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Quantificacdo das citocinas séricas Th1/Th2 por citometria de fluxo no
linfoma de Hodgkin classico
Measurement of Th1/Th2 serum cytokines by flow cytometry in classical Hodgkin lymphoma

Adriana K. Mitelman' O linfoma de Hodgkin classico (LHC) é uma neoplasia com disturbio na produgdo de
Valeria Buccheri citocinas. Estudos demonstram que o padrdo anormal das citocinas no linfonodo acometido

) ) pela lesdo contribui ndo somente com a proliferacdo das células malignas H-RS, como
Luis F. Pracchia’ também com o caracteristico infiltrado hiper-reativo que compée o tecido no LHC. Esta
Claudia V. Rubens® disfung¢do pode ser observada tanto no quadro clinico dos pacientes, como nas
Santa Poppe’ caracteristicas histopatologicas: sintomas B, deficiéncia na resposta imune celular, bandas

de colageno e eosinofilia. As concentragées séricas das citocinas Thl (IL-2, TNF, INF-7)
e Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) foram estudadas em 45 pacientes com LHC, ao diagnéstico, e
em 34 doadores saudaveis, por citometria de fluxo (CBA - cytometric beads array).
Houve aumento das concentragéoes das citocinas TNF (p<0,01), INF-y (p<0,01), IL-4
(p=0,01), IL-5 (p<0,01) e IL-10 (p<0,01) dos pacientes quando comparados com o
grupo controle. Ndo foi evidenciada diferen¢a em relagdo a IL-2. Ao correlacionarmos
as concentragoes das citocinas Thi/Th2 com as variaveis clinico-laboratoriais dos
pacientes, observou-se que niveis elevados da IL-10 (Th2) estdo correlacionados com as
variaveis que implicam em pior prognostico: estadios II/IV (p=0,01), presenca de
sintomas B (p=0,04), hemoglobina < 10,5g/dL (p=0,01), linfécitos < 600 mm® (p=0,01)
e, de acordo com o IPI, os pacientes de alto risco (p=0,01). Por outro lado, niveis séricos
elevados da IL-2 (Thl1) foram encontrados em estadio I/Il, quando comparados com 111/
1V (p=0,03), o que indica que a IL-2 diminui com a progressao da doenga. Os resultados
sugerem que a IL-10 possa estar regulando negativamente a resposta imune citotoxica
(Thl) pela inibigdo da IL-2. Ha uma possivel associagdo entre progressdo da doenga e
niveis elevados da IL-10. Esse estudo evidenciou que a utiliza¢do do CBA é factivel na
detecgdo das citocinas, e que as alteragoes encontradas podem estar envolvidas na
biologia do LHC. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(4):260-266.
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Introdugao (LHPLN) e dos linfomas nao Hodgkin (NLH). As células ma-

lignas no LHC, células multinucleadas Reed-Sternberg e as

O linfoma de Hodgkin classico (LHC) é uma neoplasia células mononucleares de Hodgkin (H-RS) constituem o menor

linfoide com caracteristicas proprias que o distingue do componente do tumor (1%-2%), enquanto a populagao celular

linfoma de Hodgkin predominancia linfocitaria nodular predominante ¢ composta por células reativas ou inflama-
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torias, como linfocitos, células plasmaticas, histidcitos,
neutrofilos, eosindfilos e células estromais (98%).!

Nos ultimos anos, varios estudos tém sugerido que o
LHC ¢ uma neoplasia que se apresenta com alteragdes na
producdo de citocinas. Esses estudos demonstraram que o
padrao anormal de expressdo das citocinas no linfonodo aco-
metido pela doenga contribui para a proliferagao das células
H-RS e também ¢ responsavel pelo infiltrado hiper-reativo
que compde o tecido no LHC.>* Além disso, essa disfungéo
também pode ser notada, em uma propor¢do de pacientes,
pela presenca de sintomas B (febre > 38°C, sudorese noturna
e perda de peso > de 10% do peso corporal nos tltimos seis
meses), nos cortes histologicos por meio das bandas de
colageno (fibrose) e eosinofilia e pela deficiéncia da resposta
imune celular.>*’

A imunidade adaptativa apresenta dois tipos de res-
posta: (1) resposta imune humoral, pela estimulagdo dos
linfocitos B a produzirem anticorpos; e (2) resposta imune
celular, onde os linfocitos T CD8+ com agéo citotdxica e 0s
macrofagos sdo ativados. Os linfocitos CD4+ participam de
ambas as respostas pelo reconhecimento do antigeno e
subsequente diferenciacdo em suas subpopulagdes efetoras
Thl ou Th2.*¢ As células Thl facilitam a resposta imune
celular ou citotoxica pela produgdo das citocinas IL-2, INFye
TNF, enquanto as células Th2 secretam, principalmente, a IL-
4, IL-5 e IL-10, que auxiliam os linfocitos B a produzirem
anticorpos, facilitando a resposta imune humoral.®

Nesse estudo avaliamos a expressao das citocinas
Th1/Th2 séricas em pacientes com LHC, ao diagndstico,
por citometria de fluxo (CBA - cytometric beads array),
visando um melhor entendimento da disfungio da respos-
ta imune, sua correlagdo com as variaveis clinico-labora-
toriais dos pacientes e se ha uma possivel relacdo com
prognostico.

Casuistica e Método

Foram incluidos neste estudo 45 pacientes conse-
cutivos, diagnosticados com LHC no Servi¢o de Hematologia
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Uni-
versidade de Sao Paulo (HC-FMUSP), no periodo de maio de
2005 a outubro de 2006. Os critérios de inclusdo utilizados
foram: diagnostico histologico de LHC de acordo com a Clas-
sifica¢@o da Organizagdo Mundial de Saude, idade acima de
12 anos, soronegatividade para HIV e Hepatite C, auséncia
de outra neoplasia e de tratamento oncologico prévio. O gru-
po controle foi constituido por 34 individuos normais, doa-
dores voluntarios do Banco de Sangue do Hospital Sama-
ritano de Sao Paulo. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica Médica do HC-FMUSP e todos os pacientes ¢ doado-
res voluntarios assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

As amostras de sangue periférico foram colhidas para
analise imunofenotipica por citometria de fluxo (CMF) ao
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diagnostico, e aliquotas de soro e plasma foram separadas e
congeladas a -20°C para posterior deteccdo das citocinas
séricas por citometria de fluxo. O ensaio da detecgdo de cito-
cinas foi realizado no laboratério de Imunologia e Alergia
(LIM-60) do HC-FMUSP.

A analise imunofenotipica foi realizada nas amostras
obtidas dos pacientes e do grupo controle em tubos con-
tendo anticoagulante EDTA. Todas as amostras foram ava-
liadas pelo método de tripla marcagdo com uma combinagao
de diferentes fluorocromos: isotilcianato de fluoresceina
(FITC), ficoeritrina (PE) e ficoeritrina-cianina 5 (PE/CY5).
Nas amostras dos 45 pacientes e dos 34 individuos nor-
mais, a imunofenotipagem foi realizada utilizando-se um
painel de anticorpos monoclonais (AcMo) capaz de identi-
ficar os antigenos de superficie celular da linhagem linfoide
B (CD19), linhagem linfoide T (CD3, CD4, CD8), células NK
(CD16, CD56,CD57), molécula de adesdo de granulocitos
(CD15) e células ativadas (CD25, CD28, CD38). O CD3
(antigeno linfocitario T) foi adicionado em todos os tubos e
utilizado como marcador comum. O ajuste das fluores-
céncias, bem como a aquisi¢do ¢ analise dos dados foram
realizados no citometro de fluxo FACScalibur (BD
Biosciences - Immunocytometry Systems, San Diego, CA,
USA) utilizando-se o programa FACScomp (BD) e CellQuest
(BD) respectivamente.

O Kit CBA (BD) (cytometric beads array) foi usado
nesse estudo para a quantificacdo das citocinas IL-2, INFye
TNF (Th1) e IL-4, IL-5,IL-10 (Th2) em uma mesma amostra.
Seis populagdes de beads com distintas intensidades de
fluorescéncia sdo conjugadas com um anticorpo de captura
especifico para cada citocina, misturadas para formar o CBA
e lidas no canal FL3 do citometro de fluxo FACScalibur (BD).
As populagdes de beads foram visualizadas de acordo com
as suas respectivas intensidades de fluorescéncia: da menos
brilhante para a mais brilhante. No CBA, as beads de captura
das citocinas sdo misturadas com o anticorpo de detecgdo
conjugado com o fluorocromo PE, e depois incubadas com
as amostras para formar o ensaio "em sanduiche". Os tubos
para aquisi¢ao foram preparados com: 50 uL. de amostra,
50 uL da mistura de beads e 50 pL do reagente de deteccdo
Th1/Th2 PE (Human Th1/Th2 PE Detection Reagent/1 vial,
4mL). O mesmo procedimento foi realizado para a obteng@o
da curva-padrdo. Os tubos foram homogenizados e incuba-
dos por trés horas, em temperatura ambiente, no escuro. Os
resultados foram gerados em graficos e tabelas utilizando-se
o software CellQuest (BD).

Mediante revisdo de prontuarios clinicos, foram obti-
dos dados sobre as seguintes variaveis prognodsticas: idade,
sexo, estadio, presenca de doenca bulky, presenca de sinto-
mas B, concentracdo de hemoglobina sérica, leucometria,
linfometria, nivel de albumina sérica e velocidade de hemos-
sedimentagdo (VHS). Também foi calculado o Indice Prog-
nostico Internacional (IPI) para cada paciente, conforme pre-
viamente descrito.’




Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009,;31(4):260-266

Mitelman AK et al

A analise univariada dos niveis séricos de citocinas e
da porcentagem de subtipos linfocitarios entre pacientes e
controles e entre as variaveis prognosticas foi efetuada atra-
vés do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Todos os
testes foram bicaudais com nivel de significancia definido
em 5%. Para a analise dos dados foi utilizado o software
SPSS 10.0.

Resultados

Os 45 pacientes analisados apresentaram idade media-
na de 32 anos (13 a 82 anos); 25 (56%) eram do sexo masculi-
no. As caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes
estdo descritas na Tabela 1. O grupo controle dos 34
individuos normais apresentou idade mediana de 35 anos (20
a61 anos).

A comparagao do fenotipo dos linfocitos de sangue
periférico, entre pacientes e o grupo controle, mostrou uma
diminui¢do na mediana da porcentagem de linfocitos T
CD3+CD4+, estatisticamente significante nos pacientes
(p=0,02). Também a analise imunofenotipica demonstrou um
aumento na mediana da porcentagem da populagdo de linfo-
citos CD3+CD8+ nos pacientes (p=0,02).

Com relacao a populagdo de linfocitos B (CD19+) foi
observada uma diminui¢do na mediana da sua porcentagem
nos pacientes quando comparada com o grupo controle
(p< 0,01). Por outro lado, observou-se um aumento na
mediana da porcentagem dos linfocitos natural killer (NK)
maduros (CD57+CD3-), estatisticamente significante, nos
pacientes (p=0,02).

A comparacgao das citocinas séricas entre pacientes, ao
diagnostico, e grupo controle mostrou maior concentragao
das citocinas TNF (p <0,01), INF-y(p <0,01), IL-4 (p=0,01),
IL-5(p<0,01)eIL-10 (p<0,01) no grupo de pacientes. Porém,
ndo se observou diferenga com relagdo a concentragao sérica
da IL-2 entre os dois grupos.

Os resultados, em mediana, da concentragdo das
citocinas (Th1/Th2) no sangue periférico, correlacionados
com as variaveis prognosticas do LHC, estdo descritos nas
Tabelas 2 e 3: citocinas Thl (TNF, INF-y, IL-2) e citocinas
Th2 (IL-4,1L-5,1L-10).

Nas citocinas Thl, a concentragdo de TNF e o INF-y
ndo mostraram valores estatisticamente significantes quan-
do correlacionados com as varidveis prognosticas nos paci-
entes. Por outro lado, a IL-2 se mostrou aumentada no grupo
de pacientes com valores de albumina < 4,0g/dL (p=0,01) e
nos pacientes com estadio precoce I/II da doenga (p=0,03)
(Tabela 2)

Nas citocinas Th2, a concentrag@o da citocina IL-4 es-
tava elevada no grupo de pacientes com linfopenia (linfo-
citos < 600 mm?) (p=0,02). A IL-5 ndo apresentou alteragdo
estatisticamente significante em relagdo a nenhum fator prog-
nostico estudado. Porém, a IL-10 estava elevada, com valo-
res estatisticamente significantes, no grupo de pacientes

Tabela 1. Caracteristicas demograficas, clinicas e
laboratoriais dos pacientes.

Variavel n =45 (%)

Idade

< 45 anos 31 (69)

> 45 anos 14 (31)
Sexo

Masculino 20 (56)

Feminino 20 (44)
Subtipo Histolégico - LHC

Rico m linfécitos 3(7)

Esclerose nodular 32(71)

Celularidade Mista 3(7)

Deplecéo Linfocitaria 1(2)

Néo classificavel 6 (13)
Fendtipo?

CD30 + 44 (98)

CD15 + 38 (84)

EBV (LMP-1) + 9(32)
Estédio clinico

I 15(33)

niav 30 (67)
Sintomas B

Presentes 20 (57)

Ausentes 15 (43)
Doenga bulky

Ausente 18 (40)

Presente 27 (60)
Hemoglobina

>10,5g/dL 14 (31)

<10,5g/dL 31 (69)
Leucécitos

< 15000mm? 35 (78)

> 15000mm? 10 (22)
Linfécitos

> 600 mm? 40 (89)

<600 mm? 5(11)
Albumina

> 4,0g/dL 10 (22)

< 4,0g/dL 35 (78)
Velocidade de hemossedimentagéo (VHS)?

Até 50 mm/h 17 (40)

Acima 50 mm/h 26 (60)
indice Prognéstico Internacional (IP1)

Baixo Risco 22 (49)

Alto Risco 23 (51)

"Imuno-histoquimica para EBV néo realizada em 17 pacientes
2Dado ignorado em 2 pacientes

classificados nos estadios I1I/IV (p=0,01), presenga de sinto-
mas B (p=0,04), hemoglobina < 10,5g/dL (p=0,01), linfocitos
<600mm?* (p=0,01) e, de acordo com o IPI, pacientes de alto
risco (p=0,01).

Discusséo
A imunofenotipagem de sangue periférico em pacien-

tes com LHC, ao diagnéstico, mostrou alteragdes nas popu-
lagGes linfocitarias que caracterizam um perfil imune reacional.
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Tabela 2. Correlagéo entre citocinas séricas Th-1 (TNF, INF-y, IL-2) e variaveis prognésticas

TNF pg/mL ) IL-2 pg/mL
Variavel Prognéstica mediana INF v pg/mL - p mediana p
. mediana (variagdo) o
(variagéo) (variagéo)
|dade
< 45 anos 25(0-71) 0,09 2,1(0-38,3) 0,46 0,5(0-3,3) 0,83
> 45 anos 2,0(0-8,4) 2,6(0-41,1) 1,2(0-23)
Sexo
Masculino 22(0-71) 0,77 25(0-41,1) 0,84 0,8(0-3,3) 0,76
Feminino 25(0-84) 21(0-6,4) 1,1(0-26)
Tipo Histolégico
Esclerose nodular 2,4(0-8,4) 0,28 21(0-76) 0,92 0,7(0-2,3) 0,38
Outros 2,0(0-6,6) 2,6(0-41,1) 1,1(0-33)
Estadio
171 2,2(0-6,6) 0,67 1,9(0-23,3) 0,42 1,3(0-3,3) 0,03
/v 2,4(0-8,4) 2,4(0-41,1) 0(0-17)
Sintomas B
Presentes 2,8(0-8,4) 0,74 2,1(0-23.3) 0,83 0(0-17) 0,63
Ausentes 22(0-71) 2,1(0-41,1) 0,7(0-3,3)
Doenga bulky
Ausente 2,4(0-8,4) 0,86 2,0(0-41,1) 0,91 0,7(0-2,3) 0,19
Prsente 22(0-71) 2,3(0-23.3) 1,5(0-33)
Hemoglobina
>10,5 g/dL 25(0-84) 0,87 3,2(0-41,1) 0,07 1,0(0-15) 0,58
<10,5 g/dL 22(0-71) 2,0(0-38,3) 0,5(0-3,3)
Leucécitos 5
< 15000 mm_ 2,4(0-8,4) 0,95 2,1(0-41,1) 0,69 1,0(0-3,3) 1,00
> 15000 mm 20(0-71) 2,7(0-18,7) 0,7(0-1,5)
Linfécitos
> 600 mm, 2,0(0-8,4) 0,65 2,1(0-23.3) 0,10 1,1(0-3,3) 0,24
<600 mm 25(0-55) 6,2(0-41,1) 0,3(0-1,5)
Albumina
>4,0g/dL 2,7(0-6,1) 0,27 2,0(0-18,7) 0,56 0,1(0-1,1) 0,01
<4,09/dL 2,2(0-8,4) 25(0-41,1) 1,2(0-3,3)
VHS
Até 50 mm/h 2,4(0-6,0) 0,78 2,2(0-38,3) 0,35 0,7(0-2,3) 0,59
Acima 50 mm/h 21(0-8,4) 2,1(0-41,1) 1,0(0-3,3)
IPI
Baixo Risco 25(0-6,6) 0,34 1,9(0-23,3) 0,16 1,0(0-3,3) 0,66
Alto Risco 2,0(0-8,4) 2,7(0-41,1) 0,7(0-1,7)

VHS: velocidade de hemossedimentagao; IPI: indice Prognéstico Internacional

Ao compararmos o perfil linfocitario entre pacientes e grupo
controle, detectou-se uma diminui¢do na mediana da porcen-
tagem de linfocitos T CD3+CD4+ nos pacientes (p=0,02). De
acordo com a literatura, o LHC ¢ caracterizado por um influxo
de células T CD4+, com imunofenotipo da populagdo Th2 no
infiltrado reacional, elevando a razdo CD4/CDS§ para4:1 a 6:1
no tecido envolvido.? Portanto, o acimulo de linfocitos T
CD3+CD4+ no tecido acometido pode estar associado com a
diminuigio do niimero destas células em sangue periférico. E
provavel que sejam as citocinas produzidas pelas células
malignas (H-RS) e/ou células reativas as responsaveis por
esta quimiotaxia. Estudos mostram que infiltrados inflamato-
rios intensos se aglomeram ao redor de tumores secretando
diferentes citocinas, e que a natureza do infiltrado varia de
acordo com as citocinas produzidas.>*
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As provaveis altera¢cdes imunologicas que ocorrem no
LHC ficaram evidenciadas no nosso estudo pela avaliagdo
das concentragdes séricas das citocinas Th1/Th2 utilizando-
se o kit CBA, que permitiu a detecgdo ¢ a quantificagdo das
citocinas soluveis e que pode ser realizado utilizando-se tan-
to o plasma como amostras de soro dos pacientes. A analise
das citocinas mostrou um aumento das concentra¢des de
TNF (p<0,01), INF-vy(p<0,01),IL-4 (p=0,01), IL-5 (p<0,01)
e IL-10 (p < 0,01) nos pacientes quando comparada com o
grupo controle. Porém, ndo se observou diferenga nos niveis
séricos da IL-2 entre pacientes ¢ controles. De acordo com
Poppema,’ linfocitos periféricos de pacientes com LHC, quan-
do colocados em cultura com agentes mitogénicos, tal como
a concavalina A, apresentam baixo indice de proliferacao e
auséncia de sintese de IL-2. Sabe-se que a auséncia de sinte-
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Tabela 3. Correlagéo entre citocinas séricas Th-2 (IL-4, IL-5, IL-10) e variaveis prognésticas

IL-4 pg/mL

Variavel Prognéstica mediana P IL-5 pg/mL IL-10 pg/mL p
s . (variagéo) (variagéo)
(variagéo)
Idade
< 45 anos 1,8(0-31,9) 0,64 1,9(0-145) 0,90 7,1(0-239,3) 0,37
> 45 anos 25(0-31) 2,0(0-29) 9,3(2,8-2551)
Sexo
Masculino 2,0(0-3,3) 0,98 1,9(0-59) 0,56 7,1(2,1-2551) 0,96
Feminino 1,7(0-31,9) 1,8(0-14,5) 8,4(2,0-273,9)
Tipo Histolégico
Esclerose nodular 1,5(0-31,9) 0,18 1,9(0-145) 0,26 8,2(0-273,9) 0,53
Outros 25(0-31) 1,9(0-59) 9,3(25-2551)
Estadio
171 2,2(0-3,0) 0,62 21(1,3-59) 0,26 3,8(2,0-1955) 0,01
/v 1,4(0-31,9) 1,9(0-145) 10,4 (2,0 - 273,9)
Sintomas B
Presentes 2,3(0-3,0) 0,73 1,8(0-14,5) 0,43 9,3(2,0-273,9) 0,04
Ausentes 1,8(0-31,9) 21(1,3-59) 3,3(2,1-18,0)
Doenga bulky
Ausente 2,8(0-31,9) 0,13 20(1,3-145) 0,46 52(2,1-273,9) 0,63
Prsente 1,4(0-29) 1,9(0-59) 8,9(2,0-101,2)
Hemoglobina
>10,5 g/dL 2,0(0-3,0) 0,97 2,0(0-59) 0,23 54 (2,0-1025) 0,01
<10,5 g/dL 1,4(0-31,9) 1,8(0-14,5) 17,8 (2,6 -273,9)
Leucdcitos 5
< 15000 mm_ 1,9(0-31,9) 0,84 1,9(0-145) 0,37 6,1(2,0-273,9) 0,42
> 15000 mm 1,8(0-3,0) 2,2(0-3,4) 11,9 (2,7 - 20,5)
Linfocitos 5 0,01
> 600 mm_ 1,5(0-3,0) 0,02 1,9(0-59) 0,19 7,1(20-101,2)
<600 mm 3,0(0-31,9) 29(0-145) 102,5 (5,5 - 273,9)
Albumina
>4,0g/dL 25(0-3,0) 0,69 1,9(0-59) 0,69 2,7(0-101,2) 0,07
<4,09/dL 1,8(0-31,9) 1,9(0-145) 8,9(2,1-273,9)
VHS
Até 50 mm/h 1,4(0-3,0 0,47 1,9(0-59) 0,94 4,4(2,0-1025) 0,09
Acima 50 mm/h 2,0(0-31,9) 1,9(0-145) 9,3(2,6-273,9)
IPI
Baixo Risco 1,9(0-3,0 0,78 1,9(0-59) 0,69 3,8(2,0-101,2) 0,01
Alto Risco 1,9(0-31,9) 1,8(0-14,5) 11,0 (2,6 - 273,9)

VHS: velocidade de hemossedimentagao; IPI: indice Prognéstico Internacional

se de IL-2 é uma caracteristica de células anérgicas, ¢ que
esta citocina tem um papel chave na imunidade adaptativa
Thl, pelo estimulo da proliferagdo de linfocitos CD4+ e da
atividade antitumoral e citolitica das células NK e dos
linfocitos T CDS citotoxicos.*® Portanto, € provavel que exista
algum mecanismo no LHC que iniba a produgao de IL-2, con-
tribuindo com a anergia periférica descrita na literatura e
evasao das células malignas H-RS as respostas imunes do
hospedeiro.

Ao correlacionarmos as concentragdes séricas das
citocinas Th1/Th2 com as variaveis clinico-laboratoriais dos
pacientes com LHC, observou-se que os niveis séricos au-
mentados da citocina IL-10 (Th2) estdo correlacionados com
as variaveis clinicas que implicam em pior prognoéstico: es-
tadios III/IV (p=0,01), presenga de sintomas B (p=0,04),
hemoglobina < 10,5g/dL (p=0,01), linfocitos < 600 mm*
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(p=0,01) e pacientes com IPI de alto risco (p=0,01). Em anos
recentes, a citocina IL-10 tem sido bastante estudada no
LHC e varios autores identificaram niveis elevados desta
citocina em uma propor¢do de pacientes. Esses autores
sugerem que a [L-10 sérica poderia ser considerada um fator
prognostico independente das varidveis clinico-
laboratoriais classicas, consideradas pelo IPI, e que a esta
citocina poderia auxiliar na identifica¢ao precoce de paci-
entes que necessitariam de tratamento mais agressivo ao
diagnostico.>*!7

Sabe-se que a IL-10 ¢ produzida por linfécitos Th2 e
tem func¢do inibitoria sobre a produgdo de INF-ye IL-2, regu-
lando negativamente a imunidade celular Th1.%® Portanto,
de acordo com os nossos resultados e os dados da literatura,
a IL-10 sérica elevada, no grupo de pacientes com variaveis
que implicam pior prognostico, poderia estar regulando ne-
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gativamente uma resposta imune Thl ou citotdxica,
contribuindo assim com a progressao da doenga. Corrobo-
rando esses dados, também demonstramos que a IL-4 sérica
mostrou-se elevada no grupo de pacientes com linfopenia
(p=0,02), o que sugere uma associagdo entre citocinas Th2 e
variaveis de pior prognostico na doenga.

Quando a citocina IL-2 foi correlacionada com as vari-
aveis clinicas nos pacientes, foram observados valores
séricos elevados nos estadios precoces I/II quando compa-
rada aos estadios III/IV (p=0,03), sugerindo que esta citocina
diminui com a progressao da doenga. Portanto, a citocina IL-
10 (Th2) poderia ser a responsavel pela regulagdo negativa
da citocina IL-2 (Th1), contribuindo com a polarizagdo de
uma resposta imune com perfil Th2, pouco efetiva em
neoplasias, resultando na disseminac¢do da doenga.>®

O CBA, que utiliza a sensibilidade de detec¢do da
fluorescéncia amplificada por citometria de fluxo, mostrou
ser uma técnica factivel na deteccdo das citocinas séricas,
com vantagens quando comparado com o procedimento por
ELISA (imunoabsorgao por ligagdo enzimatica).

Os resultados apresentados neste estudo necessitam
de validagdes adicionais para fornecer um perfil imune
sistémico e também de comparagdes, por esta metodologia,
apos tratamento dos pacientes. Além disso, um estudo si-
multaneo da expressdo das citocinas no tecido envolvido e
sua correspondente avaliagdo sérica proporcionaria uma
maior compreensdo da fungio e significado destas molécu-
las na fisiopatologia do LHC considerando suas caracteristi-
cas clinicas, histopatologicas e imunologicas.

Abstract

Classical Hodgkin lymphoma (CHL) is a malignancy with an
abnormal or unbalanced secretion/production of cytokines, which
might support the growth of H-RS cells, their surrounding reactive
bystander cells and may be responsible for the typical clinical and
histopathologic features of CHL: systemic B symptoms, an
apparent defect in cell-mediated immune response, tumor fibrosis
and eosinophilic infiltrate. Serum concentrations of IL-2, IL-4, IL-
5, IL-10, TNF and IFN-y (Th1/Th2) were measured in 45 patients
at diagnosis of classical Hodgkin lymphoma and in 34 healthy
controls by cytometric beads array (CBA). Levels of TNF (p<0.01),
INF-y (p<0.01), IL-4 (p=0.01), IL-5 (p<0.01) e IL-10 (p<0.01)
were significantly higher in patients compared to the control group.
No difference was observed for IL-2 between the two groups. On
correlating Th1/Th2 cytokine concentrations with clinical risk
factors, elevated IL-10 (Th2) levels are associated with variables
that suggest worse prognoses including III/IV stage (p=0.01), B-
symptoms (p=0.04), hemoglobin < 10.5g/dL (p=0.01), ymphocytes
< 600/mm’ (p=0.01) and according to the seven-factored
international prognostic score (IPI), a subset of patients with a
particularly high risk of failure (p=0.01). Furthermore, the serum
levels of IL-2 (Thl) were significantly higher in a group of I/Il
stage patients compared to I1I/IV patients (p=0.03) which implies
that, the levels of IL-2 might decrease with disease progression.

The elevated IL-10 levels in a subset of patients with poor clinical
risk factors might down regulate a Thl immune response by
inhibiting IL-2 production causing survival disadvantage by
suppression of the cytotoxic immune response against the tumor.
This suggests an association between progression of CHL and
higher levels of the IL-10 cytokine. This study showed that
measurement of serum cytokines using the CBA methodology is
highly reproducible, and that changes in concentrations seem to
be involved in the biology of this diseas. Rev. Bras. Hematol.
Hemoter. 2009,31(4):260-266.

Key words: Classical Hodgkin lymphoma; cytokines; flow
cytometry; CBA; Thl cells; Th2 cells.
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