Valor prondstico de los niveles séricos de la Interleukina- 6
en Linfoma No Hodgkin

Priva Zabner de Oziel, Claudia Galizia, Rosa Somoza, Valentina Wallis, Jean Desenne, Marina Gonzilez, Antonieta Natale,
Gretta Acquatella, Marisela Morales, Yasmin Orddfiez, Maria Alejandra Torres, Ana Monzon de Orozeo, Alxa Milller

RESUMEN

La Interleukina-6 (1L-6) €5 una potente citoguina inmunomodulatoria identificada como factor prondstico en Linfoma Mo Hodgkin (LNH).
El objetive del trabajo fue investigar el valor prondstico de la IL-6 en pacientes con LNH, su correlacion con las caracteristicas clinico-
patoldgicas, los marcadores bioldgicos: lactato deshidrogenasa (LDH), Beta 2 microglobulina (B2M), Proteina C reactiva (PCR), Velocidad
de sedimentacion globular (VS0 Aspartato aminotransferasa (AST). Alanina amino transferasa (ALT) vy Fosfatasa alcalina (FALC); el
indice Pronostico Internacional (1P1). la evolucion clinica y sobrevida. Se recolectaron muestras de suero de 61 pacientes con Linfoma No-
Hodgkin (LMNH) antes de iniciar el tratamicnto, de edad promedio 52 afios (rango 19-78 afios), de los cuales 46 casos (76%) se clasificaron
como linfomas agresivos y 15 casos (24%) como linfomas indolentes. Segin el IP, 13 casos (21%) se categorizaron de alto riesgo y
48 (79%) de bajo ricsgo. Eltiempo promedio de seguimiento de la enfermedad correspondid a 30 meses (rango 3 -48 meses). Se procesaron
20 muestras de controles sanos donantes del Banco de Sangre. Las muestras de los pacientes y los controles se conservaron a -70°C hasta
su procesamiento. La [L-6 se determind aplicando el método de inmunoensayo enzimdtico adsorbente (ELISA), sensibilidad <0.7 pe/ml y
los marcadares biologicos: B2M, PCR, VSG, LDH, ALT, AST y FALC, por métodos de Inmunoensayo enzimatice sobre microparticulas
{MEIA), aglutinacion directa, Wintrobe, y cinético, respectivamente. Los niveles séricos de IL-6 en los pacientes con LNH (mediana 3,03 pg/
ml, rango <0,7-267), fueron significativamente superiores al grupe control  (mediana <0,7 pg/ml, rango =0.7- 1,99 p=< 0,05, Resularon
significativamente elevados en pacientes con: =2 regiones exiraganglionares (p = 0,03), enfermedad voluminosa >10em (p=0.04} y niveles
elevados de: LDH (p=0,0001}, BIM (p=0,0001), PCR ( p=0,0001), AST (p=0.0001}, y V5G (p =0.01). Los pacientes de alto riesgo presentaron
niveles de 116 significativamente superiores al grupo de bajo riesgo (p=0.04). Las concentraciones de 11-6 se correlacionaron significativamente
dee forma lineal y dirceta con: sintomas B, IPL, LDH, B2M, PCR y AST (p=<0,05). Se detectaron niveles elevados de [L-6 (= 1,99 pg/ml) en
el 46% de los pacientes que entraron en remision completa, el 52% de los que entraron en remision parcial, el 753% con progresion de
enfermedad y el 63% de los fallecidos. En el grupo total de los pacientes con LNH, la sobrevida global de los pacientes con niveles elevados de
IL-6 fue significativamente inferior comparada con el grupo de pacientes con niveles séricos de TL-6 normales (p= 0,007). Los resultados
abtenidos sugieren la significancia de niveles elevados de [L-6 como marcador prondstico adverso en pacientes con LNH.
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Prognostic value of serum interlukin-6
in Non Hodgkin’s Lymphoma

SUMMARY

Interleukin- 6 (IL-6) is a potent immunomodulatory cytokine being identified as a prognostic factor for Non- Hodgkin’s Lymphoma (NHL).
The aim of this study was to investigate the prognostic value of 1L-6 in patients with MHL, its correlation with the clinical - pathological -
characteristics, and the biological markers: Serum Lactacte Dehydrogenase (LDH), Beta 2 microglobulin (B2M), C-Reactive Protein (CRP).
Erythracyte Sedimentation Rate (ESR), Serum Aspartate Transaminase {AST), Serum Alanine Transaminase (ALT), Serum Alkaling Phos-
phatase {ALP); the International Prognostic Index (1P, the clinical following- up and the survival. 61 serum samples were collected from
patients with NHL before starting the treatment; the mean age of the patients group was 32 years {range 19-78 vears old), 46 cases (7o)
were classified as ageressive lymphomas and 15 cases (24%) as indolent lymphomas. According to the IP1, 13 cases (21%) were classified
as high risk group and 48 cases (79%) as low risk group. The average time of following- up was 30 months {range 3-48 months), 20 healthy
control samples, coming from blood bank donors were taken. All patients and control samples were kept al =70°C until their processing, The
[L-6 was determined applying the enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) sensitivity < 0.7 pe/ml, and the biclogical markers: BIM,
CRP, ESE. LDH, AST, ALT and ALP by the methad of micro particle enzyme immunoassay (MEIA), direct agglutination, wintrobe and
kinetic respectively. The IL-6 serum levels in the patients {median 3.03 pg/ml, range < 0.7-267), were significantly higher than the control
group (median < .7 pg/ml, range < 0.7- 1.99) p< 0.05. The IL-6 serum concentrations resulted significantly elevated in patients with: more
than 2 extranodal sites (p=0.03), bulky disease = 10 em (p=0.04) and increased values of: LDH (p=0.0001), B2M (p= 0.0001), CRP
{p=0.0001), AST ( p=0.0001) and ESR {p=0.01). The high risk patients showed up IL-6 levels significantly higher than the low risk group
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(p=0.04). The 1L-6 levels were significantly correlated in a linear and direet way with: B symptoms, [PI, B2M, LDH, CRP and AST (p<
0.05). The IL-6 levels were elevated (> 1.99 pg/ml) in the following groups of patients: 46% of the patients who had a complete remission,
52% of the patients who had a partial remission response, 75% with disease progression and 63% of the non survivors. In the whole group.
patients with elevated serum IL-6 levels had inferior overall survival (p= 0.007) compared with those with normal serum [L-6 levels. Our
research results suggest that 1L-6 elevated levels can be helplul as a prognostic marker in NHL patients.

Key words: Interlukin-6, Mon Hedgkin's Lymphoma, prognostic factors.

Introduccion

Los Linfomas Mo Hodgkin {(LNH) son un grupo heterogéneo
de neoplasias linfoides que presentan una diversidad de
cuadros clinicos vy diferentes respuestas al tratamiento. Su
incidencia ha aumentado notablemente en los dltimos 30
afios. En la mayoria de los casos las causas del LNH son
desconocidas, ain cuando se han asociado factores de riesgo
como inmunodeficiencias, agentes infecciosos, infeccion por
VIH-SIDA, enfermedades autoinmunes, desdrdenes
linfoproliferativos post-transplante, alteraciones genéticas,
edad, sexo, medio ambiente, exposicién ocupacional, dietas
y otras exposiciones (1-8).

Encuanto a la patogénesis, los LNH resultan de la expansion
clonal de linfocitos B 6 T que son transformados en diferentes
ctapas durante.el proceso de diferenciacién y maduracion (1-
4).

La aplicacion de marcadores clinicos v biologicos de
significancia prondstica son itiles para el abordaje de los
pacientes con LNH. En este sentido, el indice Prondstico
Internacional ([PT){9), comprende cinco (3) factores de riesgo:
edad mayor de 60 afios, estadio clinico Il - IV {enfermedad
avanzada), nimero de dreas extraganglionares > 1, estado
funcional alterado (Karnosfky < 70%) y niveles elevados de
lactato deshidrogenasa (LDH =100% del valor referencial),
permitiendo la categorizacién de los pacientes en cuatro (4)
grupos de riesgo, en base al nimero de factores adversos: bajo
riesgo (ninguno o un solo factor), riesgo intermedio bajo (dos
factores), intermedio alto (tres factores) y alto riesgo (cuatro
o cinco factores). Este modelo predictivo originalmente fue
establecido para los LNH agresivos y posteriormente fue
validado para todos los grados de malignidad, siendo util para
el disefio y seleccion de protocolos terapéuticos (10).

En los afios subsiguientes a la publicacion del IPI se han
estudiado una variedad de marcadores biolégicos que pudieran
complementar la informacion aportada por el IP1. En relacion
a la patogénesis de los LNH, las citoquinas juegan un rol de
importancia, como factor prondstico relacionado con la
respuesta del paciente frente al tumor y su respuesta
inmunoldgica (11). Las citoquinas son proteinas de bajo peso
maolecular, producidas por linfocitos y macrofagos y actian
en forma autocrina y paracrina. Funcionan regulando las
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respuestas inmune e inflamatoria, la hematopoyesis, las
respuestas de fase aguda y otros procesos biologicos (12).
La Interleuquina-6 (IL-6) es una potente citoquina
inmunomoduladora y pleiotropica. originalmente identificada
como el factor 2 estimulante de células B, y ha mostrado tener
un significado patogénico y prondstico en LNH. Es un potente
factor de crecimiento y diferenciacion, producide por varios
tipos celulares que incluyen linfocitos T y B normales v
neopldsicos, monocitos, macrafagos, fibroblastos v
hepatocitos. Estimula la secrecion de reactantes de fase aguda,
induce fiebre y sudoracion, siendo un inductor de la sintesis
de fibrindgeno hepatico ¢ inhibidor de la sintesis hepatica de
la albimina v raramente es detectada o se encuentra en muy
bajas concentraciones en el suero de individuos sanos. Los
niveles de IL-6 se han correlacionado con el prondstico v la
sobrevida en pacientes con LNH de diferentes grados de
malignidad (13-15).

En el presente estudio nos proponemos investigar el valor
prondstico de los niveles de la IL-6 en pacientes con Linfoma
No Hodgkin, su correlacion con las caracteristicas clinico
patoldgicas v marcadores biolégicos tales como: Lactato
deshidrogenasa (LDH), Beta 2 Microglobulina {(B2M),
Proteina C reactiva (PCR), Aspartato Amino Transferasa {AST/
SGOT), Alanina Amino Transferasa (ALT/SGPT), Fosfatasa
alcalina (FALC), v Velocidad de sedimentaciéon globular
(V5G), asi como su relacién con la evolucién clinica v
sobrevida de los pacientes.

Materiales y métodos

Pacientes

Se evaluaron 61 pacientes con diagndstico de Linfoma No-
Hodgkin (LNH) confirmado clinica e histopatolégicamente,
los cuales acudieron a la consulta de linfoma del Instituto de
Oncologia y Hematologia U.C. V.- Ministerio de Salud, durante
el periodo 1999 al 2004, siendo el tiempo promedio de
seguimiento de la enfermedad de 30 meses (rango 3 - 48
meses). Se incluyeron pacientes sin recibir tratamiento previo
y con serologia VIH negativo. Se excluyeron del estudio
pacientes con enfermedades asociadas tipo diabetes,
insuficiencia renal y otras, con LNH previamente tratado v
pacientes VIH positivo,

Los pacientes se clasificaron histopatolégicamente segin la
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clasificacidn de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
(16}). Para laestadificacion de los pacientes se aplico el sistema
de clasificacion de ANN ARBOR: siendo los estadios I- 1
(enfermedad localizada), y estadios 111- 1V {enfermedad
avanzada) (17). El estado funcional de los pacientes se
determind aplicando la escala de Karnosfky (18). De acuerdo
al IPl se clasificaron los grupos de riesgo: bajo riesgo
{favorable e intermedio bajo) vy alto riesgo (intermedio alto y
alto riesgo). En la prictica clinica con fines prondsticos los
LNH se subdividieron en dos categorias: linfomas indolentes
¥ agresivos.

Grupo control:

Se incluyeron 20 individuos aparentemente sanos, donantes
de Banco de Sangre, para establecer los valores de referencia
(VR) de la determinacion de los niveles séricos de la IL-6.

Evolucidn clinica:

Los pacientes se trataron con esquemas de primera linea
establecidos internacionalmente para los Linfomas No
Hodgkin,

La evaluacion clinica se considerd bajo los siguientes eriterios
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Remision completa (R.C.): se define como la desaparicion
de todas las manifestaciones clinicas v signos de la enfermedad,
con normalizacion de las alteraciones radioldgicas v de los
datos bioquimicos que fueran anormales antes de iniciar la
quimioterapia. Una vez finalizado el tratamiento, la respuesta
se mantendrd, al menos tres meses. En caso de infiltracién de
la médula dsea, la desaparicion de la enfermedad morfolégical
histolégica, deberd ir unida a normalizacidn de las cifras
hematoldgicas periféricas (<12 g/dl de Hb, > 100.000
plaguetas/mm’ y = 1,500 granulocitos/mm®).

Remision Parcial (R.P = 50%): Se define comao la reduccion
del 50% o mas de la enfermedad medible durante al menos un
mes. Debe haber ausencias de citopenias periféricas,

Progresion: Aumento en la frecuencia o en la severidad de
los sintomas, o aparicion de nuevas dreas afectadas, o
progresidn de mas de un 25% en las localizaciones tumorales
iniciales.

Sobrevida Global (5.G.): Es el tiempo transcurrido desde que
se hace el diagnéstico y se inicia 0 no un tratamiento hasta la
muerte ocasionada por la enfermedad inicial que se esta
evaluando o hasta la fecha del dltimo control,

Sobrevida Libre de Enfermedad (5.L.E.): Es el tiempo
transcurrido entre la fecha de RC y la nueva aparcidn de
sintomas y signos de enfermedad (recaida).

Métodos:

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién venosa, antes
de la administracién del tratamiento. Para la muestra de sangre
total se utilizaron tubos con anticoagulante EDTA y para la
obtencidn del suero tubos estériles sin anticoagulante, los cuales
se centrifugaron a 2500 rpm, por 10 min y se almacenaron a —
70°C hasta su procesamiento. Las muestras de suero de pacientes
¥ controles se procesaron bajo las mismas condiciones.

Interleukina - 6 (IL-6):

Los niveles de 1L-6 se determinaron en las muestras de suero
de pacientes, estindares y controles, aplicando un ensayo
inmuneadsorbente (ELISA), cuantitative tipo sandwich
(Quantikine: R&D Systems, catalogo De030),

Se adicionaron 100 pl de las muestras, controles y estandares,
a una microplaca de poliestireno de 96 pozos, presentando un
anticuerpo monoclonal murine anti-IL-6 fijado a la fase salida
(anticuerpo de captura), ¥ se incubd por dos (2) horas a
lemperatura ambiente, Posteriormente se realizaron cuatro (4)
ciclos de lavados con solucion de buffer para remover las
proteinas no fijadas. Seguidamente se agregaron 200 ul de un
anticuerpo policlonal anti — 1L-6 conjugado con perdxidasa
de rabano v se incubd por dos (2) horas. Terminado este
periodo, se realizaron cuatro (4) lavados para remover el
reactivo anticuerpo policlonal — enzima, no fijado al complejo
antigena- anticuerpo formado en la primera fase del ensayo. A
continuacidn, se afiadieron a los pozos 200 ul de la solucidn
substrate (perdxido de hidrogeno - cromogeno
tetrametilbenzidina) ¥ se incubd por 20 min a temperatura
ambiente, produciéndose el desarrolle de color proporcional
ala concentracion de IL-6 originalmente presente en la muestra.
El desarrollo de color se detuvo por la adicidn de 50 ul de la
solucidn de parada (Acido sulfirico 2N) v la intensidad del
color se cuantificd mediante un lector de microplacas a una
longitud de onda de 450nm.

Mivel de sensibilidad del ensayo: 0,70 pg/ml.

LDH, AST, ALT Y FALC: Las enzimas se¢ analizaron por
métados cinéticos UV, utilizando un Autoanalizador de
quimica sanguinea (Hitachi modelo 704 Roche): LDH (VR:
BO-285 w/l, Invelab catalogo N 89289), ALT (VR: < 38 v/l
Roche catalogo 851121), AST (VR: = 41 u/l, Roche catdlogo
851132), FALC (VR: <290 w/l, Roche catdlogo N® §1638%)

PCR: Se utilizd el método semicuantitativo, prueba directa
de aglutinacién en placa (Wiener Lab. Lot.006531). VR: <6
mg/dl.

B2M: Se determind mediante el método de Inmunoensayo

enzimdtico sobre microparticulas (MEIA), sistema IMX.
{Abbot, cat. N 69-2197/R11). VR: < 3,4 mg/dl.
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Indicadores hematoldgicos: VSG por el método Wintrobe
Th, VR 0-15 mmh.

Analisis estadistico:

Se aplicaron las pruebas estadisticas no pardmetricas: Test -
Mann-Whitney para determinar las diferencias en la distribucian
de los marcadores entre los grupos, expresadas por la mediana
v el Coeficiente de correlacion de Spearman rank-sum para
determinar lacorrelacidn entre los factores prondsticos. Se aplicé
la prueba exacta de Fisher para el andlisis de las frecuencias; las
curvas de sobrevida se analizaron por el métedo de Kaplan -
Meier y la prueba de Log-rank, para establecer la significancia
estadistica de los factores prondsticos.

La significancia estadistica se establecid como p = 0,05,

Resultados:

Caracteristicas clinico-patoldgicas y marcadores biologicos
de los pacientes con LNH:

Enel presente estudio se evaluaron 61 pacientes con LNH. En la
Tabla 1 se muestran las caracteristicas clinico- patoldgicas: 69%
de los pacientes con edad > de 60 afios (rango 19-84 afios), 59%
del sexo femenine, 61% correspondid al subtipo histolégico
linfoma difuso de células grandes tipo “B”. En relacién a las
categorias prondsticas el 75% correspondio a LNH agresivos v
el 25% a LNH indolentes. El 56% de los pacientes presentaron
enfermedad avanzada (estadio clinico [II-IV), 10% estado
funcional alterado, 66% con afectacion extraganglionar > 1
region, 46% presentaron sintomas B, 66% enfermedad
voluminosa > 10 cm. El 18% presentaron compromiso de
médula dsea vy el 34% enfermedad abdominal. Respecto al IPI,
el 79% comrespondio a LNH de bajo riesgo v el 21% de alio
riesgo.

EnlaTabla 2 se observan los marcadores biolégicos evaluados
en la poblacidn estudiada. EI 15%, 21%, 13%, 13%, 18%,
41% y el 43% de los pacientes evaluados presentaron
respectivamente niveles elevados de LDH, B2M, AST, ALT,
FALC, PCR y VS(G, en base a los valores de referencia
establecidos. Se consideraron niveles elevados de LDH a los
valores mayores al 100% del limite superior del valor de
referencia (9).

Niveles séricos de IL-6 en controles sanos:

La distribucién de los niveles séricos de [L-6 determinados en
la poblacion de controles sanos no correspondid a una
distribucidn gaussiana, estableciéndose el rango de referencia
de < 0,7 - 1,99 pg/ml, con un valor de mediana de 0,7 pg/ml.
Valores de [L-6 superiores al criterio de positividad (1,99 pg/
ml) se consideraron elevados.
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Tabla 1. Caracteristicas clinico-patoligicas de los pacientes
con Linfoma No Hodgkin.

Caracteristicas MGl %
Edad =60 afos 19 3l
= (i) afos 42 it
Sexo Mazculing 25 41
Femening 36 39
Clasificacion histolégica Difuse de celulas grandes 37 6l
Celulas del manto 1 I
Parecido Burkint I 2
Celulas grandes anaplasica T 3 5
Celulas T perifericas 2 k]
Inmuneblastico 2 3
Folicular [ 10
Linfocitico pegueno 4 7
Tipo maltoma 1 3
Micosis fungoide 3 5
Calcgorias ABICsivos 4 73
Indalentes 15 15
Estadio clinico [-[1 27 44
n-1v 34 56
Estade funcional Karmnosfky < 70% f 10
= T0% £5 I
Enfermedad extraganglionar = | 21 3
=1 40 Gy
Sintemas B Ausente 31 54
Presente 28 46
Enfermedad voluminosa < l0cm 21 34
= 1 0em 40 hé
Compromise de medula dsea Ausente A0 81
Presente 11 1§
Enfermedad abdominal Ausenle 18 4
Presente 33 3
1P Bajo riesgo 48 79
Alto ricsgo I3 2l

IP1: Indice prondstico internacional
Bajo riesgo (hajo ¢ intermedio hajo)
Alto riesgo (intermedio alto v alto niesgo)

Niveles séricos de [L-6 en pacientes con LNH:

Los pacientes con LNH presentaron niveles de [L-6 (mediana
3,03 pg/ml, rango < (.7-267), significativamente superiores
al grupo control (mediana 0,7 pg/ml, rango <0.7-1,99) p<0,05,
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Tabla 2. Valores de los marcadores bioldgicos en pacientes
con Linfoma No Hodgkin.

Marcadores N® pacientes {61) o
LDH* < 570 UL 52 B5
=570 /L G 15
BIM <34 mgl 48 T
= 3.4 mg/fl 13 21
AST <38 VL 53 87
=38 LWL 8 13
ALT =41 /L i3 87
=41 WL B 13
FALC <290 UL 50 82
=200 LWL 11 18
PCR < 6 mgidl 36 50
= 6 mg/d] 25 41
VS0 < 15 mmh 20 57
=15 mmh 15 43
Valor desconocido 26

PCR: Profeina C Reactiva

FALC: Fosfatasa alealing

B20; Beta 2 microglobulina

ALT: Alanina amino transferasa

AST: Aspartato amino transferasa

W50 Velocidad de sedimentacidn globular
LDH*: Lactato deshidrogenasa

( 10H)% del limite superior del valor de referencia)

De los 61 pacientes evaluados, 33 (57%) presentaron niveles
séricos de [L-6 significativamente elevados (= 1,99 pg/ml) y
26 (43%) niveles indetectables o por debajo del nivel de
sensibilidad del ensayo (0,70 pg/ml} p <0.05 (Tabla 3).

Tabla 3. Niveles séricos de [L-6 en pacientes con Linfoma
No Hodgkin.

Miveles séricos de [L-6 < .99 pe/ml =199 peml p*

Mo. Total de Pacientes =61

Mo, de paeientes (%) 26 (43%) 35 (5T%)
Mediana 0,22 803 < 0,05
Rango <{,7- 1,99 <(,7 - 267

*p significativa = 0,05, Prueha U-Mann-Whitney.

Asociacion de niveles séricos de 1L-6 con las caracteristicas
clinico-patolégicas v los marcadores bioldgicos en los
pacientes con LNH:

LaTabla4 presentala asociacion de los niveles séricos de IL-6 con
las caracteristicas clinico — patologicas de los pacientes evaluados.
Los niveles de TL-6 resultaron significativamente elevados en los
pacientes que presentaron las siguientes caracteristicas clinico-

E: Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
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patoligicas: afectacion de mas de 1 Area extranodal (mediana 3,03
pe/ml, rango 0,7-70,8) p=0.03 y enfermedad voluminosa = de 10
cm (mediana 3,70 pg/ml, rango 3.87-267) p =0.03.

Tabla 4. Asociacién de los niveles de IL-6 con las
caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes con
Linfoma No Hodgkin.

Caracteristicas M6l Mediana Rango p*
{pg/ml)

Edad < td] afins 19 1,72 L47-748 081
=Gl afos 42 3,29 1576683

Estadio clinico I-1 27 1,79 | 68068 007
- 1% 34 360 0.7-267

Estado Funcional = 70 % L] o464 237668 015

Karnosiky = T0 % is 2,72 0.7-70,78

Enfermedad < 1 21 1,93 1.68-T48 003

extraganglionar > 1 40 3,03 0.7-267

Enfermedad

voluminosa <10 cm 2l 1,68 1,47-70,7 0,04
= 10 cm 40 3,70 187267

Enfermedad Ausente 24 320 1,68 -267.1 0,80

abdominal Presente 13 241 147 - 70,7

il Bajo rigsgo 48 260 0.7-748 004
Alto riespo 13 803 3,55-267

Sintomas B Ausente 33 1,00 3.03-T4 8 080
Presente 28 7,30 1,68-237

Compromizo de Ausente a0 3,29 0,7-74.8 59

medula dsea Presente 11 293 1,68-40,29

IPI; Indice pronostico internacional

p* significativa = 0,05, Test U-Mann-Whitney
Bajo riesgo (bajo ¢ intermedio hajo)

Alto riesgo (intermedio alto v alto riesgo)

En relacidn a los marcadores bioldgicos (Tabla 5), los niveles
de IL-6 se asociaron significativamente con niveles elevados
de: LDH (mediana 12,61 pg/ml, rango 0,7-267) p=0,0001,
B2M (mediana 9,17 pg/ml, rango 3,87-70.8) p=0,0001, PCR
{mediana 8,86 rango 1,47-74.8) p=0,0001 v AST (mediana
11,30 pg/ml, rango 4,8-267) p=0,0001.
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Tabla 5. Asociacién de los niveles de IL-6 con
caracteristicas biologicas de los pacientes con Linfoma

Tabla 6. Correlacion de los niveles séricos de 1L-6 con las
caracteristicas clinico-patolégicas en pacientes con

No Hodgkin. Linfoma No Hodgkin.
Variables M{6l) Mediana Rango p* Caracteristicas r P
ipg/ml)
Edad 0,07 062
Estadio Clinico 021 0,12
LDH 570 U/L 52 2,36 6,05-40,29 00001 2 ’ g
z 570 UL q 12.61 0.7-267 Estado Funcional 0,18 a7
' Enfermedad Extraganglionar 0,01 0,97
B2M <34 mgi 48 1,79 0,7-66,8  0,0001 Enfermedad voluminosa 0,20 0,15
>34 med 13 9,17  3.87-70.8 1Pl 0,26 0,05
AST 38 L 53 2,05 1.68-74.8 0,0001 Sa—_ i .
- = . ; : Ll 19, g Enfermedad Abdominal 0,01 0,93
> 38 LVl ] 11,30 4 8-267 Medula dsea 010 0.46
ALT <41 L 53 2,87 0,7-74.8 0,55 . )
=41 UL g 4,59 1.47-70.9 IPI: Indice pronostico internacional
p* significativa = 0,05. Coeficienie de correlacidn de Spearman rank-sum
FALC < 290 LWL 50 293 0.7-267 0,94
=20l " 3,05 303-M8 Tabla 7. Correlacion de los niveles séricos de IL-6 con los
PCR <6 mg/dl 16 0,85 0,7-25,1  0,0001 marcadores bioldgicos en pacientes con Linfoma No
>6 mg/dl 25 886 147-748 Hodgkin.
Va0 < 15 mmH 20 49 0,7-366 0,01 ; =
> 15 mmH 15 25 0,7- 70,79 Caracteristicas r P
Valor desconocido 26
LIDH 0,31 0,02
B2M 0,49 0,0001
FALC: Fosfatasa alcalina AST 0,27 0.05
V3G Velocidad de sedimentacion globular LT o
s ; : AL 0,2 0.1
PCR: Poteina C reactiva FALC 0.20 014
AST: Aspartalo amino transferasa PCR {|I " m
BIM: Beta 2 microglobulina 0 0,000
ALT: Alanina amino transferasa VSG 0.62 0.0003

LI¥H: Lactato deshidrogenasa
{ 100% del limite supenor del vator de referencia)
*p significativa = (,05. Test U-Mann-Whitney

Asociacidn de los niveles séricos de IL-6 eon los grupos de
riesgo de acuerdo al IPI:

Los niveles de IL-6 resultaron significativamente elevados en
los pacientes del grupo prondstico de alto riesgo (mediana
8,03 pg/ml, rango 3,55-267) respecto al grupo prondstico de
bajo riesgo (mediana 2,60 pg/ml, rango 0,7-74,8) p=0,04.

Correlacion de los niveles de IL-6 con las caracteristicas
clinico-patologicas y los marcadores biolbgicos en pacientes
con LNH:

Los niveles de IL-6 se correlacionaron con las caracteristicas
clinico- patologicas (Tabla 6) y con los marcadores biologicos
{Tabla 7). Se observé una correlacion significativa directa y lineal
con los siguientes marcadores: IP1 p= 0,05, sintomas B
p=0,0001, LDH p= 0,02 (Figura 1), B2M p=0,0001 (Figura 2),
AST p= 0,05 (Figura 3), PCR p=0,0001 (Figura4)y VSG p=
0,0003.

It

LDH : Lactato deshidrogenasa

PCR: Proteina C Reactiva

B2M: Beta 2 microglobulina

W50 Velocidad de sedimentacidn globular

AST: Aspartate amino transferasa

FALC: Fosfatasa alcalina

ALT: Alanina amino transferasa

p* significativa = 0,05, Coeficiente de correlacion de Spearman rank-sum
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Figura 1. Correlacion de los niveles séricos de 1L- 6 con
los niveles de LDH (r= 0.31, p= 0,02) Coeficiente de
correlacion Spearman rank-sum.
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Figura 2. Correlacion de los niveles séricos de IL- 6 con
las concentraciones de B2IM (r= 0.49, p= 0,0001)
Coeficiente de correlacion Spearman rank sum.
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Figura 3. Correlacion de los niveles séricos de 1L-6 con los
niveles de AST (SGOT) (r= 0.27, p= 0,05) Coeficiente de
correlacion Spearman rank sum.
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Figura 4. Correlacion de los niveles séricos de IL -6 con las
concentraciones de PCR (r= 0.68, p=0,0001) Coeficiente
de correlacion Spearman rank sum.
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Niveles séricos de IL-6 y evolucidn clinica de los pacientes
con LNH:

En la Tabla 8 se observan los niveles de 1L-6 antes de iniciar
el tratamiento. Aunque no se obtuvieron resultados
estadisticamente significativos, se observaron niveles elevados
de IL-6 (> 1,99 pg/ml) en el 46% de los pacientes que entraron
en remision completa, el 52% de los pacientes que respondieron
parcialmente, 73% de los pacientes con progresion de la
enfermedad y el 63 % de los pacientes que fallecieron.

Anilisis univariado y sobrevida

Para el andlisis de la sobrevida, ¢l tiempo promedio del
seguimiento clinico fue de 30 meses (rango 3- 48 meses). En
el grupo total de los pacientes evaluados, el analisis univariado
de la sobrevida mostrd diferencias estadisticamente
significativas respecto a los niveles de la 1L-6, La probabilidad
de la 5G de los pacientes con niveles elevados de 1L-6 (1,99
pg/ml) fue significativamente inferior (p=0,007) comparada
con la del grupo de pacientes con niveles normales o
indetectables (Figura 5). No se obtuvieron resultados
significativos respecto a la S5LE en el grupo total.

-
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N Evenlos
__ Mayorde 1,99 pg/iml 335 I3
___ _ Menor de 1,99 pg/ml 26 3
P=0.007
Figura 5. Curva de sobrevida global de acuerdo a los ni-
veles séricos de IL-6 en el grupo total de pacientes con

LNH. p=0,007 Método Kaplan-Meier.

Se realizd el andlisis univariado de las curvas de sobrevida
global respecto a las diferentes variables prondsticas en los
grupos de pacientes con LNH agresivos (Tabla 9) e indolentes
(Tabla 10). En relacion a la IL-6, el analisis univariado de las
curvas de SG para el grupo de pacientes con LNH agresivos y
LNH indelentes no mostraron diferencias estadisticamente
significativas. No se obtuvieron resultados significativos en
el andlisis univariado de la SLE para ninguno de los grupos
prondsticos anteriormente evaluados.
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Tabla 8. Niveles séricos de IL-6 v evolucidn clinica de los pacientes con LNH.

Evolucidn M* pacientes %o M ° pacientes Yo M pacicntes Fo p*
clinica (IL-6 = 1,99 pg/ml) (IL-6< 1,99 pg/ml)

Remisidn completa (ROC) 28 46 13 46 15 54 M5
Remision parcial (RPY} a5 41 13 52 12 48 NS
Respucsta global (RC+RP) 53 &7 26 49 n 51 NS
Progresion B 13 6 75 2 25 ME
huerte 24 EL 15 63 q 7 NS

P* significativa = 0,03

Prueha exacta de Fisher.

M8 no significativa

Tabla 9. Andlisis univariado de la sobrevida global en

pacientes con LNH agresivos.

Tabla 10. Andlisis univariadoe de la sobrevida global en
pacientes con LNH indolentes.

Warahles N® pacientes 4 aflos SG p* Wariables M* pacientes 4 afios 50 p*
{n = 46) (%) {n=15) (%)

Edad <l ailos 31 it NS Edad =il alos 10 43 NS
=G0 aflos 15 53 () afios 3 A1

Estadio clinico 1-11 20 65 MS Estadio clinico I-11 5 40 MN&
M-IV 26 62 -1 10 45

Estado funcional <70 %o 2 S0 M Estado funcional =70 % 3 33 NS

Karnosfhky =70% a4 6 Kamosfky =T0% 12 A4f

Enfermedad =1 17 62 NS Enfermedad =l 4 a0 NS

extraganglionar =1 29 63 extruganglionar =] 11 42

Enfermedad Auscnte 13 69 MS Enfermedad Ausente 9 Ri] M5

voluminosa Presenic 13 fd voluminosa Presente [ i3

IF] Bajo riesgo 19 T2 oooI: e Bajo riesgo 15 38 M
Alto riesgo T 14 Alto riesgo 0

LOH = 570 UL 43 92 0,04 LIDH <570 WL 12 54 (008
= 570 UL 3 313 > 570 UL 3 0

BIM <34 mg/d 6 69 002 B2mM < 3.4 mg/dl ] 42 NS
= 1.4 mgfdl 1 30 > 3.4 mg/dl 4 S0

AST <18 U/L 41 03 NS AST = 38 LIL 14 47 NS
> 318 /L 5 a0 =38 U/L 1 0

ALT <41 UL 41 59 NS ALT <41 UL 14 47 NS
=41 LI/L 5 BEI =41 WL | ]

FALC <290 UL ] 65 NS FALC < 290 /L Il A0 NS
= 200 L/L 15 [} > 290 UL 4 25

PCR < & mgidl 19 [t} M5 PCR = & mg/dl 7 38 M&
= mgfdl 27 39 = B mgfdl 8 k]

VEG <15 mmH 1 10D NS WEG = 15 mmH | 104 0,01
= |5 mmH 25 72 > |5 mmH 3 57

Walor desconocido 20 Walor desconocido 1

IL-6 < 1,99 pgimi 0 72 NS IL-6 = 1.99 pe/ml 7 i) S
= 1,99 peiml 6 i} =199 paiml S 43

p* significativa = 0,05. N5: no significativa. Prueba de Log-rank
LDH : Lactato deshidrogenasa
FALC: Fosfatasa alcaling

AST: Aspartato Amino Transferasa

ALT: Alanina amino transferasa
2R Beta 2 microglobuling
WA Velocidad de sedimentacion globular

IL-6: Interleuking &

5G: sobrevida global

I8

p* significativa = 0,05. N5: no significativa, Prucba de Log-rank
AST: Aspartato amino transferasa LDH ; Lactato deshidrogenasa
ALT: Alanina aming transferasa FALC: Fosfatasa alcalina
B2IM: Beta 2 microglobulina

VEG: Velocidad de sedimentacidn globular

[L-6: Interleukina &

S0 sobrevida global
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Valor prondstico de los niveles séricos de la interleukina- 6 en linfoma no hodgkin

L.as variables prondsticas asociadas significativamente con la
SG en el grupo de pacientes con LNH agresivos (Tabla 9)
fueron: IP1 (p=0,0013), LDH {p = 0,04), vy B2ZM (p = 0,02),
mientras que las variables: edad, estadio clinico, enfermedad
extraganglionar, estado funcional, enfermedad voluminosa,
PCR, AST, ALT, FALC, ¥ VSG no resultaron significativas,
El andlisis univariado de las curvas de SG de los pacientes
con LNH indolentes (Tabla 10) fue estadisticamente
significativo respecto a los niveles de LDH (p=0,008) y VSG
{(p=0.01).

En relacién al andlisis univariado de los marcadores
prondsticos respecto a la SLE en el grupo de pacientes con
LNH agresivos, el IP1 fue la dnica variable con significancia
estadistica entre los grupos de bajo riesgo v alto riesgo (p=
0,001).

Discusion

La [L-6 ha sido objeto de estudio como marcador prondstico
en pacientes con LNH. Se ha demostrado que desempefia un
papel preponderante en los procesos metabdlicos,
inmunoldgicos y de respuesta inflamatoria, ademds de su
injerencia en la regulacion del sistema inmune, hematopoyético
v otros procesos bioldgicos (11-12).

En el presente estudio evaluamos los niveles séricos de IL-6
pretratamiento en un grupo de pacientes con LNH, los cuales
resultaron significativamente elevados en los pacientes
comparados con el grupo de controles sanos. El criterio de
positividad establecido para los niveles elevados de 1L-6 (>
1,99 pg/ml) determinado en el grupo control, coincidid con
valores similares reportados en estudios de poblacién sana,
aplicando el mismo método (13,15).

El 57% de los pacientes con LNH presentaron niveles séricos
de [L-6 significativamente elevados (= 1,99 pg/ml) v el 43%
mostraron niveles normales o por debajo del nivel de
sensibilidad del ensayo (0,70 pg/ml), sugiriendo su importancia
coma factor prondstico en el abordaje de nuevos casos de LNH,
tal como ha sido reportado en trabajos previamente publicados
(13-15).

Miveles elevados de 1L.-6 se asociaron significativamente con
factores prondsticos adversos tales como: afectacion extranodal
= 1, enfermedad voluminosa > 10 em, IPl y niveles elevados
de: LDH, B2M, AST, PCR y V3G Las evidencias de la
literatura sugieren que la IL-6 puede ser producida tanto por
las células malignas como por linfocitos benignos reactivos,
relacionandose suexpresion con la reaccion del paciente frente
al tumor y su respuesta inmune (11, 21). Nuestros resultados
concuerdan con los obtenidos por Seymour 1.F. y col. (13),
Preti H.A. v col. (22) y Niitsu N. y col. (23), quienes estudiando

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana

pacientes con LNH obtuvieron una asociacion significativa
de niveles elevados de IL-6 con caracteristicas clinico-
patologicas como: enfermedad voluminosa, IPI, v niveles
elevados de LDH y B2M. En relacidn al IP1, los pacientes con
prondstico de alto riesgo presentaron niveles de IL-6
significativamente superiores al grupo de bajo riesgo. Estos
resultados sugieren la utilidad prondstica de los niveles séricos
de la IL-6, aportando informacidn sobre la actividad de la
enfermedad v para la toma de decisiones de protocolos
terapéuticos apropiados (20).

Los niveles séricos de IL-6 correlacionaron significativamente
de forma directa y lineal con el IP1, sintomas B, LDH, B2M,
AST, PCR, y V5QG Similarmente los trabajos de El Far M. y
col. (14) reportaron la correlacion de niveles elevados de 1L-
6 en pacientes con LNH con la presencia de sintomas B. Los
resultados de Niitsu y col. (23) sugieren que niveles elevados
de IL-6 pudieran relacionarse con la diseminacion de la
enfermedad o crecimiento tumoral, determinado por la
correlacion significativa de la IL-6 con los sintomas B,
enfermedad voluminosa, estado funcional y niveles elevados
de LDH. La fuerte correlacion entre los niveles de IL-6 vy la
presencia de sintomas B, estaria basada en los efectos
pirogénicos ¥y metabdlicos de la 1L-6. Esta molécula por si
sola pudiera causar fiebre, sudoracion nocturna y pérdida de
peso, Debido al efecto pirogénico de la 1L-6, la mediacion de
la inhibicidn de las enzimas lipogénicas v/o el desarrollo de
anorexia, pudieran causar la pérdida de peso (24-26). La
correlacion entre los niveles elevados de IL-6 y B2M pudiera
ser secundaria a la proliferacion incrementada de las células
linfomatosas debido a la estimulacion por la 1L-6, causando
un incremento en el recambio de la molécula de B2M unida a
la membrana celular. Ademds, se ha reportado que la IL-6
puede incrementar la expresion de los genes de las moléculas
clase | del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH)
en fibroblastos humanos y la expresion de las proteinas del
CMH clase | en células de carcinoma de colon. Dado que la
B2M es el componente de la cadena liviana de las moléculas
clase | del CMH, la IL-6 pudiera incrementar la cantidad de
B2M liberada de la membrana de las células tumorales o del
tejido no maligno (27-29). Estudios previos han demostrado
que la [L-6 es un potente inductor de la sintesis de fibrindgeno
hepitico, el mayor determinante de la VSG (24). Estudios
clinicos en los cudles se ha administrado a pacientes 1L-6
recombinante muestran que esta molécula incrementa los
niveles de PCR y disminuye los niveles de albimina sérica
{30). La correlacion significativa de la 1L-6 con marcadores
de respuesta inflamatoria como la PCR pudiera explicarse
por laaccion reguladora de la IL-6 sobre las proteinas de fase
aguda producidas en el higado, reflejando los niveles de PCR
la actividad de la IL-6 en los pacientes con LNH (31). Los
niveles de IL-6 correlacionaron significativamente con la
AST, enzima que refleja la alta actividad metabdlica hepatica.
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En relacidn a la repuesta al tratamiento v los niveles iniciales
de IL-6, no se obtuvieron resultados significativos. Los trabajos
de Fayad L. y col (15), Seymour JE yeol (13) v Chopra y col.
{11} tampoco reportaron resultados significativos respecto a
los niveles de 1L-6 pretratamiento v la tasa de remision
completa.

La expresidn de los niveles elevados de 1L-6 fue indicativo de
mal prondstico, asociado a una disminucidn de la SG (andlisis
univariado} en el grupo total de los pacientes con LNH y no
fue significativa para la SLE en el mismo grupo. No se
obruvieron resultados significativos para SG y SLE en los
grupos de pacientes con LNH agresivos e indolentes,
probablemente influenciado por la heterogeneidad v el tamaiio
de la poblacion estudiada.

Muestros resultados permitieron confirmar el valor prondstico
internacionalmente reconocido del IPI, y de los niveles
elevados de LDH v B2M, los cuales se asociaron
significativamente a una disminucion de la 5G en el grupo de
pacientes con LNH agresivos (1-3,9). Enrelacion a la SLE en
el grupo de pacientes con LNH agresivos, el IPI fue la (nica
variahle con significancia estadistica entre los grupos de bajo
riesgo y alto riesgo. En el grupo de pacientes con LNH
indolentes, el analisis univariado respecto a los niveles de LDH
¥ V5G fue significativamente predictivo para la SG, perono
para la SLE. Eltamafio de la muestra fue limitante en el andlisis
de las curvas de SLE.

En nuestro estudio analizamos los niveles séricos de IL-6
pretratamiento en pacientes con LNH. Los resultados
obtenidos sugieren una significativa asociacion entre los niveles
séricos de IL-6 v factores prondsticos adversos, clinicos y
biolagicos. El IPI sigue siendo la principal herramienta de
aplicacidn prondstica en pacientes con LNH, no obstante
pudiera ser complementando con la determinacion de
marcadores bioldgicos adicionales tales como la IL-6.
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