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Polimorfismo de IL-10 em Linfoma de Hodgkin

1 Capitulo 1

1.1 Revisao da li1teratura



Polimorfismo de IL-10 em Linfoma de Hodgkin

1.1.1 Linfoma de Hodgkin

Embora o linfoma de
Hodgkin (LH) tenha sido descri-
to em 1832 por Thomas Hodg-
kin (HODGKIN, 1832), a carac-
terizacdo de seu componente
neoplasico - as ceélulas de
Hodgkin/Reed-Sternberg (H-
RS) - continua sendo dificil,

uma vez que constitui somente

2% da massa tumoral (Figura

1)- Geralmentev as células H-RS Figura 1 — Linfoma de Hodgkin classico, subtipo celularidade mista. Aspec-

estdo de permeio a células n- to geral do tumor e das células neoplasica de H-RS. Na porgao inferior, e
superior do campo séo observadas, respectivamente, uma célula de Hodg-

flamatorias, como IinfOCitOS’ kin (uninucleada) e célula de Reed-Sternberg (binucleada) (H&E, 400x).
plasmocitos, macréfagos, granuldcitos e fibroblastos HALUSKA et al., 1994; FLA-

VELL & MURRAY, 2000). Recentes estudos demonstraram que as células H-RS tém
origem clonal (INGHIRAMI et al., 1994; PAPADAKI & STAMATOPOULOS, 2003) e

devem derivar de linfécitos B do centro germinativo (KUPPERS & RAJEWSKY,
1998; THOMAS et al., 2004).
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Figura 2 — Imunoexpressao, em padrdo de membrana e citoplasmatico, dos marcadores CD15 e CD30 nas células H-RS do
linfoma de Hodgkin classico. (Imunoperoxidase, 400x).

O LH é classificado em duas formas clinico-patolégicas: o linfoma de Hodg-

kin classico e o linfoma de Hodgkin predominancia linfocitica nodular. Ha fortes evi-




Polimorfismo de IL-10 em Linfoma de Hodgkin

déncias de que esta Ultima forma seja entidade distinta, pois possui curso clinico
caracteristico (WEISS et al., 1991). O LH classico é dividido ainda nos subtipos es-
clerose nodular, celularidade mista, deplecéo linfocitica e LH rico em linfécitos, que
apresentam o mesmo padrao de rearranjos dos genes das imunoglobulinas, expres-
sdo de CD15 e CD30 e auséncia de expressado de CD20 e CD45 (Figura 2) (YUNG
& LINCH, 2003).

Com relagcédo aos subtipos classicos do LH, algumas caracteristicas podem
ser destacadas. O LH esclerose nodular, subtipo mais comum da doenga, normal-
mente se apresenta como doenca localizada que envolve os nodulos linfaticos das
regides cervical, supraclavicular e mediastinal. O LH subtipo celularidade mista fre-
gientemente se revela como doenca em estagio avancado. O LH subtipo deplecao
linfocitica € raro e caracteriza-se por doenca extensa; em alguns casos esta associ-
ado com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). O LH rico em linfocitos,
ultimo subtipo do LH classico a ser descrito na literatura, apresenta-se como nédulos
linfaticos repletos de pequenos linfécitos, alguns exibindo caracteristicas morfol6gi-
cas de células foliculares do manto (BRAUNINGER et al., 2003).

O LH predominancia linfocitica nodular afeta nédulos linfaticos em regifes
cervical e mediastinal. Caracteriza-se pela presenca de populacdo de grandes célu-
las neoplasicas, denominadas células linfociticas/histiociticas (L&H) (Figura 3). Em-
bora o LH predominancia linfocitica nodular morfologicamente se assemelhe ao LH
subtipo rico em linfocitos, as células L&H expressam CD45 e CD20, mas nao ex-
pressam CD30 e CD15, imunofendtipo distinto das células HRS encontradas nas
formas classicas do LH (EKSTRAND & HORNING, 2002).

O diagnéstico do LH e dos seus subtipos morfoldgicos € definido pelo exame
anatomo-patolégico e pelo estudo do imunofendtipo por imunoistoquimica. Clinica-
mente, muitos pacientes apresentam linfadenopatia assintoméatica em regido cervical
ou supraclavicular, freqientemente acompanhada de massas mediastinais detecta-
das por radiografia do térax. Dentre 0os sintomas comumente observados estao tos-
se, dispinéia, fadiga, febre intermitente, perda de peso, sudorese noturna e prurido
(DIEHL et al., 2004).
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Figura 3 — A, B, C e D (Hematoxilina-eosina; aumento de 400x) - A) Linfoma de Hodgkin subtipo celularidade mista; B) Linfoma
de Hodgkin subtipo esclerose nodular; C) Linfoma de Hodgkin predominancia linfocitica nodular; D) Linfoma de Hodgkin subtipo

deplecéo linfocitica.

O curso clinico do LH se correlaciona com o subtipo morfolégico, mas princi-
palmente com o estadiamento clinico: 90% dos pacientes com doenca localizada
séo curados, ao passo que somente 60% dos pacientes com doenca avangada a-
presentam bom prognéstico. Em relacdo ao tratamento, as maiores dificuldades séo
observadas nos casos avancados, que n&o respondem aos protocolos terapéuticos
preconizados ou que apresentam recaidas tardias. O desenvolvimento de neoplasi-
as secundarias pos-quimioterapia ou radioterapia (e.g., cancer de pulmao, leucemia
mieldide secundaria, cancer de mama, neoplasias de cabeca e pescoco, cancer de
colon, estbmago e tiredide entre outras) representam complicacdes a longo prazo,

notadamente no grupo etario mais jovem (DIEHL et al., 2004).

Em paises desenvolvidos é relatada elevada incidéncia de LH em jovens
adultos; nos paises em desenvolvimento, por outro lado, o pico de incidéncia é na
infancia, entre 7 e 12 anos MCMAHON, 1966; MCKINNEY et al., 1989). A distribui-

¢cdo dos subtipos histologicos do LH também varia de acordo com a faixa etaria: LH
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esclerose nodular predomina em adolescentes e jovens adultos, ao passo que LH
celularidade mista € mais comum em criancas e adultos mais velhos (GLASER &
SWART, 1990). Os subtipos deplecao linfocitica e rico em linfécitos predominam em
adultos mais velhos EKSTRAND & HORNING, 2002). O sexo masculino tem maior
incidéncia que o sexo feminino, exceto para o subtipo esclerose nodular, que ocorre

mais frequentemente em mulheres jovens (THOMAS et al., 2002).

1.1.2 Linfoma de Hodgkin e Virus de Epstein-Barr (EBV)

O virus de Epstein-Barr (EBV) € um herpesvirus gama do género Lympho-
cryptovirus. Seu genoma € constituido por DNA de fita dupla com cerca de 172Kb
(PURTILO et al., 1992; YOUNG & MURRAY, 2003). E um microorganismo ubiquo
gue infecta a maioria dos individuos na idade adulta. Apés a infec¢do primaria, o in-
dividuo permanece como portador vitalicio do virus. Em geral, a infeccdo primaria
pelo EBV é, assintomatica ou o individuo pode desenvolver mononucleose infeccio-
sa, caracterizada por quadro clinico de febre e linfadenomegalia. Em paises em de-
senvolvimento a infeccao primaria geralmente ocorre nos primeiros anos de vida. O
EBV é transmitido por via oral, sendo detectado em secre¢cdes de orofaringe
(THOMPSON & KURZROCK, 2004).

Varios estudos relatam associacdo do EBV com LH. O virus esta presente
nas células de HRS em aproximadamente 50% dos casos e a infec¢do pelo EBV
apresenta associagao significativa com o subtipo celularidade mista (Figura 4)
(WEISS et al., 1991). Armstrong et al. (1993) sugerem que o EBV desempenha pa-
pel importante na patogénese do LH em criancas com até 10 anos, tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento. Neste estudo, os casos de LH infantil exi-
bem associacdo com EBV em 88,9% dos casos. Herbst et al. (1990) relataram que
60% dos casos de LH estudados foram positivos para EBV, independentemente da
idade e do sexo do paciente. Carbone et al. (1996) encontraram genoma viral em 5

de 5 casos estudados de LH em adultos.
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" Figura 4 — Hibridag¢&o in situ com sonda biotini-
: . e i lada complementar ao transcrito do gene EBER-I
' 4 v ‘ o do EBV em caso de linfoma de Hodgkin subtipo
' " celularidade mista. Células HRS EBV-positivas
i ' | apresentam deposigdo nuclear do cromégeno
(3,3' diaminobenzidina) nos sitios de ligagdo da
< b, Sl sonda-RNA viral (contra-coloragdo com verde-
] ’ : o N t metila; aumento de 400x)

A frequéncia de casos de LH EBV-positivos apresenta consideravel variacdo
sécio-geografica: o virus estd associado a 40-60% de casos de LH em pacientes
imunocompetentes no Ocidente e em até 95% dos casos em paises em desenvolvi-
mento (KHAN & COATES, 1994). No Peru, o EBV foi identificado em 94% de casos
de LH, sendo que 63% dos pacientes tinham menos de 21 anos e o subtipo celulari-
dade mista o mais frequente (CHANG et al., 1993). Estudo realizado no Brasil com-
parando casos de LH em jovens e adultos no Cearéa (perfil s6cio-econébmico de pais
em desenvolvimento) e em S&o Paulo (melhor condicdo sécio-econémica do pais)
verificou que, em geral, 64% dos casos eram EBV-positivos. LH celularidade mista
foi o subtipo mais freqiente nos jovens do Ceara e entre jovens e adultos de S&o
Paulo. Ainda, LH subtipo esclerose nodular foi mais frequiente em adultos do Ceara.
Os autores demonstraram que a taxa de infec¢do pelo EBV, faixa etaria dos pacien-
tes e subtipos histologicos do LH variam com a regido geogréafica (ELGUI DE OLI-
VEIRA et al., 2002). Nesse sentido, Glaser et al. (1997) sugerem que idade, sexo,
etnia e estilo de vida podem propiciar a infeccéo pelo EBV, explicando a forte asso-

ciacao do subtipo do LH a infeccéo viral.

Por outro lado, a patogenia dos casos de LH sem associacdo com infecgao
pelo EBV ainda precisa ser esclarecida. Embora tenha sido sugerido o envolvimento
de outros agentes infecciosos, nenhum foi identificado até o momento (JARRET,
2002; GALLAGHER et al., 2002). Em alguns casos avaliados de LH pediatrico, Gan
et al. (2002) encontraram rearranjos heterogéneos do DNA do EBV (het), que justa-
pdem fragmentos BamHI W e Z do genoma do EBV e ocasionam a expressao do
gene BZLF1, que pode ocasionar perda do DNA epissomal do virus nas células tu-
morais infectadas. Entretanto, ha evidéncias de que alguns pacientes com LH nunca

foram infectados pelo EBV, o0 que ndo sustenta a hipétese do mecanismo hit-and-run
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em casos da doenca em que o virus ndo foi detectado (GALLAGHER et al., 2003).
Alguns autores sugerem que pacientes EBV-negativos tenham uma boa resposta
imunitaria contra o virus, eliminando eficientemente as células infectadas (JARRET,
2002). Foi demonstrado que a sobrevida de pacientes com LH néo varia significan-
temente com a presenca do EBV, tanto em relacdo ao sexo quanto a idade. Entre-
tanto, sugere-se que a sobrevida livre de denca em 5 anos é melhor em casos
EBV-positvos, principalmente no grupo de adultos jovens do sexo masculino (FLA-
VELL et al., 2003; KRUGMANN et al., 2003).

Em células HRS, o padrdo de expresséo de produtos virais compreende o
antigeno nuclear de membrana 1 (EBV nuclear antigen 1 - EBNAL), proteinas laten-
tes de membrana 1, 2A e 2B (Latent membrane proteins - LMP-1, LMP-2A e LMP-
2B) e pequenos RNAs codificados pelo EBV (EBV small encoded-RNAs — EBERS)
(DOLCETTI & BOIOCCHI, 1998). Estudos indicam que as células H-RS do LH subti-
pos celularidade mista e esclerose nodular exibem caracteristicas imunofenotipicas
e moleculares de linfécitos B. Adicionalmente, acredita-se que o EBV participa da
transformacao celular, pois células neoplasicas EBV-positivas expressam a proteina
viral LMP-1, que exibe propriedades oncogénicas (KHAN & COATES, 1994).

Durante a infeccdo aguda, o EBV ocasiona infeccao produtiva em células epi-
teliais da nasofaringe e glandulas salivares, seguida de infeccdo latente nos linféci-
tos B (COHEN, 200). O produto do gene viral BZLF1, o fator de transcri¢cdo viral
EB1 (indutor essencial do ciclo litico do EBV), € um ativador de transcricdo do gene
da Interleucina 10 humana (IL-10). E possivel que a secrecéo de IL-10 possa favo-
recer a sobrevivéncia de células infectadas pelo EBV, inibindo a resposta imunitaria
do hospedeiro e protegendo as células infectadas da lise induzida por linfocitos T
citotoxicos (MAHOT et al., 2003).

1.1.3 Linfoma de Hodgkin e Interleucinas

Citocinas sdo substancias secretadas por diversas células do sistema imuni-
tario, mas principalmente por linfécitos T-auxiliares (CD4+; Th) e macrofagos ativa-
dos. Dentre suas fungcbes destacam-se estimular a proliferacdo e a diferenciacdo de
linfécitos T, linfocitos B e macrofagos, bem como recrutar e ativar outras células in-
flamatodrias, promovendo efeitos modulatérios pré e antiinflamatorios. As citocinas

exercem seus efeitos apos ligacdo com receptores especificos nas células-alvo,
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sendo que a expressdo de receptores para citocinas € regulada por uma variedade
de sinais exodgenos e enddgenos. Citocinas podem exercer atividade sobre as mes-
mas células que as produzem (efeito autdcrino), sobre células adjacentes aquelas
gue as secretaram (efeito paracrino) ou sistemicamente (efeito enddcrino). Alteracéo
nos niveis de citocinas resultantes de alteracdes genéticas podem favorecer a trans-

formacao celular ou progresséo tumoral.

Linfocitos T CD4+ podem produzir citocinas em perfis denominados Thi,
gue induz resposta imunitaria mediada por células, ou Th2, que promovem resposta
imunitaria humoral. A Interleucina 2 (IL-2), o fator de necrose tumorala (TNF-a) e o
interferon-? (IFN-?) estimulam a produgcdo de citocinas do perfil Thl, responsaveis
pela eliminacdo de células neoplasicas e células infectadas por virus. Por outro lado,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 estimulam a producgé&o de citocinas do perfil Th2, asso-
ciado a respostas humorais, mais eficientes na eliminacdo de bactérias extracelula-
res (OPAL & DEPALO, 2000).

Citocinas produzidas por células de HRS podem contribuir para a patogé-
nese do LH, iniciando e sustentando o estabelecimento de infiltrado leucocitario rea-
tivo, além de contribuir para proliferacdo celular e sobrevida de células HRS (SKIN-
NIDER & MAK, 2002; MAGGIO et al., 2002). Elevada expressao de citocinas, inclu-
indo IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e fator transformador do crescimento-b (TGF-b) tem
sido descrito no LH. A sintese de IL-5 pelas células de HRS se correlaciona com o
acumulo de eosindfilos, observados em maior ou menor grau nos subtipos celulari-
dade mista e esclerose nodular, respectivamente (SAMOSZUK & NANSEN, 1990).
Por outro lado, alguns autores sugerem que a producéo de TGF-b esta restrita ao LH
subtipo esclerose nodular (KADIN et al., 1990). Aldinucci et al. (2002) relataram que
IL-3 pode ter papel na proliferacdo e aumento de sobrevida de células H-RS. Adicio-
nalmente, alguns estudos demonstraram a presenca de citocinas em linhagens de
células de H-RS geradas a partir de tecidos biopsiados, incluindo IL-6, IL-8 (BECK et
al., 2001) e IL-10 (DUKERS et al., 2000).

A IL-10 é a mais importante citocina antiinflamatoria encontrada na resposta
imunitaria humana. E produzida por células T ativadas (perfil Th2), macrofagos e
mondcitos ativados, células B estimuladas e mastdcitos. E um potente nibidor de

citocinas do perfil Thl, incluindo IL-2 e IFN-?. Atua também como fator de cresci-
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mento para mastocitos e induz diferenciacdo e proliferacdo de linfocitos B (SKINNI-
DER & MAK, 2002); este ultimo efeito, em particular, pode ter papel importante no
desenvolvimento do LH. Bohlen et al. (2000) relataram que altos niveis de IL-10 em

pacientes com LH s&o indicativos de pior prognostico.

1.1.4 SNPs em genes codificadores de citocinas

Dentre as principais razdes para se estudar polimorfismos nos genes de cito-
cinas destacam-se obter melhor entendimento da etiologia e patogenia de doencas
humanas, identificar marcadores potenciais de susceptibilidade e agressividade bio-
I6gica, identificar marcadores potenciais para respondedores versus nao-
respondedores em ensaios clinicos, identificar alvos para intervencao terapéutica e

identificar novas estratégias para prevencao (BIDWELL et al., 1999).

Defini-se como polimorfismo qualquer seqiéncia variante presente em uma
freqUéncia superior a 1% na populacdo. A presenca de multiplos alelos para um da-
do locus é capaz de influenciar a expressdo do produto de determinado gene, ou

mesmo alterar sua atividade.

Dentre os polimorfismos mais estudados encontram-se os dos genes do d-
tocromo P450, familia de enzimas que participam na conversdo de compostos pré-
carcinogénicos em carcinogénicos, ocasionando diferencas interindividuais no meta-
bolismo de determinada droga. Essas variacdes atribuidas a determinado polimor-
fismo dividem os individuos nos grupos de bons metabolizadores e maus metaboli-
zadores. Entre as enzimas mais estudadas desse complexo estdo CYP2AG6,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 (SUNDBERG, 2001). Vogel et al. (2001)
sugerem, por exemplo, que um polimorfismo no cédon 156 do éxon 6 do gene XPD,
cujo produto tem participacdo no reparo do DNA, influencia o risco de desenvolvi-
mento de carcinoma de células basais em pacientes americanos com histéria famili-
ar de cancer de pele, ainda que a funcdo enzimatica da XPD nao seja afetada pela

mutacéo.

Estudos recentes indicam a associacao de polimorfismos em genes de inter-
leucinas com o progndstico de algumas doencas imunitarias, infecciosas e neoplasi-

cas. Em pacientes com céancer pancreatico avancado, foi demonstrado que a exis-
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téncia de alguns haploétipos do gene da IL-1R (relacionados a producdo aumentada
da citocina pro-inflamatoéria IL-1R), esta associada com menor sobrevida quando
comparado a outros haplétipos (BARBER et al., 2000). Moos et al. (2000) sugerem
gue a combinacdo entre determinados haplétipos de IL-1b e TNF-a pode contribuir
para o desenvolvimento da osteoartrite. Fishman et al. (1998) demonstraram que
alguns polimorfismos no gene da IL-6 podem prevenir artrite reumatoide juvenil. Mira
et al. (1999) descreveram que diferencas na susceptibilidade e mortalidade por cho-
gue séptico estdo associados a determinados polimorfismos na regido promotora de
TNF-a. Por sua vez, Hahn et al. (2001) observaram que determinados haplétipos de

TNF-a estéo associados com episédios de rejeicdo aguda ao transplante renal.

Em seres humanos, o gene da IL-10 esta localizado no braco longo do cro-
mossomo 1. Na regido promotora proximal do gene da IL-10 podem ser encontrados
trés polimorfismos de base uUnica (Single Nucleotyde Polymorphism — SNP), locali-
zados nas posicdes -1082 (A/G), -819 (T/C) e -592 (C/A) (SNPs/IL-10) (TURNER et
al., 1997). Trés haplétipos, formados por esses nucleotideos nas respectivas posi-
¢cbes -1082, -819, -592, tém sido descritos na populacdo caucasiana: ATA, ACC e
GCC (DONCEL et al., 2002, MYHR et al., 2002). Mok et al. (1998) encontraram um
guarto haplétipo, GTA, na populacdo chinesa. Por outro lado, alguns estudos deter-
minaram a ocorréncia de somente trés haplotipos da IL-10 (GCC, ACC e ATA) por
analise de heteroduplex de DNA (MORSE et al., 1999; WOOD et al., 2001).

Em relacdo a posi¢céo -1082 da regido promotora da IL-10, tem sido descrito
gue os homozigotos para o alelo G estdo associados a alta producao da citocina, 0s
heterozigotos estdo associados a producdo intermediaria e os homozigotos para A
estdo associados a baixa producéo de IL-10 (ESKDALE et al., 1998; HUANG et al.,
1999; PELLETIER et al., 2000; TAMBUR et al., 2001; DONCEL et al., 2002). Portan-
to, a maioria dos autores descrevem que a combinagcdo de haplotipos GCC/GCC
esta associado com alta expresséo de IL-10, GCC/ATA, GCC/ACC e GTA/ACC esta
associado com média expressao e ATA/ATA, ATA/ACC e ACC/ACC com baixa ex-
pressao. Helminen et al. ( 1999) descrevem que o alelo G na posicao -1082 (relacio-
nado a alta producdo de IL-10) confere protecdo contra infeccdo pelo EBV. Curio-
samente, outro estudo do mesmo grupo descreveu que o haplétipo ATA (nucleoti-

deos nas posicles -1082, -819 e -592, respectivamente) também esta ligado a altos
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niveis séricos de IL-10 e confere protecdo contra infec¢do viral (HELMINEN et al.,
2001). Por estarem geneticamente muito préximos uma da outra, alguns autores a-
firmam que alelos nas posicdes -819 e -592 do sitio promotor da IL-10 (ESKDALE et
al., 1997) estdo em completo equilibrio de ligacédo, exibindo segregacdo em conjunto
(linkage) (ESKDALE et al. 1999; SUAREZet al., 2003; MYHR et al., 2003).

Recentemente, Gibson et al. (2001) descreveram a associacdo de novos
haplotipos na regido promotora distal do gene da IL-10 com os niveis de producao
da citocina. Varios polimorfismos em sequéncias microssatélite do gene da IL-10 (IL-
10.G e IL-10.R) estdo sendo estudados KOBAYASHI et al., 1999; ZHENG et al.,
2001), assim como polimorfismos nos genes que codificam receptores para a IL-10.
Em estudo com pacientes japoneses publicado em 1999, Nagashima et al. (1999)
concluiram que o polimorfismo no receptor de IL-10 ndo esta significativamente as-
sociado com lupus eritematoso sistémico (LES). Embora Tanaka et al. (1997) e-
nham encontrado dois tipos de polimorfismos no receptor da IL-10 em individuos
japoneses normais, os autores concluiram que esses polimorfismos provavelmente
ndo alteram a funcdo do receptor porque ndo ocasionam substituicdo de aminodci-

dos na cadeia polipeptidica.

Outro estudo sobre polimorfismo no gene da IL-10 e do TNF-a mostrou que
0 gendtipo associado a alta producdo de TNF-a e baixa producéo de IL-10 (caracte-
rizado por A na posicdo -1082) era comum no grupo de pacientes com baixos indi-
ces de sucesso em transplante cardiaco (TURNER et al., 1997). Mok et al. (1998)
relataram que o polimorfismo na regido promotora da IL-10 ndo esta associado de
maneira convincente a susceptibilidade ao LES em pacientes chineses; entretanto, o
haplotipo ATA esta associado com certas manifestacdes clinicas da doenca (e.g.,
comprometimento renal) e, portanto, influencia o prognéstico. Ainda com relacdo ao
LES, Esksdale et al. (1997) encontraram correlagdo entre polimorfismo em microssa-
télites da regido promotora (IL10.G e IL10.R) e o desenvolvimento da doenca, en-
guanto Rood et al. (1999) descreveram associacao do haplotipo ATA e manifesta-
¢bes neuropsiquiatricas. Entretanto, Linden et al. (2000) demonstraram que as fre-
guéncias dos haplétipos da regido promotora proximal da IL-10 ndo diferiram entre

pacientes com LES e individuos controles.
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Reich et al. (1999) estudaram o polimorfismo na posicdo -1082 da regiao
promotora da IL-10 e verificaram associacdo com inicio do aparecimento da psoria-
se. Os polimorfismos do promotor da IL-10 nao influenciaram o desenvolvimento do
cancer cervical invasivo em mulheres coreanas (ROH et al., 2002), e Stanczuc et al.
(2001) também ndo encontraram nenhuma associacdo entre determinados genoti-
pos na posicao -1082 da IL-10 e diferentes estagios de cancer de cérvix uterino em
mulheres do norte de Zimbabue. Por outro lado, suspeita-se que a predisposicéo de
produzir altos niveis de IL-10 determinada pela presenca de G na posicdo -1082 po-

de ter papel relevante na transformacao celular.

Alguns autores descreveram aumento na transcricdo d RNA da IL-10 em
células HRS de casos EBV-positivos em relacdo a casos EBV-negativos (HERBST
et al.,, 1996; OHSHIMA et al., 1995). Em estudo publicado por Beck et al. (2001) foi
relatado aumento da expressao de IL-10 em células HRS em casos de LH EBV-
positivos. Dukers et al. (2000) descreveram maior expressdo de IL-10 em LH escle-
rose nodular EBV-positivos em relagdo a casos EBV-negativos (35,2% vs 18,1%).
Em trabalho publicado em 2001, foi proposto que os niveis séricos elevados de IL-
10, freqiientemente observados em pacientes com LH, podem estimular a expressao
de bcl-2 e, desse modo, prevenir a apoptose das células neoplasicas (VASSLAKO-
POULOS et al., 2001). Nessa linha, cabe ainda salientar que, em trabalho publicado
em 2000, a expressao de bcl-2 foi observada em aproximadamente 60% dos casos
de LH estudados por Smolewski et al. (2000).

Estudos relatando predisposicdo genética ao desenvolvimento de determi-
nadas doencas associado a presenca de polimorfismos no gene da IL-10 levantam
questbes sobre o possivel envolvimento dos SNPs/IL-10 na patogénese do LH. Em
linfomas ndo-Hodgkin, Cunningham et al. (2003) descreveram que o0 genétipo AA na
posicdo -1082 no sitio promotor do gene da IL-10, que esta relacionado a baixa pro-
ducédo da citocina, pode influenciar susceptibilidade a formas agressivas da doenca
ou mesmo contribuir em sua patogénese. No LH, recente trabalho sobre SNPs/IL-10
nao encontrou relacdo entre os diferentes gendtipos nas posicdes -1082 e -592 e os
diferentes subtipos da doenca, muito embora a citocina seja detectada em altos ni-
veis no soro dos pacientes (MUNRO et al., 2003).
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O estudo da frequiéncia dos SNPs conhecidos nas posi¢cbes -1082, -819 e -
592 da regido promotora do gene que codifica IL-10 pode fornecer informacgdes que
permitem classificar pacientes com LH de acordo com os gendtipos dos SNPs/IL-10
e sua eventual associacdo com parametros selecionados, como tipo histolégico e

estadio da doenca, faixa etaria do paciente e presenca de infec¢ao pelo EBV.
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2Capitulo 2

2.1 Manuscrito

(De acordo com as normas da revista British Journal of Haena-

t ol ogy)
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2.1.1 Resumo

O linfoma de Hodgkin (LH) tem caracteristicas clinicas e anatomo-patologicas
distintas dos linfomas nao-Hodgkin. Seu componente neoplasico, as células células
de Hodgkin/Reed-Sternberg (H-RS), corresponde a cerca de 2% do tumor. As célu-
las H-RS apresentam imunofenétipo peculiar e sua origem ainda é objeto de estudo.
O LH é classificado em LH classico (que inclui os subtipos celularidade mista, escle-
rose nodular, deplecéo linfocitica e LH rico em linfécitos) e LH predominéancia linfoci-
tica nodular. A associacdo do virus de Epstein-Barr (EBV) com LH é conhecida e
acredita-se que este virus desempenha importante papel no desenvolvimento de
parcela significativa dos casos de LH. No LH, o acimulo de células reativas como
linfocitos, plasmaécitos, eosindfilos, histiocitos e fibroblastos ocorre em resposta a
citocinas secretadas pelas células HRS. A interleucina 10 (IL-10), importante citoci-
na antiinflamatéria da resposta imunitaria, tem sido encontrada em grande quantida-
de em individuos com LH. E possivel que essa elevada expresséo de IL-10 esteja
vinculada a determinados polimorfismos de nucleotideos simples (SNP) na sequén-
cia promotora do gene da IL-10, que podem se associar a caracteristicas anatomo-
clinicas do LH. O presente trabalho avaliou a frequéncia dos polimorfismos da IL-10
nas posicées promotoras -1082, -819/-592 e estudou a correlacdo destes polimor-
fismos em LH com subtipos histologicos, infeccdo pelo EBV, faixa etaria e, em al-
guns casos, estadiamento clinico da doenca. Os resultados demonstram que os dife-
rentes fenétipos para producdo de IL-10, gendtipos na posi¢do -1082 e genotipos
nas posicoes -592/-819 ndo tém relacdo com subtipos do LH e idade dos pacientes.
Por outro lado, verificou-se que o genotipo GG na posi¢ao -1082 e a combinacéo de
haplotipos GCC/GCC para alta producéo de IL-10 sdo mais freqlientes em casos de
LH EBV-positivos. O presente trabalho verificou aumento na frequéncia do gendtipo
GG na posigcao -1082 da sequéncia promotora do gene da IL-10 em casos de LH
EBV-positivos em relacdo aos casos de EBV-negativos. Esses resultados levantam
a hipotese de que o desenvolvimento do LH EBV-positivo pode estar relacionado a
certo grau de susceptibilidade genética definida pela presenca de determinados

SNPs/IL-10, notadamente os associados ao fenétipo de alta producéo de IL-10.

Palavras-chaves: Linfoma de Hodgkin, Epstein-Barr virus (EBV), Interleucina 10 (IL-

10), polimorfismos, células de Hodgkin/Reed-Sternberg (H-RS).
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2.1.2 Summary

Clinical and pathologic features of Hodgkin’s lymphoma (HL) reflect an ab-
normal immune response, which is in part due to the elaboration of a variety of cyto-
kines. It was reported that interleukin 10 (IL-10), which may be produced by the ma-
lignant Hodgkin/Reed-Sternberg (H-RS) cells, is an important prognostic factor in HL,
and it could play a role in the pathogenesis of this neoplasm. It is well established
that genetic factors affect protein expression and function. In this regard, polymor-
phisms in the promoter region of IL-10 gene may cause different phenotypes for IL-
10 synthesis and activity. Three dimorphic single nucleotide polymorphisms (SNPS)
have been identified at positions -1082, -819 and -519 within the IL-10 promoter re-
gion (SNPs/IL-10). These polymorphisms are in close proximity to several transcrip-
tion factors binding-sites, and may interfere with IL-10 gene transcription. The aim of
this study was to evaluate whether is there a particular distribution of SNPs at posi-
tions -1082, -819 and -519 in the IL-10 gene promoter in patients with HL, as well as
to access the differences in the SNPs/IL10 frequency regarding HL subtype, patient
age, EBV infection status, and clinical staging of the disease. For these purposes,
sixty-five cases of HL and fifty cases of reactive follicular lymphoid hyperplasia
(RFLH) were evaluated for SNPs/IL-10 by polymerase chain reaction amplification
plus restriction fragment length polymorphism analysis (PCR-RFLP). Compared to
HL EBV-negative cases, in HL EBV-positive cases it was observed a significant in-
crease in the frequency of GG genotype at position -1082 of IL-10 gene promoter
region, which is associated to high level of IL-10 production. No differences were ob-
served in the frequency of different SNPs/IL-10 concerning patient age, HL subtype,
and clinical stage of the disease. These results suggests the development of EBV-
positive HL may be associated to some degree of genetic susceptibility due the pres-
ence of specific SNPs at IL-10 gene promoter region, notably those associated to

high level of IL-10 production.

Key-Words: Hodgkin lymphoma, Epstein-Barr virus (EBV), Interleukin-10 (IL-10),
polymorphisms, Hodgkin/Reed-Sternberg cells (H-RS).
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2.1.3 Introducéo

No linfoma de Hodgkin (LH) as células de Hodgkin/Reed-Sternberg (H-RS)
constituem apenas 2% do tumor, formado predominantemente por um infiltrado hete-
rogéneo de células inflamatérias ndo-neoplasicas (Hodgkin et al, 1832; Haluska et
al, 1994; Flavell & Murray, 2000). Atualmente, o LH é classificado em linfoma de
Hodgkin classico e LH predominancia linfocitica nodular, sendo a primeira forma
subdividida em LH subtipo esclerose nodular, LH subtipo celularidade mista, LH sub-

tipo deplecao linfocitica e LH subtipo rico em linfcitos (Yung & Linch, 2003).

O virus de Epstein-Barr € detectado em pelo menos metade dos casos de LH,
exibindo forte associacdo com casos de LH celularidade mista (Weiss et al, 1991).
Armstrong et al (1993) sugerem que o EBV desempenha papel importante na pato-
génese do LH pediatrico, tanto em paises desenvolvidos como em paises em de-
senvolvimento. Por outro lado, Khan & Coates (1994) relatam que a freqiiéncia de
casos de LH EBV-positivos apresenta consideravel variacdo sécio-geografica: infec-
céo pelo virus é encontrada em 40-60% de casos de LH em pacientes imunocompe-
tentes no Ocidente, e em até 95% dos casos de LH nos paises em desenvolvimento.
A fim de entender melhor a patogenia dos casos de LH EBV-negativos, alguns auto-
res investigaram a participacdo de outros agentes infecciosos, mas nenhum foi iden-

tificado até o momento (Jarret, 2000; Gallagher et al, 2002).

Um aspecto importante da patogénese do LH é a resposta imunitaria alterada,
gue repercute nas caracteristicas clinicas e anatomopatolégicas da doenca. Algu-
mas citocinas produzidas pelas células de HRS iniciam e sustentam o infiltrado in-
flamatdrio reativo e contribui para a manutencédo da neoplasia, estimulando a prolife-
racao celular e a sobrevivéncia das células de H-RS (Skinnider & Mak, 2002; Maggio
et al, 2002). A Interleucina 10 (L-10), uma citocina que ocasiona supressao da res-
posta imunitaria do tipo celular (perfil Thl), tem sido encontrada em niveis elevados
em individuos com LH e parece estar associada a casos de pior prognostico (Bohlen
et al, 2000). A IL-10 é produzida por linfécitos T no perfil Th2, macréfagos e mondci-
tos ativados, células B estimuladas e mastocitos. Atua também como fator de cres-
cimento para mastocitos e induz diferenciacéao e proliferacdo de linfocitos B (Skinni-

der & Mak, 2002), o que pode ser elemento importante no desenvolvimento do LH.
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Estudos recentes indicam que polimorfismos em genes de interleucinas po-
dem estar associados ao prognostico de diferentes doencas (Mira et al, 1999; Barber
et al, 2000; Moos et al, 2000). Na regido promotora da Interleucina 10, trés polimor-
fismos de base Unica (SNP) podem ser encontrados, localizados nas posi¢des -1082
(A/G), -819(T/C) e -592(C/A) (Turner et al, 1997). Até o momento, trés haplotipos
comuns tém sido descritos: GCC, ATA e ACC (Doncel et al, 2002), e Mok et al

(1998) descrevem a presenca do haplétipo GTA na populacéo chinesa.

Sugeriu-se que, em relacdo aos SNPs, a posicao -1082 do sitio promotor da
IL-10 € a responsavel pela diferenca nos niveis de producédo de IL-10, tendo sido
descrito que os homozigotos para o alelo G estdo associados a alta producédo da
citocina, enquanto heterozigotos apresentam producéo intermediaria e os homozigo-
tos para o alelo A exibem baixa producao de IL-10 (Pelletier et al, 2000; Tambur et
al, 2001). Essa hipotese é favorecida pelo trabalho de Helminen et al (1999) que re-
latam que o gendtipo GG na posicdo -1082 esta associado com alta producéo de IL-
10. Entretanto, outro trabalho desse mesmo grupo sugere que o hapldtipo ATA (A na
posicdo -1082) também esta associado com altos niveis de IL-10 e oferece ainda
resisténcia contra a infeccdo pelo EBV (Helminen et al, 2001). Entretanto, a maioria
dos autores relataram que a combinacdo GCC/GCC esta associada com elevada
expressao de IL-10, ATA/ATA, ATA/ACC e ACC/ACC estao associados a baixa ex-
pressdo e GCC/ATA, GCC/ACC e GTA/ACC estao associados expressao de IL-10

em niveis intermediarios.

Em estudo recentemente publicado na literatura, ndo foi verificada relacéo en-
tre os SNPs nas posi¢cdes -1082 e -592 na regido promotora da IL-10 e os subtipos
avaliados de LH (Munro et al, 2003). Essa questdo foi também avaliada no presente
trabalho, que procurou pelas possiveis associacfes entre SNPs nas posicoes -1082,
-819 e -592 na regido promotora do gene da IL-10 e faixa etéria, presenca de infec-

céo pelo EBV e estadiamento do LH.
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2.1.4 Materiais e Métodos

2.1.4.1 Caracterizacdo da casuistica: A casuistica foi constituida por casos de LH

(celularidade mista, esclerose nodular e predominancia linfocitica nodular) e casos
de hiperplasia linféide folicular reacional (HLFR), utilizados como grupo controle da
distribuicdo dos gendtipos SNP/IL-10 na populacédo avaliada. De acordo com a faixa
etéria, os casos de LH foram classificados em LH pediatrico (idade igual ou menor
do que 18 anos) e LH adulto (idade superior a 18 anos). Foram avaliadas amostras
de tecido de 65 casos de LH e 50 casos de HLFR, obtidas dos arquivos de patologia
cirargica do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da UNESP e do
laboratério Consultoria em Patologia, ambos situados em Botucatu. Para 25/65
(38,5%) dos casos de LH avaliados foram obtidos dados clinicos que permitiram es-
tadiamento da doenga. A partir dos tecidos fixados em formalina e incluidos em
parafina, foram realizados cortes histoldgicos para analise histopatolégica em colora-
cdo pela hematoxilina-eosina e para hibridacdo in situ para pesquisa do virus de
Epstein-Barr. Cortes adicionais foram obtidos para extracdo de DNA submetido a
avaliacdo dos SNPs por PCR-RFLP (Reacdo em Cadeia da Polimerase - Polimor-
fismo do Comprimento do Fragmento de Restricdo). Este estudo obteve avaliacao
favoravel do comité de ética em pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP.

2.1.4.2 Extracdo de DNA: Trés cortes de 25 mm foram obtidos de cada bloco de para-

fina e colocados em tubos de microcentrifuga estéreis. Depois da desparafinacéo
com xileno e hidratacdo em etanol, os tecidos foram digeridos overnight a 56°C em
solucdo TET (Tris 10mM / EDTA 1mM / Tween 20 5%) contendo 400ng/ni de pro-
teinase K, inativada posteriormente por incubag¢do das amostras a 95°C por 10 min.
O DNA extraido foi purificado por tratamento com NaCl 5mM, CTAB (NaCl 0.87M
CTAB 0.34M) e cloroférmio:alcool isoamilico. O DNA foi precipitado, ressuspendido
em solucdo TE (Tris-Cl 10mM pH 8.0, EDTA 1mM) e mantido a -20°C até sua utili-

zacao nos ensaios de PCR-RFLP.

2.1.4.3 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) e Polimorfismo do comprimento do

fragmento de restricdo (RFLP). Os ensaios de PCR foram realizados em termocicla-
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dor Eppendorf Mastercycler Gradient. As reagfes utilizadas para avaliacdo de SNPs
nas trés posicdes na regido promotora da IL-10 foram compostas de solucao tampéao
(Tris-Cl 20mM pH 8,4 / KCI 50mM), MgCl, 3,0mM, dNTP 0,2mM, 1,0U de Taq DNA
polimerase, 0,4nmM de cada iniciador e concentracao final de, no maximo, 8ng/m do
DNA da amostra. A amplificag&o foi realizada em 94°C — 5’ (1 ciclo); 94°C — 1’, 55°C
-1, 72°C - 1’ (40 ciclos); 72°C -7’ (1 ciclo). O produto da PCR foi avaliado por ele-
troforese em gel de agarose 2%, corado pelo brometo de etidio. Os iniciadores utili-

zados e o tamanho dos amplicons esperados sé&o apresentados na Tabela .

Ap6s amplificacdo, o produto da PCR foi digerido com enzimas de restricao, e
o resultado foi avaliado em diferentes condi¢cdes de acordo com a posi¢cao estudada
da regido promotora da IL-10: para a posicéo -1082, gel de acrilamida 14% e eletro-
forese sob diferenca de potencial de 120V e tempo de corrida de 4h; para a posicéo
-592, gel de 7% sob diferenca de potencial de 120V e tempo de corrida de 2h30. Os
fragmentos obtidos pela digestdo sdo mostrados na Tabela Il. A digestdo do produto
de PCR foi realizada overnight com 0,67 U/nL de enzima em solug&o-tampao con-
tendo 5mM de NaCl, 1ImM de Tris-HCI, 1mM de MgCk, 1mM de dithiothreitol
(pH7,9). O equilibrio de ligagéo relatado na literatura entre as posi¢ées -592 e -819
(Eskdale et al, 1999; Suarez et al, 2003; Myhr et al, 2003) também foi verificado apds
avaliacdo de 10% da casuistica, razéo pela qual se optou por suprimir do trabalho a

avaliacdo da regido -819 pela digestéo do produto de PCR com a enzima Msl-1.

Tabela | — Tamanho dos amplicons e iniciadores para amplificaco de segmentos do gene da IL-10 humana contendo as posi-

¢Oes-alvos.
ALVO INICIADORES AMPLICON
-1082 Mok2S — 5-ATCCAAGACAACACTACTAA-3* 130 pb
Mok2A — 5-GTGGAAGAAGTTGAAATAAC-3*
-819 pIL-10.SN — 5'-ATCCAAGGTTTCATTCTAT-3’ 146 pb
pIL-10.2A — 5-ACCCCTACCGTCTCTATTT-3'
-592 plL-10.1S - 5-GAAGAGGTGGAAACATGTG-3' 146 pb

Mok.1A — 5-TAAATATCCTCAAAGTTCC-3*

*Iniciadores obtidos na literatura (Mok et al, 1998)
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Tabela Il - Enzimas de restricdo dos stios-alvos e os respectivos fragmentos gerados.

Enzima de restricdo e

Alvo sitio de clivagem Resultado
A: 47,33,12,38 pb
-1082 Mnl | (CCTC7/7)
G: 24, 23, 33,12, 38 pb
_ C: 103, 43 pb
- 819 Msl | (CAYNN NNRTG)
T: 146 pb
_ A: 81 e 65 pb
- 592 Rsa | (GT AC)
C: 146 pb

Os géis de poliacrilamida foram produzidos com solucéo acril-bisacrilamida
30%, agua ultrapura estéril, solucdo TBE 10x (Tris 1M / Acido Bérico 0,9M / EDTA
0,01M), persulfato de aménio 10% e TEMED. A revelacao foi realizada pelo método
de impregnacdo pela prata: o gel foi fixado com solucdo de etanol:acido acético
(10% e 0,75%, respectivamente) por 5 minutos, tratado com solugdo de nitrato de
prata 0,2% por 15 minutos e em seguida lavado duas vezes em agua destilada por
45 segundos. A revelacdo das bandas ocorreu apés tratamento do gel com solugéo
de NaOH 9% e formaldeido 0,3% até o aparecimento das bandas. Por fim, o gel foi

tratado novamente com solucao de fixacéo por 5 minutos.

2.1.4.4 Pesquisa do EBV: Hibridacao in situ ndo-isotdpica foi realizada para pesquisa

do EBV em casos de linfoma de Hodgkin. Para deteccdo do virus foi empregada
sonda biotinilada complementar ao gene EBER-1, que codifica RNA viral transcrito
em altas taxas e células latentemente infectadas pelo EBV (107 cépias por nucleo).
Cortes foram colocados sobre laminas de vidro, sendo posteriormente desparafina-
dos em xileno e hidratados em etanol. O bloqueio da peroxidase enddgena deu-se
por meio de incubacédo dos tecidos com solucdo de HO, 3%. Seguiu-se digestao
enzimatica com proteinase K, que foi interrompida com solucéo de glicina. Os cortes
foram entdo desidratados em alcool 95%, seguindo-se secagem e pré-hibridacéo
dos tecidos com solucdo de pré-hibridacdo (NaPO4 20mM / Solucdo Denhardt 1x /
Sulfato Dextran 0,1%) durante 1 hora a 37°C. Apds acréscimo da sonda para detec-
¢cdo do EBV (concentracao final: 0,25ng/mL), os cortes foram mantidos em camara
Umida a 37°C overnight. Amplificacéo do sinal de hibridacéo foi realizada através do

método avidina-biotina-peroxidase, e a revelacdo ealizada com solugdo contendo
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3,3’-diaminobenzidina (DAB). A contracoloragédo foi feita com verde de metila, -
guindo-se desidratacdo dos cortes em gradientes sucessivos de alcool e posterior
montagem das laminas com Permount. A leitura das reacfes foi realizada ao mi-
croscopio Optico convencional. Células revelando positividade quanto a presenca do
EBV apresentam marcacdo nuclear, resultado da precipitacdo do cromogeno nos
sitios de ligagdo da sonda ao RNA viral. Controle positivo (caso de linfoma de Burkitt

ou linfoma de Hodgkin EBV-positivo) foi empregado em todas as reacoes.

Para pesquisa do EBV nos casos de HLFR optou-se por triagem com PCR
para amplificacdo de segmento do gene viral BNLF-1, que codifica a LMP-1 do EBV,
reservando-se a HIS para os casos que eventualmente se mostrassem positivos. Os
iniciadores empregados estdo apresentados na Tabela Ill. Os constituintes da rea-
¢ao foram: solucao tampao (Tris-Cl 20mM pH 8,4 / KCI 50mM), MgClL, 2,5mM, dNTP
0,2mM, 1,25U de Taq DNA polimerase, 0,4nM de cada iniciador e cerca de 8ng/m do
DNA de amostra. O perfil de ciclagem empregado foi 94°C — 5’ (1x); 94°C — 1, 58°C
—1',72°C - 1’ (40x); 72°C =7’ (1x).

Tabela lll - Tamanho dos amplicons e iniciadores para amplificagdo de segmentos de LMP-1.

Alvo Iniciadores Amplicon
Gene LMP-1 do EBVY LMP1S — 5-CGGAAGAGGTGGAAAACAAA-3’ 161pb (sem delecgéo)
LMP1A - 5-GTGGGGGTCGTCATCATCTC-3’ ou 131pb (del 30pb)

2.1.4.5 Analise Estatistica:

A andlise dos resultados foi feita empregando-se o teste de Goodman (1965)
para estudo da relacédo entre os fenotipos de producéo de IL-10 (GCC/GCC associa-
do com alta expresséo de IL-10, GCC/ATA, GCC/ACC e GTA/ACC associados com
média expressao e ATA/ATA, ATA/ACC e ACC/ACC associados com baixa expres-
sdo), e 0s genotipos compostos pela distribuicdo dos SNPs nas posicées -1082 e -
819/-592 em relacdo aos subtipos de LH, idade dos pacientes e infec¢ao pelo EBV.
O teste de ?2 foi utilizado para estudo da relacdo entre os fenétipos de producédo de
IL-10, os gendtipos nas posicdes -1082 e -819/-592 em relagcdo aos dados de esta-
diamento do LH nos casos em que essas informacdes estavam disponiveis (n=25).
Foram considerados estatisticamente significativos os resultados que apresentaram
a<0,05.
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2.1.5 Resultados

Os diferentes gendtipos na posicdo -1082 e os fendtipos para producgéo de IL-
10 nao apresentaram significancia estatistica quando se comparou o grupo de LH e
0 grupo controle. Entretanto, o gendtipo GG na posicdo -1082 (fenétipo de alta pro-
ducédo de IL-10) foi significativamente menos prevalente que os demais genétipos,
tanto nos casos de LH quanto nos de HLFR (Tabela IV). A frequéncia dos diferentes
gendtipos para as posicdes -819/-592 também néo foi significativa quando se com-
parou o grupo de LH e o grupo de HLFR. Por outro lado, o genétipo TT/AA nas posi-
¢bes -819/-592 foi significativamente menos prevalente em relacdo ao gendtipo
CT/CA nos casos de HLFR, além de significativamente menos prevalente em rela-

¢cdo aos demais genotipos nos casos de LH (Tabela V).

Tabela IV — Contribuigéo do polimorfismo de IL-10 na posigdo -1082 em casos de HLFR e de Linfomas de Hodgkin.

Condicéo Genétipo n

GG (fenotipo de  GA (fendtipo de  AA (fendtipo de

alta producdo de média producdo baixa producgéo

IL-10) de IL-10) de IL-10)
HLFR (controle) 0,08 aA 0,38 aB 0,54 aB 50
LH 0,13 aA 0,47 aB 0,40 aB 65

Letras minUsculas: comparam proporcdes de condicao para cada genétipo (coluna)
Letras mailsculas: comparam proporcdes de gendtipos para cada condigdo (linha)

Letras iguais: indicam diferencas nao significativas (p>0,05) pelo teste de Goodman
LH: Linfoma de Hodgkin

Tabela V —Contribui¢ao do polimorfismo de IL-10 nas posigdes -819/-592 em casos de HLFR e de Linfomas de Hodgkin.

Condicao Genotipo n
Cci/cc CTI/CA TT/IAA

HLFR (controle) 0,36 aAB 0,46 aA 0,18 aB 50

LH 0,46 aA 0,48 aA 0,06 aB 65

Letras minUsculas: comparam propor¢des de condicdo para cada gendétipo (coluna)
Letras mailsculas: comparam propor¢des de gendtipos para cada condigéo (linha)
Letras iguais: indicam diferengas néo significativas (p>0,05) pelo teste de Goodman
LH: Linfoma de Hodgkin
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Em relagéo ao EBV, 4 casos de HLFR foram positivos para PCR (amplificacao
de segmento do gene viral BNLF-1), mas nenhum desses casos revelou-se positivo
na HIS para EBER-1. Baseado na auséncia de células HRS positivas para EBER-1
na HIS, os casos foram considerados negativos quanto a infeccao viral, uma vez que
a elevada sensibilidade da técnica de PCR propicia resultados falso-positivos em
decorréncia da presenca de linfocitos ndo-neoplasicos EBV-positivos no tecido ou, a
despeito do rigoroso controle nos ensaios de amplificacdo, eventual contaminacao
das amostras de DNA avaliadas. Desse modo, os testes estatisticos envolvendo

avaliacdo da infeccao pelo EBV foram efetuados somente nos casos de LH.

O gendtipo GG na posicao -1082 (fenétipo de alta producao de IL-10) foi mais
prevalente em @asos de LH EBV-positivos do que em casos de LH EBV-negativos.
Além disso, o genoétipo GG na posicdo -1082 e o fenotipo para alta producéo de IL-
10 foi significativamente menos prevalente dos que os demais genotipos e fenétipos
em casos de LH EBV-negativos, o que nédo aconteceu no grupo de casos de LH
EBV-positivos, no qual ndo se foi observada diferenca significativa na frequéncia dos
diferentes genotipos encontrados (Tabela VI). Ndo houve discriminagdo importante
nos genotipos observados para as posicdes -819/-592 quando se comparou o0 grupo
de LH EBV-positivo e o grupo de LH EBV-negativo. Entretanto, o genétipo TT/AA
nas posicdoes -819/-592 foi significativamente menos prevalente do que os demais

genatipos, tanto em casos de LH EBV-positivos e LH EBV-negativos (Tabela VII).

Tabela VI - Contribui¢&o do polimorfismo de IL-10 na posic¢ao -1082 em casos de Linfomas de Hodgkin EBV+ e EBV-.

Condicéo Genotipo n

GG (fendtipo de  GA (fenétipo de  AA (fendtipo de

alta producdo de média producdo baixa producéo

IL-10) de IL-10) de IL-10)
LH EBV+ 0,22 aA 0,44 aA 0,33 aA 36
LH EBV- 0,03 bA 0,48 aB 0,48 aB 29

Letras minUsculas: comparam propor¢des de condicdo para cada gendtipo (coluna)
Letras mailsculas: comparam proporcdes de genétipos para cada condicéo (linha)
Letras iguais: indicam diferencas néo significativas (p>0,05) pelo teste de Goodman
LH: Linfoma de Hodgkin
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Tabela VII - Contribuicdo do polimorfismo de IL-10 nas posi¢des -819/-592 em casos de Linfomas de Hodgkin EBV+ e EBV-.

Condicao Genotipo n
Ccicc CTI/CA TT/IAA

LH EBV+ 0,50 aA 0,44 aA 0,06 aB 36

LH EBV- 0,41 aA 0,52 aA 0,07aB 29

Letras minUsculas: comparam propor¢des de condigcdo para cada gendétipo (coluna)
Letras mailsculas: comparam proporcdes de gendtipos para cada condigcdo (linha)
Letras iguais: indicam diferengas néo significativas (p>0,05) pelo teste de Goodman
LH: Linfoma de Hodgkin

Em relacédo aos subtipos de LH e os gendtipos na posicdo -1082, ndo se ob-
servou diferenca ao se comparar o grupo de LHCM e o grupo de LHEN. Entretanto,
0 gendtipo GG na posicéo -1082 foi significativamente menos prevalente do que os
demais gendtipos nos casos de LH subtipo celularidade mista , 0 que ndo foi obser-
vado nos casos de LH subtipo esclerose nodular (Tabela VIII). Os gendtipos da posi-
cdo -819/-592 também ndo apresentaram diferenca significativa ao se comparar o
grupo de LH subtipo celularidade mista e o grupo de LH subtipo esclerose nodular.
Entretanto, o gendtipo TT/AA nas posi¢cdes -819/-592 foi significativamente menos
prevalente do que os demais gendtipos nos casos de LH subtipo celularidade mista

e nos de LH subtipo esclerose nodular (Tabela IX).

Tabela VIl - Contribuicdo do polimorfismo de IL-10 na posi¢ao -1082 em casos de Linfomas de Hodgkin subtipos celularidade

mista e esclerose nodular.

Condicéo Genétipo n

GG (fenotipo de  GA (fendtipo de  AA (fendtipo de

alta producdo de média producdo baixa producgéo

IL-10) de IL-10) de IL-10)
LHCM 0,10 aA 0,48 aB 0,41 aB 29
LHEN 0,19 aA 0,48 aA 0,32 aA 31

Letras minUsculas: comparam proporc¢des de condicao para cada gendétipo (coluna)
Letras mailsculas: comparam proporcdes de gendtipos para cada condigdo (linha)
Letras iguais: indicam diferengas néo significativas (p>0,05) pelo teste de Goodman

LHCM: linfoma de Hodgkin subtipo celularidade mista, LHEN: linfoma de Hodgkin subtipo esclerose
nodular.
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Tabela IX - Contribuicdo do polimorfismo de IL-10 nas posi¢fes -819/-592 em casos de Linfomas de Hodgkin subtiposcelulart
dade mista e esclerose nodular.

Condicao Genotipo n
Cc/cc CTI/CA TT/AA

LHCM 0,48 aA 0,41 aA 0,10 aB 29

LHEN 0,45 aA 0,55 aA 0aB 31

Letras minUsculas: comparam proporc¢des de condicao para cada gendétipo (coluna)
Letras mailsculas: comparam propor¢des de genétipos para cada condicéo (linha)
Letras iguais: indicam diferencas néo significativas (p>0,05) pelo teste de Goodman

LHCM: Linfoma de Hodgkin subtipo celularidade mista, LHEN: Linfoma de Hodgkin subtipo esclerose
nodular

Em relacéo a idade, os gendtipos na posicdo -1082 e os fendtipos para pro-
ducdo de IL-10 ndo apresentaram diferenca em termos de freqiéncia quando se
comparou o grupo de LH pediatrico e o grupo de LH adulto. Entretanto, o gendtipo
GG na posigcdo -1082 e o fendtipo para alta producgéo de IL-10 foi significativamente
menos prevalente dos que os demais genotipos nos casos de LH adulto, o que néo
foi observado nos casos de LH pediatrico (Tabela X). Por sua vez, os genétipos da
posicdo -819/-592 ndo apresentaram diferenca significativa quanto a frequéncia
guando se comparou o grupo de LH pediatrico e LH adulto. Entretanto, o gendtipo
TT/AA nas posicdes -819/-592 foi significativamente menos prevalente do que o0s

demais genotipos tanto em casos de LH pediatrico e LH adulto (Tabela XI).

Tabela X - Contribui¢éo do polimorfismo de IL-10 na posicao -1082 em casos de Linfomas de Hodgkin pediatrico e adulto.

Condicéo Genotipo n

GG (fenotipo de  GA (fendtipo de  AA (fendtipo de

alta producdo de média produgcdo baixa producgao

IL-10) de IL-10) de IL-10)
LH pediatrico 0,22 aA 0,44 aA 0,33 aA 18
LH adulto 0,11 aA 0,47 aB 0,43 aB 47

Letras minUsculas: comparam proporcdes de condicao para cada gendétipo (coluna)
Letras mailsculas: comparam proporcdes de gendtipos para cada condigdo (linha)
Letras iguais: indicam diferengas néo significativas (p>0,05) pelo teste de Goodman
LH: Linfoma de Hodgkin
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Tabela XI - Contribuicdo do polimorfismo de IL-10 nas posi¢Ges -819/-592 em casos de Linfomas de Hodgkin pediatrico e

adulto.
Condicao Genétipo n
Ccc/cC CTI/ICA TT/AA
LH pediatrico 0,44 aA 0,56 Aa 0aB 18
LH adulto 0,47 aA 0,45 aA 0,085 aB 47

Letras minUsculas: comparam proporc¢des de condicao para cada gendétipo (coluna)
Letras mailsculas: comparam proporcdes de gendtipos para cada condigdo (linha)

Letras iguais: indicam diferengas nao significativas (p>0,05) pelo teste de Goodman
LH: Linfoma de Hodgkin

A Figura 1 mostra Hibridacéo in situ com sonda biotinilada complementar ao
transcrito do gene EBER-I do EBV em caso de Linfoma de Hodgkin subtipo celulari-
dade mista. As Figuras 2 e 3 mostram os géis de poliacrilamida para as posi¢des

-592 e -1082, respectivamente.

. : : > i Figura 1 — Hibridac&o in situ com sonda biotinilada complementar
ao transcrito do gene EBER-I1 do EBV em caso de Linfoma de
Hodgkin subtipo celularidade mista. Células HRS EBV-positivas
apresentam deposicéo nuclear do cromégeno (3,3’ diaminobenzi-
dina) nos sitios de ligagéo da sonda-RNA viral (contra-colorac&o
o2 com verde-metila; aumento de 400x)
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M LH12 LH14 LH16 LH17 LH21 LH24 LH25 LH268 LH30 LH31 LH41

Figura 1 - Gel de poliacrilamida a 14% mostrando os fragmentos da digestao enzimatica da posigao -1082 sob eletroforese de
120V e tempo de corrida de 4h. * Amostras com auséncia da banda de 47 pb indicando homozigose para o alelo G. | Amostra
com auséncia das bandas de 24 pb e 23 pb indicando homozigose para o alelo A.
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Figura 2 - Gel de poliacrilamida a 7% mostrando os fragmentos obtidos pela digestédo enzimatica da posic¢éo -592 sob eletrofo-
rese a 120V e tempo de corrida de 2h30.* Amostras com auséncia da banda de 146 pb indicando homozigose para o alelo A.
| Amostra com auséncia das bandas de 81 pb e 65 pb indicando homozigose para o alelo C.

+—146 pb

81 pb

65 pb

Em relacdo aos casos de LH com estadiamento disponivel, ndo houve dife-
renca significativa entre os estadiamentos |, Il, 1l ou IV nos casos de Linfoma de
Hodgkin e os fenétipos para alta, média ou baixa producédo de IL-10, assim como
para 0s genotipos nas posicdes -1082 e -592/-819. Também nédo houve diferenca
significativa quando se avaliou comprometimento da medula 6ssea ou presenca de

sintomas B.
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2.1.6 Discussado

S&0 escassos e imprecisos 0s dados estatisticos sobre o linfoma de Hodgkin
no Brasil. Em relatorio publicado em 2003 sobre os aspectos epidemiologicos de
diferentes neoplasias malignas no municipio de Sdo Paulo, sédo citados 809 casos
de LH entre os anos de 1997 a 1999, dos quais 55,4% eram pacientes do sexo mas-
culino e 44,6% do feminino. Desses casos, 15,7% resultaram em oObito no periodo
(Universidade do Estado de S&o Paulo, 2003).

Polimorfismos de nucleotideos simples (SNPs) em sequéncias regulatorias 5'-
3’ podem atuar sobre a transcricdo, alterando a estrutura dos sitios de ligacdo dos
fatores de transcricdo nas sequéncias promotoras dos genes. Com relacdo aos
SNPs nas posi¢oes -1082, -819 e -592 na regiao promotora do gene codificador da
IL-10, trés hapldtipos tém sido descritos na populacdo caucasiana: ATA, ACC e GCC
(Doncel et al, 2002). Mok et al (1998) estudando pacientes com lupus eritematoso
sistémico (LES), encontraram também o haplétipo GTA na populagéo chinesa. Com
poucas excecfes, a maioria dos autores descreve que a combinacdo de haplétipos
GCC/GCC esta associada com alta expressdo de IL-10, GCC/ATA, GCC/ACC e
GTA/ACC com expressao intermediaria e ATA/ATA, ATA/ACC e ACC/ACC com bai-
xa expressdo da citocina. Por outro lado, em relacdo a posi¢cdo -1082, tem sido des-
crito que o gendtipo GG esté ligado a alta producéo de IL-10, enquanto baixa produ-
cdo é esperada para o gendtipo AA (Pelletier et al, 2000; Tambur et al, 2001). Além
disso, a regido compreendida entre -750 pb e -350 pb pode conter seqiiéncias regu-

latorias envolvidas na supresséao de IL-10 nos linfocitos B (Kube et al, 1995).

A distribuicdo das freqUéncias alélicas pode ser substancialmente diferente nas
varias populacdes. Estudo realizado com populagdo holandesa encontrou 23,7% do
genotipo GG, 48,6% de AA e 27,7% de AA na posicao -1082 e 59,8% de CC, 34%
de CT e 6,2% de TT na posicao -819. O mesmo estudo realizado com populacdo do
Rio de Janeiro, Brasil, encontrou 5,8% de GG, 50,9% de GA e 43,3% de AA na posi-
cado -1082 e 44% de CC, 44,7% de CT e 11,3% de TT na posicao -819 (Moraes et
al, 2003). No presente trabalho foram encontrados 8% do gendtipo GG, 38% de GA
e 54% de AA para casos controles e 13% de GG, 47% de GA e 40% de AA nos ca-
sos de LH. Para as posi¢oes -819/-592, foram encontrados 36% CC/CC, 46% CT/CA
e 18% de TT/AA para controles e 46% de CC/CC, 48% de CT/CA e 6% de TT/AA
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para LH. Desse modo, os dados do presente trabalho estdo em consonancia com 0s
citados anteriormente, que indicam que 0s gendtipos GG na posicédo -1082 e TT na

posicao -819 sdo menos frequente na populacao brasileira.

O padrao anormal de citocinas observado no LH pode nédo sé contribuir para a
proliferacdo de células HRS, mas também para a manutencdo de ambiente apropri-
ado no qual a resposta imunitaria do hospedeiro contra células HRS néo seja efeti-
va. E importante salientar que células HRS podem contribuir para a ineficacia da
resposta imunitaria ao expressar citocinas imunossupressoras como IL-10, que esti-
mulam resposta Th2. Bohlen et al (2000) demonstraram que, embora nao tenha sido
verificada associacdo entre niveis de IL-10 com sexo do paciente, estagio, subtipo
histoldégico e envolvimento extra-nodal do LH, houve associacdo entre alta producéo
de IL-10 e individuos com idade acima de 45 anos. Adicionalmente, 0s mesmos au-
tores relataram que o aumento na producao de IL-10 est4 associado com pior prog-
nostico. No presente trabalho, néo foi verificada diferenca significativa na freqiéncia
dos fendtipos com diferentes niveis de produgdo de IL-10 e 0s genotipos nas posi-

¢cOes -1082 e -592/-819 quando se comparam casos de LH pediéatrico e LH adulto.

Beck et al (2001) estudaram bidpsias de pacientes com LH e relataram ex-
pressao de IL-10 em células HRS somente nos casos EBV-positivos. Alguns traba-
lhos relatam aumento na transcricdo do RNAm da IL-10 em células H-RS de casos
EBV-positivos em relacdo a casos EBV-negativos (Ohshima et al, 1995; Herbst et al,
1996). Estudo recente demonstrou associacdo de niveis elevados de IL-10 e eleva-
da carga viral do EBV em desordens linfoproliferativas pos-transplante (Muti et al,
2003). No presente estudo, o gendtipo GG e a combinacdo de haplétipos para alta
producédo de IL-10 estdo mais ligados a casos de LH EBV-positivos em comparacéo
aos LH EBV-negativos. Os outros genaétipos na posicao -1082/fenétipos de producéo
de IL-10 parecem nao diferir entre LH EBV-positivos e LH EBV-negativos. Os poli-
morfismos nas posicdes -819/-592 parecem também nao diferir em relacdo a casos

EBV-positivos e casos EBV-negativos.

Dukers et al (2000) descreveram maior expressao de IL-10 em LHEN EBV-
positivos em relagdo aos EBV-negativos (35,2% vs 18,1%). Munro et al. (2003) nao
encontraram associacao entre os genotipos nas posi¢coes -1082 e -592 e os diferen-

tes subtipos do LH. No presente trabalho, ndo houve diferenca significativa dos ge-
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noétipos que refletem diferentes niveis de expresséo de IL-10 entre casos de LH sub-

tipo celularidade mista e LH subtipo esclerose nodular.

Em trabalho recente, Myhr et al (2003) relataram que os gendtipos -592 CC e
-819 CC foram significativamente mais frequentes em pacientes com sindrome Guil-
lain-Barré do que em casos controles. Entretanto, em pacientes com a sindrome,
estes gendtipos nado influenciavam a severidade da doenca. Em outro estudo reali-
zado com homens centendrios associou 0 genétipo GG na posicao -1082 (fendtipos
para alta producédo de IL-10) a longevidade em pessoas do sexo masculino (Lio et al,
2003). Por outro lado, Pickard et al (1999) ndo encontraram diferenca nas frequén-
cias haplotipicas dos casos de esclerose multipla em relagdo aos controles; adicio-
nalmente, ndo foi observada influéncia genética da producéo de IL-10 sobre a causa
da doenca. Outro estudo relatou que os haplétipos da IL-10 também parecem néo
ser importantes na susceptibilidade a asma, mas podem determinar a severidade da
doenca (Lim et al, 1998).

Em sintese, o presente trabalho demonstrou aumento na freqtiéncia do gené-
tipo GG na posicdo -1082 da sequéncia promotora do gene da IL-10 em casos de
LH EBV-positivos em relagdo aos casos de LH EBV-negativos. Esse dado levanta a
hipotese de que o desenvolvimento do LH em um contexto de infeccdo pelo EBV
pode estar associado a uma susceptibilidade geneticamente definida pela presenga
de polimorfismos no gene codificador da IL-10 que se associam ao fenétipo de ele-
vada producéo da citocina. Nao foi verificada diferenga nas frequéncias dos diferen-
tes SNPs/IL-10 pesquisados nas posi¢des -1082 e -819/-592 com os subtipos do LH
ou idade dos pacientes. Em funcdo do numero reduzido de casos em que os dados
clinicos estavam disponiveis, a auséncia de diferenca significativa na freqiéncia dos
diferentes SNPs/IL-10 pesquisados em relacdo aos estadios da doenca deve ser
considerada com cautela. Assim sendo, estudos adicionais sdo necessarios para o
esclarecimento do eventual impacto da distribuicdo de SNPs/IL-10 no curso clinico

do LH em casos EBV-positivos e EBV-negativos.
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Quadro 1 - Casos de Linfoma de Hodgkin e Hiperplasia Linféide Folicular Reativa estudados.

indice Origem Sexo Idade EBER Diagnéstico -1082 -819 -592 Haplétipos posiveis FenétipoT
LH 01 UNESP M 28 anos neg LHCM GA CcT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
LH 02 UNESP M 18 anos pos LHEN AA CT AC ACC/ATA baixa
LH 03 UNESP M 38 anos pos LHEN GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
LH 04 UNESP F 18 anos pos LHEN GA CcC CC GCC/ACC média
LH 05 UNESP F 60 anos pos LHEN AA CcT AC ACC/ATA baixa
LH 06 UNESP M 21 anos neg LHEN GA CcT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
LH 07 UNESP F 59 anos pos LHCM GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
LH 08 UNESP M 63 anos pos LHEN GG CcC CC GCcC/cecc alta
LH 09 UNESP M 18 anos neg LHEN GA CcT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
LH 10 UNESP M 25 anos neg LHEN GA CcC CC GCCIACC média
LH 11 UNESP M 37 anos pos LHCM GG CcC CC GCcC/Gecc alta
LH 12 UNESP F 23 anos neg LHEN GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
LH 14 UNESP M 37 anos pos LHCM GA CcT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
LH 15 UNESP M 10 anos pos LHEN GG CcC CC GCcC/ccc alta
LH16 UNESP M 2 anos neg LHCM GA CcC CC GCC/ACC média
LH 17 UNESP M 21 anos pos LHCM GG CcC CC GCcC/ccc alta
LH 20 UNESP F 22 anos neg LHPL AA CcC CC ACC/ACC baixa
LH21 UNESP M 5 anos pos LHCM GA cc CC GCCIACC média
LH 22 UNESP M 25 anos pos LHEN AA CcT AC ACCI/ATA baixa
LH23 UNESP (CO) M 30 anos neg LHEN AA CcC CC ACC/ACC baixa
LH 24  UNESP (CO) M 26 anos pos LHCM GA CcC CC GCCI/ACC média
LH25 UNESP (CO) F 47 anos pos LHEN GA CcC CC GCCI/ACC média
LH26 UNESP (CO) F 70 anos pos LHCM GA CcC CC GCC/ACC média
LH27 UNESP (CO) F 36 anos neg LHCM AA TT AA  ATA/ATA baixa
LH28 UNESP (CO) F 41 anos pos LHEN GA CcC CC GCC/ACC média
LH29 UNESP (CO) F 59 anos  pos LHCM GA cc CC GCCIACC média
LH31 UNESP (CO) M 53 anos pos LHEN AA CcC CC ACC/ACC baixa
LH 32 UNESP (CO) M 44 anos pos LHCM GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
LH35 UNESP (CO) F 52 anos pos LHEN GA CcT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
LH36 UNESP (CO) M 35 anos pos LHCM GA CcC CC GCCI/ACC média
LH 37 UNESP (CO) F 19 anos neg LHEN GA CcC CC GCC/ACC média
LH 38 UNESP (CO) M 51 anos neg LHEN GA CcT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
LH39 UNESP (CO) F 33 anos neg LHEN AA CcT AC ACC/ATA baixa
LH40 UNESP (CO) M 34anos  neg LHEN GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
LH41 UNESP (CO) F 46 anos pos LHEN GG CcC CC GCc/GCcc alta
LH 42  UNESP (CO) F 21 agnos  pos LHEN GG CcC CC GCcC/Gee alta
LH 43 UNESP M 14 anos pos LHEN GA CcT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
LH 45 UNESP F 14 anos neg LHEN AA CcT AC ACC/ATA baixa
LH 47 UNESP M 13 anos neg LHEN GG CcC CC GCc/ccc alta
LH 49 UNESP M 8 anos neg LHEN AA CcT AC ACC/ATA baixa
LH 50 UNESP F 12 anos pos LHCM AA CcC CC ACC/ACC baixa
LH52  UNESP (CO) M 3 anos pos LHCM AA CT AC ACC/ATA baixa
LH55 UNESP (CO) M 15 anos pos LHCM GG CcC CC GCcC/GCcc alta
LH56 UNESP (CO) M 11 anos neg LHEN GA CcC CC GCC/ACC média
LH57  UNESP (CO) M crianga pos LHCM GA CcT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
LH 58 UNESP M 6 anos neg LHEN AA CcT AC ACC/ATA baixa
LH 59 UNESP F 25 anos neg LHEN GA CcC CC GCC/ACC média
LH 60 UNESP M 40 anos neg LHEN GA CcT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
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indice Origem Sexo Idade EBER Diagnostico -1082 -819 -592 Haplétipos posiveis Fenc’)tipoT

LH 61 UNESP M 52 anos neg LHCM GA CcC CC GCC/IACC média
LH 62 UNESP M 20 anos neg LHEN AA CT AC ACC/ATA baixa
LH 64  Consultoria M 22 anos pos LHCM AA CT AC ACC/ATA baixa
LH 65 Consultoria F 60 anos pos LHCM AA CT AC ACC/ATA baixa
LH 66 Consultoria M 9 anos pos LHCM GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
LH 67 Consultoria F 41 anos neg LHCM AA CT AC ACC/ATA baixa
LH 68 Consultoria M 24 anos pos LHCM AA T AA  ATA/ATA baixa
LH 70 Consultoria M 42 anos pos LHCM AA CcC CC ACC/ACC baixa
LH71  Consultoria M 33 anos pos LHCM AA T AA  ATA/ATA baixa
LH72  Consultoria M 42 anos pos LHCM GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
LH 73 Consultoria M 35 anos neg LHCM AA CcC CC ACC/ACC baixa
LH 75 Consultoria M 5 anos neg LHPL GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
LH 76 Consultoria M 47 anos neg LHPL AA CcC CC ACC/ACC baixa
LH 77 Consultoria F 47 anos neg LHPL AA T AA  ATA/ATA baixa
LH 78 Consultoria F 19 anos neg LHCM AA CcC CC ACC/ACC baixa
LH 79 Consultoria F 66 anos pos LHCM AA CT AC ACC/ATA baixa
LH80  Consultoria M 37 anos neg LHPL AA CT AC ACC/ATA baixa
1B UNESP F 9 anos neg HLFR AA CcC CC ACC/ACC baixa
2B UNESP M 4 anos neg HLFR AA T AA  ATA/ATA baixa
3B UNESP M 8 anos neg HLFR GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
4B UNESP M 4 anos neg HLFR GG CcC CC GCcC/GCC alta

5B UNESP M 7 anos neg HLFR AA CT AC ACC/ATA baixa
6B UNESP F 12 anos neg HLFR AA T AA  ATA/ATA baixa
7B UNESP M 8 anos neg HLFR GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
8B UNESP F 14 anos neg HLFR AA CcT AC ACC/ATA baixa
9B UNESP M 6 anos neg HLFR AA T AA  ATA/ATA baixa
10B UNESP M 11 anos neg HLFR GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
12B UNESP F 12 anos neg HLFR AA CT AC ACC/ATA baixa
13B UNESP F 11 anos  neg HLFR GG CcC CC GCcC/GCC alta

14B UNESP F 3 anos neg HLFR AA CT AC ACC/ATA baixa
15B UNESP M 3 anos neg HLFR GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
16B UNESP F 9 anos neg HLFR GA cC CC GCC/IACC média
17B UNESP F 8 anos neg HLFR GA CcC CC GCCIACC média
19B UNESP M 4 anos neg HLFR GA CcC CC GCC/ACC média
20B UNESP M 7 anos neg HLFR AA CT AC ACC/ATA baixa
21B UNESP F 4 anos neg HLFR AA CT AC ACC/ATA baixa
22B UNESP M 6 anos neg HLFR AA T AA ATA/ATA baixa
23B UNESP M 7 anos neg HLFR AA T AA ATA/ATA baixa
24B UNESP M 13 anos neg HLFR GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
26B UNESP M 9 anos neg HLFR GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
27B UNESP M 8 anos neg HLFR GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
28B UNESP F 0 anos neg HLFR AA CT AC ACC/ATA baixa
29B UNESP F 2 anos neg HLFR AA CcC CC ACC/ACC baixa
30B UNESP F 4 anos neg HLFR GA CcC CC GCC/ACC média
31B UNESP M 13 anos neg HLFR GA CcC CC GCC/ACC média
32B UNESP M 9 anos neg HLFR GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
34B UNESP F 12 anos neg HLFR AA CT AC ACC/ATA baixa
35B UNESP F 12 anos neg HLFR AA T AA ATA/ATA baixa
36B UNESP F 7 anos neg HLFR AA CcC CC ACC/ACC baixa
38B UNESP F 10 anos neg HLFR AA CT AC ACC/ATA baixa
39B UNESP M 11 anos neg HLFR AA T AA  ATA/ATA baixa
40B UNESP F 3 anos neg HLFR GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
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indice Origem Sexo Idade EBER Diagnostico -1082 -819 -592 Haplétipos posiveis Fenc’)tipoT

41B UNESP F 6 anos neg HLFR GA CcC CC GCC/ACC média
42B UNESP M 5 anos neg HLFR GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
43B UNESP M 5 anos neg HLFR AA CT AC ACC/ATA baixa
45B UNESP M 7 anos neg HLFR AA CcC CC ACCIACC baixa
47B UNESP F 7 anos neg HLFR GA CT AC GCC/ATA ou GTA/ACC média
49B UNESP F 9 anos neg HLFR AA T AA ATA/ATA baixa
50B UNESP F 9 anos neg HLFR AA T AA  ATA/ATA baixa
52B UNESP F 7 anos neg HLFR GG CcC CC GCcC/GCcc alta

53B UNESP F 6 anos neg HLFR AA CcT AC ACC/ATA baixa
54B UNESP M 9 anos neg HLFR AA CcC CC ACC/ACC baixa
61B UNESP M 11 anos neg HLFR AA CT AC ACC/ATA baixa
67B UNESP M 7 anos neg HLFR GA CcC CC GCC/ACC média
68B UNESP F 9 anos neg HLFR AA CcC CC ACCIACC baixa
71B UNESP M 7 anos neg HLFR GG CcC CC GCcC/GCC alta

73B UNESP F 7 anos neg HLFR GA CC CC GCC/ACC média

LHEN - linfoma de Hodgkin subtipo esclerose nodular, LHCM — linfoma de Hodgkin subtipo celulari-
dade mista, LHPL - linfoma de Hodgkin predominancia linfocitica nodular, HLFR — Hiperplasia Linfoi-
de Folicular Reativa (casos controles), " Refere-se ao fendtipo em relacdo a producédo de IL-10, U-
NESP = Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (CO) = Faculdade de Medicina de Botucatu

(Casos em Consulta), Consultoria = Laboratério Consultoria em Patologia.
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Quadro 2 — Dados de estadiamento, comprometimento da medula dssea e presenca de sintomas B

em alguns casos de Linfoma de Hodgkin

indice Estadiamento inicial Sintomas B / M.O. Observacgdes

LH 01 I B+ / M.O.- Estadiamento IV B (abandonou

o tratamento varias ezes)

LH 02 Il B+ / M.O.- Apbs 5 anos de tratamento rela-
ta sonoléncia e manchas nos
bracos

LH 03 v B+ /M.O.+ Sem seguimento

LH 04 M B+/M.O. n.d. Aparecimento de massa gangli-

onar em regido supraclavicular

LH 05 v B+ /M.O.+ Sem seguimento

LH 06 [\ B+ / M.O.- 5 anos de seguimento sem
queixas

LH 07 Il B+ / M.O.- 9 anos de seguimento sem
queixas

LH 10 I B+ / M.O.- 8 anos de seguimento sem
queixas

LH 11 I B+ / M.O.- 10 anos de seguimento sem
queixas

LH 12 Il B-/ M.O.- 10 anos de seguimento sem
queixas

LH 14 I B-/ M.O.- 10 anos de seguimentos sem
queixas

LH 16 11} B-/ M.O.- Sem seguimento

LH 20 I B+ / M.O- Estadiamento Il B (perdeu a-
companhamento)

LH 21 Il B-/ M.O- 11 anos de seguimento sem
queixas

LH 22 I B-/ M.O.- 9 anos de seguimento sem
queixas

LH 43 1} B+ / M.O.- 2 anos de seguimento sem

queixas
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indice Estadiamento inicial Sintomas B / M.O. Observagdes

LH 45 1l B+ / M.O.- 11 anos de seguimento sem
queixas

LH 47 v B+ /M.O.+ 9 anos de seguimento sem
queixas

LH 49 I} B-/ M.O.- Sem seguimento

LH 50 Il B-/ M.O.- 8 anos de seguimento sem
queixas

LH 58 11} B+ / M.O.- 11 anos de seguimento sem
queixas

LH 59 \Y B+/ M.O.- 2 anos de seguimento sem
queixas

LH 60 [\ B+ / M.O.+ 3 anos de seguimento sem
queixas

LH 61 \Y B+ / M.O. n.d. Sem seguimento

LH 62 n.d. B n.d./ M.O.- Sem seguimento

M.O.+/- = Presenca ou auséncia, respectivamente, de infiltracdo da medula éssea por Linfoma de

Hodgkin,

B+/- = Presenca ou auséncia, respectivamente, de sintomas B (febre intermitente, perda de peso e

sudorese noturna),

n.d. = ndo diagnosticado
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