ECOG performance < 2 72 98,6
Hemoglobin < 10,5¢/dL 18 24,7
Leukocyte count 10/72 13,9
2 15.000/mm?
Lymphocyte count 1172 15,3
< 800/mm3
High ESR 20/34 58,5
Low albumin 35/68 51,5
High LDH 15/71 211
EBV infection 21/61 344

BM: bone marrow; NOS: not otherwise specified; ECOG: Easterr
Cooperative Oncology Group; ESR: erythrocyte sedimentation rate; LDH
lactate dehydrogenase; EBV: Epstein Barr virus.
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Treatment

The wmajority of patients (69/73; 94,5%) was treated with
doxorubicin, bleomycin, vinblastine, and dacarbazine (ABVD regimen); 2 (2,7%)
patients were treated with bleomicine, etoposide, doxorubicin cyclophosphamide,
vincristine, procarbazine and prednisone (BEACOPP regimen), and 2 (2,7%) with a
hybrid protocol with mechlorethamine, vincristine, procarbazine, prednisone,
doxorubicin, bleomycin and vinblastine (MOPP-ABV). Involved field radiotherapy
(RT) was performed as a consolidation treatment for 42 (57.5%) patients.
Complete response (CR) and partial response to first line treatment were
observed in 94.5% and 3.5% of cases, respectively. Disease relapse was observed
in 18.8% of patients in previous CR and 46.1% of the relapsed patients received
consolidation therapy with autologous bone marrow transplantation.

The median for clinical follow-up since diagnosis was 86 months
(range 13-195 months). At the time of final analysis, 64 (87.6%) patients were
alive: 61/64 (95,3%) in CR (including 5 out of 6 that were transplanted), and
3/64 (3,7%) living with active disease. Nine patients (12.4%) had died, 4/9
(44,4%) as a result of disease progression, 3/9 (33,3%) due to infection, and 1/9

(11,1%) because of a second cancer.

Genotype analysis and associations with patient characteristics

There was no difference in genotypes distribution between cHL
group and control group for all the SNPs analyzed. The only exception was the
homozygous GG of SNP/pIL10 -1082, which was observed less frequently in cHL
group. Genotype distribution for all the investigated polymorphisms was in
Hardy-Weinberg equilibrium. SNP/pTNF-a -238 AA and SNP/iNFkB1 GG genotypes
were not found in cHL group, but the latter was found in one subject in the
control group. (supporting information material Table S3).

To explore different possible associations of the studied cytokine
genes polymorphisms with clinical features, SNPs genotypes were first analyzed

individually and then grouped as previously described (refer to Material and
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Methods). Comparisons were first made with patients’ and disease’s features as
categorical variables. Thereafter, Tukey’s test was used for a multi comparison
analysis of the studied genotypes with continuous variables, including age,
duration of symptoms until diagnosis, hemoglobin levels, cell counts (leukocytes,
lymphocytes, and monocytes), LDH, ESR, and albumin levels. These results are

summarized below:

SNPs/pTNF-o

Univariate analysis of SNPs/pTNF-a genotypes revealed that AG
carriers of TNF-o -238 were more frequently associated with EBV infection when
compared to homozygous GG. No other significant associations with
dichotomized variables were observed with respect to SNPs/pTNF-a. These results
are shown in Table II. By multi comparison with continuous variables, TNF-o. -862
CC showed a trend towards association with lower lymphocyte counts when
compared to AA/AC group (mean 1321,7 X 1630,8 cells/mm?; p=0,06). No other

associations with the described variables were found.

SNPs/pIL-10

When SNPs/pIL10 genotypes were compared individually with
categorical variables, IL10-1082 AA more frequently presented with leukocytes
>15.000/mm® at diagnosis in comparison to other genotypes (supporting
information material Table S5). Comparison of grouped genotypes of SNPs/pIL10
with categorical variables revealed that mediastinal disease (bulky and non-bulky)
was more common in the IL10-592 AC/CC group compared to AA homozygous
(Fisher’s exact test. p=0,002). SNP/pIL1O -592 AA had higher frequency of
leukocytes >15.000/mm? and lymphocyte counts <800 cells/mm?® at diagnosis in
comparison to AC/CC group. Moreover, a trend towards lower ESR values was also
observed for IL10-592 AA. These and other comparisons are shown in Table III.
When continuous variables where analyzed, SNP/pIL10 -1082 AA was associated

with lower lymphocyte counts and a trend towards lower levels of albumin at
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diagnosis when compared to AG and GG genotypes (Table IV). Similarly,
SNP/pIL10 -592 AA presented with lower ESR levels at diagnosis compared to
AC/CC group; furthermore, a trend towards higher eosinophil counts and lower

LDH values was observed for IL10 -592 AA (Table V).

SNP/iNFxB1

Univariate analysis showed that the SNP/iNFkB1 AA was associated
with more frequent clinical presentation with extranodal disease and was less
likely to present with leukocyte counts above 15,000/mm?® in comparison to AG
carriers (Table VI). Moreover, when clinical stage were analyzed ungrouped,
SNP/iNFkB1 AA patients presented more frequently with stage IV disease at
diagnosis (chi-square test; p=0,02). Multi comparison analysis with continuous
variables revealed a trend towards association of SNP/iNFkB1 AA with lower
monocyte counts in comparison to AG genotype. Noteworthy, SNP/iNFkB1 AA had
shorter time of symptoms history compared to AG (Table VID).
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Table II. Associations of SNPs/pTNF-o -238 and -862 with clinical features of
patients with cHL

Patients TNFo-238 TNFo-862
Features (n) P
(%) GG AG cc AC/AA
Age (73)
19-44 years 60(82,2)  54(90) 6 (10) 018 28 (46,7) 32 (53,3) 033
2 45 years 13(17,8) 10(76,9) 3(23,1) 8 (61,5) 5 (38,5)
Gender (73)
Male 42 (57,5) 36(857) 6(14,3) 072 21 (50) 21(50) 0,02
Female 31(425) 28(90,3) 3(9,7) 15 (48,4) 16 (51,6)
Ann-Arbor stage (73)
[-1I 42 (57,5 36(857) 6(143) 072 20 (47,6) 22 (52,4) 073
-1 31(425) 28(90,3) 3(9,7) 16 (51,6) 15 (48,4)
B symptoms (73)
Present 43(58,9) 38(884) 5(11,6) 10 20 (46,5) 23 (53,5) 056
Absent 30(41,1) 26(86,7) 4(13,3) 16 (53,3) 14 (46,7)
Histology (73)
Nodular sclerosis 53(72,6) 47(88,7) 6(11,3) 26 (49,1) 27 (50,9)
Mixed cellularity 10 (13,8) 8 (80) 2 (20) 0.86 5 (50) 5 (50) 077
Lymphocyte rich 1(1,3) 1(100) 0 ’ 0 1(100) ’
Classical NOS 9(12,3) 8(88,9  1(11,1) 5 (55,6) 4 (44.,4)
Bulky mediastinal mass (73)
Yes 16(21,9) 14(87,5) 2(125) 10 8 (50) 8 (50) 0.5
No 57(78,1) 50(87,7) 7(12,3) 28 (49,1) 29 (50,9)
Number of nodal areas (73)
23 33(452) 31(939) 2(6,1) 017 18 (55,5) 15 (45,5) 041
<3 40 (54,8) 33(825) 7(17,5) 18 (45) 22 (55)
Extranodal disease (73)
Present 22(30,1) 19(86,4) 3(13,6) 10 13 (59,1) 9 (40,9) 027
Absent 51(69,9 45(882) 6(11,8) 23 (45,1) 28 (54,9)
Abdominal disease (73)
Present 25(34,3)  22(88) 3(12) 10 13 (52) 12 (48) 074
Absent 48 (65,7) 42(875) 6(12,5) 23 (47,9) 25(52,1)
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Table II (continued). Associations of SNPs/pTNF-a -238 and -862 with clinical
features of patients with cHL

Patients TNFo-238 TNF0-862
Features (n) P P
(%) GG AG cc AC/AA
Bone marrow involvement (73)
Present 10 (13,7) 8 (80) 2 (20) 0,60 5 (50) 5(50) 0.96
Absent 63(86,3) 56(88,9) 7(11,1) 31(49,2)  32(50,8)
Hemoglobin <10,5g/dL (73)
Present 18 (24,7) 17(944) 1(56) 043 11 (61,1) 7(38,9) 0.24
Absent 55(753)  47(855) 8(14,5) 25(455)  30(54,5)
Leukocytes 2 15,000/mm? (72)
Present 10 (13,9) 10 (100) 0 5(50) 5(50)
Absent 62 (86,1)  53(855) 9(14,5) 040 30 (48,4)  32(51,6) 059
Lymphocytes < 800/mm3 (72)
Present 11 (15,3) 9(81,8) 2(18,2) 076 6 (54,5) 5 (45,5) 054
Absent 61(84,7) 54(885) 7(115) 29 (47,5)  32(52,5)
High ESR (34)
Yes 20 (58,5) 16 (80) 4(20) 07 10 (50) 10 (50) 0.40
No 14 (41,2) 13(92,9 1(7,1) 9 (64,3) 5(35,7)
EBV infection (61)
Present 21(34,4) 16 (76,2) 5(23,8) 0,04 10 (47,6)  11(52,4) 071
Absent 40 (65,6) 38 (95) 2 (5) 21(52,5)  19(47,5)
Serum albumin (68)
Normal 33(485) 30(90,9) 3(91) 0,68 16 (48,5)  17(51,5) 0.8
Low 35(51,5) 30(857) 5(14,3) 18 (51,4) 17 (48,6)
LDH (71)
Normal 56 (78,9)  47(83,9) 9(16,1) 018 27 (48,2)  29(51,8) 091
High 15 (21,1) 15 (100) 0 7 (46,7) 8 (53,3)

NOS = not otherwise specified; ESR = erythrocyte sedimentation rate; EBV = Epstein Barr virus; LDH = lactate dehydrogenase.
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Table III. Associations of SNP/pIL10 -592 and -1082 with clinical features of
patients with cHL.

Patients IL-10 -592 IL10 -1082
Features (n) P
(%) AA Ac/cc AA AG/GG
Age (73)
19-44 years 60 (82,2) 7(11,7)  53(88,3) 10 29(48,3)  31(51,7) 051
2 45 years 13 (17,8) 1(7,7)  12(92,3) 5(38,5) 8 (61,5)
Gender (73)
Male 42 (57,5) 6(14,3) 36(85,7) 045 20(47,6) 22(524) 083
Female 31(42,5) 2(6,5)  29(93,5) 14 (45,2) 17 (54,9)
Ann-Arbor stage (73)
[-11 42 (57,5) 3(7,1)  39(92)9) 18(42,9) 24 (57,1)
-1 31(42,5) 5(16,1) 26 (83,9) 0.1 16 (51,6)  15(48,4) 045
B symptoms (73)
Present 43 (58,9) 4(9,3) 39(90,7) 070 21(48,8) 22(51,2) 064
Absent 30 (41,1) 4(13,3) 26(86,7) 13(43,3)  17(56,7)
Histology (73)
Nodular sclerosis 53 (72,6) 7(13,2) 46(86,8) 27(50,9) 26 (49,1)
Mixed cellularity 10 (13,8) 1(10) 9 (90) 3(30) 7(70)
Lymphocyte rich 1(1,3) 0 1(100) 067 1(100) 0 034
Classical NOS 9(12,3) 0 9 (100) 3(33,3) 6 (66,7)
Bulky mediastinal mass (73)
Yes 16 (21,9) 1(6,3) 15(93,7) 067 9 (56,2) 7(43,8) 038
No 57 (78,1) 7(12,3)  50(87,7) 25(43,9)  32(56,1)
Number of nodal areas (73)
23 33 (45,2) 3(9,1)  30(90,9 072 16 (48,5) 17 (51,5) 076
<3 40 (54,8) 5(12,5) 35(87,5) 18 (45) 22 (55)
Extranodal disease (73)
Present 22 (30,1) 14,5  21(955) 042 9 (40,9) 13 (59,1) 052
Absent 51(69,9) 7(137) 44(86,3) 25 (49) 26 (51)
Abdominal disease (73)
Present 25(34,3) 4 (16) 21 (84) 043 13 (52) 12 (48) 0,50
Absent 43 (65,7) 4(8,3) 44(91,7) 21(43,7)  27(56,3)
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Table III (continued). Associations of SNP/pIL10 -592 and -1082 with clinical
features of patients with cHL.

Patients IL10 -592 IL10 -1082
Features (n) P
(%) AA Ac/cc AA AG/GG
Bone marrow involvement (73)
Present 10 (13,7) 1(10) 9 (90) 10 3(30) 7(70) 032
Absent 63(86,3) 7(11,1) 56(88,9) 31(49,2)  32(50,8)
Hemoglobin <10,5g/dL (73)
Present 18(24,7) 2(11,1)  16(88,9) 10 10 (55,6) 8 (44,6) 07
Absent 55(753)  6(10,9) 49(89,1) 24 (436)  31(56,4)
Leukocytes = 15,000/mm? (72)
Present 10 (13,9) 2 (20) 8 (80) 7(70) 3(30)
Absent 62 (86,1) 5(8) 57 (92) 0,008 26 (41,9 36 (58,1) o
Lymphocytes < 800/mm3 (72)
Present 11 (15,3) 1(9,1)  10(90,9) 0,01 7 (63,6) 4 (36,4) 0.24
Absent 61(84,7) 6(9,8) 55(90,2) 26 (42,6) 35(57,4)
High ESR (34)
Yes 20 (58,5) 0 20 (100) 9 (45) 11 (55)
0,06 0,48
No 14(41,2)  3(214) 11(78,6) 8 (57,1) 6 (42,9)
EBV infection (61)
Present 21(34,4) 2(9,5)  19(90,5) 072 8 (38,1) 13 (61,9) 0,60
Absent 40 (65,6) 5(12,5) 35(87,5) 18 (45) 22 (55)
Serum albumin (68)
Normal 33(485) 4(121) 29(87,9) 071 15 (45,5)  18(54,5) 0,02
Low 35(51,5) 3(86) 32(91,4) 17 (48,6) 18 (51,4)
LDH (71)
Normal 56 (78,9)  7(12,5) 49(87,5) 26 (46,3) 30 (57,6)
High 15(21,1)  1(6,7)  14(93,3) ’ 7467  8(533) ’

NOS = not otherwise specified; ESR = erythrocyte sedimentation rate; EBV = Epstein Barr virus; LDH = lactate dehydrogenase.
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Table IV. Associations of SNP/pIL-10 -1082 with lymphocyte counts and albumin

value.
Lymphocytes P Albumin P
IL-10 -1082 (cells/mm3) (g/dL)
N=72 GA GG N=68 GA GG
AA 1393,1 0,8 0,04 2,2 0,08 0,06
GA 1496,3 - 0,06 3,7 - 0,9
GG 2631 0,06 3,8 0,9

Table V. Associations of SNP/pIL-10 -592 with ESR, eosinophils and LDH values.

Eosinophil LDH (U/L
IL-10 -592 ESR (mmih) (cellsimm?) P N=(71 )
N=34 NZ70
AA 12 0,02 676,2 0,08 304,1 0,06
AcCICC 50 281,2 4626
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Table VI. Associations of SNP/iNFkB1 with clinical features of patients with cHL.

Patients NFxB1
Features (n) %) A G P
Age (73)
19-44 years 60 (82,2) 39 (65) 21 (35) 077
> 45 years 13 (17,8) 9(69,2) 4(30,8)
Gender (73)
Male 42 (57,5) 25 (59,5) 17 (40,5) 019
Female 31 (42,5) 23 (74,2) 8 (25,8)
Ann-Arbor stage (73)
- 11 42 (57,5) 28 (66,7) 14 (33,3) 0,84
-1V 31 (42,5) 20 (64,5) 11 (35,5)
B symptoms (73)
Present 43 (58.9) 26 (60,5) 17 (39,5) 025
Absent 30 (41,1) 22 (73,3) 8 (26,7)
Histology (73)
Nodular sclerosis 53 (72,6) 31(58,5) 22 (41,5)
Mixed cellularity 10 (13,8) 8 (80) 2 (20) 018
Lymphocyte rich 1(1,3) 1(100) 0
Classical NOS 9(12,3) 8 (88,9) 1(11,1)
Bulky mediastinal mass (73)
Yes 16 (21,9) 9 (56,2) 7(43,8) 0.36
No 57 (78,1) 39 (68,4) 18 (31,6)
Number of nodal areas (73)
23 33 (45,2) 20 (60,6) 13 (39,4) 0.39
<3 40 (54,8) 28 (70) 12 (30)
Extranodal disease (73)
Present 22 (30,1) 18 (81,8) 4(18,2) 0,05
Absent 51(69,9) 30 (58,8) 21 (41,2)
Abdominal disease (73)
Present 25 (34,3) 15 (60) 10 (40) 045
Absent 48 (65,7) 33 (68,7) 15 (31,3)
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Table VI (continued). Associations of SNP/iNFkB1 with clinical features of
patients with cHL.

Patients NFxB1
Features (n) (%) A G P
Bone marrow involvement (73)
Present 10 (13,7) 9(90) 1(10) 014
Absent 63 (86,3) 39 (61,9) 24 (38,1)
Hemoglobin <10,5g/dL (73)
Present 18 (24,7) 13(72,2) 5(27,8) 050
Absent 55 (75,3) 35 (63,6) 20 (63,4)
Leukocytes 2 15,000/mm3 (72)
Present 10 (13,9) 4 (40) 6 (60) 0,06
Absent 62 (86,1) 44 (71) 18 (29)
Lymphocytes < 800/mm3 (72)
Present 11 (15,3) 6 (54,5) 5 (45,5) 0.24
Absent 61(84,7) 45 (68,8) 19 (31,2)
High ESR (34)
Yes 20 (58,5) 12 (60) 8 (40) 0.86
No 14 (41,2) 8 (57,1) 6 (42,9)
EBV infection (61)
Present 21(34,4) 13 (61,9) 8 (38,1) 0,66
Absent 40 (65,6) 27 (67,5) 13 (32,5)
Serum albumin (68)
Normal 33 (48,5) 24 (72,7) 9(27,3) 052
Low 35(51,5) 21 (60) 14 (40)
LDH (71)
Normal 56 (78,9) 35 (62,5) 21 (37,5) 043
High 15(21,1) 11(73,3) 4(26,7)

NOS = not otherwise specified; ESR = erythrocyte sedimentation rate; EBV = Epstein Barr virus; LDH = lactate
dehydrogenase.
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Table VII. Associations of SNP/iNFkB1 with monocyte counts and time to

diagnosis
Monocytes Time to
iNFkB1 (cells/mm3) P diagnosis P
N=64 (months)
AA 666,3 0,07 4.8 0,01
AG 848,8 12,1

Genotype analysis and clinical outcome in cHL

Univariate analysis revealed no association between genotypes
(individual or grouped) of the studied SNPs and FFTF. For survival analysis,
different genotypes of cytokine genes SNPs were combined as described
previously in this paper. As shown in Figs 1-3, no differences were found in terms
of FFTF between groups.

Freedom from treatment failure was associated with weight loss,
advanced stage and presence of mediastinal mass, as demonstrated by the
multivariate logistic regression analysis adjusted by IPS. There was also a weak
association of time to diagnosis and outcome. None of the genotypes found for

the evaluated SNPs were associated with FFTF (Table VIII).

Table VIII. Hazard Ratio for freedom from treatment failure (FFTF) in

multivariate logistic regression analysis.

Variable HR 95% ClI P
SNP/pTNFa-238 — GG x AG 0,98 0,17 - 5,47 0,98
SNP/pTNFa-862 - CC x AC/AA 0,69 0,23-2,08 0,55
SNP/pIL10-592 - AA x AC/CC 0,40 0,04 - 3,59 0,42
SNP/pIL10-1082 - AA x AG/GG 0,43 0,14 -1,37 0,15
SNP/iNFkB1 - AA x AG 0,56 0,18-1,69 0,31
Weight loss 4,53 1,18 - 17,68 0,03
Stage 1,97 1,0-38 0,04
Mediastinal mass 3,89 1,08 — 14,01 0,03
Time to diagnosis 1,05 0,99 -1,11 0,06

HR: Hazard ratio; Cl: Confidence interval.
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Figure 1. Kaplan-Meier plot for freedom

Probability of FFTF

—— AAIAC {n = 65)
—— CC(n=8)
T T T T T T T 1
0 2 4 8 10 12 " 1% 18
Time (years)
from treatment failure (FFTF)

probabilities in 73 patients with cHL with respect to SNPs/pTNF-a
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genotypes revealed no differences in FFTF between groups (p = 0,76).
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AC[AA group revealed no differences in FFTF (p = 0,71).
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Figure 2. Kaplan-Meier plot for freedom from treatment failure (FFTF)

probabilities in 73 patients with cHL with respect to SNPs/pIL-10

genotypes. (A) Comparison of patients with IL10 -592 AA X AC/CC

genotypes revealed no differences in FFTF between groups (p = 0,37).
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(B) Comparison of patients with homozygous IL10-1082 AA with
AG/GG group revealed no differences in FFTF. (p = 0,19).
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Figure 3. Kaplan-Meier plot for freedom from treatment failure (FFTF)
probabilities in 73 patients with cHL with respect to SNP/iNFkB1
genotypes. Comparison of patients with NFkBI AA and GA genotypes
revealed no differences in FFTF between groups (p = 0,21).
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Discussion

A number of studies reported the association of SNPs in cytokine
genes with augmented risk for developing HL (Monroy et al, 2011; Chang et al,
2009; Torres-Espindola et al, 2014), but the role of these polymorphic variations
in the outcome of cHL is somewhat controversial. In this study, the possible
associations between SNPs in TNF-o, IL-10, and NFkB1 genes with clinical features
and outcome in patients with cHL were investigated.

TNF-a production is transcriptionally regulated (Raabe et al, 1998;
Uglialoro et al, 1998), and differences among individuals may be influenced by
SNPs in the promoter region of TNF-o encoding gene. For instance, in
experimental models a C — A substitution at position -862 and a G —» A
substitution at position -238 were associated with reduced serum levels of TNF-q,
and the former have been verified also in healthy individuals (Skoog et al, 1999;
Kaluza et al, 2000).

Although high serum levels of TNF-o were associated with clinical
features and poorer prognosis in cHL (Warzocha et al, 1998), data on the role of
SNPs in the TNF-o gene in cHL are scarce. In this study, a significant association
of SNP/pTNF-o. -238 AG genotype with EBV-associated cHL is reported.
Furthermore, patients carrying the CC genotype at SNP/pTNF-o -862 were more
likely to have lower lymphocyte counts compared to AC carriers. Previously, it
was suggested that these genotypes are associated with decreased transcriptional
activity of TNF-o, as they probably affect binding of nuclear proteins to the gene
promoter region (Kaluza et al, 2000; Skoog et al, 1999). In cHL, TNF-a is mainly
produced by H-RS, and it has an important role in modulation of T-cell response
attracting Thl cells into the tumor microenvironment and regulating the
production of other proinflammatory cytokines (Steidl et al, 2011). As Thl
response is required against EBV infection (Young & Rickinson, 2004), it could be
speculated that the presence of SNPs that impair TNF-o production would impact

the viral clearance, allowing the persistence of EBV-positive H-RS cells.
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No association of SNPs/pTNF-a with cHL outcome was found in this
study. Likewise, a previous study by Hohaus et al showed no association of
SNPs/pTNF-o at positions -308 and -862 and with FFTF in 184 patients with HL
(Hohaus et al, 2007). Noteworthy, tissue levels of TNF-a is not influenced by the
genetic background of the host alone, but also by post-transcriptional regulatory
mechanisms, which contribute to the final result concerning the cytokine’s
biological activity. Indeed, the effect of polymorphism in TNF-o production is
highly complex, with several variants possibly showing cooperative effects (Bayley
et al, 2004).

The prognostic value of IL-10 serum levels in HL has been
established in other studies (Sarris et al, 1999; Herling et al, 2003;
Vassilakopoulos et al, 2001; Bohlen et al, 2000; Viviani et al, 2000). The
circulating levels of IL10 seems to be influenced by SNPs/pIL10 at positions -592
and -1082, with impact on prognosis (Hohaus et al, 2009). Considering that IL-
10 levels are partially influenced by genetic background, it is conceivable that
some SNPs within the IL-10 gene influence the clinical presentation and outcomes
in cHL. Indeed, in this study the genotype AA at SNPs/pIL-10 positions -592 and -
1082 were associated with leukocytosis and lower lymphocyte counts at
diagnosis. Moreover, the AA genotype at SNP/pIL-10 -592 was strongly associated
with less frequent mediastinum involvement, and it had weak association with
higher eosinophil counts and lower LDH values.

The presence of the A allele at either SNP/pIL-10 positions -592 or -
1082 seems to be associated with lower IL-10 production compared to the G and
C alleles at SNPs/pIL-10 -1082 and -592, respectively (Eskdale et al, 1998;
Crawley et al, 1999; Gibson et al, 2001). It has been proposed that A allele
confers high ligation affinity to nuclear proteins, like PU.1 at -592 site and STAT3
at -1082 site, both of which repress IL-10 transcription (Eskdale et al, 1998;
Crawley et al, 1999; Kurreeman, 2004). In this setting, the anti-inflammatory
effects of IL-10 would be diminished, leading to a shift towards the production of
proinflammatory cytokines, including TNF-a and IL-6, which are known to

influence leukocyte chemoattraction (including eosinophils) and tissue
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redistribution, as well as lymphocyte apoptosis (Ulich et al, 1989; Jundt et al,
1999). However, studies on the impact of SNPs/pIL-10 -592 and -1082 in
cytokine production generated conflicting results: for instance, it was suggested
that haplotypes containing the G allele at SNP/pIL-10 -1082 are associated with
decreased IL-10 production (Gibson et al, 2001; Kilpinen et al, 2002). It is
important to note that these studies employed different cell types and
experimental conditions, including a sort of cell stimulation methods that could
account for the conflicting data. Additionally, in vitro models are not reliable
mimics for real tumor microenvironment, where many other stimuli influence
cytokine production. Although AC/CC group for SNP/pIL-10 -592 was found to
have more mediastinum involvement, it was not necessarily bulky disease. In fact,
SNP/pIL-10 -592 genotypes were not associated with any other particular site of
cHL presentation (data not shown). Altogether, these findings do not allow any
conclusion about the influence of IL-10 production in anatomic distribution of
CHL.

In this study, the AA genotype for SNP/pIL-10 -592 in cHL patients
was significantly associated with lower levels of ESR compared to the AC or CC
genotypes. ESR (an important prognostic factor in cHL) increases due to high
synthesis of acute phase proteins, especially fibrinogen. Reduction in IL-10
production would be expected in AA carriers for SNP/pIL-10, so that it would be
associated with higher ESR values due to a shift towards activity of
proinflammatory cytokines. Although it typically acts as an anti-inflammatory
cytokine, IL-10 induces the synthesis of a plethora of plasmatic proteins which
might influence ESR values (Acuner-Ozbabacan et al, 2014). Furthermore, it is
important to point out that ESR values in this study were available only for 34
cHL patients, so that this association must be evaluated with caution.

Likewise SNPs/pTNF-o, SNPs/pIL10 -592 and -1082 genotypes
showed no association with FFTF, although some associations have been reported
elsewere (Hohaus et al, 2007; Schoof et al, 2013). One possible explanation for

these conflicting findings is the low number of patients included in the present
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cohort. Notheworthy, due to the study design, most of cHL cases were
retrospectively included thus inducing a potential selection bias.

Different mechanisms are involved in NFxB activation in cHL,
including mutations in the genes of the NF«B inhibitors (NFkBIA and NF«BIE)
(Lake et al, 2009; Liu et al, 2010) and genomic gains of REL (Martin-Subero et
al, 2002). In cHL, SNP/iNFkB1 was shown to influence risk of developing the
disease (Chang et al, 2009). As far as it could be verified, this study was the first
to report associations between SNP/iNFkB1 with prognostic parameters in cHL.
Compared to AG genotype for SNP/iNFkB1, the AA genotype was significantly
associated with advanced clinical stage and presence of extranodal disease at
diagnosis, suggesting a possible association of this polymorphism with a more
aggressive behavior of cHL. This may explain why patients carrying AA for
SNP/iNFkB1 had shorter duration of symptoms until the first medical
appointment.. Conversely, the AA genotype for SNP/iNFkB1 was less likely to
present with leukocytosis, a condition usually associated with less aggressive cHL
presentation. However, the number of patients with leukocyte counts above
15.000 cells/mm? was low (10/73) which could eventually have influenced final
results. Unfortunately not enough is known about the role of this intronic SNP in
the regulation of NFkB1 gene.

By the multivariate analysis, well-established associations with
shorter FFTF were confirmed in this study (e.g., weight loss, advanced stage and
presence of mediastinal mass), but no associations were found with any of the
SNPs genotypes identified.

Some limitations of this study must be highlighted. A higher number
of cHL cases enrolled would be desirable to strength - or even disclose - relevant
associations among the SNPs and prognostic parameters evaluated. For instance,
as our cohort have only 73 patients and the occurrence of censoring events in
cHL is not frequent, the power to survival analysis performed may have been
adversely affected. A bigger cohort in this study could not be achieved due to the
number of cHL patients assisted in our academic hospital; on the other hand, a

multicenter study in our setting would be challenging in respect to
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standardization of protocols for patient’s treatment and follow-up. Moreover, as
many of our patients were recruited retrospectively, a potential selection bias
cannot be ruled out. Finally, it should be noted that any evaluation of genotype-
phenotype associations must consider the possible effects of SNPs, gene-gene, and
gene-environment interactions that can influence the regulatory activity of
cytokines.

In conclusion, this study showed that some genotypes for SNPs in
genes encoding for IL-10 and TNF-alpha, as well as in NFKB1 gene, are associated
with prognostic parameters of cHL, but no association was observed regarding
disease outcome. Further analysis including haplotype combinations and a gene-
gene interaction model based on related gene functions would be useful to define
more precisely the role of polymorphisms in cHL and its applicability in clinical

practice.
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Conclusao

e A distribuicdo dos diferentes gendtipos dos SNPs estudados foi semelhante
entre o grupo de pacientes e o grupo-controle, com excecao do homozigoto GG
para o SNP/pIL-10 -1082 que foi menos frequentemente observado no grupo

de pacientes com LHc;

e Em relacdo aos SNPs no gene de TNF-a, o gendtipo AG do SNP/pTNF-a -238 foi
mais frequentemente associado a infeccdo pelo EBV e o homozigoto CC do
SNP/pTNF-a -862 foi associado a contagem mais baixa de linfécitos quando
comparado aos gendtipos AC/AA agrupados. Ndo foram observadas outras

associacdes entre SNPs/pTNF-o com as demais varidveis clinicas e laboratoriais;

e Para os SNPs/pIL10, o homozigoto AA do SNP/pILLO -1082 foi
significativamente associado a apresentacdo clinica com leucécitos
>15.000/mm? e apresentou tendéncia a associacdo com menores contagens de
linfécitos e menores valores de albumina quando comparado aos genédtipos AG
e GG. Ja os homozigotos AA do SNP/pIL10 -592 apresentaram associacdo com
leucdcitos >15.000/mm?, linfécitos <800 células/mm?, menores valores de VHS
e menor frequéncia de acometimento mediastinal ao diagndstico quando
comparado ao grupo AC/CC. Adicionalmente, homozigoto AA do SNP/pIL1O -
592 apresentou tendéncia a associacdo com maiores contagens de eosindfilos e

menores valores de DHL em comparacdo ao grupo AC/CC.

e Homozigotos AA do SNP/iNFkB1 apresentaram-se mais frequentemente com
doenca extranodal e estadio IV ao diagndstico e estiveram associados a tempo
mais curto entre o inicio dos sintomas e a primeira avaliacdo médica quando
comparados ao gendtipo AG. Adicionalmente, foi observada menor frequéncia
de contagem de leucocitos >15,000/mm’® e tendéncia a associacio com
menores contagens de mondcitos em pacientes com genétipo AA do

SNP/iNFkB1 em comparacédo ao gendtipo AG;
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e Perda de peso, presenca de massa mediastinal e estddio avancado foram
significativamente associados a menor sobrevida livre de falha de tratamento,
enquanto tempo para diagndstico do LHc apresentou tendéncia para essa

associacao;

e Nenhum dos SNPs estudados apresentou associacdo significativa com a

sobrevida livre de falha de tratamento.
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ANEX0S (SUPPORTING INFORMATION)



Table S1. Oligonucleotide sequences used to detect SNPs/pTNF-a at positions -
238 and -862, SNPs/pIL-10 at positions -592 and -1082 and
SNP/iNFkB1 using qPCR-HRM.

Target Oligonucleotide (Sequence 5'-3') Amplicon
SNP/DTNE-0c-238 CAGTCAGTGGCCCAGAAGAC 75 ob
P AGCATCAAGGATACCCCTCACA ¢

ATGTAGCGGCTCTGAGGAATGGGTTAC

SNP/pTNF-o. -862 CTACATGGCCCTGTCTTCGTTAAG 132 pb
SNP/pIL-10 1082 gggiﬁgﬁgﬁgm?m 130 pb
B

-
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Table S2. qPCR conditions and cycling pattern used to amplify SNPs/pTNF-a at
positions -238 and -862, SNPs/pIL-10 at positions -592 and -1082 and

SNP/iNFxB1.
Reaction Reaction Composition Cycling Pattern
Buffer (Tris-Cl 28 mM pH 8.4 / KCI 70mM) 1X, 04°C — 10min(1x):
SNP/pTNF-0t-238  2.0mM MgClz, 0.2mM each dNTP, 1.25U DNA 4°C — 10min(1)
GoA polymerase (Tag), Eva Green 1X and 0.2uM of o o0 36°C-20s,
each primer. 72°C-20s (40x)
Buffer (Tris-Cl 28mM pH 8.4 / KCI 70 mM) 1X, 04°C_Emin( 1)
SNP/pTNF-0.-862  2.5mM MgClz, 0.2mM each dNTP, 1.25U DNA e m'”c(> X);
C>A polymerase (Taq) Eva Green 1X and 0.15uMof .0 208 S8°C=20s
each primer. 72°C-20s (40x)
Buffer (Tris-Cl 28 mM pH 8.4 / KCI 70mM) 1X, 04°C — Emin( 1l
SNP/pIL-10-592  2.0mM MgClz, 0.2mM each dNTP, 1.25U DNA 94°C — Smin(1x);
C>A polymerase (Taq), Eva Green 1X and 0.3uM of 94°C-60s, 55°C-60s,
each primer. 72°C-60s (40x)
Buffer (Tris-Cl 28mM pH 8.4 / KCI 70 mM) 1X, 04°C_Emin( 1)
SNP/pIL-10 -1082 3.0mM MgClz, 0.2mM each dNTP, 1.25U DNA ~Smin(1x);
A>G polymerase (Taq) Eva Green 1X and 0.4uM of 94°C-60s, 55°C-60s
' each primer. " 72°C—60s (40x)
Buffer (Tris-Cl 28mM pH 8.4 / KCI 70 mM) 1X, 04°C_Emin( 1)
SNP/iNFkB1 2.5mM MgClz, 0.2mM each dNTP, 1.25U DNA D m'nc(> X);
A>G polymerase (Taq) Eva Green 1X and 0.25uM of -0, o08: 99°C=20s
each primer. 72°C-30s (40x)
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Table S3. Genotype distribution of SNP/pTNF-a -238 and -862, SNP/pIL10 -592
and -1082, and SNP/iNFkB1 in cHL patients and controls.

Pol o Genat Patients Controls p
olymorpnism eno e
ymorp yp " " " "
TNF-238 GG 64 877 68 932 02
(rs361525) AG 9 12,3 5 6,8 ’
NF862 AA 8 11 7 96
) CA 29 39,7 21 288 03
(rs1800630) ’ ’ ’
cc 36 493 45 616
10502 AA 8 11 8 11
Ny CA 34 466 33 452 0,98
(rs1800872) ’ ’ '
cc 31 424 32 438
L10.1082 AA 34 466 28 38,4
- GA 37 50,7 35 479 0,04
(rs1800896)
GG 2 27 10 13,7
\F AA 48 65,8 43 58,9
e AG 25 34,2 29 39,7 0,49
(rs1585215)
GG 0 0 1 1,4
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Table S4. Associations of ungrouped SNP/pTNF-a -862 genotypes with clinical
features of patients with cHL.

Features (n) Patients TNFo-862 P
(%) AA AC cc
Age (73)
19-44 years 60(82,2) 7 (11,66) 25 (41,66) 28 (46,66) 062
> 45 years 13 (17,8) 1(7,7) 8 (61,5) 4(30,8)
Gender (73)
Male 42 (57,5) 3(7,1) 18 (42,9) 21 (50) 045
Female 31(42,5) 5(16,1) 11 (35,5) 15 (48,4)
Ann-Arbor stage (73)
- 11 42 (57,5) 3(7,1) 19 (45,2) 20 (47,7) 032
-1V 31(42,5) 5(16,1) 10 (32,3) 16 (51,6)
B-symptoms (73)
Present 43 (58,9) 5(11,6) 18 (41,9) 20 (46,5) 0,89
Absent 30 (41,1) 3(10) 11 (36,7) 16 (53,3)
Histology (73)
Nodular sclerosis 53 (72,6) 4 (7,5) 23 (43,4) 26 (49,1)
Mixed cellularity 10 (13,8) 3 (30) 2 (20) 5 (50) 0.34
Lymphocyte rich 1(1,3) 0 1(100) 0
Classical NOS 9(12,3) 1(11,1) 3 (33,3) 5 (55,6)
Bulky mediastinal mass
Yes 16 (21,9) 0 8 (50) 8 (50) 03
No 57 (78,1) 8 (14) 21(36,9) 28 (49,1)
Number of nodal areas (73)
>3 33 (45,2) 4(12,1) 11 (33,3) 18 (55,6) 066
<3 40 (54,8) 4 (10) 18 (45) 18 (45)
Extranodal disease (73)
Present 22 (30,1) 2(9,1) 7(31,8) 13 (59,1) 054
Absent 51(69,9) 6(11,8) 22 (43,1) 23 (45,1)
Abdominal disease (73)
Present 25 (34,3) 3(12) 9 (36) 13 (52) 0,93
Absent 48 (65,7) 5(10,4) 20 (41,7) 23 (47,9)
Bone marrow involvement (73)
Present 10 (13,7) 1(10) 4 (40) 5 (50) 10
Absent 63 (86,3) 7(11,1) 25 (39,7) 31(49,2)

SNPs nos genes de IL-10, TNF-a e NFxB1 no linfoma de Hodgkin classico 88



Table S4 continued. Associations of ungrouped SNP/pTNF-o -862 genotypes with

clinical features of patients with cHL.

Features (n) Patients TNFo-862 P
(%) AA CA cc
Hemoglobin <10,5g/dL (73)
Present 18 (24,7) 2(11,1) 5(27,8) 11 (61,1) 042
Absent 55 (75,3) 6(10,9) 24 (43,6) 25 (45,5)
Leukocytes 2 15,000/mm? (72)
Present 10 (13,9) 1(10) 4 (40) 5 (50) 0,99
Aabsent 62 (86,1) 7(11,3) 25 (40,3) 30 (48,4)
Lymphocytes < 800/mm3 (72)
Present 11(15,3) 2(18,2) 3(27,3) 6 (54,5) 054
Absent 61(84,7) 6 (9,8) 26 (42,6) 29 (47,6)
High ESR (34)
Yes 20 (58,5) 1(5) 9 (45) 10 (50) 073
No 14 (41,2) 1(7,1) 4 (28,6) 9 (64,3)
EBV infection (61)
Present 21 (34,4) 4(19) 7(33,3) 10 (47,7) 04
Absent 40 (65,6) 3(7,9) 16 (40) 16 (52,5) ’
Serum albumin (68)
Normal 33 (48,5) 4(12,1) 13 (39,4) 16 (48,5) 0.97
Low 35 (51,5) 4(11,4) 13 (37,1) 18 (51,5)
LDH (71)
Normal 56 (78,9) 6 (10,7) 23 (41,1) 27 (48,2)
High 15(21,1) 2(13,3) 6 (40) 7 (46,7) ’

NOS = not otherwise specified; ESR = erythrocyte sedimentation rate; EBV = Epstein Barr virus; LDH = lactate
dehydrogenase.
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Table S5. Associations of ungrouped SNP/pIL-10 -592 and -1082 genotypes with

clinical features of patients with cHL.

Patients 1L10-592 1L10-1082
Features (n) P P
(%) AA AC cc AA AG GG
Age (73)
19 - 44 years 60(822)  7(11,7)  28(46,7) 25 (41,6) 092 29 (48,3) 29 (48,3) 2(3,4) 0,69
2 45 years 13(17,8) 1(7.8) 6 (46,1) 6 (46,1) 5(38,5) 8 (61,5) 0
Gender (73)
Male 42(57,5)  6(14,3) 21 (50) 15(35,7) 031 20 (47,6) 21 (50) 1(24) 0.6
Female 31 (42,5) 2(6,5) 13 (41,9) 16 (51,6) 14 (45,2) 16 (51,6) 1(3,2)
Ann-Arbor stage (73)
[-1 42 (57,5) 3(7,1) 19 (45,2) 20 (47,7) 036 18 (42,9) 23(57,8) 1(2,3) 074
- 3142,5) 5(16,1)  15(48,4) 11(35,5) 16 (51,6) 14 (45,2) 1(3,2)
B-symptoms (73)
Present 43 (58,9) 4(9,3) 19 (44,2) 20 (46,5) 074 21(48,8) 20 (46,5) 2(47) 049
Absent 30(41,1)  4(133) 15 (50) 11(36,7) 13 (43,3) 17 (56,7) 0
Histology (73)
Nodular sclerosis 53(72,6) 7(132) 24 (453) 22 (41,5) 27 (50,9) 24 (45,3) 2(38)
Mixed cellularity 10(13,8) 1(10) 5 (50) 4 (40) 083 3(30) 7(70) 0 06
Lymphocyte rich 1(1,3) 0 1(100) 0 1(100) 0 0
Classical NOS 9()12,3) 0 4 (44 4) 5(50,6) 3(33,3) 6 (66,7) 0
Bulky mediastinal mass (73)
Yes 16(21,9)  1(6,25) 8 (50) 7(43,75) 092 9(56,2) 6 (37,5) 1(6,3) 027
No 57(78,1) 7(12,28) 26(45,61) 24 (42,11) 25 (43,9) 31 (54,4) 1(1,7)
Number of nodal areas (73)
23 33 (45,2) 309,1) 18 (54,5) 12(36,4) 0,50 16 (48,5) 16 (48,5) 1(3) 09
<3 40 (54,8)  5(12,5) 16 (40) 19 (47,5) 18 (45) 21(52,5) 1(2,5)
Extranodal disease (73)
Present 22(30,1) 1(4.5) 12 (54,5) 9 (41) 044 9 (41) 12 (54,5) 1(4.,5) 071
Absent 51(69,9) 7(138)  22(43,1) 22 (43,1) 25 (49) 25 (49) 1(2)
Abdominal disease (73)
Present 25(34,25)  4(16) 13 (52) 8(32) 033 13 (52) 12 (48) 0 0.6
Absent 48 (65,75) 4(8,33)  21(43,75) 23 (47,92) 21(43,7) 25 (52,1) 2(4,2)
Bone marrow involvement (73)
Present 10 (13,7) 1(10) 4 (40) 5(50) 083 3(30) 7(70) 0 048
Absent 63(86,3) 7(11,11) 30(47,62) 26 (41,27) 31(49,2) 30 (47,6) 2(3,2)
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Table S5 continued. Associations of non-grouped SNP/pIL-10 -592 and -1082
genotypes with clinical features of patients with cHL.

Patients 1L10-592 1L10-1082
Features P P
(%) AA CA cc AA GA GG
Hemoglobin <10,5g/dL (73)
Present 18 (24,7) 2(11,2) 8 (44.,4) 8 (44.,4) 10 10 (55,6) 7(38,9) 1(5,5) 031
Absent 55 (75,3) 6(10,9) 26 (47,3) 23 (41,8) 24 (43,6) 30 (54,6) 1(1,8)
Leukocytes 2 15,000/mm3 (72)
Present 10 (13,9) 2(20) 2(20) 6 (60) 0.4 7(70) 2(20) 1(10) 0,05
Absent 62 (86,1) 5(8,1) 32(51,6) 25 (40,3) 26 (419)  35(56,5) 1(1,6)
Lymphocytes < 800/mm? (72)
Present 11(15,3) 1(9,1) 6 (54,5) 4(36,4) 0,86 7(63,6) 4 (36,4) 0 04
Absent 61(84,7) 6(9,8) 28 (45,9) 27 (46,3) 26 (42,6)  33(54,1) 2(33)
High ESR (34)
Yes 20 (58,8) 0 10 (50) 10 (50) 012 9 (45) 10 (50) 1(5) 084
No 14 (41,2) 3(214) 5(35,7) 6 (42,9) 8 (57,1) 6(42,9) 0
EBV infection(61)
Present 21(34,4) 2(9,5) 10 (47,6) 9(42,9) 08 8(38) 13 (62) 0 054
Absent 40 (65,6) 5(12,5) 17 (42,5) 18 (45) 18 (45) 20 (50) 2(5)
Serum albumin (68)
Normal 33(485)  4(12,1) 16 (48,5) 13 (39,4) 072 15(45,5)  17(51,5) 1(3) 096
Low 35(51,5) 3(8,6) 15 (42,8) 17 (56,6) 17 (48,6) 17 (48,6) 1(2,8)
LDH (71)
Normal 56 (78,9) 7(12,5) 25 (44.6) 24 (42,9) 084 26 (46,4) 29 (51,8) 1(1,8) 053
High 15(21,1) 1(6,7) 8(53,3) 6 (40) 7(46,7) 7(46,7) 1(6,6)

NOS = not otherwise specified; ESR = erythrocyte sedimentation rate; EBV = Epstein Barr virus; LDH = lactate dehydrogenase.
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Figure S1.

qPCR-HRM-based genotyping of the SNPs/pTNF-a -238 and -862,
SNPs/pIL-10 -592 and -1082 and SNP/iNFkB1. A) Amplification plot;

B) Conventional melting analysis; C) High Resolution Melting Analysis

(HRM).
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