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1.1 Aspectos gerais do Linfoma de Hodgkin

O Linfoma de Hodgkin (LH) foi inicialmente descrito em 1832
por Thomas Hodgkin, em seu trabalho intitulado On Some Morbid Appearances
of the Absorbent Glands and Spleen, no qual descreveu a autépsia de sete
pacientes que apresentavam um processo expansivo primario de nddulos
linfaticos e bago'. Com base nessas observagées, e acrescentando a descrigao
de novos casos, Samuel Wilks definiu o linfoma de Hodgkin como entidade
nosolégica em 1856, diferenciando-o de outras doengas associadas ao
aumento de nddulos linfaticos?. Carl Sternberg (1898)° e Dorothy Reed (1902)*,
independentemente, descreveram a célula diagnéstica da doenca, que foi
denominada célula de Reed-Sternberg. Tipicamente, essa é uma célula gigante
e multinucleada, mas formas mononucleares também foram descritas,

denominadas células de Hodgkin.

A caracteristica histopatologica peculiar do linfoma de Hodgkin
€ a identificagdo de populacdo escassa das células neoplasicas de
Hodgkin/Reed-Sternberg (H-RS) em meio a infiltrado heterogéneo de células
inflamatorias constituido por linfocitos, macréfagos, neutréfilos, eosinofilos e

5,6,7,

plasmocitos que, usualmente, constituem mais de 90% do tumor (Figura 1).
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FIGURA 1 - Aspecto histopatolégico do Linfoma de Hodgkin classico, subtipo
celularidade mista. Notar a presenca de duas células Hodgkin/Reed-
Sternberg (setas) em meio a populagdo heterogénea de células
inflamatérias (hematoxilina & eosina, 400x)

A origem das células H-RS permaneceu elusiva por décadas,
principalmente em virtude de sua escassez no tecido tumoral, o que
inviabilizava sua analise adequada. Sabe-se que essas células apresentam um
padrao imunofenotipico incomum, distinto de qualquer célula normal do sistema
hematopoiético. O advento da técnica de microdissec¢ao associada a analises
moleculares permitiu a identificacdo de rearranjos dos segmentos génicos
codificadores para a regido variavel da molécula de imunoglobulina em
praticamente todas as células H-RS avaliadas. Desse modo foi constatado que

as células H-RS se originam de linfocitos B do centro germinativo do tecido
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linféide na maioria dos casos de LH ®°. Por outro lado, em cerca de 1 a 2% dos

casos elas apresentam algumas caracteristicas de linfocitos T'°.

Em mais de 98% dos casos de LH é observada a expresséo de
CD30, glicoproteina pertencente a superfamilia dos receptores para o fator de
necrose tumoral (Tumoral Necrosis Factor — TNF), geralmente com padrao de
imunocoloragdo positiva na membrana e/ou perinuclear. Ainda que
inespecifico, outro marcador freqiente é o CD15, expresso em
aproximadamente 80% dos casos de LH. O antigeno leucocitario comum
CD45, bem como marcadores caracteristicos de linhagem linféide B
geralmente ndo sédo expressos. Entretanto, aproximadamente 25% dos casos
de LH exibem expressao de CD20. Também s&o expressas pelas células
tumorais outras proteinas comumente detectadas em diferentes tipos celulares,
incluindo células dendriticas (fascina, TARC), granul6citos e monécitos (CD15),
plasmécitos (MUM-1, CD138), linfécitos B (Pax-5) e linfécitos ativados (CD30),
caracterizando um imunofenétipo bastante complexo e peculiar”’" Para o
diagnostico de rotina do LH, é recomendada a pesquisa de pelo menos 5
marcadores linféides nas células neoplasicas: CD45, CD30, CD15, CD20 e
CD3.

Estudos que avaliam a expressao génica em linhagens de
células H-RS revelam supressdo ou expressdo reduzida de moléculas
importantes da via de sinalizagao deflagrada pelo receptor de células B (B Cell
Receptor - BCR)12, incluindo proteinas com atividade tirosina-quinase e fatores
de transcricdo. Por esse motivo, assume-se que essas células tém
comprometido o programa de expressdo caracteristico de células B'>. Nesse

sentido, € interessante notar que as células H-RS expressam o fator de
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transcricdo Notch-1, que geralmente se associa com a diferenciacédo de células
T, em detrimento da expressao de fatores associados a diferenciagdo de

células BE.

Alguns mecanismos responsaveis pela transformacgao celular
no LH ja estdo bem estabelecidos. A instabilidade genémica da célula H-RS é
documentada pela presenca de alteragdes citogenéticas em virtualmente todos
os casos da doenga, notadamente alteragdes cromossOmicas numeéricas.
Adicionalmente, é verificada ativagdo constitutiva de vias importantes de
sinalizacao intracelular, particularmente as que convergem para a acédo de
fatores de transcricdo da familia NFxB, cuja expresséo proporciona menor

susceptibilidade & apoptose, marcante nas células H-RS®.

O LH representa aproximadamente 1% de todas as neoplasias
malignas nos EUA e cerca de 10% do total dos linfomas. Segundo informagdes
do Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (National Cancer Institute
— NCI) estima-se que em 2008 sejam diagnosticados naquele pais
aproximadamente 8.220 novos casos da doenca (4.400 homens e 3.820
mulheres), que deve responder por 1.350 6bitos no periodo™. O LH acomete
homens numa freqiiéncia um pouco maior que mulheres (razdo 1,3:1 a 1,4:1)
apresentando padréo bimodal de distribuicdo etaria nos paises desenvolvidos,
com o primeiro pico observado na terceira década de vida e o segundo apos a
quinta década'. Nos paises em desenvolvimento, por outro lado, predomina a

7,16

incidéncia na infancia, com pico entre 7 e 12 anos” ™. Infelizmente dados

epidemioldgicos recentes sobre o LH no Brasil sédo escassos.

Conforme proposto em 1994 na Classificagdo Européia e

Americana Revisada de Linfomas (Revised European-American Lymphoma -
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REAL), e recentemente adotado na classificagdo de neoplasias
hematopoéticas da Organizagcado Mundial da Saude (World Health Organization
- WHO), o LH é dividido em dois grupos principais: o LH classico e LH
predominio linfocitico nodular (LH-PLN)"'. Casos de LH classico sdo ainda
subdivididos em LH Esclerose Nodular (LH-EN), LH Celularidade Mista (LH-
CM), LH Rico em Linfocitos (LH-RL) e LH Deplecéo Linfocitica (LH-DL). O LH
classico e LH-PLN diferem quanto ao comportamento clinico, histopatologia,
imunofendtipo, mutagcbes nos genes que codificam para cadeias de
imunoglobulinas e na frequéncia de infeccdo pelo virus de Epstein-Barr

18,19

(Epstein-Barr virus - EBV)™". De fato, ha evidéncias suficientes para se

20,21

considerar o LH-PLN uma entidade distinta do LH classico”“'. No presente

estudo, serdo discutidos apenas os aspectos etiopatogenéticos e clinicos do

LH classico, doravante denominado simplesmente LH.

1.2 Virus de Epstein-Barr no Linfoma de Hodgkin

Varios estudos sugerem participagdo do EBV na etiopatogenia
de parcela variavel dos casos de LH. Trata-se de um virus da familia
Herpesviridae, subfamilia Gamaherpesvirinae, que infecta mais de 90% da
populacdo mundial. Apés a infeccédo, o EBV persiste infectando os linfécitos B
do individuo de forma latente. Na maioria dos casos, a infec¢gao tem evolugéo
benigna e oligossintomatica; em poucos individuos, entretanto, o virus propicia
o desenvolvimento de neoplasias malignas, principalmente linfomas de

linhagem B, como € o caso do LH.
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A ligacdo do EBV a superficie de linfécitos B faz-se pela
interacdo entre a principal glicoproteina do envelope viral, a gp350, com a
molécula CD21, receptor linféide para o fragmento C3d do sistema
complemento. Outras glicoproteinas séo requeridas para a entrada do virus na
célula, incluindo moléculas da classe Il do complexo principal de
histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex — MHC). Apo6s a
entrada no linfécito, o genoma viral é transportado para o nucleo e se mantém

em conformacao circular, denominada epissomo?.

Durante os programas de infeccao latente pelo EBV, entretanto,
apenas um pequeno numero dos genes virais é expresso. A expressao de
proteinas virais é restrita ao minimo requerido para manutencéo da infeccao,
dificultando o reconhecimento das células infectadas pelo sistema
imunolégico?. Métodos moleculares permitem detectar o genoma do EBV ou
proteinas virais nas células H-RS em cerca de 40 a 50% dos casos de LH,
notadamente LH-CM?* 2% 2526 As cglulas neoplasicas do LH, latentemente
infectadas pelo virus, comumente expressam dois pequenos RNAs né&o-
codificadores denominados EBERs 1 e 2 (EBV-encoded RNAs), cinco
proteinas nucleares, os antigenos nucleares 1, 2, 3A, 3B e 3C (Epstein-Barr
virus Nuclear Antigens - EBNASs), e duas proteinas de superficie, as proteinas

latentes de membrana 1 e 2a (Latent Membrane Proteins - LMPs).

Como os transcritos EBER-1 e EBER-2 n&o codificam
proteinas, sugere-se que sua participacdo na transformacéo celular induzida
pelo EBV esteja relacionada a modulacdo da resposta ao interferon e

resisténcia a apoptose®® ?’. O EBNA-1 participa da manutengdo do epissoma
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viral, além de ser necessario para a replicagcao do virus nas células infectadas.
O EBNA-2 regula a expressdo génica de diferentes produtos do EBV,
aumentando a expressao de LMPs, bem como de proteinas celulares que
participam da proliferacéo e eventual transformacao de células B. Membros da
familia EBNA-3 (EBNA-3A, 3B e 3C) também regulam a expresséo de genes
celulares®®>. A LMP-1, por outro lado, mimetiza moléculas da superfamilia de
receptores do fator de necrose tumoral (Tumor Necrosis Factor Receptor —
TNFR). Esta é considerada a mais importante oncoproteina do EBV e sua
expressao é capaz de ocasionar a transformacao de linfécitos in vitro 28 LMP-1
induz a transdugé&o de sinais que simulam a ativacdo da molécula CDA40,
deflagrando o estimulo da via NF-kB, que regula a expresséo de moléculas de
adesao, a producao de citocinas, a proliferacao e a sobrevivéncia de linfcitos
B. A LMP-2a é analoga ao BCR e também atua por meio de sinalizagéo
intracelular relacionada a sobrevivéncia da célula infectada. Adicionalmente,
impede a reativacdo do EBV nas células com infecgdo latente por meio de
bloqueio da fosforilagédo de enzimas com atividade tirosina-quinase. Tendo em
vista o repertério de atividades dos produtos do EBV, sugere-se que algumas
dessas proteinas virais desempenham papel decisivo no desenvolvimento do
LH, atuando como fatores estimuladores da proliferacao celular, fatores anti-

apoptéticos 4 ou agentes moduladores da resposta imunoldgica 2°°.
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1.3 Aspectos clinicos do Linfoma de Hodgkin

O diagndstico e a classificagdo do LH s&o baseados no estudo
anatomopatologico, complementado pela imunoistoquimica. A forma mais
comum de apresentacéo clinica da doenca é o surgimento de linfonodomegalia
indolor, geralmente em regido cervical ou supraclavicular (em 60 a 80% dos
casos), axilar (em 30 a 35% dos casos), ou massa mediastinal identificada por
exames de imagem (em 60% dos casos). A regido inguinal é acometida em
menor freqiiéncia (5 a 15% dos casos) *'. O acometimento mediastinal pode
estar associado a massas volumosas com poucos sintomas clinicos, sendo
incomum o paciente apresentar manifestagcdes indicativas de sindrome da veia

cava superior.

O LH-EN e o LH-CM tendem a apresentar um padrdo
centripeto de acometimento dos nédulos linfaticos: regides cervical, mediastinal
e para-adrtica. Por outro lado, enquanto o LH-EN costuma se apresentar como
doenca supradiafragmatica, o LH-CM geralmente se revela como doenca
subdiafragmatica disseminada, sendo comum o acometimento de O6rgaos
abdominais. No LH-RL e no LH-PLN, o padrao inicial de acometimento é de
nodulos linfaticos periféricos, principalmente cadeias cervical, submandibular,
axilar e inguinal. O LH-DL apresenta-se geralmente com acometimento de
linfonodos retroperitoneais e 6rgdos abdominais, sendo mais comum, nesse

subtipo, a infiltracado de medula 6ssea.

Aproximadamente 30% dos casos de LH revelam sintomas

constitucionais ao diagnéstico, incluindo febre, perda de peso e sudorese
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noturna (sintomas B) 2. A febre tende a aparecer no periodo vespertino e,
embora seja rara, a febre do padrao Pel-Ebstein, quando identificada, favorece
o diagnodstico de LH. Outros sintomas inespecificos podem ser encontrados,
incluindo prurido cutdneo (em 10 a 15% dos casos), fadiga e, embora
incomum, pode ocorrer dor nas areas acometidas pelo linfoma, poucos minutos
ap6s a ingestdo de bebidas alcodlicas. Manifestacbes para-neoplasicas
cutaneas, neuroldgicas, renais e metabdlicas séo raras, mas podem preceder o

diagndstico da doenga .

A primeira avaliacdo do paciente com LH deve ser criteriosa,
pois dela depende a definicho da melhor estratégia terapéutica a ser
empregada. Além de historia clinica e exame fisico detalhados, é
imprescindivel o estadiamento da doenca, baseado em tomografia
computadorizada contrastada das regides cervical, toracica, abdominal e
pélvica, analise de aspirado e biopsia bilateral de medula 6ssea, hemograma e
velocidade de hemossedimentacédo (VHS) e perfil bioquimico sérico, incluindo
funcdo renal, funcdo hepatica e desidrogenase latica (DHL). Também
contribuem para o estadiamento, a cintilografia de corpo inteiro com Galio ** e a
tomografia por emissdo de pdésitrons acoplada a tomografia computadorizada
(Positron Emission Tomography/Computadorized Tomography - PET-CT). O
PET-CT é preconizado ao diagnostico e, para determinagdo de doenca
residual, ao término do tratamento. Esse exame tem demonstrado
superioridade em relagéo a cintilografia, pois modifica o estadiamento clinico

34, 35

em aproximadamente 20% dos casos . Estudo recente demonstrou

sensibilidade de 100% e especificidade de 90,7% do PET-CT para reavaliagéo
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pos-tratamento *°. Seu alto custo, entretanto, inviabiliza seu emprego de forma

rotineira.

O curso clinico do LH estad diretamente relacionado a sua
classificagcdo histopatoldgica, ao grau de extensao da neoplasia, a classificacéo
histopatolégica da doenca e a alguns fatores prognésticos adversos bem
estabelecidos. As taxas de cura sdo elevadas nos estadios precoces, com
sobrevida livre de doenca (SLD) e sobrevida global (SG) acima de 95% 3" %,
Esses indices sédo particularmente relevantes tendo em vista que o LH
acomete, predominantemente, populacédo jovem e economicamente ativa 39
Por outro lado, embora as taxas de resposta inicial possam alcancar 80% nos
estadios avangados, de maneira geral, é observada reduc¢ao significativa da SG
(aproximadamente e 65% em 5 anos) *"'*°. Entre 10 e 15% dos pacientes com
doenca localizada e 25 a 30% dos pacientes com doenga avangada
apresentam falha terapéutica ou recaida apos tratamento inicial. Nesses casos,
a SLD em 5 anos varia de 18% a 45%, de acordo com o numero de fatores

adversos identificados 4! 4% 43,

O estabelecimento das diretrizes do tratamento do LH é
sincrénico ao desenvolvimento da quimioterapia e da radioterapia. No inicio do
século XX, o LH era considerado uma doenca fatal, de modo que as
abordagens terapéuticas vigentes tinham objetivo paliativo explicito. Somente
por volta de 1960 foi possivel modificar significativamente a hist6ria natural da
doenca, gragas a demonstracdo de sensibilidade da neoplasia ao tratamento

radioterapico e, subsequentemente, a observacdo de quimiossensibilidade a




Revisao da Literatura 29

mostarda nitrogenada, possibilitando a cura de parcela importante dos

pacientes com LH.

Entre 1965 e meados de 1980, avangos importantes no
tratamento do LH consolidaram principios fundamentais para o tratamento das
doencas oncologicas de maneira geral. A radioterapia exclusiva era a principal
modalidade para o tratamento do LH na década de 70. Na década de 80, a
aplicabilidade da poliquimioterapia tornou-se evidente com o estabelecimento
de esquemas eficazes, como MOPP (mostarda nitrogenada, vincristina,
procarbazina e prednisona) e ABVD (doxorrubicina, bleomicina, vimblastina e
dacarbazina)44, e foi impulsionada pela necessidade de desenvolvimento de
esquemas sem os efeitos toxicos tardios da radioterapia. Desde entéo, a
evolugado do tratamento do LH tem sido caracterizada pela substituicado da
radioterapia em campo extendido associada a quimioterapia com agentes
alquilantes, por esquemas quimioterapicos baseados em antraciclinas,
associados ou nao a radioterapia restrita ao campo envolvido e com doses
reduzidas. Adicionalmente, foi consolidado o beneficio do transplante autélogo
de células progenitoras hematopoiéticas em casos de doenca recidivada e
esquemas quimioterapicos mais agressivos tém sido propostos para o

tratamento em primeira linha do LH avangado “24°46:52

A longa sobrevida dos pacientes curados tem possibilitado a
observacdo de problemas possivelmente relacionados a terapia anti-
neoplasica, incluindo cardiotoxicidade, infertilidade, menopausa precoce e
37, 39, 47

aumento no risco para desenvolvimento de neoplasias secundarias

Assim, atualmente dois principios basicos regem a busca pelo tratamento
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antineoplasico ideal: atingir o maximo de eficacia terapéutica com a menor

toxicidade possivel.

Estudos recentes tém buscado a identificagcdo de marcadores
clinicos, histopatolégicos e moleculares capazes de estratificar, mais
adequadamente, os individuos que apresentem LH de evolugdo clinica
semelhante. Uma vez definidos, esses marcadores podem propiciar o
delineamento da estratégia terapéutica mais apropriada para pacientes nos
estadios precoces, com diminuigcdo nos efeitos adversos a médio e longo
prazos, além de indicar, com maior seguranga, o emprego de esquemas mais

efetivos para pacientes em estadios avangados % 4% 4.

Com base no estadiamento e prognéstico, no momento do
diagndstico do LH, é possivel separar os pacientes em trés grupos, definidos
de acordo com parametros clinicos, biolégicos e laboratoriais. Apesar de
pequenas diferencas entre os critérios estabelecidos pelas escolas Européia e

Americana *°

, de maneira geral sao considerados fatores prognosticos
desfavoraveis o sexo masculino, a idade superior a 45 anos, a presencga de
doencga volumosa (massa superior a 10 cm de didmetro) ou com localizagéo
mediastinal, a presenca de sintomas B e VHS elevada. Pacientes com estadios
| e Il sem esses fatores sdo alocados no grupo estadio precoce com
prognéstico favoravel, enquanto aqueles que apresentam esses fatores séo
enquadrados no grupo de estadio precoce com prognostico desfavoravel (ou
estadio intermediario). Sdo considerados em estadio avangado os pacientes

com LH estadios Ill e IV 332 %' para os quais foram definidos marcadores

progndsticos adicionais, uteis para a re-estratificacdo. Esses marcadores, que
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compdem a Pontuacdo Progndstica Internacional (International Prognostic
Score - IPS), sdo: sexo masculino, idade superior a 45 anos, nivel de

hemoglobina, leucocitose, linfocitopenia, albumina sérica e estadio IV %2

Variagbes morfolégicas e imunofenotipicas do LH, expresséo
de proteinas associadas a apoptose e a natureza e quantidade de linfocitos T
no microambiente tumoral recentemente tém sido estudados como potenciais
fatores prognésticos. Em 2007, Horning e colaboradores analisaram
criticamente os atuais marcadores e indices de estratificacdo de risco para o
LH. Os autores referem que todos foram capazes de predizer quais pacientes
apresentam risco elevado para falha terapéutica e recaida, notadamente a
idade do paciente. No entanto, em todos os grupos de risco gerados foram
identificados pacientes que se beneficiariam de terapéutica mais agressiva.
Adicionalmente, pacientes com LH avancado com quatro ou mais fatores de
risco representam um desafio em termos de tratamento, dadas as altas taxas

de recaida °°.

Considerando as informacdes disponiveis até o momento,
nenhum marcador ja descrito possibilita redirecionar a conduta terapéutica no

LH com beneficio para o paciente.

Tendo em vista esse cenario, atualmente muito se discute
sobre a fisiopatologia e a imunobiologia do LH, notadamente acerca dos
mecanismos que conferem maior sobrevida a célula de H-RS. As células
neoplasicas e as células inflamatorias reativas no LH compdem uma complexa
rede de sinalizagdo, caracteristica do microambiente tumoral. Interagbes por
meio de moléculas de adesao e a atividade paracrina de citocinas e fatores e

crescimento propiciam a sobrevivéncia da célula H-RS; ao mesmo tempo, a




Revisao da Literatura 32

producdo dessas moléculas é modulada pelas células neoplasicas do LH.
Alguns trabalhos tém sugerido que alteracbes da resposta imunolégica do
paciente com LH podem se associar a caracteristicas clinicas e

histopatologicas da doenga °* %% ¢,

Nesse sentido, merecem atengcdo os
estudos que avaliam a influéncia dos niveis de diferentes citocinas (produzidas
tanto pela célula de H-RS como pelo infiltrado inflamatério de permeio) na

caracterizagdo do LH e na evolugdo clinica dos pacientes acometidos pela

doenca.

1.4 Citocinas e Linfoma de Hodgkin

Citocinas sao proteinas de baixo peso molecular secretadas
por diferentes tipos celulares com atividade no sistema imunolédgico. Essas
moléculas atuam na regulacdo das imunidades inata e adquirida, além de
contribuirem na hematopoiese e outros processos bioldgicos °” %8 Citocinas
sdo ativas em concentragbes muito baixas e podem atuar de maneira

autdcrina, paracrina ou mesmo enddcrina.

Em estudos de linhagens derivadas de LH e células H-RS
primarias observou-se expressao aberrante de diversas citocinas e/ou seus
receptores °" %, Acredita-se que citocinas produzidas pelas células H-RS
podem ter papel importante na patogénese do LH, agindo como fator de
crescimento autécrino para a célula tumoral, além de incitar e manter o

infiltrado inflamatoério intratumoral. Por outro lado, células inflamatérias nao-
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neoplasicas no tumor também produzem citocinas, que devem contribuir para a

proliferacéo e sobrevivéncia das células H-RS *°.

Diversas citocinas e quimiocinas tém sido estudadas no LH, e
os resultados apontam para uma produgédo desbalanceada de moléculas do
padrdo de resposta humoral (perfil Th2) °> °’. Dentre as principais citocinas

6 60, 61

estudadas, merecem destaque a interleucina- , interleucina-10 %% e

interleucina-13 .

A IL-6 possui agbes variadas. Na imunidade inata, estimula a
sintese de proteinas de fase aguda pelos hepatécitos, contribuindo para os
efeitos sistémicos da inflamacéo; adicionalmente, estimula a producéo de
neutréfilos por acdo em progenitores da medula éssea. Por outro lado, na
imunidade adaptativa a IL-6 estimula o crescimento de linfécitos B e sua
diferenciacdo em plasmocitos. E produzida predominantemente por fagdocitos
mononucleares, células do endotélio vascular e fibroblastos, além de algumas
células T ativadas. Raramente & detectada no soro de individuos saudaveis;
entretanto, os niveis séricos de IL-6 em pacientes com LH estéao
freqientemente aumentados ao diagnostico, fenbmeno que ja foi associado a
menor sobrevida e doenca avancgada ®. Seymor e colaboradores observaram
correlagdo de niveis aumentados de IL-6 ao diagnostico com variaveis
prognésticas como VHS, B2-microglobulina, hipoalbuminemia e presenca de
sintomas B, sugerindo papel da IL-6 no processo inflamatério sistémico
observado no LH . Em estudos conduzidos por Cozen ® e Reynolds ®', niveis
séricos elevados de IL-6 foram associados a um pior prognostico e menor taxa

de remissao completa. As células H-RS expressam também receptor para IL-6,
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de modo que a citocina também pode atuar como fator de crescimento

autécrino no LH ©°.

A IL-10 atua como inibidor de macréfagos e células dendriticas
ativadas, com consequente diminuicdo dos niveis de IL-12, da expresséo de
moléculas co-estimuladoras e de moléculas de classe Il do MHC. Essa citocina
estad envolvida no controle das reagdes da imunidade inata e da imunidade
mediada por células, sendo produzida pelo proprio macréfago ativado e por
linfécitos T. No LH, a IL-10 e seu receptor (IL-10R) sdo detectados nas células
H-RS. Uma vez que a IL-10 aumenta a expressao de bcl-2 e protege células
normais da apoptose induzida por farmacos, acredita-se que niveis elevados
de IL-10 atuem de modo a proteger as células H-RS da apoptose deflagrada
pelo tratamento quimioterapico, além da morte celular programada decorrente
de mutagdes nao-funcionais adquiridas e da perda do fendtipo tipico de células
B %% % Niveis séricos elevados de IL-10 foram relacionados a estadio mais
avancado do LH, presenca de sintomas constitucionais e menor sobrevida livre
de progressao °* %’ Sao comumente detectados nos casos de LH associados a
infeccdo pelo EBV ®® ®°. Em 2007, da Silva e colaboradores relataram que a
presenca de certos polimorfismos de nucleotideos simples (Single Nucleotide
Polymorphisms — SNPs) na regido promotora do gene da IL-10 esta
relacionada a maior susceptibilidade ao desenvolvimento de LH associado a

infecgéo pelo EBV ™°.

As principais fungbes descritas para IL-13 sdo regular a
proliferacdo e sobrevivéncia de linfocitos B e controlar a mudancga de classe de

imunoglobulinas. Adicionalmente, essa citocina modifica as propriedades
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imunomodulatérias de células monociticas/macrofagicas. Embora nao se
atribua a IL-13 participacéo direta na diferenciacao de células de perfil Th2, ela
atua estimulando outras células a produzirem quimiocinas que recrutam células
indutoras de resposta imunitaria humoral . Um possivel papel da IL-13 como
fator autécrino de crescimento de células H-RS foi originalmente demonstrado

in vitro % 7

. Posteriormente, estudos in vivo revelaram elevada expressao de
IL-13 citoplasmatica em células de H-RS provenientes de LH, especialmente
nos subtipos LH-EN e LH-CM. A expresséo de receptores para a IL13 (IL-13R)
foi observada em células H-RS, linfocitos, macréfagos, fibroblastos e células
endoteliais, fato que subsidia a hipdétese de uma possivel participagdo da
citocina como fator de crescimento autdécrino para a célula neoplasica e
indutora de fibrose, particularmente no LH-EM "> 73, Niveis séricos elevados de
IL-13 foram detectados em pacientes recém-diagnosticados para LH quando

comparados a individuos saudaveis, sugerindo relevancia clinica da IL-13 na

doenca ™.

Acerca das citocinas com atividade na resposta imunitaria
celular (Perfil Th1), foi observada produgdo variavel de IL-2 e INF-y em
linhagens derivadas de LH e tumores primarios *’. Em estudo recente (2008),
Cozen e colaboradores mostraram niveis diminuidos de IL-12 em individuos
jovens com LH, sugerindo sua possivel participacdo na etiopatogenia da

doenca nesse grupo de pacientes "°.

Ainda sdo escassos o0s estudos sobre as possiveis
associagbes entre niveis séricos de citocinas e a apresentagdo do LH, sua

evolugdo clinica, fatores prognésticos conhecidos e/ou caracteristicas
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histopatologicas dos tumores 9% %77 As informagées sobre os niveis séricos
de citocinas apoés o tratamento do LH e seu potencial impacto na sobrevida do
paciente sao igualmente insuficientes %5 Os dados atualmente disponiveis
sugerem que algumas citocinas, de fato, tém papel na historia natural do LH.
Entretanto, ndo foi demonstrada a eventual contribuicdo do monitoramento de
seus niveis séricos durante a evolugdo da doencga, bem como sua potencial

aplicabilidade clinica.

Caracteristicamente o LH exibe disfuncdo do sistema
imunologico, com deficiéncia sistémica da resposta imunitaria celular. Tendo
em vista que algumas citocinas tém se revelado importantes na fisiopatogenia
da doenca, a determinacéo dos niveis séricos de algumas dessas moléculas ao
diagnostico e apods o tratamento do LH pode fornecer informagdes significativas
sobre o comportamento biolégico da doenca e sua evolugdo. Cotejado com
dados clinicos, laboratoriais e anatomopatologicos, esse parametro pode vir a
ser fator prognédstico per se, permitindo a individualizagdo do tratamento de

pacientes com LH classico.
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Resumo

O Linfoma de Hodgkin (LH) é uma neoplasia linféide histologicamente
caracterizada pela presenca de escassas células neoplasicas peculiares,
denominadas células de Hodgkin/Reed-Sternberg (H-RS), em meio a infiltrado
inflamat6rio ndo-neoplasico. Seu curso clinico esta diretamente relacionado ao
estadiamento, subtipo histolégico e presenca de alguns fatores prognédsticos
adversos ja estabelecidos. Sintomas constitucionais como febre, perda de peso
e sudoreses noturna, associados a um aparente desbalango da resposta imune
celular, sao caracteristicas comuns ao diagnéstico e denotam anormalidade da
resposta imunologica desses pacientes, provavelmente causada pela producao
de diferentes citocinas, tanto pelas células H-RS como pelo infiltrado
inflamat6rio de permeio. Na maior parte dos casos de LH, ha producdo
aumentada de citocinas de padrdo Th2. No presente estudo, foram
determinadas, por ELISA, as concentragdes séricas de IL-6, IL-10 e IL-13 de 28
pacientes com LH classico, antes e depois do tratamento anti-neoplasico, e de
26 voluntarios saudaveis que compuseram grupo-controle. Dosagens de IL-6 e
IL-10 pré-tratamento foram significativamente maiores nos pacientes em
relacédo ao grupo-controle. Todos os pacientes apresentaram redugéo do nivel
sérico de IL-6 e IL-10 apds o tratamento antineoplasico. Ao diagnostico, niveis
elevados de IL-6 foram associados a presenca de linfonodomegalia abdominal,
hepatomegalia, sintomas B e anemia. O estudo da regressao linear multipla
mostrou que sintomas B e linfocitopenia sao bons preditores de niveis séricos
pré-tratamento de IL-6. Niveis elevados de IL-10 foram relacionados a

hipoalbuminemia e hepatomegalia. Nenhum paciente apresentou dosagem
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sérica detectavel de IL-13. Os resultados demonstram que niveis séricos
elevados de IL-6 e IL-10 ao diagnostico estdo relacionados a presenca de
alguns fatores progndésticos adversos do LH, sendo que uma menor redugéo
dos niveis séricos de IL-6 apdés o tratamento anti-neoplasico pode estar

relacionada a maior risco de falha terapéutica.
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Abstract

Background and objectives. Hodgkin's lymphoma (HL) is a malignant
lymphoid neoplasia characterized by abnormal immune response. Part of this
disturbance is attributable to the activity of cytokines produced by the malignant
Hodgkin/Reed-Sternbergh cells and reactive inflammatory cells. IL-6, IL-10 and
IL-13 seem to play an important role in the pathogenesis of HL. Although some
features of the disease have been associated with the production of these
interleukins, there is insufficient data about changes in its serum levels at
diagnosis and after the treatment, as well as its potencial use as biomarkers of
HL course. Design and Methods. Serum levels pre and post treatment of IL-6,
IL-10 and IL-13 in 28 patients with HL were determined by ELISA. Results were
evaluated against clinical and laboratory parameters, as well as response to
treatment and presence of infection by the Epstein-Barr virus (EBV), assessed
by in situ hybridization with biotinylated probe directed to the viral transcript
EBER-1. Serum samples from 26 healthy blood-donors volunteers were
evaluated as a control group. Results. IL-6 and IL-10 serum levels before
treatment of HL were significantly higher in patients compared to healthy
individuals (p<0,001), and a significant reduction after treatment of the disease
was observed (p<0,001). Serum levels of IL-13 were indetectable both in
patients (before and after treatment) and controls. Serum levels of IL-6 before
treatment were higher in patients with abdominal involvement by HL (p=0,03),
hepatomegaly (p=0,04), B-symptoms (p=0,01), and anemia (p=0,02). On the
other hand, IL-10 pre-treatment levels were higher in patients with

hypoalbuminemia (p=0,04) and hepatomegaly (p=0,01). Multivariate analysis
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revealed that lymphocytopenia and B-symptoms were good predictors of IL-6
levels in serum before treatment of patients with HL. Interpretation and
Conclusions. Pre-treatment levels of IL-6 and IL-10 in serum are frequently
elevated in patients with HL and decrease substancially after treatment. In
addition, this elevated levels are associated with some clinical and laboratory
features of the disease. The potential association verified between post-
treatment levels of IL-6 and treatment failure remains to be confirmed in a larger

group of patients.

Key words: Hodgkin's lymphoma, Epstein-Barr virus, cytokines, imunobiology,

ELISA.
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1. Introduction

Although multiagent chemotherapy is effective for treatment of
Hodgkin’s lymphomas (HL), with a high proportion of cure, in some cases,
particularly patients presenting with advanced disease, the tumor may progress
during treatment or relapse after achieving complete remission'®. Therefore,
identification of patients with HL that would benefit from more or less aggressive
therapeutic approaches is of pivotal importance. In this regard, several
investigators have attempted to identify clinical and laboratory markers to
predict unfavorable outcome. Prognostic models described so far are useful in
identifying patients with poor response to standard therapy. However, none of
them has been enough to stratify patients properly to allow changes in the
standard treatment” ® % '°, In addition, most of the proposed models do not take
into consideration many important biologic features of HL, notably changes in

the immune system during disease.

Classical Hodgkin’s lymphoma (cHL) is characterized by a low
frequency of malignant cells, denominated Hodgkin or Reed-Sternberg (H-RS)
cells, which are disperse within an usually abundant reactive cellular infiltrate,
composed by lymphocytes, eosinophils, fibroblasts, macrophages and plasma
cells. Constitutional symptoms such as fever, weight loss and night sweats are
commom at presentation reflect an abnormal function of the immune system,
and it is known that patients have a defect in cell-mediated immune response.
These are thought to be caused by the activity of cytokines, produced by the H-

RS cells and the reactive inflammatory cells' "> '*_ At this point, cytokines are
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known to play an important role in the pathogenesis of cHL'" '*, and high levels
of some interleukins have been correlated with disease activity and prognosis.
Noteworthy, the majority of cHL cases are characterized by an unbalanced

production of Th2 cytokines' 52

Considering the available data on cytokines commonly detected
in HL, interleukins 6 (IL-6), 10 (IL-10) and 13 (IL-13) deserve special attention.
IL-6 is an important immunomodulatory cytokine that can induce growth and

maturation of B and T cells®* %°

, and acts as growth factor for B cells, including
EBV-transformed ones?. It was shown that both HL-derived cell lines and
primary H-RS cells express IL-6 and its receptor?” ?%. Elevated levels of IL-6 in
serum of HL patients have been associated with poor prognosis due to lower
rates of complete remission ' %', IL-10, on the other hand, is a cytokine with
strong antiinflammatory properties'’. It also supports growth and differentiation
of B-cells, and it may inhibit apoptosis of B and T-cells induced by
glucocorticoids and chemotherapy®®. In HL, IL-10 and its receptor have been
detected in H-RS, especially when latently-infected by EBV? *°. Serum IL-10
levels are frequently elevated in HL patients and have been associated with
lower failure-free survival'” 3" 32 Finally, IL-13 is a cytokine that regulates
humoral response by driving the proliferation and survival of B-cells and
triggering immunoglobulin class switching. IL-13 and its receptor also have
been shown to be expressed by HL-derived and primary H-RS cells'". In fact,

some authors suggested that IL-13 acts as an autocrine growth factor for the

neoplastic cells in HL'® 333435
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Although the current literature suggest an important role of IL-6,
IL-10 and IL-13 in the pathogenesis of cHL, only few studies have analyzed
these cytokines in the light of clinical and prognostic aspects of the disease'®?2.
In addition, there is insufficient data about these cytokines before and after anti-
neoplastic treatment®. Moreover, the aim of the present study was to evaluate
IL-6, IL-10 and IL-13 serum levels before and after the current standard

treatment of cHL, as well as to investigate the possible associations with

clinicopathological parameters and treatment response.
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2. Design and Methods

2.1. Patients

Patients selected for this study were all HIV-negative, had
diagnosis of cHL confirmed by histopathology and immunophenotyping, and
were not subjected previously to cytotoxic or radiation treatment. Patients were
treated between 2005 and 2008 at Botucatu Medical School, S&o Paulo State
University (UNESP Botucatu, SP), and Amaral Carvalho Hospital (Jau, SP),
both in Sao Paulo State, Brazil. Serum samples were collected at the initial
medical visit upon diagnosis of HL as well as one month after the end of
chemotherapy. Additionally, serum samples of 26 healthy blood-donnors
volunteers were collected to compose the control group. All samples were
stored at -86°C until use. The present study was approved by the Ethical
Comitee on Research of both institutions where subjects came from, and
informed consent was obtained from all participants, in acordance with

institutional guidelines.

2.2. Disease staging and laboratory evaluation

All patients were clinically staged according to the Ann-Arbor
system®. Each of them underwent a complete medical history interview and
physical examination, blood cell counts, biochemical profile, computed

tomography of the chest, abdomen and pelvis, as well as bone marrow
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aspiration and biopsy. The presence of B symptoms was defined by one or
more of the following symptons: unexplained fever of 38°C and higher,
drenching night sweats or unexplained weight loss of more than 10% of body
weight in the preceding 6 months. Bulky disease was defined as the presence
of nodal mass greater than 10cm in diameter. Hemoglobin, white blood cell
counts, serum albumin, erythrocyte sedimentation rate (ESR) and serum lactate
dehydrogenase (LDH) were measured by standard assays set up at each
participant institution. Anemia was defined as the presence of hemoglobin
levels less than 12 g/dL. In both institutions, the lower limit of albumin was 3,5
g/dL. Serum -2 microglobulin was measured by radioimmunoassay and its

upper normal limit was 3,5mg/dL.

2.3. Immunohistochemistry and EBV status

Immunohistochemical stainings were performed in sections of
paraffin-embedded tumor biopsies. Histological sections were stained with anti-
CD43 (DF-T1 clone, 1:150), anti-CD45 (2B11 + PD7/26 clone, 1:200), anti-
CD20 (L26 clone, 1:200), anti-CD30 (Ber-H2 clone, 1:40), anti-CD15 (C3D-1
clone, 1:150) and polyclonal anti-CD3 (1:150), all from Dako Cytomation
(Carpinteria, CA, USA). In situ hybridization (ISH) for assessment of EBV
infection by the expression of the EBV-encoded RNA 1 (EBER-1) was
performed as described elsewhere®’. EBV-positive Burkitt lymphoma biopsies

were used as positive controls for EBV evaluation by EBER-1 ISH.
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2.4. Determination of interleukin serum levels

Levels of IL-6, IL-10 and IL-13 were determined for controls and
patients in serum samples. Samples were stored frozen in small aliquots
(500uL) and thawed only once. Quantification of cytokines was performed by
the following commercially-avalilable sandwich enzyme-linked immunoassays,
accordingly to manufacturer instructions: human IL-13 Quantikine™ (R&D
Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA), human IL-6 ELISA MAX™ and human
IL-10 ELISA MAX™ (Biolegend, Inc., San Diego, CA, USA),. Each serum
sample was assayed in duplicate and cytokine levels were determined in the
Bio-Rad microplate reader model 680 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA) set at wavelength 450nm, with (IL-13) or without (IL-6 and IL-10)
corrections at 570nm. According to information provided by the manufacturer of
the ELISA kits used, the lower limit of interleukin detection for IL-6, IL-10 and IL-

13 were 4 pg/mL, 2 pg/mL and 32 pg/mL, respectively.

2.5. HL treatment

Treatment of HL patients was based on the ABVD or BEACOPP
regimens. Involved field radiation therapy (RT) was considered as consolidation
treatment for patients in early and intermediate stages, or for those presenting
with bulky disease. Complete remission (CR) was defined as absence of
disease for at least one month, as assessed by physical examination and
appropriate laboratory and imaging studies. Partial remission (PR) was defined

as more than 50% reduction of tumor mass measurable in two dimensions.
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Progressive disease (PD) was defined as enlargement (higher than 25%) of a
preexisting site of disease, or development of disease in a previously
uninvolved site. Primary treatment failure was defined as PD during initial
treatment, as well as failure to achieve CR or PR after initial therapy, or PD

within five months after CR.

2.6. Statistical analysis

Data were presented as medians, lower and upper quartiles.
Categorical variables were compared by the chi-square test and continuous
variables by the Mann-Whitney test or the one-way ANOVA test. Wilcoxon test
was used to compare serum levels of both IL-6 and IL-10 pre and post-
treatment. Spearman’s test was conducted to study correlations between serum
levels of the studied interleukins and the storage time of samples, to investigate
any detrimental effect on the detected levels of cytokines by ELISA.

Clinical and laboratorial data were used in two models of
multiple linear regressions for prediction of serum levels of IL-6 and IL-10.
Before performing the statistical tests, values of interleukins levels were
transformed to their neperian logarithms, in order to normalize their distribution.
Collinearity among variables was tested using the chi-square test. The models
were checked for linearity, independence and normality.

All statistical calculations were performed using the SigmaStat
3.5 Software (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA). All p values were

considered significant when smaller than 0,05.
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3. Results

Serum levels of IL-6 in the blood donors (control group) ranged
from less than 4 pg/mL to 20,2 pg/mL (median of less than 4 pg/mL), and serum
levels of IL-10 from less than 2 pg/mL to 50,1 pg/mL (median less than 2
pg/mL). Serum levels of IL-13 were always below the limit of detection of the
assay (less than 32 pg/mL). Eighteen out of 26 controls (69%) had IL-6 serum
levels below the limit of detection of the assay (less than 4pg/mL), while 19
controls (73%) had serum levels below the limit of detection of the assay for IL-

10 (less than 2 pg/mL).

Twenty-eight patients with HL were studied. The distribution of
age and sex was similar among the HL patients and healthy controls. The
median value of serum levels of IL-6 at diagnosis was 22,5 pg/mL (ranged less
than 4 - 434,2 pg/mL). Only 4 (14,3%) patients had serum IL-6 levels below the
detection limit of the assay. The serum levels of IL-6 were significantly higher in
HL patients before treatment than in the controls (p<0,001). In the case of IL-10,
the median value of pre-treatment serum levels was 14,8 pg/mL (ranged less
than 2 - 250 pg/mL), and only 4 (14,3%) patients had serum levels below de
limit of detection of the assay. As observed for IL-6, the levels of IL-10 in serum
were significantly higher in HL patients before treatment compared to controls

(p<0,001).

After treatment, the median of IL-6 serum levels were less than

4 pg/mL in HL patients, a significant reduction when compared with their pre-
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treatment levels (p<0,001). The same was observed for IL-10 (median of less
than 2 pg/mL after treatment; p<0,001). Before and after treatment, all HL
patients had IL-13 serum levels below the limit of detection of the assay. The
median time of sample storage before analysis by ELISA was 18,6 months for
IL-6 (range 4,4 — 40,7 months), 18,8 months for IL-10 (range 13,3 — 30,5
months) and 18,6 months for IL-13 (range 13,2 — 30,3 months). The storage
time had no influence in the interleukins levels detected (for IL-6 and IL-10, R=-

0,14 / p=0,47 and R=-0,14 / p=0,46, respectively).

3.1 Association of serum interleukins and disease features

When analyzed as continuous variables, serum levels of IL-6
before treatment were higher in patients with abdominal involvement by HL,
hepatomegaly, B-symptoms and anemia (Figure 1). IL-6 serum levels were
also compared with age, gender, Ann-Arbor stage, mediastinum involvement,
splenomegaly, extranodal disease, bone marrow involvement, bulky disease,
leucocytosis, albumin serum levels, LDH, serum -2 microglobulin, EBER-1, HL
histological subtype, CD-20 positivity, response to treatment and treatment
failure, but no association was observed. However, there was a trend between

higher serum levels of IL-6 after treatment and treatment failure (p=0,08).
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Figure 1 — Association between pre-treatment IL-6 serum levels and clinical
features of 28 patients with Hodgkin’s lymphoma. Bars represent
medians (low quartile, upper quartile) and circles represent
individual values of serum IL-6.

In respect to IL-10, serum levels were higher in patients with low
serum albumin. There was also a trend considering higher IL-10 levels and
advanced Ann-Arbor stage, abdominal involvement, hepatomegaly, B-
symptoms and anemia (Figure 2). There was no association between IL-10

levels and the remaining variables previously mentioned.
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Figure 2 — Association between pre-treatment IL-10 serum levels and clinical
and laboratory features of 28 patients with Hodgkin’s lymphoma.
The bars represent medians (low quartile, upper quartile) and the
circles represent individual values of serum IL-10.

Multiple linear regression was performed with Ann-Arbor stage, mediastinal
involvement, B-symptoms, leucocytosis and lymphocytopenia, known to be
clinical relevant in cHL. Gender and age were included independently of
association with IL-6 or IL-10 levels because they are well-known prognostic
variables for HL. Mediastinal involvement, splenomegaly, extranodal disease
and anemia were excluded from the model due to collinearity. Serum (-2
microglobulin, LDH, serum albumin and EBER-1 were not included because

informations on these parameters were missing for some patients.
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B-symptoms and lymphocytopenia were identified as potent
predictors of the serum levels of IL-6 before treatment. These results are shown
in Table 1. Although hepatomegaly was associated with high IL-10 levels
(p=0,01), none of the studied variables were able to predict the cytokine levels

in serum.

Table 1 — Multiple linear regression analysis of predictors for IL-6 serum levels
in 28 patients with Hodgkin lymphoma.

Dsgrei:gleent Predictors Coefficient St:r:)a;rd P
Gender -0,452 0,425 0,3

IL-6 (pg/ml) Age -0,146 0,429 0,74
B-symptoms 1,292 0,413 0,005

Linfocytopenia -2,056 0,821 0,02
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4. Discussion

Classical HL is characterized by well-defined histological
features, notably H-RS cells surrounded by a heterogeneous and abundant
inflammatory infiltrate, which provides a propicious microenvironment for their
proliferation and survival. A complex network of interactions mediated by
cytokines, chemokines and cell-cell interactactions does exist between different
cell types in HL, and it seems crucial for the development and progression of
the tumor®® °. Several aspects about different cytokines that contribute to the
pathogenesis of HL have been studied, providing a better understanding of the
immune disfunction and symptomatology associated with this disease'” > ',

However, the exact role of cytokines in the cause-effect relationship between H-

RS cells and microenvironment remains obscure.

In the present study, serum levels of IL-6 and IL-10 were
frequently elevated in cHL patients at diagnosis compared to normal volunteers,
and they decreased substancially after treatment. On the other hand, IL-13 was
aways indetectable in serum by ELISA method used. It was observed that IL-6
and IL-10 serum levels were associated with some clinical and laboratory
features of HL. Remarkable, in the HL patients evaluated the IL-6 levels in
serum could be predicted by the presence of B-symptoms (high) and

lymphocytopenia (low levels).

Besides its activity as an activator of acute phase response and
a stimulatory factor for growth and proliferation of lymphocytes, important

activities for IL-6 both in the innate immunity and the development of acquired
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immune response have been documented*® *'

. IL-6 plays a central role in
inflammation as a regulator of the transition between humoral and cellular
responses, which could explain, at least in part, some features on the

pathobiology of HL and its clinical manifestations.

Clinical and laboratory correlates of IL-6 levels in HL have been
previously studied in both untreated and relapsed patients, with some
discordant results'® ' 2% 42 |n agreement with previously reported data, in the
present study it was observed an association between higher IL-6 serum levels
before treatment and presence of B-symptoms'® %, Additionally, patients with
higher levels of IL-6 presented more often hepatomegaly, abdominal disease
and anemia. On the other hand, no association with gender, Ann-Arbor stage
and bulky disease were observed. A possible explanation for this might be the

small number of patients studied in comparison to other series' %,

IL-6 is known to have an important role in the pathophysiology
of cancer-induced cachexia and this cytokine shows catabolic properties®: 43 44,
Therefore, the presence of elevated levels of IL-6 may be associated with fever,
night sweats and the weight loss observed in patients with HL, which are
important for diagnosis of the disease and drive treatment choices. However,
the predominant source of IL-6 in HL patients and its activity in the tumoral
microenvironment remain elusive. It is reported that reactive cells sorrounding
H-RS cells, mainly T lymphocytes, may stimulate the growth of H-RS cells both
by direct production of IL-6 or being stimulated by IL-6 to produce other

stimulatory cytokines?’. Similar to B-symptoms, lymphocytopenia has been

previously determined as an adverse prognostic factor associated with
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advanced HL®. Interestingly, in the present study it predicted lower levels of IL-
6. One possible explanation for this phenomenon is that the low lymphocyte
count might reflect a histological change in HL towards a pattern with more
proliferation of H-RS cells, rather than stimulation of reactive inflammatory cells.
Taken together, these data suggest that a subset of HL may exihibts a more
discrete inflammatory component along with a higher number of H-RS cells and

worse evolution as consequence.

For IL-10, higher levels of this cytokine in serum before
treatment of HL patients were related to low serum albumin and hepatomegaly.
There was also a trend of association with advanced Ann-Arbor stages,
abdominal involvement, B-symptoms and anemia, which are in agreement with

previous studies'” ?'

. However, the previously reported association between
high IL-10 levels and EBV infection was not observed. Herling (2003) et al.
reported that higher serum levels of IL-10 before treatment were associated
with the immunostaining for EBV LMP-1, mainly in mixed cellularity subtype?.
Unfortunatelly, in the present study the EBV status could not be retrieved for all
patients, and the lack of association between IL-10 levels and EBV infection

might be due to the limited number of EBV-positive HL patients in the present

casuistic, or even a low number of MCHL cases.

For all subjects evaluated, serum levels of IL-13 were
systematically undetectable. In a similar fashion, low frequency of detectable
levels of this cytokine and no association with clinical features of HL was
previously described®. Interestingly, several studies have suggested a key role

of IL-13 as an autocrine growth factor in HL. IL-13 mRNA is frequently
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expressed in the tumors, almost exclusively by H-RS cells. The IL-13 receptor
transcripts are expressed not only in H-RS cells, but also by a large proprotion
of other cells within the reactive infiltrate, including fibroblasts. This data
suggests that IL-13 may also support the maintenance of the reactive infiltrate
in HL. In addition, treatment of HL-derived cell line with a neutralizing antibody
to IL-13 resulted in a dose-dependent inhibition of H-RS proliferation®® ~%. The
accumulating evidence indicates that co-expression of IL-13 and its receptor is
a common feature of H-RS cells, strengthening the IL-13 activity as an
autocrine growth factor in HL. The findings of indetectable serum levels of IL-13
do not refute this hypothesis, but it may suggest that IL-13 acts predominantly
at the level of the tumor microenvironment, possibly in very low concentrations

and with short range of action.

As far as it could be verified, the serum levels of IL-6 after HL
treatment were evaluated in only one previous study?, and there is no report on
the levels of IL-10 after treatment. Seymor and coworkers (1997) reported that
only 10/65 (15.4%) patients evaluated had detectable IL-6 serum levels after
treatment, and they became significantly lower than levels measured before
chemotherapy?®®. In the present study, except for IL-13 (which were
undetectable in all subjects), a significant decrease of IL-6 and IL-10 in serum
after the antineoplastic treatment was observed, which demonstrate that the
chemotherapy can effectively disrupt the microenvironment network of cytokine
signaling. In addition, it was also observed a trend of association between
higher serum levels of IL-6 after treatment and treatment failure, suggesting that
IL-6 may be involved in mechanisms of tumor resistance. However, longer

follow-up of a more significant number of HL patients evaluated would be
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necessary to state conclusively whether the reduction of IL-6 with treatment is a

clear-cut predictor of good response.

In summary, it was observed that pre-treatment serum levels of
IL-6 and IL-10 were associated with some clinical and laboratory parameters in
HL patients, and that these cytokines decrease significantly after treatment.
Higher IL-6 serum levels after chemotherapy seem to be associated with

treatment failure, but this data requires confirmation in large series.
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Tabela A1 - Sexo e idade nos grupos de pacientes com LH classico e individuos
saudaveis doadores de sangue (grupo-controle).

Idade
Razao i
Grupos (n) M:F Média DP CV | Mediana ' 3*2
(anos) (anos) (%) 2° "’ (anos)
(anos)
LH classico (28) 1,9:1 33 11,5 35 22 40,2 33 19-57

Entre 19 a 39 anos (20) 1,811 26,6 64 24 22 33 24 19-39
Acima de 40 anos (9) 2:1 46,7 7 15 40,7 54,5 43 40-57
Grupo-controle (26) 1,8:1 33 10,9 33 23 40 33 18-53

DP: desvio padrédo; CV: coeficiente de variacdo; P25 e P7s: percentis 25 e 75, respectivamente. LH =
Linfoma de Hodgkin

Tabela A 2 — Associagao entre aspectos clinicos e laboratoriais e nivel sérico de IL-
6 e IL-10 ao diagnéstico para os 28 pacientes com linfoma de Hodgkin
avaliados no presente estudo.

. . . IL-10 sérica
o -
Categorias n (%) IL-6 sérica (pg/mL) p (pg/mL) p
Idade
19 a 39 anos 19 (68) 25,7 (13,7 —42,3) 12,1 (6,6 — 25,2)
0,66 0,34
240 anos 9 (32) 19 (11,2 - 59,4) 22,8 (12,2 - 34,8)
Sexo
Masculino 18 (64) 19,7 (14,9 - 51,8) 14,4 (8,7 - 23)
0,94 0,85
Feminino 10 (36) 249 (12-42,8) 21,7 (0 - 47,5)
Estadio de Ann-Arbor
[ -1l 16 (57) 19,6 (5,1 - 39,6) 8,2 (2-24,8)
0,2 0,06
" -1 12 (43) 30,9 (18,2-72,6) 20,2 (13,3 -36,7)
Envolvimento mediastinal
Presente 16 (57) 24,9 (18,8 —39,3) 0.73 11 (6,1 —24,4)
Ausente 12 (43) 18,9 (5,1 - 63,8) ’ 20,6 (11,5 -39,7)
Envolvimento abdominal
Presente 14 (50) 39,3 (19,3 -99,7) 0.03 20,6 (12,1 - 30,5) 01
Ausente 14 (50) 18,8 (<4 - 30,7) ’ 8,2 (4 —23) ’

Hepatomegalia
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. - IL-10 sérica
o -

Categorias n (%) IL-6 sérica (pg/mL) p (pg/mL) p
Presente 3(11) 99,7 (65,7-217,1) 0,04 109,5 (36,5 — 214,9) 0.09
Ausente 25(89) 20,2(11,6 —38,8) 14,6 (6,3 - 26,1)

Esplenomegalia
Presente 6(21) 41,9 (24,2-99,7) 019 18,99 (8,7 - 109,5) 0.54
Ausente 22 (79) 19,7 (12 - 37,5) ’ 14,8 (6,4 - 26,6)
Doenca extranodal
Presente 8(29) 41,5(8,5-203,8) 03 22,9 (13,8 - 34,8) 015
Ausente 20 (71) 20,4 (13,5-38,8) 13,2(4,9-282)
Sintomas B
Presentes 15(54) 42,8 (19,6 - 95,3) 0.01 18,34 (11,1 - 39,9) 0.06
Ausentes 13 (46) 18,7 (7,7 - 25,8) ’ 9,3 (3-23,6)
Massa volumosa
210 cm 5(18) 12 (<4 - 24,2) 9,3(8-36,4)
0,09 0,86
<10 cm 23(82) 25,7(17,5-50,2) 15 (6,6 — 29,5)
Infiltragdo de medula
Ossea
Presente 3(11) 37,5(9,4-201,5) 9,9 (9,0 — 190)
0,71 0,77
Ausente 25(89) 20,7 (14,2-43,4) 15 (6,3 — 27,6)
Anemia
Presente 8(29) 75,7 (28,8 -203,8) 34,8 (11,8 - 96)
0,02 0,07
Ausente 20 (71) 19,7 (11,2 - 36,6) 13,2 (6,1 — 22,9)
Leucocitose
>15000/mm?® 4(14) 28,6 (17,8-44,1) 0.78 22,8 (12,1 - 56,5) 0.34
<15.000/mm?® 24 (86) 22,2 (11,2-40,1) 14,4 (6,1 — 26,2) ’
Linfocitopenia
Presente 2(7) 7,47 (<4 —14,9) 11,8 (8,7 - 15)
0,12 0,69
Ausente 26 (93) 249 (17,1 -45,4) 16,1 (6,4 — 30,5)
Falha terapéutica
Sim 4 (14) 39,6 (30,4 - 238,5) 17,6 (4,6 - 34,4)
0,12 0,89
Nao 24 (86) 19,7 (11,2-43,2) 14,8 (6,8 — 28,6)
Infecgéo pelo EBV*
Presente 5(21) 36,5(14,7-177,7) 26,6 (13,2 -98,1) 0.92
Ausente 18 (75) 22,5(12-41) 13,2 (6,4 — 30,5) ’
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Categorias n (%) IL-6 sérica (pg/mL) p ILZ:’?! I?‘:é[i)ca p
Inconclusivo 1(4) 20,16 5,8
Albumina sérica**
Normal 10 (43) 20,4 (17,1 - 30,7) 0 8,2 (3,99 — 22,8) 0.04
Baixa 13 (57) 454 (17,8 — 112,7) 23 (13,7 — 52,9)
B2-microglobulina’
Normal 16 (89) 28,2 (17,9 — 48,6) 02 16,3 (6,9 — 34,4) 004
Alta 2(11) 10,37 (<4 -20,7) 19,6 (8,7 — 30,5)
DHL®
Normal 15(58) 20,2 (10,7 — 73) o 17,6 (6 — 38,9) 053
Aumentada 11 (42) 20,74 (15,9 — 39,9) 15 (10 — 29,4)
CD20*
Negativo 16 (69) 19,9 (7,5—71,2) 22,9 (5,2 - 36,7)
0,97 0,64
Positivo 7(31) 257 (14-35/1) 8,7 (6,1 — 59,8)
Subtipo Histologico®
LHEN 22 (79) 24,9 (17,1 — 45 4) 18 (6,4 — 30,5)
LHCM 5(18) 14,9 (7,7-247) 018 143(9,1-147) 0,21
LHDL 1(3) 99,7 109,5

*. dados em 24 pacientes, teste estatistico ANOVA; **: dados em 23 pacientes; ": dados em 18
pacientes; $: dados em 26 pacientes; #: dados em 23 pacientes; &: teste estatistico ANOVA; LHEN:
esclerose nodular; LHCM: celularidade mista; LHDL: deplecéo linfocitica
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Tabela A 5 - Niveis séricos de IL-6, IL-10 e IL-13 antes e depois do tratamento em 28
pacientes com linfoma de Hodgkin classico.

Citoci 1 Concentragao Concentragao 3

itocina n . 2 pos-tratamento p
pré-tratamento (pg/mL) (pg ImL)>

IL-6 sérica 28 22,5(13,5-44,1) <4 (<4 -16,7) < 0,001

IL-10 sérica 28 14,8 (6,8 - 28,6) <2 (<2-7,8) < 0,001

IL-13 sérica 28 Indetectavel* Indetectavel®

' Numero de pacientes com linfoma de Hodgkin classico avaliados; 2 Mediana e intervalo interquartilico
das concentragdes obtidas por ELISA; ® Teste estatistico de Wilcoxon; * Abaixo do limite minimo de
deteccao do ELISA.
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T OTMMOOW

Figura A 1 - Experimentos representativos de quantificacao sérica de IL-6, IL-
10 e IL-13 pelo método de ELISA. Os pocos 1A e 1B
representam o controle negativo. Os pocos 1C a 2H representam
as diluicbes seriadas das citocinas-padrédo, dosadas em
duplicatas. Os demais pogos representam as amostras do grupo-
controle e dos pacientes com linfoma de Hodgkin.
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Figura A 2 - Dosagens de IL-6 e IL-10 do dos pacientes com linfoma de
Hodgkin antes e depois do tratamento e grupo-controle. As
barras representam mediana e intervalo interquartilico e os
circulos representam os valores individuais das dosagens
séricas.
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Figura A 3 — Comparacgéo entre as dosagens de IL-6 dos 28 pacientes com
linfoma de Hodgkin avaliados. As barras representam mediana e
intervalo interquartilico e os circulos representam os valores
individuais das dosagens séricas.
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Anexo 1 — Ficha de coleta de dados a partir dos prontuarios médicos de
pacientes com LH.

Linfoma de Hodgkin e citocinas — ficha de coleta de dados paciente n° -

Idade - sexo — cor —
Estadio - doenga mediastinal - doenca
abdominal —

Hepatomegalia - esplenomegalia - extranodal -
Sintomas B - bulky — MO -
Subtipo histolégico - CD15 - CD30 - CD20 -
LMP1 - CD45 - CD43 - CD3-
Fascina - EBER-1 -

Albumina - valor —

DHL - valor —

VHS - valor —

Anemia - valor —

Leucocitose - valor —

Linfopenia - valor —

B2 micro - valor —

EPS - normal - fase aguda - gama -
Tratamento - numero de ciclos -

Radioterapia - dose —

Resposta ao tratamento —

Tratamento de resgate —

Resposta ao tratamento de resgate —

TMO -

Resposta ao TMO —

Tempo desde diagnéstico (em meses) —

Tempo desde término de tratamento (em meses) - .
Tempo do diagnéstico até ébito (em meses) -
Status da doencga —

Status do paciente —
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Anexo 2 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP.

De ordem da Senhora Coordenadora deste CEP, informo que o FProjeto de Pesquisa “Andlise do
nivel sérico de citocinas na apresentagio e evolugdo do linfoma de Hodgkin classico”, a ser
conduzide por Rafael Dezen Gaiolla, arientado por Vossa Senhoria, com a cadaboragdo dos
Frofs. Drs. Ligia Niero de Melo e Maria Aparecida Custodio Deomingues, recebeu do relator

parecer favordvel, aprovado em reunidio de 08 de maio de 2.006,

Situacdo do Projeto: APROVAD.

* Ao termino deste projeto, apresentar ao CEP Relatério Final de Atividades.

Alberto Santos Capelluppi |
Secretario do CIP F
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Anexo 3 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Amaral
Carvalho
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As dosagens séricas de citocinas serao realizadas ao diagnéstico, apos o
tratamento ¢ a cada 3 meses apos o rérmino do mesmo duranie o ano seguinie. Sua
gquantificacdo sera feita por ELISA.

A confirmagao do diagnostico histopatolégico sevd feita por
imunofistoguimica.

Serd ainda realizada detecgdio do Ipatein-Baar virus (EBV) na biopsia
ganglionar por téenica de hibridizagdo in situ.

(s dados anatoma-clinicos, imunohistoguimicos e de citocinas serdo
confrontados ao término de cada seguimenio,

() objetivo do esiudo é pertinenie e eswi devidamente alicergado nos dados
disponiveis na literatura atual. O levantamento bibliogrdfico ¢ adequado e atual.

O desenho do estudo & claro e abjetivo, tendo sido adequadamente descrito
para o fim a que s¢ propde. No entanito, na pagina 10, 3° paragrafo, é deserilo que serd
realizade estadiamento pelo sistema Ann-Arbor, incluindo citilografia com galio 67. Este

procedimento ndo é realizade rotineiramenie para estadiamento de LH no Hospital Amaral
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Anexo 4 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP, sobre inclusdo de Grupo Controle

De ordem da Senhora Coordenadora deste CEP informo que nesta data
(03/12/2007) foi autorizada a inclusdio de um “Grupo Confrole”™ ao Projeto de
Pesquisa “Andlise do nivel sérico de citocinas na apresentagdo e evolugdo do
linfoma de hodgkin classico” que serd conduzido pelo Dr. Rafasl Dezen
Gaiolla, orentade por Vossa Senhoria com a parficipac@o dos Drs. Ligia Niero
de Mello & Mara Aparecida Custadio Domingues, aprovado por esta CEP am

08/05/Q6
A rcmciﬁme}

Alberto Santos Capellupi
Secretdario do CEP.
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Anexo 5 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Pacientes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo: “Analise do nivel sérico de citocinas na apresentagéo e evolugdo do Linfoma de Hodgkin classico”
Nome da Instituicéo:
Nome do Pesquisador: Dr. Rafael Dezen Gaiolla

Nome do Paciente:

Fui informado(a) pelo meu médico que tenho Linfoma de Hodgkin, um tipo de cancer que ocorre no sistema linfatico. E uma
doencga tratada com quimioterapia e que apresenta, em geral, grandes chances de cura. Existem alguns casos, porém, em que a
resposta ao tratamento ndo é boa, sendo necessarias mudangas no tipo da quimioterapia, com resultados menos favoraveis.

Estou sendo convidado(a) a participar de um estudo no qual serdo realizadas dosagens de CITOCINAS, substancias do
sistema imunolégico produzidas pelo organismo. Entendi que o nivel de algumas citocinas esta alterado em pacientes com Linfoma de
Hodgkin, de modo que o objetivo do estudo ¢é avaliar se essas alteragdes se relacionam com o comportamento da doenga e/ou resposta
ao tratamento. Fui informado(a) de que as informagdes levantadas nesse estudo possibilitardo um melhor entendimento do Linfoma de
Hodgkin.

Fui assegurado(a) de que terei acesso a todas as informagdes que julgar necessarias para melhor decidir sobre minha
participacdo ou ndo no estudo e que, de fato, ndo sou obrigado(a) a participar.

Dessa forma, uma vez esclarecido(a) pelo médico responsavel, declaro ter ciéncia que:

> As coletas de amostras de sangue seréo realizadas antes e depois do tratamento, a cada 3 meses, junto com as coletas habituais.
> Nao serei submetido(a) a nenhum tipo de desconforto ou risco, além dos riscos habituais de qualquer coleta de sangue;

> As possiveis alteragdes encontradas nas citocinas dosadas ndo modificardo meu tratamento;

> Minha participagcdo nesse estudo é voluntaria e, a qualquer momento, posso me retirar do mesmo sem que isso comprometa o

meu tratamento;

Estou autorizando a utilizagdo de amostras de sangue e de tecidos que porventura ja estejam estocadas no Hospital das Clinicas

da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP ou Hospital Amaral Carvalho de Jau.

»  Tenho garantido o sigilo de minha identidade e privacidade com relagdo aos resultados obtidos a partir de minhas amostras
biolégicas;

> Qualquer dado do meu prontuario, mesmo anteriores a assinatura desse termo, poderéo ser utilizados no estudo, respeitando-se
os termos de privacidade e confidencialidade;

> Assim como o pesquisador, ndo receberei qualquer forma de bonificagdo pela minha participagéo no estudo;

v

Observagdo: Vocé pode fazer as perguntas que quiser sobre o estudo, a qualquer momento. Em caso de duvidas, ligue para a Segdo
Técnica de Quimioterapia na UNESP - Botucatu pelo telefone (14) 3811-6234 e fale com o Dr. Rafael Dezen Gaiolla.

Eu li as informagbes acima e entendi o propdsito de estudo, bem como os possiveis riscos e beneficios de minha
participacéo. Eu tive a oportunidade de fazer perguntas e todas elas me foram respondidas de uma forma que eu entendi.

Eu autorizo o médico Dr. Rafael Dezen Gaiolla a coletar e processar meus dados, incluindo informagdes sobre minha saude.

Ao assinar esse termo, eu fornego meu consentimento livre e esclarecido para participar desse estudo.

Eu receberei uma cépia deste documento assinado e datado. Assinando esse termo de consentimento eu ndo estou
desistindo de nenhum dos meus direitos legais.

Nome do paciente: Assinatura: Data:
Eu, abaixo assinado, expliquei todos os detalhes relevantes deste estudo para o(a) paciente acima.
Nome do(a) representante legal (se aplicavel) Assinatura do(a) representante legal (se aplicavel) Data

Eu, abaixo assinado, expliquei todos os detalhes relevantes deste estudo para o(a) paciente identificado(a) acima (e/ou seu
representante legal) e forneci a este(a) paciente uma coépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido datado e assinado.

Nome do pesquisador Assinatura do pesquisador Data

Dr. Rafael Dezen Gaiolla
Travessa Cyro Targa, 115, Jd Paraiso - Botucatu / SP
Fone — (14) 3814-7627 — 8123-0033 / rgaiolla@fmb.unesp.br
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Anexo 6 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Controle

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo: “Analise do nivel sérico de citocinas na apresentagao e evolugédo do Linfoma de Hodgkin classico”
Nome da Instituicdo: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP

Nome do Pesquisador: Rafael Dezen Gaiolla

Nome do Voluntario:

Trata-se de um estudo com pacientes com Linfoma de Hodgkin, um tipo de cancer que ocorre no sistema
linfatico. E uma doenga tratada com quimioterapia e que apresenta, em geral, grandes chances de cura. Existem
alguns casos, porém, em que a resposta ao tratamento ndo é boa, sendo necessarias mudangas no tipo da
quimioterapia, com resultados menos favoraveis.

Nesse estudo sera realizada a dosagem de algumas CITOCINAS, substancias do sistema imunologico
produzidas pelo organismo. O nivel de algumas citocinas esta alterado em pacientes com Linfoma de Hodgkin quando
comparados a individuos sem a doenga, de modo que o objetivo do estudo é avaliar se essas altera¢des se relacionam
com o comportamento da doencga e/ou resposta ao tratamento.

Estou sendo convidado a participar desse estudo, de forma voluntaria, como parte de um grupo controle. Isso
significa que meus dados e resultados de exames servirdo de comparagao aos dados obtidos dos pacientes tratados
no presente estudo. Fui informado(a) de que as informagbes levantadas nesse estudo possibilitardo um melhor
entendimento do Linfoma de Hodgkin.

Foi-me esclarecido que serei submetido a uma breve avaliagdo clinica para averiguar a existéncia de algum
problema de saude ou uso de medicagédo que possam alterar as dosagens de citocinas.

Fui assegurado(a) de que terei acesso a todas as informagdes que julgar necessarias para melhor decidir
sobre minha participagédo ou ndo no estudo e que, de fato, ndo sou obrigado(a) a participar.

Dessa forma, uma vez esclarecido(a) pelo médico responsavel, declaro ter ciéncia que:

»  Serarealizada avaliagdo clinica sumaria sobre medicagdes em uso e possiveis problemas de salde;

»  Serarealizada uma Unica coleta de amostra de sangue, com finalidade exclusiva para dosagem de citocinas;

» Nao serei submetido(a) a nenhum tipo de desconforto ou risco, além dos riscos habituais de qualquer coleta de
sangue;

»  Minha participagéo nesse estudo é voluntaria e, a qualquer momento, posso me retirar do mesmo;

»  Tenho garantido o sigilo de minha identidade e privacidade com relagéo aos dados clinicos e resultados obtidos a
partir de minhas amostras bioldgicas;

»  Assim como o pesquisador, ndo receberei qualquer forma de bonificagdo pela minha participagdo no estudo;

Observagao: Vocé pode fazer as perguntas que quiser sobre o estudo, a qualquer momento. Em caso de duvidas,
ligue para a Segdo Técnica de Quimioterapia na UNESP - Botucatu pelo telefone (14) 3811-6038 e fale com o Dr.
Rafael Dezen Gaiolla.

Eu li as informagdes acima e entendi o propdsito de estudo, bem como os possiveis riscos e beneficios de
minha participagdo. Eu tive a oportunidade de fazer perguntas e todas elas me foram respondidas de uma forma que
eu entendi.

Eu autorizo o médico Dr. Rafael Dezen Gaiolla a coletar e processar os dados referentes aos resultados da
amostra de sangue doada.

Ao assinar esse termo, eu fornego meu consentimento livre e esclarecido para participar desse estudo.

Eu receberei uma copia deste documento assinado e datado. Assinando esse termo de consentimento eu
n&o estou desistindo de nenhum dos meus direitos legais.

Nome do voluntario Assinatura do voluntario Data

Eu, abaixo assinado, expliquei todos os detalhes relevantes deste estudo para o(a) voluntario acima.

Eu, abaixo assinado, expliquei todos os detalhes relevantes deste estudo para o(a) voluntario identificado(a) acima
(e/ou seu representante legal) e forneci a este(a) uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido datado e
assinado.

Nome do pesquisador Assinatura do pesquisador Data

Dr. Rafael Dezen Gaiolla
Travessa Cyro Targa, 115, Jd. Paraiso - Botucatu / SP
Fone — (14) 3814-7627 — 8123-0033 / rgaiolla@fmb.unesp.br
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