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Avaliacao da marca epigenética H3K4me3 como biomarcador no Linfoma Difuso de Grandes Células B

Introducdo: O linfoma difuso de grandes células B (LDGCB) € o linfoma N&ao-Hodgkin
(LNH) mais comum, constituindo cerca de 30% dos casos diagnosticados de novo em
adultos e mais de 80% das neoplasias linfoides N&o-Hodgkin agressivas. E reconhecido
como um grupo heterogéneo de distarbios, mas com um tratamento inicial padréo
(RCHOP). O indice de Progndstico Internacional permite a estratificacdo dos doentes. No
entanto, tém surgido novos marcadores de progndstico com o estudo mais aprofundado
desta neoplasia. Alteracdes epigenéticas tém vindo a ser demonstradas em LNH,
contribuindo para a progresséo da doencga e constituindo potenciais alvos terapéuticos.

Objetivo: Avaliacdo da expressdo da modificacdo epigenética pos-traducional das
histonas H3K4me3 (trimetilagdo da lisina 4 da histona H3), e posterior correlacdo com os
parametros clinicos e patologicos de forma a determinar o seu possivel papel como

biomarcador de prognéstico em LDGCB.

Material e Métodos: Foi realizado um estudo transversal retrospectivo com base em
material bioldgico de arquivo para avaliagdo da imunoexpressdo da marca epigenética
H3K4me3 (utilizando o H-score), de 95 doentes do Instituto Portugués de Oncologia do
Porto com diagndstico realizado entre 2007 e 2011. Foi utilizada a base de dados do
Servico de Oncohematologia para obtencédo dos dados clinicos e patologicos relevantes.

Resultados: Com base na andlise da sobrevivéncia, o estadio de Ann Arbor (p=0,006) , 0
IPI (p=0,012) e a idade ao diagnoéstico (p=0,01) foram confirmados como fatores de
prognostico. Na avaliacdo da marca epigenética H3K4me3, ndo se observou associacao
com a sobrevida global. Nao foi encontrada contribuicdo da marca epigenética no
resultado obtido na sobrevida associada as caracteristicas estudadas. Quando se
procedeu a analise comparativa entre o H-score e as caracteristicas clinicas e
patolégicas, verificou-se uma relacdo estatisticamente significativa entre o valor deste e a
idade de diagnostico, com idade inferior a 65 anos associada a valores superiores de H-
score (p=0,048).

Conclusdes: Nesta série, a marca epigenética H3K4me3 néo revelou valor prognostico
em LDGCB. Para melhor compreensao da associacdo observada com a idade sera

necessario um alargamento do estudo, com incremento do niumero de casos.

Palavras-Chave: Linfoma ndo Hodgkin, Linfoma Difuso de Grandes Células B,

epigenética, biomarcadores moleculares, imunocitoquimica, H3K4me3, progndstico
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Abstract

Background: Diffuse large B-cell lymphoma is the most common subtype of non-Hodgkin
lymphoma (NHL), accounting for approximately 30% of all newly diagnosed cases and
more than 80% of aggressive NHL. Despite being recognized as a heterogeneous group
of disorders, the initial treatment remains remarkably uniform (R-CHOP). The international
prognostic index (IPI) is considered the primary clinical tool used to predict outcome, but
additional prognostic markers are under scrutiny. Epigenetic changes have been
demonstrated in NHL, contributing to the disease progression and constituting potential
therapeutic targets.

Objective: Evaluation of the post-translational epigenetic mark H3K4me3 (trimethylation
of lysine 4 of histone H3) through immunoexpression and correlation with
clinicophatological parameters, to determine its putative relevance as prognostic

biomarker.

Methods: A retrospective transversal study using archival biological material from 95
patients with DLBCL, diagnosed between 2007 and 2011 at the Portuguese Oncology
Institute Porto, was carried out. The H3K4me3 mark was assessed by
immunohistochemistry, using the H-score. Relevant clinical and pathological data was

extracted from the database of the Department of Oncohematology.

Results: In this series, Ann Arbor stage (p=0,006), IPI (p=0,012) and age (p=0,01) were
associated with prognosis (global survival), as expected. H3K4me3 expression, however,
was not correlated with clinical outcome. No correlation was found with other standard
clinicopathological parameters. Nevertheless, when patients were stratified for age,
younger age at diagnosis (< 65yrs) was associated with higher H-score for H3K4me3
(p<0,048)

Conclusions: In this study, no prognostic value was demonstrated for H3K4me3
immunoexpression in DLBCL. To ascertain the significance of the association between
younger age at diagnosis and higher H-score, a larger study enrolling more patients, is

required.

Keywords: Non Hodgkin Lymphoma, Diffuse large B cell lymphoma, epigenetics,

molecular biomarkers, imunohistochemistry, H3K4me3, prognosis.
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Introducéo

O Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGCB) é o linfoma Nao Hodgkin (LNH) mais
comum (1), constituindo cerca de 30% dos casos diagnosticados de novo em adultos e
mais de 80% das neoplasias linfoides ndo Hodgkin agressivas(2). A idade mediana do
seu aparecimento encontra-se entre a sexta e sétima décadas de vida (3) com ligeiro
predominio no sexo masculino (55%) (4). Este linfoma € reconhecido como um grupo
heterogéneo de distirbios (2) que estudos morfologicos, bioldégicos e clinicos
subdividiram em variantes morfologicas, subgrupos moleculares/imunofenotipicos, e
entidades clinicas distintas, caracterizadas na Classificacdo mais recente da Organizacao
Mundial de Saude (2008) (2). (Anexo I)

Habitualmente surge de novo, embora possa apresentar-se cComo progressao ou
transformacdo de neoplasias de células B menos agressivas como leucemia linféide
crénica, linfoma linfoplasmocitico, linfoma da zona marginal e linfoma folicular (2) (5). E
também diferenciado em entidades distintas no que concerne a sua localizagcéo e, existe
relacdo comprovada entre este tipo de linfoma e o virus de Epstein Barr em individuos
idosos, com inflamacao crénica, Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) e Doenca de
Castleman multicéntrica (2).

A génese do linfoma provém de alteracdes na sequéncia de DNA por translocacdes
cromossOmicas, mutacdes, delecdes e/ou ganhos de material genético (6),podendo
resultar do bloqueio ou alteracdo de alguma das etapas do processo de formacédo e
maturacao de células B com rearranjos genéticos na cadeia pesada, cadeias leves e
mutacdes somaticas na regido variavel da imunoglobulina (7,8).Alteracdes epigenéticas
tém também vindo a ser demonstradas em LNH, incluindo alteracées na conformacao da
cromatina e respetivas enzimas modificadoras. As alteragbes pds traducionais das
histonas sdo modificacdes covalentes e ndo covalentes afetando residuos de
amino&cidos especificos das caudas histonicas, que estdo envolvidas na regulacédo da
expressao de genes. Estas alteragbes contribuem para a progressdo da doenca e séo

potenciais alvos terapéuticos (6) (9).

A nivel de apresentacao clinica, o LDGCB manifesta-se habitualmente como uma massa
de crescimento rapido e sintomatica, ganglionar ou extra-ganglionar, sendo neste caso o
sistema gastrointestinal o local mais comum (40%) (10), embora possa surgir virtualmente

em qualquer tecido (2) .
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No entanto, apesar da sua heterogeneidade, o tratamento padr&o inicial em vigor é ainda
homogéneo - imunoquimioterapia com Rituximab -Ciclofosfamida-Doxorrubicina-
Vincristina-Prednisona (R-CHOP) (11). Por existirem subgrupos de doentes que diferem
na resposta ao tratamento, taxa de recaida e sobrevivéncia global, foi criado o indice de
Prognostico Internacional (IP1) (12) Uma verséo revista do IPI foi desenvolvida apds a
introducdo do Rituximab no tratamento padrédo (13). No entanto, apés a introducdo deste
farmaco, a amplitude de resultados do IPI estreitou-se substancialmente com uma
sobrevida livre de doenca a 3 anos de 50% em doentes com 4 a 5 fatores a
aproximadamente 90% em doentes sem fatores de risco, ou seja, o intervalo tornou-se

proximo entre os varios grupos (14).

Ao longo dos ultimos anos tém surgido novos fatores de prognostico com o estudo mais
aprofundado desta neoplasia (15). Ha evidéncia crescente que o microambiente tumoral
e a imunidade do hospedeiro apresentam um papel importante na progresséao do linfoma
(16-18). Recentemente, foi identificada a possivel contribuicdo de fatores clinicos
especificos que poderao contribuir para o progndstico apés terapéutica padrdo: didmetro
tumoral superior a 10 cm (19), sexo masculino (20), envolvimento da medula éssea por
células grandes (21) e aumento da concentracdo sérica de cadeias leves livres de
imunoglobulina (22), identificados como fatores preditivos independentes de mau
prognéstico. Através de estudos GEP (gene expressing profiling studies) (23), o LDGCB
foi dividido em trés subgrupos associados a alteracdo da expressdo génica especifica,
diferentes vias de sinalizacdo celular e diferente prognostico (23,24) ,de acordo com a
origem celular. Um subgrupo com expressao génica semelhante aos linfocitos do centro
germinativo (GCB-LDGCB), outro com o perfil das células B periféricas ativadas (ABC —
LDGCB) e um terceiro grupo, designado tipo 3, ndo especifico (25). Rearranjos no gene
BCL6 ocorrem em 20 a 40% dos casos e mutag¢des na regido 5’ ndo codificante em cerca
de 70% (26) , levando a expressédo inapropriadamente aumentada deste gene. Varios
estudos também reportaram prognostico reservado associado a presenca de
translocacdes envolvendo o oncogene BCL2, especialmente na era pre-rituximab (27—
29). Em 5 a 15% dos casos ocorre, igualmente, translocacdo do gene MYC com aumento
de expressao e consequente ativacdo de fenotipo hiperproliferativo, associado a mau

prognostico (30,31).

Uma alteracao epigenética que tem sido alvo de estudo recentemente é a trimetilacéo da
lisina 27 da histona 3 (H3K27me3) catalisada pela enzima EZH2, uma metiltransferase e
subunidade catalitica do complexo Polycomb2. (32). Esta marca epigenética é repressiva
e mantem o silenciamento epigenético de certos genes (33,34). Acredita-se que a

expressdo da EZH2 se encontra aumentada em diversos modelos tumorais,
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relacionando-se com pior progndstico por se associar a um incremento das capacidades

de invaséo e progresséo tumoral (35-37).

Paralelamente, outra alteracdo epigenética, ainda sem estudos confirmativos da sua
influéncia no LDGCB, é a trimetilagcdo da lisina 4 da histona 3, que se associa com a
ativacdo génica e promove a transcri¢cao através da interagdo com proteinas efetoras que
incluem o fator iniciador TFIID (38,39). A sua metilacdo é catalisada pela metiltransferase
MLL (Myeloid Lymphoid Leukemia) e a desmetilagéo pela enzima LSD1.

Objetivo

Avaliacdo da expressdo da modificacdo poés traducional H3K4me3 — trimetilacdo da lisina
4 da histona 3 - numa amostra de doentes do Instituto Portugués de Oncologia do Porto
(IPO-Porto) com realizagdo de tratamento padrédo e acompanhamento no Servico de
Onco-hematologia, procurando verificar se existe correlagdo com parametros clinicos e
patolégicos, de forma a determinar o seu valor como possivel biomarcador prognéstico
do Linfoma Difuso de Grandes Células B.

Materiais e Métodos

Para o presente estudo transversal retrospetivo foram incluidos doentes com LDGCB,
diagnosticados e tratados com R-CHOP no IPO-Porto entre 2007 e 2011.

Consultou-se o processo clinico eletronico e foi recolhida e atualizada a informacao
presente na base de dados disponibilizada pelo Servico de Oncohematologia. Os dados
recolhidos incluiram: género, idade, data de diagndstico, indice de Progndstico
Internacional, Estadio de Ann Harbor, resposta no final do tratamento, presenca de
recidiva e/ou progressdo da doencga, envolvimento extra ganglionar e data e estado do

doente na ultima observacao.

A andlise de imunoexpressdo foi efetuada com recurso ao microscopio 6tico e um
software de andlise de imagem associado (GenASIs®, Applied Spectral Imaging, Israel).
Este sistema permite uma analise quantitativa da expresséo de proteinas presentes no
nuacleo de forma padronizada e reprodutivel (figura 1). Foram selecionados multiplos

campos por amostra de forma a analisar entre 5 mil a 7 mil células em cada caso.

Esta analise permitiu quantificar a propor¢cdo de células marcadas, a intensidade da

marcacdo e o Hscore (ponderacdo entre a percentagem de células marcadas e a
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intensidade da marcacéo), sendo este Ultimo a variavel utilizada na avaliagdo estatistica

(Anexo II).
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Figura 1: Andlise de imunoexpressdo com recurso ao sistema de analise de imagem GenASIs®. (A) Caso
com baixa percentagem de celulas imunorreactivas para a marca epigenética H3K4me3. (B) Caso com forte
imunoexpressédo da marca H3K4me3.

A analise estatistica foi realizada com recurso ao programa informatico SPSS verséo 22.0
(IBM-SPSS Inc Chicago IL) procedendo-se a andlise estatistica descritiva da amostra
com caracterizagdo dos perfis clinicos e patolégicos dos doentes. Atraves do Teste de
Kaplan-Meier, foi realizada a analise da sobrevivéncia global. Foi igualmente avaliada a
associagdo entre parametros clinicos e patolégicos e a imunoexpressao de H3K4mes3,
aplicando-se o teste estatistico para amostras independentes (teste de Mann Whitney). O
nivel de significancia estatistica considerado foi de p<0,05.

Este estudo encontra-se inserido no projeto de Doutoramento “Epigenética e
linfomatogenese — o papel das enzimas modificadoras das histonas no Linfoma Difuso de
Grandes Células B e no Linfoma Folicular’ com aprovacéo prévia pela Comiss&o de Etica
para a Saude do IPO-Porto. Neste projeto, foi realizado um estudo prévio com recurso a
76 doentes do IPO-Porto que efetuaram autotransplante medular como tratamento, com
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andlise da expressdo epigenética de H3K4me3, entre outras marcas epigenéticas. Os

resultados obtidos motivaram a realizacdo do presente estudo.

Resultados

Caracterizagao Clinica dos doentes estudados

Neste estudo foram incluidos 95 doentes com LDGCB diagnosticados e tratados com o

esquema R-CHOP no IPO-Porto. As caracteristicas clinicas e patolégicas deste grupo de

doentes sdo apresentadas na Tabela 1. Nesta amostra, 53% dos doentes eram do sexo

masculino, com mediana de idades ao diagndstico de 66 anos.

Tabela 1: Caracteristicas clinicas e patoldgicas da populagado estudada

Total
Caracteristicas dos doentes %
(]
Feminino 45 47
Sexo
Masculino 50 53
<= 34
Idade ao Diagnéstico 60 anos 36
> 60 anos 61 64
47
Estadio de Ann Arbor /i >0
n/v 48 50
Baixo (0,1) 27 39
IPI Intermédio (2,3) 40 42
Alto (4,5) 18 19

Sobrevivéncia Global:

A data final de estudo e através da data da dltima consulta hospitalar, foi determinado o

tempo de seguimento, sendo a mediana de 46 meses. Nesse momento, 60% dos

doentes encontravam-se vivos e destes 3,5% com evidéncia de doenca. Dentro dos

casos falecidos, 81,6 % ocorreram com evidéncia da doenca.

A sobrevivéncia global foi estimada em 80% aos 2 anos e em 60% aos 5 anos (Figura 2).
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Figura 2: Analise da sobrevivéncia global de doentes

com LDGCB

Na analise de sobrevivéncia realizada onde foram considerados os doentes falecidos

com evidéncia de doenca, o indice de Prognostico Internacional (p=0,012) ,o Estadio de

Ann Arbor (p=0,006) e a idade ao diagnéstico (p=0,01) demonstraram relacdo

estatisticamente significativa com o progndstico, revelando melhor sobrevida global, um

estadio de Ann Arbor I/ll, um IPI baixo e idade menor do que 60 anos, tal como esperado

(Figura 3).
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Figura 3: Andlise do impacto do Estadio de Ann Arbor, IPI e idade ao diagndstico na sobrevida global.

Perfil Imunocitoquimico:

A imunoexpressdo da marca epigenética em estudo foi verificada no nucleo das células
neoplasicas (figura 4). De forma a avaliar a sua imunoexpressao utilizou-se o valor obtido
pelo Hscore. Neste parametro, o valor de cada caso variou entre 0 e 300. Na amostra em

estudo, a mediana dos resultados de 109,5. (Anexo II)
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Figura 4:

Nucleos das células
neoplasicas marcados
com imunoexpressdo de
H3K4me3, com valor de
H score.
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Na andlise comparativa da distribuicdo do Hscore H3K4me3 de acordo com a distribui¢cdo

por sexo, IPI, Estadio de Ann Arbor, idade ao diagnostico e recidiva ndo se observaram

diferencas estatisticamente significativas, exceto o facto de a idade inferior a 65 anos se

associar de forma estatisticamente significativa (p=0,048) com um Hscore mais elevado,

atraveés do teste de Mann Whitney. (Tabela 2)

Tabela 2: Avaliagdo comparativa entre Hscore e caracteristicas clinicas e patoldgicas

Caracteristica P (<0,05)

Idade

0,048
Sexo

0,253

Estadio Ann Arbor
0,311
IPI
0,577
Recidiva
0,736

No que toca ao impacto na sobrevivéncia global, n&o foi verificada diferenca significativa

em funcdo da imunoexpressdo de H3K4me3, tendo sido utilizado o percentil 25 e o

percentil 50 dos valores no sentido de verificar uma possivel relacao (figura 5)

Sobrevivéncia global
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T T T T
20,00 40,00 50,00 80,00
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T
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T
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Figura 5: Andlise da sobrevida para a imunoexpresséo da marca epigenética (H score) utilizando a

mediana de valores e o percentil 25.
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Avaliou-se igualmente a possibilidade do Hscore influenciar as outras caracteristicas
estudadas dos pacientes na sobrevida global, utilizando o percentil 25, sem evidéncia
estatistica significativa. (Tabela 3)

Tabela 3: Influéncia do Hscore na sobrevida obtida pelas caracteristicas clinicas e

patoldgicas
Caracteristica P (<0,05)
Idade <60 0,790
>60 0,410
Sexo
0,783
/1 0,86
Estadio Ann Arbor
/v 0,341
Baixo 0,387
- Intermédio 0,246
Alto 0,671
Discussao:

Apesar da maioria dos casos ser curavel com o regime R-CHOP, cerca de 40% dos
casos de LDGCB sofre recidiva ou, eventualmente, progressado (40).Esta variabilidade
revela a heterogeneidade bioldgica, patolégica e clinica desta neoplasia, a qual tem sido
alvo de estudo no sentido de definir uma melhor estratégia de tratamento.
Historicamente, os doentes tém sido considerados como em elevado risco de falha do
tratamento baseado no IPI (12). Tem ficado claro que os fatores utilizados por este
sistema sdo em numero reduzido, comparado com a diversidade de fatores existentes
nesta neoplasia. Assim sendo, uma concentragdo de esforcos € necesséaria para
determinar a correlagdo molecular que define a faléncia terapéutica na era R-CHOP. E
muito provavel que esta faléncia ndo resulte numa Unica alteracdo mas que se associe a
alteracdes numa ou mais vias de sinalizacdo que levam a um mecanismo oncogénico

dominante (41).

O presente estudo foi baseado numa série homogénea de doentes com LDGCB
diagnosticados e tratados no IPO-Porto entre 2007 e 2011 com o critério de todos terem
sido tratados inicialmente com R-CHOP. Na amostra estudada verificou-se uma

representacdo equilibrada de pacientes do sexo masculino e feminino com ligeiro

11
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predominio do sexo masculino, em linha com o observado na generalidade das séries (4).
A mediana das idades (66 anos) também se encontra entre os valores referenciados na
bibliografia (3).

Com base na andlise da sobrevivéncia, foi identificado o Estadio de Ann Arbor, o IPl e a
idade ao diagnéstico como fatores associados ao prognéstico. Este resultado seria o
expectavel face ao descrito na literatura e, de certa forma, valida clinicamente esta série
de doentes estudados. Apesar de Muller et al (2012) ter verificado, apos a introdugéo do
Rituximab, melhores resultados na sobrevida no sexo feminino quando comparado com o

sexo masculino, néo foi verificada diferenga na sobrevida global no presente estudo (20).

Quando foi avaliada a marca epigenética H3K4me3, esta encontrou-se em niveis
variaveis de expressao na amostra, mas sem relacdo com a sobrevida global. Igualmente
nao foi encontrada contribuicdo da marca epigenética no resultado obtido na sobrevida
associada as caracteristicas estudadas. Quando se procedeu a analise comparativa entre
0 H score e as caracteristicas- Idade, IPI, estadiamento, sexo e recidiva — foi possivel
observar uma relacéo estatisticamente significativa entre o valor de H score e a idade de
diagnéstico; Idade inferior a 65 anos foi associada a valor superior de H score.

O estudo desta marca epigenética iniciou-se com um estudo preliminar com recurso a 76
doentes do IPO-Porto que efetuaram auto-transplante, estando a maioria em Estadio de
Ann Arbor avangado (92%) e IPI 22 (90%). Nessa amostra, o0 H3K4me3 associou-se a
uma idade superior de diagndstico e a menor numero de linhas de quimioterapia pré
transplante, também apresentava melhor sobrevida global acima do percentil 25. Essa
populacdo incluia além de LDGCB, também dez doentes com linfoma folicular em
transformacéo histolégica, e com mediana de idades de 51 anos (17-66 anos), ou seja,

cerca de 12 anos inferior a verificada na amostra do presente estudo.

O facto de as duas populacdes estudadas terem caracteristicas diferentes principalmente
no que toca a idade de diagndstico e gravidade da doenca, leva a necessidade de uma
confirmacédo do estudo numa populacdo maior e homogénea. Além disso, o facto de a
mediana de idades de diagndstico no primeiro estudo ser muito mais baixa, a idade
maxima ser préxima da mediana de idades do segundo estudo e o ponto de corte (65
anos) onde se verificou relagdo H score-idade de diagnéstico ser muito proximo da idade

méxima do primeiro estudo, vem confirmar a necessidade de um terceiro estudo.

Assim, apesar de 95 doentes ser ja um nimero consideravel de casos, de forma a excluir
uma associacdo entre esta marca epigenética e o prognostico do LDGCB, sera

necessario um estudo em maior escala.
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Apesar de nao ter sido obtida uma concluséo relativa a uma possivel associacdo entre
esta marca epigenética e o prognéstico, € globalmente aceite que as alteracbes
epigenéticas estdo associadas a diferentes estagios da formacédo tumoral e progressao
de varias neoplasias. Assim, anormalidades epigenéticas no carcinogénese estdo a

emergir como importantes biomarcadores e apresentam potencial terapéutico (42).

Até um terco dos LDGCB apresentam mutacdes no gene MLL2 (43), o qual codifica uma
metiltransferase que catalisa a trimetilacdo da lisina 4 da histona 3 (H3K4me3). Apesar
das consequéncias da mutacdo da MLL2 ainda néo terem sido elucidadas, a maioria dos
eventos gera proteinas truncadas perdendo o dominio catalitico SET, que € necessario
para a sua atividade de metiltransferase. Assim, mutagdes na MLL2 parecem ter um
efeito na desregulacdo da conformacdo da cromatina, o que pode contribuir para a
reprogramacao epigenética da célula percursora tumoral (37). A mutacdo de MLL2 com
perda de fungdo tem sido relatada na neoplasia pulmonar de pequenas células (40), no
carcinoma renal (44) e em Linfomas ndo Hodgkin (43). A diminui¢cdo da sua atividade de

metiltransferase pode levar a diminuicdo da marca epigenética estudada.

Por outro lado, a enzima LSD1 é responsavel pela desmetilacdo da lisina 4 da histona 3
(além da desmetilagdo da H3K27me3), levando a uma diminuigcdo da marca epigenética e
promovendo o silenciamento génico (45). Os niveis de expressao da enzima LSD1
encontram-se significativamente elevados no carcinoma colo-retal, mama, préstata,
bexiga e leucemia mieloide aguda (46-50).

Assim sendo, o aumento ou diminuicdo da expressdo da marca epigenética H3K4me3
parece resultar da atividade da MLL e da LSD1. Assim, sera igualmente pertinente uma

avaliacdo conjunta da imunoexpressao da MLL e LSD1, num estudo futuro.

Uma marca epigenética ja comprovadamente relacionada com o LDGCB é a H3K27me3
(51). Aproximadamente 22% dos casos de Linfoma Difuso de Grandes Células B do tipo
CBG, foram encontradas mutag¢des pontuais do dominio catalitico da EZH2 (residuos de
tirosina 641 e alanina 677) com aumento da sua atividade, o que promove a adicao de
grupo metil a H3K27 (52-55). Inibidores do EZH2 como o GSK126 e EI1 originam uma
fase de repouso no ciclo celular e apoptose em linhas celulares de LDGCB e em modelos
animais (56,57). Um ensaio clinico de fase | de E7438 encontra-se neste momento em
desenvolvimento nos Linfomas ndo Hodgkin (NCT01897571). Outras alteracdes
epigenéticas encontram-se igualmente em estudo como potenciais alvos terapéuticos.
(Anexo 111)

Em conclusédo, numa doenca como o LDGCB que corresponde ao linfoma ndo Hodgkin

mais comum e onde ha uma elevada expectativa de remissdo completa, o foco de
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atencdo neste momento deve concentrar-se nos obstaculos que impedem a cura de
todos os pacientes que o apresentam. A descoberta de vérias alteracdes a nivel
molecular tem permitido um melhor conhecimento desta neoplasia, no entanto, na
maioria destas, a sua relevancia clinica ainda ndo se encontra determinada (41). No
campo da epigenética, varios estudos tém sido realizados no sentido de perceber o seu
papel na evolucdo da linfomagénese, progndstico e como potencial alvo terapéutico. E
uma area em investigacdo na transversalidade das neoplasias e sobre a qual ha
consideracbes a fazer: o resultado de uma modificacdo epigenética esta fortemente
associada ao local onde ocorre no genoma (58), esta associada a plasticidade (59) e sao
habitualmente combinatérias (60). Os recentes agentes terapéuticos direcionados para
estas alteragbes oferecem a oportunidade de farmacologicamente reprogramar o
epigenoma, no entanto requer um conhecimento molecular mais profundo e
biomarcadores que guiem a sua utilizagdo. Estudos futuros que combinem agentes alvo
para diferentes componentes do codigo epigenético de forma rigorosa e racional poderao
alterar a forma como os doentes com LDGCB sao tratados (61). Estudos futuros também
deverdo focar-se em fatores preditivos que poderdo ser usados como decisores
terapéuticos.
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Anexo I: Classificacdo do LDGCB de acordo com a Classificagéo da Organiza¢cdo Mundial de Saude
(2008)

-Linfoma Difuso de Grandes Células B, néo especificado
Linfoma de Grandes Células B rico em histiocitos/células T
Linfoma Difuso de Grandes Células B EBV do “idoso”
-Linfoma Difuso de Grandes Células B com localizacdo extranodal predominante
Linfoma de Grandes Células B priméario do mediastino
Linfoma de Grandes Células B intravascular
Linfoma de Grandes Células B primario cutaneo, tipo perna
Linfoma de Grandes Células B primério do Sistema Nervoso Central
Granulamatose linfomatoide
-Linfoma de Grandes Células B de diferenciacao terminal
Linfoma de Grandes Células ALK +
Linfoma Plasmoblastico
Linfoma de efuséo primaria
Linfoma Difuso de Grandes Células B com inflamacéo cronica
-Neoplasias de Células B com caracteristicas intermédias entre LDGCB e outros tumores linfoides
Linfoma de Células B, nao classificado, com caracteristicas entre LDGCB e Linfoma de Burkitt

Linfoma de Células B, nao classificado, com caracteristicas entre LDGCB e Linfoma de Hodgkin

Fonte: Martelli M, Ferreri AJM, Agostinelli C, Di Rocco A, Pfreundschuh M, Pileri SA. Diffuse large B-cell lymphoma.
Crit Rev Oncol Hematol. 2013 Aug;87(2):149



Anexo II: Imunoexpressdo de H3K4me3 com valor Hscore de H3K4me3, nimero de células
analisadas e percentagem de células positivas

H score |Células analisadas (n) | Células positivas (%)

0,1 4948 0,0
20,0 6830 6,7
3,8 5030 1,3
0,1 6799 0,0
200,0 7146 66,7
159,3 5368 53,1
92,3 6793 30,8
3,7 5930 1,2
298,3 7002 99,4
284,7 5403 94,9
122,6 6195 40,9
159,2 7420 53,1
296,6 5928 98,9
15 6026 0,5
119,6 7065 39,9
13,6 7070 4,5
154,8 4951 51,6
0,0 6886 0,0
0,8 6518 0,3
37,2 6160 12,4
109,5 5444 36,5
51,6 7077 17,2
90,6 7122 30,2
65,9 5999 22,0
12,5 5607 4,2
7.4 6837 2,5
0,4 7041 0,1
0,0 5900 0,0
1,4 6971 0,5
0,3 5423 0,1
296,8 5556 98,9
252,0 5409 84,0
280,8 5634 93,6
274,0 6150 91,3
266,6 6641 88,9
217,6 5121 72,5
31,3 6975 10,4
258,4 5071 86,1
227,9 6952 76,0
14,6 7070 4,9
53,5 7201 17,8
0,0 6561 0,0
2129 6773 71,0
206,0 5181 68,7




199,2 5092 66,4
264.,9 5449 88,3
131,3 55637 43,8
299,7 5189 99,9
278,4 5208 92,8
291,0 5637 97,0
284,8 5053 94,9
219,8 6029 73,3
242,8 5045 80,9
0,5 6054 0,2
299,5 5134 99,8
265,2 6179 88,4
203,3 5331 67,8
0,8 5738 0,3
91,9 5357 30,6
3,4 5896 11
16,3 5593 54
105,1 4974 35,0
58,4 5440 19,5
14 5704 0,5
12 6133 0,4
298,9 5330 99,6
282,4 5016 94,1
297,3 5854 99,1
299,3 5747 99,8
57,2 4986 19,1
202,9 4977 67,6
298,5 5643 99,5
196,9 5346 65,6
4,3 5707 14
0,0 5493 0,0
0,1 5245 0,0
296,6 5462 98,9
26,5 5031 8,8
297,1 5152 99,0
0,3 5945 0,1
0,0 5899 0,0
0,6 5196 0,2
10 6317 0,3
2979 5472 99,3
15 6035 0,5
6,1 6255 2,0
219,6 6348 73,2
0,5 5157 0,2
112,6 5204 37,5
2,4 6060 0,8
175,3 5248 58,4
296,2 5055 98,7
3,8 5338 13




116,4

5116

38,8

168,9

6261

56,3




Anexo lll: Agentes epigenéticos em desenvolvimento clinico

Alvo Agente Ensaio
DNMTs Decitabine Fase 2 (agente Unico) NCT00109824,NCT01799083
meCpG (DNA) Fase 1 (combinacao) Com &cido valproico — NCT00109824
DNMTs Azacitidine Fase 2 (agente Unico)
meCpG(DNA) Com R-CHOP-NCT01004991
meRNA Com fenobutirato — NCT00006019
HDACs Vorinostat Fase 2 (agente Unico) NCT00097929
Fase 1/2 (combinag&o) | com rituximab ou quimioterapia —

NCT01193842, NCT00972478

com azacitidina- NCT01120834

com decitabina- NCT00275080

com inibidores de proteossoma- NCT01276717

com lenalidomida — NCT01116154
HDACs Panobinostat Fase 2 (agente Unico) NCT01261247

Fase 1 (combinacao) Com everolimus- NCT00978432,

NCT00918333, NCT00962507
HDAC1/2 Romidepsin Fase 2 NCTO00077194, NCT00383565
HDAC 1/2/3 Entinostat Fase 1 NCT00020579

Com isotretinoina — NCT00098891
HDAC 1/2/3 Mocetinostat Fase 1 Com azacitidina — NCT00543582
SIRT Niacinamide Fase 1 Com vorinostat ou vorinostat+etoposideo —

NCT00691210
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