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RESUMO

O Linfoma de Hodgkin (LH) € uma neoplasia hematopoiética que
acomete caracteristicamente adultos jovens e apresenta, quando nao tratado,
curso clinico fatal. O diagndstico precoce e preciso desse linfoma, associado a
terapia moderna, por outro lado, tem proporcionado diminuicdo dramatica das
taxas de letalidade. Ainda assim, cerca de 15-20% dos pacientes evoluem de
maneira insatisfatéria com resisténcia a terapia primaria ou recaida precoce
pés-tratamento. Nesse sentido, ha estudos variados na tentativa de buscar
perfis prognosticos capazes de selecionar pacientes candidatos a terapias
particulares. O IMP3 (insulin-like growth factor mRNA binding protein 3) tem
sido descrito como biomarcador relacionado a pior prognostico em diversas
neoplasias, especialmente carcinomas, mas ainda pouco estudado em
neoplasias hematopoiéticas. Para avaliar seu potencial papel progndéstico no
LH, foi estudada a expressao do IMP3 em 61 casos, incluindo estratificacdo da
imunocoloragdo em intensidades (0, 1+, 2+ e 3+) e relacdo com sobrevida,
dados clinicos, aspectos morfolégicos e imuno-histoquimicos. A expressao
forte (intensidade 3+) para IMP3 foi observada em 61% (34/56) dos LH e
apresentou forte indicio de associagcdo com melhor sobrevida livre de doenca.
Nossos achados mostram o IMP3 como potencial biomarcador de melhor

progndéstico em LH.

Palavras-chave: Hodgkin lymphoma, IMP3, sobrevida



ABSTRACT

Hodgkin lymphoma (HL) is a hematopoietic neoplasm that
characteristically affects young adults and, if untreated, presents a fatal clinical
course. Early and accurate diagnosis of this lymphoma associated with modern
therapeutic management, on the other hand, has promoted a dramatic
decrease in mortality rates. Despite this, around 15-20% of patients show
unsatisfactory progression, with resistance to primary therapy or early relapse
following treatment. The literature comprises numerous studies attempting to
determine prognostic profiles that are capable of selecting candidate patients
for specific therapies. Insulin-like growth factor mRNA binding protein 3 (IMP3)
has been described as a biomarker that indicates worse prognosis in several
malignancies, particularly carcinomas; however, studies of IMP3 in
hematopoietic malignancies are rare. To assess their potential prognostic role in
HL, IMP3 expression was studied in 61 cases and included stratification of
immunostaining intensities (0, +, ++ and +++) and their relation to status of life,
clinical data and morphological and immunohistochemical features. Intense
IMP3 expression (+++) was observed in 61% (34/56) cases and showed a
strong indication of association with better disease-free survival. Our findings

show that IMP3 is a potential biomarker of better prognosis in HL.

Keywords: Hodgkin lymphoma, IMP3, survival



REVISAO DA LITERATURA




1. LINFOMAS

Os linfomas sdo neoplasias malignas do sistema linfatico caracterizados
pela proliferacéo clonal de linfocitos T ou B em diversas fases de diferenciagéo
(Swerdlow SH CE, Harris NL, Jaffe ES, Pileri SA, Stein H 2008).
Classicamente, sao divididos em dois grandes grupos, Hodgkin e Nao Hodgkin,
devido a diferencas morfolégicas e clinicas (Roman E and Smith AG 2011).
Atualmente sabe-se que ha cerca de 100 sub-tipos de Linfoma Nao Hodgkin
(LNH) e cinco de Linfoma Hodgkin (LH), cada qual com manifestacdes clinicas
préprias, grau de agressividade diverso (Balague Ponz O, Ott G et al. 2009; Ott

G, Balague-Ponz O et al. 2009) e tratamento diferenciado.

2 LINFOMA DE HODGKIN - ASPECTOS GERAIS

2.1 Contexto Histérico

Thomas Hodgkin, fisiologista e patologista inglés, descreveu, no ano de
1832, as manifestacfes clinicas e alteragcbes macroscoOpicas da doenca, em
sete autbépsias, denominando-a de “Doenca dos ganglios absorventes”
(Hodgkin 1832). Por cerca de duas décadas essa neoplasia ficou esquecida até
gue, em 1856, o médico inglés Samuel Wilks reconheceu a mesma condicéo
patologica em autdpsias, publicando um artigo intitulado “Cases of Lardaceous
Disease and Some Allied Affections” (Wilks S 1856). Em 1865, o proprio Wilks

descreveu 15 casos adicionais da doenca e finalmente denominou-a de



“Doenca de Hodgkin” (Wilks S 1865; Geller SA and Taylor CR 2013). Apesar da
descricdo da caracteristica e historica célula diagnostica (Figura 1) por
Sternberg (Sternberg C 1898) e Reed (Reed DM 1902), a sua origem, bem
como a verdadeira natureza neoplasica da doenca, permaneceu sob debate
durante décadas (Geller SA and Taylor CR 2013). Com a demonstracao
relativamente recente de sua origem em células clonais B (Kuppers R,
Rajewsky K et al. 1994; Kuppers R, Kanzler H et al. 1996), foi possivel a
mudanca definitiva do termo “Doenca de Hodgkin” para “Linfoma de Hodgkin”

(Harris NL, Stein H et al. 2001).

T T DARe,
Figura 1: llustragc&o original da célula gigante diagnéstica do LH feita por
Dorothy Reed (Reed DM 1902)

2.2 Definigéo

O Linfoma de Hodgkin (LH) é definido, segundo a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), como uma neoplasia maligna do sistema linfatico,
potencialmente curavel (Diehl V, Klimm B et al. 2005), que acomete geralmente

adultos jovens e manifesta-se, usualmente, em linfonodos da regido cervical. A



neoplasia é representada, de maneira muito caracteristica, por raros elementos
neoplasicos (cerca de 1% da massa tumoral) - células de Reed-Sternberg e
suas variantes - dispersos em abundante estroma inflamatorio acessorio nao
neoplasico, majoritariamente linfocitario T.

Classicamente, é divido em dois grandes grupos, Linfoma de Hodgkin
classico (LHC) e Linfoma de Hodgkin predominancia Linfocitica nodular
(LHPLN), constituindo entidades clinico-bioldgicas distintas, com caracteristicas
clinicas, progndésticas, morfolégicos, imunofenotipicas e genéticas peculiares

(Diehl V, Sextro M et al. 1999; Anagnostopoulos I, Hansmann ML et al. 2000).

2.3 Epidemiologia, Apresentagdo Clinica e Historia Natural

O LH compreende aproximadamente 12-30% dos linfomas (Swerdlow
SH, Campo E et al. 2008; Siegel R, Naishadham D et al. 2013) e,
diferentemente dos LNH, sua incidéncia absoluta ndo tem se alterado de
maneira significativa. A Ultima estimativa mundial apontou que, em 2012,
ocorreram 659 mil casos novos de LH, sendo 385 mil no sexo masculino e 274
mil no sexo feminino (INCA 2014). Ainda segundo dados do Instituto Nacional
do Céncer houve, no Brasil, no ano de 2009, 2.870 novos casos de LH, sendo
1.600 em homens e 1.270 em mulheres. O nimero de mortes para 2010 foi
de 483, sendo 260 homens e 223 mulheres. Para o Brasil, no ano de 2014,
estimam-se 1300 novos casos de LH em homens e 880 em mulheres. Esses
valores correspondem a um risco estimado de 1,28 casos novos a cada 100 mil
homens e 0,83 a cada 100 mil mulheres.

Nos paises economicamente desenvolvidos hd uma maior incidéncia



dessa neoplasia (7000 — 7500 novos casos/anos, nos EUA). Excecéo é feita
para faixa etaria menor que 15 anos, onde o0 numero de casos € maior nos
paises em desenvolvimento (Correa P and O'Conor GT 1973). Diferenca na
distribuicdo dos subtipos histolégicos também € observada mundialmente,
sendo o0 subtipo esclerose nodular menos prevalente em paises
subdesenvolvidos.

O LH é uma doenca tipicamente de adultos jovens com envolvimento
nodal supradiafragmatico, incluindo cadeia cervical, supraclavicular, axilar e
mediastinal anterior. A neoplasia é identificada em exames fisicos e
radiologicos de rotina, visto que grande parte dos pacientes ndo apresenta
sintomas ao diagnostico. Em um terco dos casos, contudo, h& sintomatologia,
sendo a febre mais comum que suores noturnos e perda ponderal (Gobbi PG,
Ferreri AJ et al. 2013).

O LH apresenta caracteristicamente um padrdo previsivel de
disseminagdo, com envolvimento sequencial e contiguo de sitios nodais
(Kaplan HS 1981). Em estagios mais avancados, a doenca pode acometer
visceras adjacentes, por invasao direta, ou disseminacdo hematogénica em um
padrdo semelhante a metastases de neoplasia epiteliais (Ansell SM 2012). Os
sitios extranodais mais comumente envolvidos sdo baco, pulméo, figado e
medula O6ssea. Nesses casos avancados em que ha acometimento nodal
subdiafragmatico e/ou visceral € mais frequente o encontro de sintomas B.

Ha, também, algumas particularidades relativas a apresentacéo clinica,
nos diferentes subtipos morfolégicos de LH. O LHPLN pode ocorrer em
qualquer idade, mas é mais comum em adultos do sexo masculino e € uma

doenca geralmente localizada ao diagnostico. Frequentemente ha



envolvimento de linfonodos periféricos (cervical e inguinal), sem acometimento
de mediastino. Estadio IV com envolvimento de medula 6ssea raramente €&
encontrado. O LHCEN acomete mais comumente adolescentes e adultos
jovens com discreto predominio em mulheres. Envolvimento mediastinal é
frequente. O LHCEN demonstra uma tendéncia a permanecer restrito as
porcdes toracicas superiores, envolvendo linfonodos e estruturas adjacentes. A
variante celularidade mista, por outro lado, apresenta-se, geralmente, em
estadio mais avancado com acometimento de baco, figado ou medula 6ssea. O
LHCDL, variante menos comum do LHC, acomete paciente idosos e apresenta-
se com linfadenopatia abdominal ou doenca extranodal, incluindo envolvimento
de baco, figado, e medula 6ssea. O estadio ao diagnostico é avancado e a
resposta a terapia € geralmente pior em relagdo aos outros subtipos (Gobbi
PG, Ferreri AJ et al. 2013). O LHCRL acomete geralmente adultos acima dos
50 anos e apresenta baixa agressividade. Ha, nessa variante, acometimento de
linfonodos subdiafragméticos, sendo raro a formacdo de massa tumoral e

envolvimento mediastinal e extranodal.

2.4 Fatores de Risco

N&o ha nenhum fator de risco plenamente estabelecido para o LH. No
entanto, a distribuicdo etaria bimodal do LH suporta a hipétese de que essa
neoplasia seja resultado de dois processos patologicos distintos (Gobbi PG,
Ferreri AJ et al. 2013). O primeiro deles infeccioso (Hjalgrim H and Engels EA
2008), associado ao grupo de adultos jovens, e 0 segundo mecanismo

possivelmente semelhante ao de outras neoplasias linfoides, relacionado ao



grupo de pacientes com maior idade.

Ja esta documentada, na literatura, a mononucleose infecciosa como
fator de risco para o desenvolvimento subsequente de LH EBV-relacionado
(Hjalgrim H, Askling J et al. 2003). O DNA do virus Epstein-Barr (EBV) pode ser
detectado no soro de 30-50% dos pacientes apresentando LH (Gallagher A,
Armstrong AA et al. 1999), com semelhante expressdo, no tumor, da proteina
latente de membrana (LMP1 e 2), EBERs (Epstein-Barr RNAs codificados) e

EBNA (antigeno nuclear Epstein-Barr) (Levine PH, Pallesen G et al. 1994).

3 LINFOMA DE HODGKIN - PATOLOGIA E BIOLOGIA

3.1 Morfologia

3.1.1 Linfoma de Hodgkin Classico

O LHC é subdividido em quatro grupos: esclerose nodular, celularidade
mista, rico em linfécitos e deplecao linfocitaria. Essa subdivisao é feita levando
em consideragdo diferencas clinicas e morfologicas (padrdo de crescimento,
grau de fibrose, composicdo do estroma inflamatério ndo neoplasico, nimero

de células tumorais, relacdo com infeccao pelo virus Epstein-Barr).



3111 Esclerose Nodular

Subtipo mais comum, perfazendo 75-80% dos casos de LHC. O achado
marcante dessa variante € a presenca de bandas de tecido fiboroso densamente
colagenizado, espessando a capsula nodal e septando o parénquima em
nodulos. Essas bandas fibroticas apresentam  caracteristicamente
birrefringéncia verde a microscopia de luz polarizada (Gobbi PG, Ferreri AJ et
al. 2013). Os nédulos sao compostos por populacdo dominante de células
inflamatorias (incluindo linfécitos pequenos, plasmocitos, macrofagos e
eosindfilos) em propor¢cbes variadas, bem como dispersas células de Reed-
Sternberg (RS) e suas variantes mononucleadas, incluindo células de Hodgkin
e lacunares (Figura 2). As células de RS, consideradas elemento
patognomonico, apresentam polinucleagéo, classicamente binucleacdo, com
nucléolos eosinofilicos proeminentes semelhantes a inclusbes. Entre as
variantes mononucleares das células de RS encontramos células de Hodgkin,
células “mumificadas” exibindo cromatina nuclear densamente condensada, e
células lacunares com artefato de retragdo citoplasmatico, secundario a fixacédo
com formalina. Essa Ultima mais comumente vista no subtipo esclerose
nodular, sendo considerada por muitos a célula simbolo desse subtipo
morfologico de LHC.

Associacdo com infeccdo pelo virus Eptein-Barr (EBV) ocorre em 10-
40% dos casos. O diagnostico de LHCEN s6 pode ser estabelecido quando as
células diagndsticas estdo em um contexto inflamatorio apropriado, incluindo a
presenca de linfécitos pequenos, plasmécitos, neutréfilos, macréfagos e

histiocitos.



3.1.1.2 Celularidade Mista

E o segundo subtipo mais comum do LHC, representando 20-30% dos
casos. Essa variante € mais frequentemente associada a infeccao pelo virus
Epstein-Barr (EBV), em cerca de 75% dos casos, e HIV. As células
diagnésticas caracteristicas desse subtipo sdo as classicas células de RS,
disposta de maneira isolada em meio a componente inflamatério heterogéneo
de pequenos linfocitos, eosinodfilos, plasmaécitos e macréfagos. A arquitetura
nodal é difusa ou vagamente nodular, mas sem fibrose esclerosante nodular.
Apesar da auséncia de bandas fibréticas esclerosantes, discreta fibrose
intersticial pode estar presente, sem desfavorecer esse diagnaéstico.

Em alguns casos, especialmente naqueles diagnosticados em fase
precoce da doenca, essa variante pode apresentar um padréo interfolicular de
crescimento associado a foliculos linfoides residuais (King RL, Howard MT et

al. 2014).

3.1.1.3 Rico em Linfécitos

Subtipo incomum, representando cerca de 6% dos casos de LHC, que
apresenta aspectos morfolégicos semelhantes ao LHPLN, incluindo padrédo
nodular de crescimento e auséncia de neutréfilos, plasmécitos e eosindfilos.
Esse padrdo nodular € conferido ndo por fibrose, mas por foliculos linfoides
residuais, sendo frequente o encontro de centros germinativos excentricamente

localizados. As células diagndsticas sdo as células de RS e suas variantes,
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tipicamente dispostas de maneira isolada e fora dos centros germinativos.
Apesar das semelhancas morfolégicas com o LHPLN, essa distingdo pode ser
facilmente feita pela imuno-histoquimica, visto que essa variante apresenta
imunofendtipo de LHC. A associacdo com EBV € menor, quando comparado

com o subtipo celularidade mista.

3.114 Deplecéo Linfocitaria

E a apresentacdo morfolégica menos comum do LHC, perfazendo
menos de 1% dos casos, e com elevada associagdo com infecgao pelo EBV e
HIV (Glaser SL, Clarke CA et al. 2003). E caracterizada pelo apagamento da
arquitetura nodal por fibrose extensa, mas diferentemente da fibrose da
variante esclerose nodular, ndo ha birrefringéncia verde a microscopia de luz
polarizada. De maneira muito caracteristica as células neoplasicas diagnosticas
estdo dispostas nesse fundo fibrotico, associado a raros elementos
inflamatorios ndo neoplasicos. Essa apresentacdo morfolégica, por vezes,
confere um aspecto “sarcomatoide” a neoplasia, podendo ser confundida,
especialmente quando ha confluéncia de células neoplasicas (variante
“reticular” ou “Sarcoma de Hodgkin”)(Lukes RJ and Butler JJ 1966), com

diversas malignidades, incluindo Linfoma de grandes células anaplasicas.
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de RS; B) Célula de Hodgkin (variante mononucleada da células de RS); C)
Célula de Hodgkin “mumificada”; D)Células neoplasicas de padrao “lacunar”

3.1.2 Linfoma de Hodgkin Predominancia Linfocitica Nodular

De maneira semelhante ao LHC essa variante é caracterizada por
escassa quantidade de células neoplasicas conhecidas, no LHPLN, como as
células LP (Predominancia Linfocitica) ou L&H (Linfocitica e Histiocitica). Essas
células diagnosticas possuem abundante citoplasma e, diferentemente das
células de Hodgkin, apresentam nucleos vesiculosos de aspecto
multilobado/convoluto (“popcorn cell”) (Figura 3) com multiplos pequenos
nucléolos menores ao invés de um macronucléolo Unico. Entretanto, células
semelhantes as células de Hodgkin podem estar presentes, ndo impedindo o
diagnéstico de LHPLN. As células L&H estao dispostas ao meio de formacdes
linfoides macrofoliculares (nodulares), constituidas pela trama expandida de
células foliculares dendriticas e populacdo residual de pequenos linfocitos
maduros B e T. Plasmacitos, eosinodfilos e neutrofilos sdo raramente vistos

(Burns BF, Colby TV et al. 1984). Numero variavel de histiocitos podem,
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também, estar presentes formando, por vezes, pequenos granulomas néo
necrosantes (Gobbi PG, Ferreri AJ et al. 2013).

Importante salientar que as células L&H se dispoem de maneira isolada,
sem tendéncia de formar agregados. Apesar de o padrao nodular representar o
selo morfologico dessa malignidade, sendo necessario para o diagnostico de
LHPLN, areas difusas de crescimento podem estar presentes de maneira
proeminente, em determinados casos. Cinco variacdes morfologicas sao
descritas na literatura: 1. Nodular serpiginoso; 2. Nodular com células LP
extranodulares proeminentes; 3. Nodular rico em células T; 4. Difuso com fundo

rico em células T e 5. Difuso de grandes células B, rico em células T, Simile

(Fan Z, Natkunam Y et al. 2003).

L,
o

Flgura 3: A e B) Celulas LP (predommanma Imfocmca) de padrao “popcorn"
denominadas, no passado, células L&H

3.2 Imunofendtipo

3.2.1 Linfoma de Hodgkin Classico (LHC)

O imunofendtipo de todos os subtipos de LHC é similar (Lu J and Chang
KL 2011). De acordo com sua origem B, as células de Reed-Sternberg (RS) e
suas variantes expressam fator de transcricdo de células B (PAX5). Essa

expressdo € geralmente menos intensa quando comparado com os linfécitos B
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adjacentes ndo neoplasicos. Na maioria dos casos, a expressao de PAX5 é a
Gnica evidéncia imuno-histoquimica de diferenciacdo B da neoplasia. Em cerca
de 30-40% dos casos de LHC ha positividade, também, de CD20 em um
padrdo caracteristicamente fraco e heterogéneo, associado a um grande
contingente celular neoplasico negativo, dentro da mesma neoplasia. Outros
marcadores de diferenciacdo B, incluindo CD79a, CD19, OCT2 e BOB.1 sédo
negativos (King RL, Howard MT et al. 2014). O CD45, marcador pan-
hematopoético, é classica e misteriosamente negativo nos LHC (Figura 4A).
CD30 e expresso em virtualmente todos os casos de LHC, em padrdo
membranoso, frequentemente associado a um reforco de imunocoloragéao
paranuclear, area golgi do citoplasma (padréo “dot”) (Figura 4B). A expressao
de CD15 (Figura 4C) é encontrada em 75-85% dos casos estando essa
variacdo, também, relacionada ao clone do marcador empregado. Outros
marcadores positivos e que auxiliam nos diagnosticos diferenciais com outras
neoplasias hematopoiéticas, incluindo LGCA e LDGCB, sdo MUM1(Bai M,
Panoulas V et al. 2006) e fascina (Bakshi NA, Finn WG et al. 2007; Bhargava
P, Pantanowitz L et al. 2010).

A imunoexpressao para LMP1(Figura 4C) é vista nos casos associados

ao virus EBV, indicando infeccao de laténcia tipo Il.
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L e o
Figura 4: Imunofenotlpo do LHC A) CD45 (|munonegat|V|dade em ceIuIa RS);
B)CD30 (imunocoloracdo de membrana com acentuacdo da marcacdo em
regido perinuclear); C)CD15 (imunocoloracdo de membrana com acentuagao
da marcacao em regido parainuclear); D)LMP-1 (positivos em célula de RS;

imunocoloracgéao citoplasmatica)
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3.2.2 Linfoma de Hodgkin Predominancia Linfocitica Nodular

Apesar de ocorrer alguma sobreposicdo morfologica entre o LHC e
LHPLN, essas duas neoplasias podem ser facilmente diferenciadas pelo
imunofendtipo. Diferentemente do LHC, as células L&H do LHPLN sao
tipicamente positivas, de maneira intensa e uniforme, para CD45 (Figura 5A) e
marcadores de linhagem B incluindo CD20 (Figura 5B), CD79a (Figura 5C),
PAX5, OCT2 e BOB.1 (McCune RC, Syrbu SI et al. 2006). CD30 e MUM1 séao
tipicamente negativos no LHPLN, no entanto positividade focal pode ser vista
em subgrupo de casos (Ranjan P and Naresh KN 2003). Outro achado
constante, nessa neoplasia, é a expressao difusa para proteina BCL6 (Figura
5D) (Herbeck R, Teodorescu Brinzeu D et al. 2011).

Achado imuno-histoquimico adicional e de importancia para o

diagnostico de LHPLN inclui a identificacdo da expansao da trama de células
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dendriticas foliculares (CD21+;CD23+/CD35+) nos macrofoliculos. Ainda, no
LHPLN as células neoplasicas sao circundadas por uma rima (roseta) de
pequenos linfocitos T foliculares “helper” expressando CD4, CD57 e PD1

(Kraus MD and Haley J 2000).

Figura 5: Imunofendtipo do LHPLN: A) CD45 (imunopositividade em células
LP); B)CD20 (imunocoloracdo de membrana intensa e constante, nas ceélulas
LP); C)CD79a (imunopositividade nas células neoplasicas); D)BCL6
(positividade nuclear em células LP).

3.3 Genética e Biologia

Acredita-se que as células LP (ou L&H) do LHPLN representem uma
expansao clonal de células B derivadas de células centrogerminais em estagio
de centroblasto. A expressédo de marcadores centro-germinais (BCL6, HGAL,
centerin) associado a alta taxa de mutacdes do gene Vu e a diversidade
intraclonal suportam essa hip6tese (Marafioti T, Hummel M et al. 1997; Schmitz
R, Stanelle J et al. 2009).

Virtualmente todas as células Hodgkin/Reed-Sternberg (HRS), do LHC,
carregam rearranjo clonal e mutagcdo somatica nos gene de cadeia pesada e

leve de imunoglobulina, sendo que em grande parte dos casos ha mutacbes
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somaticas destrutivas, causadoras de morte apoptoética imediata em células
centro-germinais (CG) normais, detectadas em genes rearranjados de IgV
(Schmitz R, Stanelle J et al. 2009). Esses achados indicam a origem das HRS
em células CG pré-apoptéticas que adquiriram mutacdes somaticas
desfavoraveis e foram resgatadas da apoptose por eventos transformadores
adicionais (Schmitz R, Stanelle J et al. 2009).

No entanto, as células de HRS apresentam perda da expressao de
genes especificos de diferenciacdo B (Schmitz R, Stanelle J et al. 2009), fato
relacionado a dificuldade na caracterizacdo imuno-histoquimica dessa
neoplasia como deriva de linhagem B.

Em relagdo ao microambiente acessorio, as células de HRS interagem
com células estromais e inflamatoérias (Figura 6) e, através da mediacdo de
diversas quimiocinas e citocinas, orquestra o recrutamento de células do
sistema imune, incluindo células T “helper’, plasmdcitos, mastocitos,
macréfagos, granuldcitos e eosindfilos (King RL, Howard MT et al. 2014).

As células de RS sdo geralmente circundadas por uma roseta de

linfécitos T, tanto tipo Thl quanto Th2.
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Figura 6: Interagdo entre as células de RS e 0 microambiente inflamatorio
acessorio, promovendo a liberacdo de numerosas citocinas e quimiocinas (King
RL, Howard MT et al. 2014).

3.4 Fatores Prognosticos

O linfoma de Hodgkin, considerado no passado uma neoplasia agressiva
com curso clinico fatal, pela auséncia de terapia adequada, € hoje curada com
regimes quimioterapicos e radioterapicos atuais, particularmente nos casos de
doenca localizada.

De uma maneira geral, a mortalidade do LH tem sido reduzida
progressivamente nos ultimos anos. A mortalidade nos EUA, na década de
1950, era de 1,8 por 100.000 caindo, no comeco dos anos 1990, para 0,47 por

100.000 (Landis SH, Murray T et al. 1998). Os mais recentes dados apontam



18

sobrevida geral, em 5 anos, de 81%.

Entretanto, uma fracdo de pacientes com doenca avancada né&o
responde completamente a terapia primaria ou apresenta recorréncia apos
periodos curtos de remissdo. Esses pacientes se beneficiariam, eventualmente,
de tratamento e seguimento clinico diferenciados. Nesse contexto, ha, na
literatura médica recente, muitos estudos focados na selecdo desses pacientes
através da identificacéo de fatores progndsticos associados a falha terapéutica.

Inicialmente, marcadores imuno-histoquimicos de desregulacdo do ciclo
celular e apoptose, especialmente proteina BCL2 e proteina p53, foram
relacionados com baixa resposta ao tratamento e/ou diminuicdo da sobrevida
(Smolewski P, Robak T et al. 2000; Rassidakis GZ, Medeiros LJ et al. 2002;
Garcia JF, Camacho FI et al. 2003; Montalban C, Garcia JF et al. 2004; Bai M,
Papoudou-Bai A et al. 2007).

A composicdo celular do microambiente tumoral, dada pela
caracterizacdo imunofenotipica de céluals T reativas, em especial baixa
concentracdo de células FOXP3+ e alta densidade de células TIA-1+, foi
também relacionado como marcador preditivo de pior prognéstico (Alvaro T,
Lejeune M et al. 2005; Tzankov A, Meier C et al. 2008).

Ainda, o fendtipo de ativagcdo macrofagico/monocitico, identificado pelo
acréscimo de macréfagos CD68+, foi correlacionado com recorréncia precoce,
recidiva pos-transplante autélogo de células tronco-hematopoiéticas e pior
sobrevida (Steidl C, Lee T et al. 2010; Kamper P, Bendix K et al. 2011).

Mais recentemente, perfis de expressdo génica identificaram subtipos
moleculares de Linfoma de Hodgkin com capacidade de estratificacdo de risco

e predicdo da sobrevida (Devilard E, Bertucci F et al. 2002; Chetaille B,
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Bertucci F et al. 2009; Sanchez-Espiridion B, Montalban C et al. 2010; Steidl C,
Lee T et al. 2010).

Finalmente, analises da expressdo de miRNA em LHC tem demonstrado
desregulacdo de alguns miRNAs especificos, incluindo MIR21, MIR30E,
MIR30D e MIR29B, conferindo progndstico desfavoravel (Sanchez-Espiridion

B, Martin-Moreno AM et al. 2013).

4 IMP3

O IMP3 (insulin-like growth factor mRNA binding protein 3) € uma
proteina oncofetal, membro da familia do fator de crescimento tipo insulina Il
(IGF-II), com importante funcdo nas fases iniciais da embriogénese humana
(Nielsen J, Christiansen J et al. 1999). E expresso, nas fases iniciais da
embriogénese, em epitélio primitivo, mudsculo e placenta. Durante essa fase, o
IMP3 é necesséario para migracéo celular e formacéo da placa de revestimento
do tubo neural e, subsequentemente, migracéo da crista neural.

Possui, fora do periodo embrionario, reconhecido papel carcinogénico
sendo especificamente expresso em tumores malignos e associado a
neoplasias agressivas e avancadas. Ele esta presente em uma grande gama
de canceres, incluindo mesotelioma (Husain AN, Colby TV et al. 2009; lkeda K,
Tate G et al. 2010; Shi M, Fraire AE et al. 2011; Lee AF, Gown AM et al. 2013),
carcinomas endometriais (seroso e de células claras) (Zheng W, Yi X et al.
2008), adenocarcinoma esofagico (Lu D, Vohra P et al. 2009; Feng W, Zhou Z
et al. 2011), carcinoma laringeo (Chen K, Cornejo KM et al. 2013),

leiomiossarcoma (Cornejo K, Shi M et al. 2012), adenocarcinoma de pancreas
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(Yantiss RK, Woda BA et al. 2005; Zhao H, Mandich D et al. 2007; Wachter DL,
Schlabrakowski A et al. 2011), melanomas (Pryor JG, Bourne PA et al. 2008;
Mentrikoski MJ, Ma L et al. 2009; Yu L, Xu H et al. 2010), hepatocarcinoma
(Wachter DL, Kristiansen G et al. 2012) sendo raramente encontrado em
tecidos normais. Sua expressdo € relacionada a proliferacdo de células
tumorais, adeséao, invasao e migracao, resultando no comportamento biolégico
agressivo observado em diversas neoplasias (Yaniv K, Fainsod A et al. 2003;
Liao B, Hu Y et al. 2005; Vikesaa J, Hansen TV et al. 2006). E utilizado como
marcador prognostico independente em carcinomas de células renais (Jiang Z,
Chu PG et al. 2006; Hoffmann NE, Sheinin Y et al. 2008; Jiang Z, Chu PG et al.
2008), carcinomas uroteliais (Sitnikova L, Mendese G et al. 2008; Szarvas T,
vom Dorp F et al. 2012) e adenocarcinomas pulmonares (Findeis-Hosey JJ,
Yang Q et al. 2010).

King e col. (King RL, Pasha T et al. 2009), em um estudo inicial,
avaliaram a superexpressédo de IMP3 em tecidos linfoides n&o neoplasicos e
em diversas neoplasia linfoides, incluindo 26 casos de LH, 26 casos de linfoma
difuso de grandes células B (DLBCL), 12 casos de linfoma de Burkitt (LB) e 15
casos de linfoma folicular (LF). Eles encontraram expressao do IMP3 constante
e fraca (escores 1+ e 2+) em células centrofoliculares de 21 controles normais
(6 linfonodos, 6 bacos, 4 tonsilas e 5 timos), além de positividade em todos o0s
LH (intensidade forte), 83% dos LB (intensidade moderada) e em 85% dos
LDGCB (intensidade variavel). Nesse estudo, ainda, houve pequena propor¢ao
de imunocoloracédo, geralmente fraca (escores 1+ e 2+), em outros linfomas
ndo centrogerminais derivados, incluindo expressdo em 20% (2/10) dos

linfomas de células do manto (LM), 10% (1/10) dos LGCA, 10% (1/10) dos
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linfomas linfociticos (LL/LLC) e 8% (1/11) dos linfomas da zona marginal (LZM).

Em estudo mais recente, Tang e col. (Tang H, Wei Q et al. 2013)
avaliaram a expressédo do IMP3 em 81 casos de LH, incluindo 10 casos de
LHPLN, sugerindo seu uso como marcador diagnostico. Eles encontraram
imunoexpressao do IMP3, restritamente em células neoplasicas diagnosticas,
em 99% dos casos, sendo a intensidade de imunocoloracdo forte (escore 3+)

em 73% dos casos.
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1. Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas anatomo-clinicas e imunofenotipicas em 61
casos de Linfoma de Hodgkin, incluindo analise do IMP3 como potencial

biomarcador prognéstico.

2. Objetivos especificos

e Caracterizacdo clinica: idade, sexo, localizagdo anatbmica,
estadiamento, tratamento e sobrevida.

e Confirmacao diagnoéstica e caracterizacao histolégica: subtipo histolégico
de acordo com a classificacdo da OMS.

e Caracterizacdo imunofenotipica com avaliacdo dos seguintes
marcadores: CD20, PAX5, CD3, CD30, CD15, CD45, LMP1 e

MUM1/IRF4.
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RESUMO

O Linfoma de Hodgkin (LH) € uma neoplasia hematopoiética que
acomete caracteristicamente adultos jovens e apresenta, quando néo
tratado, curso clinico fatal. O diagndstico precoce e preciso desse linfoma
associado a terapia moderna, por outro lado, tem proporcionado diminui¢cao
dramatica das taxas de letalidade. Ainda assim, cerca de 15-20% dos
pacientes evoluem de maneira insatisfatoria com resisténcia a terapia
priméria ou recaida precoce pos-tratamento. Nesse sentido, h4 estudos
variados na tentativa de buscar perfis progndsticos capazes de selecionar
pacientes candidatos a terapias particulares. O IMP3 (insulin-like growth
factor mRNA binding protein 3) tem sido descrito como biomarcador
relacionado a pior progndstico em diversas neoplasias, especialmente
carcinomas, mas ainda pouco estudado em neoplasias hematopoiéticas.
Para avaliar seu potencial papel prognostico no LH, foi estudado a
expressao do IMP3 em 61 casos, incluindo estratificacdo da imunocoloracao
em intensidades (0, 1+, 2+ e 3+) e relacdo com sobrevida, dados clinicos,
aspectos morfolégicos e imuno-histoquimicos. A expressdo forte
(intensidade 3+) para IMP3 foi observada em 61% (34/56) dos LH e
apresentou forte indicio de associacdo com melhor sobrevida livre de
doenca. Nossos achados mostram o IMP3 como potencial biomarcador de
melhor progndstico em LH.

Palavras-chave: Linfoma de Hodgkin, sobrevida, IMP3
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ABSTRACT

Hodgkin lymphoma (HL) is a hematopoietic neoplasm that
characteristically affects young adults and, if untreated, presents a fatal
clinical course. Early and accurate diagnosis of this lymphoma associated
with modern therapeutic management, on the other hand, has promoted a
dramatic decrease in mortality rates. Despite this, around 15-20% of patients
show unsatisfactory progression, with resistance to primary therapy or early
relapse following treatment. The literature comprises numerous studies
attempting to determine prognostic profiles that are capable of selecting
candidate patients for specific therapies. Insulin-like growth factor mRNA
binding protein 3 (IMP3) has been described as a biomarker that indicates
worse prognosis in several malignancies, particularly carcinomas; however,
studies of IMP3 in hematopoietic malignancies are rare. To assess their
potential prognostic role in HL, IMP3 expression was studied in 61 cases and
included stratification of immunostaining intensities (0, +, ++ and +++) and
their relation to status of life, clinical data and morphological and
immunohistochemical features. Intense IMP3 expression (+++) was observed
in 61% (34/56) cases and showed a strong indication of association with
better disease-free survival. Our findings show that IMP3 is a potential
biomarker of better prognosis in HL.

Keywords: Hodgkin lymphoma, IMP3, survival
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INTRODUCAO

O Linfoma de Hodgkin (LH) corresponde a uma parcela significativa
das neoplasias hematopoiéticas. A maioria destes casos evoluiria para
desfecho fatal, se ndo tratado. Por outro lado a terapia citotoxica moderna
proporcionou uma diminuicdo dramatica das taxas de mortalidade e
morbidade, incluindo cura em 80-90% dos pacientes jovens e com estadio
clinico precoce.! Ainda assim, cerca de 15-20% dos pacientes evoluem de
maneira insatisfatoria com resisténcia a terapia priméria ou recaida precoce
pos-tratamento, geralmente nos primeiros dois anos.? Nesse contexto, ha, na
literatura médica recente, muitos estudos focados na selecdo desses
pacientes através da identificacdo de fatores prognosticos associados a
falha terapéutica. Inicialmente, marcadores imuno-histoquimicos de
desregulagéo do ciclo celular e apoptose foram relacionados com baixa
resposta ao tratamento e/ou diminuicdo da sobrevida.>” A composicdo
celular do microambiente tumoral, dada pela caracterizacdo imunofenotipica
de células T reativas, em especial baixa concentracdo de células FOXP3+ e
alta densidade de células TIA-1+, foi também relacionado como marcador
preditivo de pior prognoéstico.8® Ainda, o fendtipo de ativacdo
macrofagico/monocitico, identificado pelo acréscimo de macrofagos CD68+,
foi correlacionado com recorréncia precoce, recidiva poés-transplante
autélogo de células tronco-hematopoiéticas e pior sobrevida.'®!! Mais
recentemente, perfis de expresséo génica identificaram subtipos moleculares
de LH com capacidade de estratificacéo de risco e predicdo da sobrevida.®

1214 Finalmente, andlises da expressdo de mMIRNA em LHC tem
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demonstrado desregulacéo de alguns miRNAs especificos, incluindo MIR21,
MIR30E, MIR30D e MIR29B, conferindo prognéstico desfavoravel.1®

O IMP3 (insulin-like growth factor mRNA binding protein 3) é uma
proteina oncofetal, membro da familia do fator de crescimento tipo insulina Il
(IGF-I1), com importante fungdo nas fases iniciais da embriogénese humana.
Nesse periodo inicial, esta proteina € encontrada em epitélios primitivos,
musculo e placenta, com papel critico ha migracdo celular e formacédo da
placa de revestimento do tubo neural e, subsequentemente, migracdo da
crista neural.’® Possui reconhecido papel carcinogénico fora do periodo
embrionério inicial, com participagdo na proliferacdo de células tumorais,
adesao, invasao e migracdo. Tem sido descrita sua presenca em alguns
tumores malignos e geralmente associada a neoplasias agressivas e
avancadas,'’”*° incluindo mesotelioma,?°-?3 carcinomas endometriais (seroso
e de células claras),?* adenocarcinoma esofagico,?> 26 carcinoma laringeo,?’
leiomiossarcoma,?® adenocarcinoma de pancreas,?®3! melanomas3*3* e
hepatocarcinoma3®®. Muito raramente pode ser encontrado em tecidos
normais. Como marcador progndéstico independente ja é utilizado em
carcinomas de  células renais,3*®  carcinomas  uroteliais,3%4°
adenocarcinomas pulmonares.4!

King e col. 4% avaliaram, em um estudo inicial, a superexpresséo do
IMP3 em tecidos linfoides ndo neoplasicos e em diversas neoplasia linfoides,
incluindo 26 casos de LH, 26 casos de linfoma difuso de grandes células B
(DLBCL), 12 casos de linfoma de Burkitt (LB) e 15 casos de linfoma folicular

(LF). Eles encontraram expressdo do IMP3 constante e fraca (escores 1+ e
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2+) em células centrofoliculares de 21 controles normais (6 linfonodos, 6
bacos, 4 tonsilas e 5 timos), além de positividade em todos os LH
(intensidade forte), 83% dos LB (intensidade moderada) e em 85% dos
LDGCB (intensidade variavel). Nesse estudo, ainda, houve pequena
proporcdo de imunocoloragdo, geralmente fraca (escores 1+ e 2+), em
outros linfomas nao centrogerminais derivados, incluindo expressao em 20%
(2/10) dos linfomas do manto (LM), 10% (1/10) dos LAGC, 10% (1/10) dos
linfomas linfociticos (LL/LLC) e 8% (1/11) dos linfomas da zona marginal
(LZM).

Em estudo mais recente, Tang e col. 4 avaliaram a expressdo do
IMP3 em 81 casos de LH, incluindo 10 casos de LHPLN, sugerindo seu uso
como marcador diagndstico. Eles encontraram imunoexpressdo do IMP3,
restritamente em células neoplasicas diagndsticas, em 99% dos casos,
sendo a intensidade de imunocoloracdo forte (escore 3+) em 73% dos
casos.

N&o ha na literatura médica atual investigacfes adicionais sobre o
IMP3 como marcador prognostico independente em neoplasias
hematopoiéticas. Esse artigo foi desenhado para caracterizacdo anatomo-
clinica e imunofenotipica de 61 casos de LH incluindo avaliacdo da

expressao do IMP3 como potencial marcador prognadstico.



44

MATERIAL E METODOS

Selecédo de casos

O estudo estd fundamentado na revisdo sistemética de 79 casos
consecutivos de LH diagnosticados entre janeiro de 1999 e abril de 2014,
pelo Departamento de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu (HCFMB)-UNESP. Essa amostragem tem abrangéncia
regional, incluindo cidades adjacentes a Botucatu, assistidas pelo HCFMB.
Os critérios de inclusdo foram: 1) Enquadramento morfolégico e imuno-
histoquimico para o diagnéstico de LH; 2) disponibilidade de informacdes
clinicas e, quando possivel, de seguimento; 3) disponibilidade dos blocos de
parafina. Sessenta e um casos cumpriram estes requisitos. As informacdes
clinicas de relevancia prognéstica registradas para o estudo incluiam idade,
sexo, data do diagndstico inicial, data do evento adverso e/ou 6bito, quando
presente, data do U(ltimo contato, sintomas sistémicos ao diagndstico,
estadiamento clinico (Ann Arbor) e terapéutica pertinente.

Sintomas sistémicos ao diagndéstico foram considerados presentes
guando o paciente apresentava febre de origem desconhecida, sudorese
noturna ou perda ponderal maior que 10%, nos Uultimos seis meses.
Informacdes relativas ao tratamento incluiam protocolo de tratamento,
resposta a terapia (remissdo completa, parcial, ou sem remisséo), duragcao
da resposta inicial, status do paciente (morto ou vivo, com ou sem evidéncia
de linfoma). Esse estudo tem a aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa

da FMB — UNESP (protocolo 837.530; vide anexos).



Construcao da micromatriz tecidual

Blocos de parafina de 61 casos estavam disponiveis e foram
utilizados para a constru¢cdo da micromatriz tecidual, utilizando arrayer de
tecido bioldgico (Beecher Instruments, Sun Prairie, WI, USA). Dois cores
de cada caso, medindo 1,0 mm cada, foram retirados do bloco original de
parafina. Cortes seriados do bloco da micromatriz tecidual, medindo 3 pm
de espessura, foram realizados e utilizados para o estudo imuno-
histoquimico. A plataforma da micromatriz tecidual foi confeccionada em

colaboragcédo com o Hospital A.C Camargo, Sao Paulo.

Avaliacdo histologica

Os casos foram revisados por dois dos autores (MPTM e MACD)
com a finalidade de confirmacéo do diagndstico de LH e classificacdo de
acordo com o proposto pela OMS.** Para tal, foram usados os cortes
originais dos blocos de parafina dos casos bem como os cores

correspondentes na micromatriz tecidual, corados pela técnica de H&E.

Estudo imuno-histoquimico

45

O estudo imuno-histoquimico foi realizado em secg¢des histologicas do

bloco de TMA, utilizando o polimero EnVision ® (Dako, California, USA)

como sistema de deteccdo. O método de recuperacdo antigénica foi

realizado de acordo com a necessidade especifica de cada anticorp

utilizando modulo de pré-tratamento PTLink ® (Dako, California, USA).

o,
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Foi considerado como positivo 0 caso que apresentou qualquer
expressdo nas células alvo para o0s seguintes marcadores imuno-
histoquimicos: CD20, CD3, CD30, CD15, CD45, LMP1, PAX5, MUM1/IRF4.
Para interpretacdo do IMP3 foi considerada qualquer expressao
citoplasmatica. A imunoexpressao foi graduada de acordo com a intensidade
em O (ausente), 1+ (fraco), 2+ (moderado) e 3+ (forte). Para efeito de
comparacao 0s casos com imunoexpressao em intensidades 0 (ausente), 1+
(fraco) e 2+ (moderado) foram agrupadas sob a denominacdo “IMP3
negativos” e os casos com imunopositividade 3+ (forte) foram denominados
“IMP3 positivos”. Controles positivos e negativos foram utilizados para
atestar a fidelidade das imunocoloracdes. Informacdes sobre anticorpos

usados e diluicdes estdo sumarizadas na Tabela 1.

.*‘.-J ._;‘j.-. “E- e, & T ® o
Figura 2 — Exemplos de semi-quantificacdo usada para avaliar a imunoexpressao para
IMP3. A) Intensidade 0; B) Intensidade 1+; C) Intensidade 2+; D) Intensidade 3+.
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Tabela 1. Especificaces dos anticorpos primarios, diluicédo e fonte

Anticorpo Clone Diluigéo Fonte
CD30 Ber-H2 1:100 DAKO
CD20 L26 1:700 DAKO
CD15 C3D-1 1:150 DAKO
CD3 565 1:800 DAKO
CD45 DD7/26 1:250 DAKO
PAX5 ZP007 1:20 Biogenex
LMP1 CSl-4 1:100 DAKO
IMP3 69.1 1:100 DAKO
MUML1/IRF4  MUM1P 1:100 DAKO

Analise estatistica

Para todas as variaveis pesquisadas foram levantadas as
distribuicbes de frequéncia. A sobrevida geral foi calculada a partir da data
do diagnostico até a data do 6bito ou do ultimo contato. A sobrevida livre de
doenca foi obtida contando-se o periodo entre a data do diagndstico e a data
do primeiro evento adverso. Foram elaboradas tabelas de vida para todas as
variaveis pesquisadas e com base nelas foi aplicada a técnica de Kaplan-
Meier para avaliacdo da influéncia das variaveis pesquisadas na sobrevida
geral e sobrevida livre de doenca dos pacientes. Tempos médios de
sobrevida foram estimados, sempre que possivel, com base nessa técnica.
Intervalos de confianga para os tempos médios de sobrevida foram obtidos
com coeficiente de confianca de 95%. O nivel de significancia adotado para
todos os testes foi de 5%, sendo que, para todos os testes, o nivel descritivo

da estatistica observada foi calculado (p).*> 46



RESULTADOS

Achados clinicos

A populacdo amostral foi de 61 pacientes diagnosticados com LH
entre 1998 e 2014, com idades entre 15 e 72 anos. A mediana de idade foi
de 26 anos. Trinta por cento (18/61) dos casos tinham idade >40 anos.
Vinte e quatro pacientes eram do sexo feminino (39%) e trinta e sete do
sexo masculino (61%).

Dos 61 casos, 59 casos tiveram apresentacdo nodal e apenas 2
casos foram de apresentacdo extranodal (coluna vertebral). O sitio
anatémico nodal mais comum foi linfonodo cervical com 33 casos (54%),
seguido de linfonodo axilar com 8 casos (13%) e linfonodo supraclavicular
com 7 casos (11%). Presenca de sintomas B ao diagnostico foi
identificada em 71% (37/52) casos. Trinta (81%) destes casos pertenciam
ao subtipo esclerose nodular do linfoma de Hodgkin classico. Vinte e cinco
(51%; n=49) casos apresentaram estadio de Ann Arbor elevado (lll e V)
ao diagnostico. O comprometimento de medula 6ssea foi documentado em
14 casos (30%; n=47). Estes e outros dados detalhados relativos ao

tratamento podem ser encontrados na Tabela 2.

Achados histolégicos e imuno-histoquimicos

O subtipo histolégico de linfoma de Hodgkin classico mais prevalen
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te

foi o esclerose nodular, perfazendo 69% dos casos (42/61), seguido do

subtipo celularidade mista (21%; 13/61). Dois casos foram classificados
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como LHCDL (3%) e outros dois como LHPLN (3%). As apresentacoes
extranodais (n=2) ndo foram subclassificadas. Nos 61 casos analisados
nessa série, ndo houve nenhum representante do subtipo rico em linfgcitos.
A Tabela 2 apresenta a distribuicdo dos 61 casos de LH de acordo com a
classificacdo OMS.

Todos os casos de LHC foram positivos para CD30 e negativos para
CD45 e MUML1/IRF4. Os dois casos de LHPLN foram positivos para CD20,
CD45 e MUM1/IRF4 e negativos para CD30, CD15 e LMP1. A expresséao de
CD20 foi observada em 12,5% (7/56) dos casos de LHC. O subtipo
morfolégico de LHC com maior expressdo de CD20 foi o esclerose nodular
(6/40). A positividade para PAXS5 foi vista em 82% (46/56) dos LHC, sendo o
subtipo esclerose nodular mais frequentemente positivo 85% (33/39). O
padréo de imunocoloragéo do PAX5 foi, em todos os casos, mais fraco que o
encontrado em linfécitos B ndo neoplasicos adjacentes. Vinte e nove casos
de LHC (52%; n=56) foram positivos para CD15. A expressdo de LMP1 foi
encontrada em 34% (19/56) dos casos de LHC, sendo o subtipo celularidade
mista 0 mais frequentemente associado a expressado desse marcador (54%;
n=13). A expressao de IMP3 foi observada em 98% (55/56) dos casos de
LHC e em um caso de LHPLN. A intensidade de imunocoloracdo foi 3+
(forte) em 58% (34/58) dos de LH. Nenhum (0/58) caso foi positivo para
CD3. Um sumério dos achados morfologicos e imunofenotipicos é achado

na Tabela 2.



Seguimento e sobrevida

Dados sobre a sobrevida geral estavam disponiveis em 57 casos,
destes 51 estavam vivos, e dados de sobrevida livre de doenca em 55
casos. A estimativa de sobrevida geral foi de 176+8,5 meses, enquanto a
estimativa de sobrevida livre de doenca foi de 146+12 meses. As curvas
de sobrevida geral e sobrevida livre de doenca foram calculadas (Figura
4A e Figura 4B). N@o houve reducdo significativamente estatistica das
curvas de sobrevida relacionadas ao estadiamento clinico (Ann Arbor),

subtipo histoldgico e expressao de CD20 (Tabela 2).
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Figura 3 — Painel de exemplos de resultados morfolégicos e imunofenotipicos: A) Célula de
Reed-Sternberg em linfoma de Hodgkin cléassico, variante celularidade mista (caso 9); B)
Célula lacunar em linfoma de Hodgkin classico, variante esclerose nodular (caso 22); C)
Células diagnésticas do LHCEN imunocoradas pelo CD30 (caso 49); D) Células de Hodgkin
imunocorada pelo CD15 (caso 58); E) e F) Células LP (predominancia linfocitica) de padrao
“popcorn” denominadas, no passado, células L&H (caso 51); G) Imunopositividade intensa e
constante para CD20, nas células L&H do LHPLN (caso 10); H) Imunopositividade para
CD45 (caso 51), em células L&H do LHPLN
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Figura 4 — Curvas de sobrevida geral e sobrevida livre de doenca: A)Curva de sobrevida geral;
B)Curva de sobrevida livre de doenca; C) Curva de sobrevida geral relativa a idade; D) Curva
de sobrevida livre de doenca relativa a idade; E) Curva de sobrevida geral relativa ao
estadiamento clinico (Ann Arbor); F) Curva de sobrevida livre de doenca relativa ao
estadiamento clinico (Ann Arbor)
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de IMP3; F) Curva de sobrevida livre de doenga relativa a expressao de IMP3
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DISCUSSAO

O LH é uma neoplasia maligna relativamente frequente com curso
clinico fatal, quando néo diagnosticado e tratado corretamente. Com o advento
da terapia moderna, puderam-se alcancar taxas de cura da ordem de 80-90%,
em pacientes jovens e com baixo estadiamento clinico. Na verdade o
tratamento do LH é considerado, por alguns autores, como 0 maior sucesso na
histéria da terapia oncolégica do século XX.? Entretanto, uma fragdo
significativa de casos, especialmente pacientes com doencga avancada, n&o
responde completamente a terapia primaria ou apresenta recorréncia apos
periodos curtos de remissdo. Ha, nesse sentido, grande debate na literatura, na
tentativa de identificar fatores prognosticos de real impacto na sobrevida,
selecionando esses grupos de pacientes com maior risco. Apesar da grande
guantidade de fatores progndsticos elencados na literatura, estudos continuam
com a intencdo de refinar as classificacbes prognoésticas, permitindo o
desenvolvimento de terapias personalizadas.

No presente trabalho, foram avaliadas as caracteristicas anatomo-
clinicas e imunofenotipicas de uma série de LH com especial énfase a
expressao da proteina IMP3 e sua correlacdo com sobrevida.

Observamos, em relacdo a caracterizagcdo clinico-epidemiologica da
nossa amostragem, o perfil classicamente descrito nas séries mundiais de LH,
incluindo predominio do sexo masculino (61%; 37/61) e acometimento
tipicamente de jovens com mediana geral de idade igual a 26 anos. Em
concordancia com recente reviséo realizada por Cuccaro e col.,? a idade maior
gue 40 anos teve, em nossa casuistica, forte impacto na sobrevida livre de

doenca. Gobbi e col.,*” descreveram a presenca de sintomatologia, ao
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diagnostico em cerca de um terco dos casos de LH, dado francamente
contrastante com nosso estudo que identificou sintomas ao diagnostico em
71% (37/52) dos casos. O subtipo histologico mais frequentemente associado a
presenca de sintomatologia sistémica foi esclerose nodular (30/37). A presenca
de sintomatologia ao diagnéstico é um reconhecido fator de risco no LH,*® no
entanto, em nossa série, ndo houve diferencas nas curvas de sobrevida geral e
livre de doencas relativas a presenca de sintomas. Vinte e cinco (51%; n=49)
casos apresentaram estadio de Ann Arbor elevado (1l e IV) ao diagnéstico e
comprometimento de medula 6ssea foi documentado em 14 casos (30%;
n=47), no entanto, para essas variaveis também n&o houve diferencas nas
curvas de sobrevida geral e sobrevida livre de doenga.

Em relacéo a distribuicdo dos subtipos histoldégicos constatamos padrao
semelhante ao classicamente descrito pela OMS.#* O subtipo mais comum em
nosso estudo foi esclerose nodular, perfazendo 69% (42/61) dos casos,
seguido do LHCCM representando 21% (13/61). Para o LHCEN foi nitido o
acometimento de adultos jovens (mediana de idade igual a 25), no entanto nao
houve o ligeiro predominio classicamente descrito para o sexo feminino, com
apenas 16 (n=42) casos ocorrendo em mulheres. Nesse subgrupo foi
observado envolvimento mediastinal frequente (4/42), além de baixo
estadiamento, incluindo 45% (19/42) dos pacientes com estadio | e Il. O
descrito estadio avancado para o subgrupo celularidade mista foi observado
em nossa casuistica. Trinta e oito por cento (5/13) dos casos de LHCCM
apresentava, ao diagnostico, estadio IV, com acometimento de medula 6ssea
em metade (5/10) dos casos. O LHPLN foi mais comum em adultos do sexo

masculino (2/2) com baixo estadio clinico e sem envolvimento de medula
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O0ssea. Nao foi evidenciado comportamento diferenciado das curvas de
sobrevida geral e sobrevida livre de doenca entre os subtipos histolégicos de
LH.

O imunofendtipo dos subtipos de LHC foi similar e condizente com
dados da literatura, incluindo expressdao de CD30 em todos o0s casos e
negatividade para CD45. King e col. 4° descreveram positividade de CD20 em
até 40% dos casos e expressdao de PAX5 em todos os casos. Em nossa
casuistica, a confirmacédo imuno-histoquimica da diferenciacdo B do LH foi
menor. A expressdo de CD20 foi identificada em 12,5% (9/59) dos casos de
LHC, enquanto 82% (48/58) apresentaram positividade para PAX5. A
explicacdo mais provavel para esse fendmeno é que a positividade para esses
marcadores ocorre de forma focal, em geral apenas em subgrupo de células
neoplasicas. Dessa maneira, a avaliagdo segmentar do linfonodo (core de
TMA), utilizada nesse estudo, determina uma menor sensibilidade na deteccao
de células imunocoradas.

Ao estudarmos a expressao do IMP3 no LH, identificamos um grupo
(24/58) com nenhuma ou baixa positividade (intensidades 0, 1+ e 2+) para esse
imunomarcador e um segundo grupo (34/58) com elevada expressao
(intensidade 3+). Nao houve diferencas nas curvas de sobrevida entre esses
grupos, no entanto, ha forte indicio estatistico de associacao da expressao forte
do IMP3 (intensidade 3+) com melhor sobrevida livre de doenca.

Esse achado, além de inédito na literatura, contrasta com o comumente
observado nas neoplasias soélidas, carcinomas em especial, nas quais a
superexpressao da proteina IMP3 correlaciona-se com agressividade bioldgica

e pior prognoéstico. Uma possivel explicacdo para essa diferenca reside na
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origem centrogerminativa do LH, local onde a proteina IMP3 é fisiologicamente,
mas de maneira rudimentar, expressa. A perda da expressdo constitucional
dessa proteina, no LH, pode estar associada a outros desarranjos moleculares
gque determinam, por fim, comportamento biolégico diferenciado. O estudo da
expressdo do IMP3 em outras neoplasia hematopoiéticas centrogerminais
derivadas poderia apoiar essa teoria.

Em resumo, esse é o primeiro estudo a avaliar a expressdo do IMP
como fator progndstico em LH. O indicio estatistico de associacdo da
expresséo forte (intensidade 3+) do IMP3 com melhor sobrevida livre de
doenca é inédito na literatura e deve nortear, daqui por diante, a forma de
leitura do IMP3, incluindo sua graduacdo em intensidades. E importante
salientar, por outro lado, que novos estudos sdo necessarios para elucidar o
verdadeiro papel dessa proteina na linfomagénese e consolidar esse

imunomarcador como fator preditivo de melhor prognéstico em LH.



62

REFERENCIAS

10.

11.

12.

Klimm B, Engert A. Combined modality treatment of Hodgkin's
lymphoma. Cancer J 2009; 15:143-149.

Cuccaro A, Bartolomei F, Cupelli E, et al. Prognostic factors in hodgkin
lymphoma. Mediterr J Hematol Infect Dis 2014; 6:e2014053.

Garcia JF, Camacho FI, Morente M, et al. Hodgkin and Reed-Sternberg
cells harbor alterations in the major tumor suppressor pathways and cell-
cycle checkpoints: analyses using tissue microarrays. Blood 2003;
101:681-689.

Montalban C, Garcia JF, Abraira V, et al. Influence of biologic markers on
the outcome of Hodgkin's lymphoma: a study by the Spanish Hodgkin's
Lymphoma Study Group. J Clin Oncol 2004; 22:1664-1673.

Smolewski P, Robak T, Krykowski E, et al. Prognostic factors in
Hodgkin's disease: multivariate analysis of 327 patients from a single
institution. Clin Cancer Res 2000; 6:1150-1160.

Rassidakis GZ, Medeiros LJ, Vassilakopoulos TP, et al. BCL-2
expression in Hodgkin and Reed-Sternberg cells of classical Hodgkin
disease predicts a poorer prognosis in patients treated with ABVD or
equivalent regimens. Blood 2002; 100:3935-3941.

Bai M, Papoudou-Bai A, Horianopoulos N, et al. Expression of bcl2
family proteins and active caspase 3 in classical Hodgkin's lymphomas.
Hum Pathol 2007; 38:103-113.

Alvaro T, Lejeune M, Salvado MT, et al. Outcome in Hodgkin's
lymphoma can be predicted from the presence of accompanying
cytotoxic and regulatory T cells. Clin Cancer Res 2005; 11:1467-1473.

Tzankov A, Meier C, Hirschmann P, et al. Correlation of high numbers of
intratumoral FOXP3+ regulatory T cells with improved survival in
germinal center-like diffuse large B-cell lymphoma, follicular lymphoma
and classical Hodgkin's lymphoma. Haematologica 2008; 93:193-200.

Steidl C, Lee T, Shah SP, et al. Tumor-associated macrophages and
survival in classic Hodgkin's lymphoma. N Engl J Med 2010; 362:875-
885.

Kamper P, Bendix K, Hamilton-Dutoit S, et al. Tumor-infiltrating
macrophages correlate with adverse prognosis and Epstein-Barr virus
status in classical Hodgkin's lymphoma. Haematologica 2011; 96:269-
276.

Devilard E, Bertucci F, Trempat P, et al. Gene expression profiling



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

63

defines molecular subtypes of classical Hodgkin's disease. Oncogene
2002; 21:3095-3102.

Chetaille B, Bertucci F, Finetti P, et al. Molecular profiling of classical
Hodgkin lymphoma tissues wuncovers variations in the tumor
microenvironment and correlations with EBV infection and outcome.
Blood 2009; 113:2765-3775.

Sanchez-Espiridion B, Montalban C, Lopez A, et al. A molecular risk
score based on 4 functional pathways for advanced classical Hodgkin
lymphoma. Blood 2010; 116:e12-17.

Sanchez-Espiridion B, Martin-Moreno AM, Montalban C, et al. MicroRNA
signatures and treatment response in patients with advanced classical
Hodgkin lymphoma. Br J Haematol 2013; 162:336-347.

Nielsen J, Christiansen J, Lykke-Andersen J, et al. A family of insulin-like
growth factor Il mRNA-binding proteins represses translation in late
development. Mol Cell Biol 1999; 19:1262-1270.

Liao B, Hu Y, Herrick DJ, Brewer G. The RNA-binding protein IMP-3 is a
translational activator of insulin-like growth factor Il leader-3 mRNA
during proliferation of human K562 leukemia cells. J Biol Chem 2005;
280:18517-18524.

Vikesaa J, Hansen TV, Jonson L, et al. RNA-binding IMPs promote cell
adhesion and invadopodia formation. EMBO J 2006; 25:1456-1468.

Yaniv K, Fainsod A, Kalcheim C, Yisraeli JK. The RNA-binding protein
Vgl RBP is required for cell migration during early neural development.
Development 2003; 130:5649-5661.

Husain AN, Colby TV, Ordonez NG, et al. Guidelines for pathologic
diagnosis of malignant mesothelioma: a consensus statement from the
International Mesothelioma Interest Group. Arch Pathol Lab Med 2009;
133:1317-1331.

Shi M, Fraire AE, Chu P, et al. Oncofetal protein IMP3, a new diagnostic
biomarker to distinguish malignant mesothelioma from reactive
mesothelial proliferation. Am J Surg Pathol 2011; 35:878-882.

Lee AF, Gown AM, Churg A. IMP3 and GLUT-1 immunohistochemistry
for distinguishing benign from malignant mesothelial proliferations. Am J
Surg Pathol 2013; 37:421-426.

lkeda K, Tate G, Suzuki T, et al [IMP3/L523S, a novel
immunocytochemical marker that distinguishes benign and malignant
cells: the expression profiles of IMP3/L523S in effusion cytology. Hum
Pathol 2010; 41:745-750.



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

64

Zheng W, Yi X, Fadare O, et al. The oncofetal protein IMP3: a novel
biomarker for endometrial serous carcinoma. Am J Surg Pathol 2008;
32:304-315.

Lu D, Vohra P, Chu PG, et al. An oncofetal protein IMP3: a new
molecular marker for the detection of esophageal adenocarcinoma and
high-grade dysplasia. Am J Surg Pathol 2009; 33:521-525.

Feng W, Zhou Z, Peters JH, et al. Expression of insulin-like growth factor
[ mMRNA-binding protein 3 in human esophageal adenocarcinoma and its
precursor lesions. Arch Pathol Lab Med 2011; 135:1024-1031.

Chen K, Cornejo KM, Ye W, et al. Oncofetal protein IMP3: a new
diagnostic biomarker for laryngeal carcinoma. Hum Pathol 2013;
44:2126-2131.

Cornejo K, Shi M, Jiang Z. Oncofetal protein IMP3: a useful diagnostic
biomarker for leiomyosarcoma. Hum Pathol 2012; 43:1567-1572.

Yantiss RK, Woda BA, Fanger GR, et al. KOC (K homology domain
containing protein overexpressed in cancer): a novel molecular marker
that distinguishes between benign and malignant lesions of the
pancreas. Am J Surg Pathol 2005; 29:188-195.

Wachter DL, Schlabrakowski A, Hoegel J, et al. Diagnostic value of
immunohistochemical IMP3 expression in core needle biopsies of
pancreatic ductal adenocarcinoma. Am J Surg Pathol 2011; 35:873-877.

Zhao H, Mandich D, Cartun RW, Ligato S. Expression of K homology
domain containing protein overexpressed in cancer in pancreatic FNA for
diagnosing adenocarcinoma of pancreas. Diagn Cytopathol 2007,
35:700-704.

Yu L, Xu H, Wasco MJ, et al. IMP-3 expression in melanocytic lesions. J
Cutan Pathol 2010; 37:316-322.

Pryor JG, Bourne PA, Yang Q, et al. IMP-3 is a novel progression marker
in malignant melanoma. Mod Pathol 2008; 21:431-437.

Mentrikoski MJ, Ma L, Pryor JG, et al. Diagnostic utility of IMP3 in
segregating metastatic melanoma from benign nevi in lymph nodes. Mod
Pathol 2009; 22:1582-1587.

Wachter DL, Kristiansen G, Soll C, et al. Insulin-like growth factor Il
MRNA-binding protein 3 (IMP3) expression in hepatocellular carcinoma.
A clinicopathological analysis with emphasis on diagnostic value.
Histopathology 2012; 60:278-286.

Hoffmann NE, Sheinin Y, Lohse CM, et al. External validation of IMP3
expression as an independent prognostic marker for metastatic



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

65

progression and death for patients with clear cell renal cell carcinoma.
Cancer 2008; 112:1471-1479.

Jiang Z, Chu PG, Woda BA, et al. Analysis of RNA-binding protein IMP3
to predict metastasis and prognosis of renal-cell carcinoma: a
retrospective study. Lancet Oncol 2006; 7:556-564.

Jiang Z, Lohse CM, Chu PG, et al. Oncofetal protein IMP3: a novel
molecular marker that predicts metastasis of papillary and chromophobe
renal cell carcinomas. Cancer 2008; 112:2676-2682.

Sitnikova L, Mendese G, Liu Q, et al. IMP3 predicts aggressive
superficial urothelial carcinoma of the bladder. Clin Cancer Res 2008;
14:1701-1706.

Szarvas T, vom Dorp F, Niedworok C, et al. High insulin-like growth
factor mRNA-binding protein 3 (IMP3) protein expression is associated
with poor survival in muscle-invasive bladder cancer. BJU Int 2012;
110:E308-317.

Findeis-Hosey JJ, Yang Q, Spaulding BO, et al. IMP3 expression is
correlated with histologic grade of lung adenocarcinoma. Hum Pathol
2010; 41:477-484.

King RL, Pasha T, Roullet MR, et al. IMP-3 is differentially expressed in
normal and neoplastic lymphoid tissue. Hum Pathol 2009; 40:1699-1705.

Tang H, Wei Q, Ge J, et al. IMP3 as a supplemental diagnostic marker
for Hodgkin lymphoma. Hum Pathol 2013; 44:2167-2172.

Swerdlow SH CE, Harris NL, Jaffe ES, Pileri SA, Stein H. WHO
Classification of Tumours of Haematopoietic and lymphoid tussues 4edn,
IARC2008.

Cox DR. Regression models and life-tables. Journal of the Royal
Statistical Society Series B (Methodological) 1972:187-220.

Kaplan EL, Meier P. Nonparametric estimation from incomplete
observations. J Am Stat Assoc 1958:457-481.

Gobbi PG, Ferreri AJ, Ponzoni M, Levis A. Hodgkin lymphoma. Crit Rev
Oncol Hematol 2013; 85:216-237.

Hasenclever D, Diehl V. A prognostic score for advanced Hodgkin's
disease. International Prognostic Factors Project on Advanced Hodgkin's
Disease. N Engl J Med 1998; 339:1506-1514.

King RL, Howard MT, Bagg A. Hodgkin lymphoma: pathology,
pathogenesis, and a plethora of potential prognostic predictors. Adv Anat
Pathol 2014; 21:12-25.



66

CONCLUSOES




67

Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusdes:

A expressao forte (intensidade 3+) para IMP3 nas células de Hodgkin
apresentou forte indicio de associacdo com melhor sobrevida livre de
doenca,;

Para a interpretacédo imuno-histoquimico do IMP3 deve ser utilizado um
sistema de semiquantificacao da intensidade de imunocoloracdo, com
clivagem entre grupos de expressao de alta intensidade (3+) e
expresséao de baixa intensidade (1+, 2+) ou auséncia de expressao (0);
Nao foi evidenciada diferenca significativa para as curvas de sobrevida
geral e sobrevida livre de doenca nas seguintes variaveis: subtipo
histoldgico, sintomas B, infiltragdo de medula 0ssea, estadio Ann Arbor,

expressdo de CD20, expressao de LMP1 e expressao de PAX5.
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ANEXO 1: Termo de consentimento livre e esclarecido.

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa: Linfoma de Hodgkin: caracteristicas
anatomo-clinicas e analise do novo biomarcador IMP3

A JUSTIFICATIVA, OS OBJETIVOS E OS PROCEDIMENTOS: O motivo que nos leva a estudar o LINFOMA DE HODGKIN é
que essa é uma neoplasia relativamente comum (alta prevaléncia) que se ndo tratada possui elevada mortalidade,
mas com diagndstico precoce e tratamento apropriado possui bom progndstico. O objetivo desse projeto é avaliar a
utilidade diagndstica e progndstica de um novo biomardador imuno-histoquimico (IMP3). O material previamente
coletado, armazenado em nossos arquivos e utilizado no diagndstico de sua neoplasia, serd novamente examinado
sem qualquer necessidade de novas abordagens ou coletas.

DESCONFORTOS E RISCOS E BENEFICIOS: Tomaremos todos os cuidados para que ndo ocorra qualquer dano ao
material de estudo (blocos de parafina contendo amostra da neoplasia), no entanto existe a possibilidade de
desgaste parcial dessa amostragem, no momento da confecgao de novos cortes histoldgicos. Esse risco € minimo e
se justifica, uma vez que a presente pesquisa podera determinar um novo parametro progndstico para sua doenga.
FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSINTENCIA: Caso o presente estudo identifique algum fator progndstico que
possa determinar algum tipo de mudanga ou readequagdo de seu tratamento, vocé e seu médico assistente serdo
avisados.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE SIGILO: Vocé sera esclarecido(a) sobre a
pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé é livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou
interromper a participacdo a qualquer momento. A sua participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndo ira
acarretar qualquer penalidade ou perda de beneficios.

O pesquisador ird tratar a sua identidade com padr&es profissionais de sigilo. Os resultados permanecerdo
confidenciais. Seu nome ou o material que indique a sua participagdo ndo sera liberado sem a sua permissdo. Vocé
nao sera identificado em nenhuma publicagdo que possa resultar deste estudo. Uma cdpia deste consentimento
informado serd arquivada junto ao Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP) e
outra serd fornecida a vocé.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACAO POR EVENTUAIS DANOS: A participacdo no estudo
nao acarretara custos para vocé e ndo sera disponivel nenhuma compensagao financeira adicional.

DECLARACAO DA PARTICIPANTE ou DO RESPONSAVEL PELA PARTICIPANTE: Eu,
fui informada (o) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara
e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e
motivar minha decisdo se assim o desejar. A professora orientadora Dra. Maria Aparecida Custédio Domingues
certificou-me de que todos os dados desta pesquisa serdo confidenciais.

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orcamento da pesquisa. Em caso de
duvidas poderei chamar o estudante Marcelo Padovani de Toledo Moraes ou a professora orientadora Dra Maria
Aparecida Custédio Domingues no telefone (14) 38801658 ou o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu (UNESP) no telefone (14) 38801609.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo de consentimento livre e
esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Nome Assinatura do Participante Data

Nome Assinatura do Pesquisador Data

Nome Assinatura da Testemunha Data



ANEXO 2: Parecer consubstanciado do CEP (vers&o resumida)

FACULDADE DE MEDICINA DE Plataforma
BOTUCATU -UNESP %ﬁﬂ

Bt s o Wb B s
. X gm whrd 10T

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Linfoma de Hodgkin: caracteristicas anatomo-clinicas e analise do novo biomarcador
IMP3
Pesquisador: Marcelo Padovani de Toledo Moraes
Area Temitica:
Versiao: 2
CAAE:- 38538814 2.0000.5411
Instituigao Proponente: Departamento de Patologia
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 837.530
Data da Relatoria: 181002014

Consideragbes sobre os Termos de apresentagie obrigatoria:

Pendénicias:

Os autores solicitaram dispensa do TCLE entretanto, foi solicitado que redigissem um TCLE para os casos
gue ainda estivessem em seguimento ne servigo. Pendéncia atendida, e TCLE adequado.
Recomendagies:

Sugiro a.pr\cwag.icl. sem necessidade de envio a CONEP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovado.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Nio

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Projeto de Pesquisa APROVADO, deliberado em reunido extraordinaria do CEF de 20 de Owtubro de 2.014,

sem necessidade de envio 3 CONEP.
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