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RESUMO

Recentemente tem crescido o interesse no potencial antileucémico das células natural killer
(NK). Diferentes leucemias parecem apresentar susceptibilidade distinta a atividade citotoxica
das células NK, mas ainda ndo ha um consenso sobre qual tipo de leucemia seria mais
susceptivel. A atividade citotoxica destas células é regulada pelo equilibrio dos sinais gerados
pela ligacdo de receptores ativadores e inibidores a moléculas especificas nas células alvo. Os
receptores da familia killer immunoglobulin-like receptor (KIR), que inclui receptores
ativadores e inibidores, relacionados com a imunovigilancia das células NK contra células
com expressdo alterada de antigeno leucocitario humano de classe | (HLA-I). O objetivo deste
trabalho foi estudar in vitro o papel das células NK e os seus receptores KIR contra diferentes
leucemias agudas, correlacionando com o fendtipo da leucemia e com a historia clinica do
paciente. Foi realizada atividade citotdxica de células NK de 14 doadores saudaveis contra 16
amostras de 15 pacientes contendo blastos leucémicos. Foram estudados os genotipos de HLA
de 12 pacientes e KIR/HLA de 11 doadores. Embora o tamanho da nossa amostra seja
pequeno, nossos resultados sugerem que a leucemia linfoblastica aguda (LLA) pré-B seria o
subtipo de LLA mais susceptivel a atividade NK e os casos de leucemia mieldide aguda
(LMA) secundarios a sindrome mielodisplasica (SMD) os mais resistentes. Pela primeira vez
na literatura, relatamos a resisténcia a atividade citotdxica de leucemia bifenotipica aguda
(LBA). Nédo houve correlagdo entre a susceptibilidade a atividade NK e a sobrevida dos
pacientes tratados com quimioterapia, 0 que provavelmente esta relacionado a auséncia de
células NK aloreativas e imunossupressdo apds o tratamento. Nos trés pacientes submetidos
ao transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH) parece que houve uma correlacao
entre o resultado do transplante e a susceptibilidade a atividade NK. Houve uma correlacdo da
incompatibilidade KIR entre doador e paciente e a susceptibilidade a lise das células
leucémicas, embora com duas exce¢des. Sugerimos que quanto maior o ndmero de
incompatibilidades KIR entre doador e paciente, maior o potencial aloreativo das células NK.
Todos estes resultados precisam ser confirmados, pois o tamanho da amostra € pequeno. O
presente trabalho, juntamente com os dados da literatura, sugere que as celulas NK possuem
um papel antileucémico importante, indicando que uma imunoterapia de células NK poderia
beneficiar pacientes com diferentes tipos de leucemias agudas, tanto na fase inicial quanto na
recaida da doenca.

Palavras-chave: Células Natural Killer, Receptores KIR, Leucemias Agudas.



ABSTRACT

The anti-leukemic potential of natural killer (NK) cells has raised considerable interest over
the years. Different leukemias appear to vary in their sensitivity toward NK cell-mediated
lysis, but there is not a consensus about which subtype of leukemia is the most susceptible.
NK cytotoxicity is ultimately regulated by a balance of signals from activating and inhibitory
receptors. One of most studied mediators of this signals are the killer immunoglobulin—like
receptors (KIRs) that specifically recognize groups of human leukocyte antigen class | (HLA-
I) in target cells. The regulatory mechanism mediated by these receptors is thought to protect
normal cells from autologous NK cell attack, while rendering cells for which HLA-I
expression is compromised susceptible to NK-mediated killing. The aim of this work was to
study the role of NK cells and its receptors KIR against different acute leukemias, correlating
with the leukemia phenotype and the clinical outcome. Cytotoxicity assay of 14 healthy
donors was performed against 16 samples with leukemic blasts from 15 patients. We studied
HLA genotyping of 12 patients and KIR/HLA genotyping of 11 donors. Although the small
sample size, our results suggest that acute lymphoblastic leukemia (ALL) pre-B is the ALL
type most susceptible to NK acitivity and the acute myeloid leukemia (AML) secondary to
myelodysplastic syndromes (MDS) the most resistant. This is the first relate of biphenotypic
acute leukemia (BAL) resistance to cytotoxicity acivity. There was no correlation between
susceptibility to NK activity and survival of chemotherapy treated patients. This is probably
related to the lack of alloreactive NK cells and to immunodeficiency after the treatment. In
hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) cases appears to be a correlation between the
transplant outcome and susceptibility to NK activity. There was a correlation of KIR
incompatibility between donor and patient and susceptibility to NK mediated lysis, although
there were two exceptions. We suggest that more KIR incompatibilities are related with a
stronger alloreactive potential of NK cells. All this results needs confirmation because the
sample size is small. This study, together with data from other authors, suggests that NK cells
have an important antileukemic potencial, indicating that an immunotherapy of NK cells
could benefit patients with different kinds of leukemia, in the initial phase of the disease or in
relapse after treatment.

Keywords: Natural Killer Cells, KIR receptors, Acute Leukemias.
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ATG - anti-timdcito globulina

BFM - Protocolo de quimioterapia Berlin-Frankfurt-Munster

CD - Grupo de diferenciacéo

Cu - Cadeia u de imunoglobulina intracitoplasmética

DC - Células dendriticas

DECH - Doenga enxerto-contra-hospedeiro

DNFB - 2,4-dinitrofluorobenzeno

ECL - Enxerto-contra-leucemia

FAB - Grupo cooperativo Francés-Americano-Britanico

GM-CSF- Fator de estimulagdo de colénia de macrofago e granulécito

HLA - Antigeno leucocitario humano

IFN - Interferon
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ITAM - Immunoreceptor tyrosine-based activating motif
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LMA - Leucemia miel6ide aguda

LMC - Leucemia mel6ide cronica

LLA - Leucemia linfoblastica aguda

MHC - Antigenos de histocompatibilidade maior

NCR - Receptores de citoxicidade natural

NK - Natural killer

SMD - Sindrome mielodisplasica

TCR - Receptor de linfécitos T

TCTH - Transplante de células tronco hematopoéticas
TGF-pB- Fator beta de transformacéo do transformacéo do crescimento
TNF - Fator de necrose tumoral

TRAIL- Ligante de apoptose relacionado ao TNF
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1. INTRODUCAO

As leucemias agudas sdo um grupo heterogéneo de doencas com diferentes
caracteristicas clinicas, morfoldgicas, imunofenotipicas, citogenéticas e moleculares em que
ocorrem proliferaces malignas de células precursoras hematopoéticas sequestradas em
determinados estagios de diferenciacdo (Weir e Borowitz, 2001; Szczepanski et al., 2003). As
leucemias agudas s&o divididas em dois tipos, de acordo com a linhagem afetada: leucemia
linfoblastica aguda (LLA) e leucemia mieldide aguda (LMA) (Riley et al., 2002; Szczepanski
et al., 2003). Estas duas linhagens tém caracteristicas clinicas e laboratoriais distintas
(Jennings e Foon, 1997; Pui et al., 2004).

Na ultima década tem sido feito um consideravel progresso no tratamento e
entendimento da biologia das leucemias agudas. Este progresso levou a uma melhora na
sobrevida de criangas afetadas por LLA e LMA, através da evolucdo da estratificacdo de
risco, quimioterapia, transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH) e cuidados de
suporte. Atualmente, cerca de 80% das criancas diagnosticadas com LLA e 50% das com
LMA alcancam a cura (Pui et al., 2004). Apesar destes avancos, ainda ndo houve grandes
melhoras na sobrevida livre de doenca nos casos de adultos com LMA e LLA, que se mantém
em torno de 30 a 40% (Hoelzer et al., 2002; Stone et al., 2004).

As classificagdes mais atuais de leucemias agudas incluem, além da LMA e da LLA,
outras entidades mais raras, como a leucemia bifenotipica aguda (LBA), caracterizada pela
co-expressdao de marcadores de mais de uma linhagem na mesma populacéo de células. Com
relacdo a LBA, ainda ndo hd um protocolo de tratamento bem definido, mas h&d uma
associacao desta entidade com mau prognostico (Matutes et al., 1997; Killick et al., 1999;
Szczepanski et al., 2003).

O tratamento dos pacientes com leucemias agudas é definido de acordo com a

estratificacdo de risco, a partir de uma avaliacdo de caracteristicas clinicas e laboratoriais.
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Inicialmente é feita uma terapia de inducdo de remissdo, na maioria das vezes quimioterapia,
cujo objetivo é eliminar as células leucémicas, permitindo a recuperacdo das populacbes de
células normais e levando a remissdo. De acordo com a resposta ao tratamento de inducao e
com os fatores de prognostico, é realizada uma terapia de consolidagdo que visa evitar a
recaida (Hoelzer et al., 2002; Pui et al., 2004; Stone et al., 2004).

O TCTH alogeneico é um tratamento bem estabelecido e tem sido muito utilizado
como estratégia curativa para uma variedade de doencas hematoldgicas malignas associadas a
um mau prognostico com a quimioterapia convencional ou que continuaram progredindo ap6s
uma resposta inicial a quimioterapia (Riddell et al., 2003). Na Gltima década, o paradigma do
tratamento de leucemias por TCTH mudou. O foco inicial era utilizar doses mieloablativas de
radiacdo e quimioterapia para eliminar a leucemia e o transplante era realizado para prevenir a
morte por falha da medula 6ssea. Atualmente o enfoque do TCTH alogeneico consiste em um
regime de condicionamento com baixas doses de quimioterapia e radioterapia, suficientes
apenas para permitir a “pega” das células tronco hematopoéticas do doador. Neste modelo de
transplante mais atual, as células aloimunes de origem do doador é que serdo responsaveis por
erradicar as células leucémicas como uma forma de imunoterapia adotiva (Kolb et al., 2004).

Uma das maiores limitacdes do TCTH alogeneico € a doenca enxerto contra
hospedeiro (DECH), que é causada por um ataque das células T do doador contra
aloantigenos do receptor. Uma tentativa de evitar esta doenca foi feita através da deplecao das
células T que, embora tenha prevenido a DECH, levou a falha da “pega” do enxerto e a um
aumento da recaida da doenca de base (Asai et al., 1998; Shlomchik et al., 1999). A partir
desta observacao foi sugerido que as células T do doador produzam uma resposta imunolégica
capaz de induzir a remissdo continua da leucemia, o que é conhecido como efeito enxerto

contra leucemia, ECL (Jaksch e Mattsson, 2005). A eficiéncia do ECL pdde ser avaliada
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através da resposta observada em pacientes que receberam infusdo de linfocitos de doador
(ILD) como tratamento de recaida apds TCTH alogeneico (Kolb et al., 1995).

Tem sido sugerido que os linfdcitos T ndo sdo as Unicas células efetoras importantes
envolvidas no ECL (Jaksch e Mattsson, 2005). Recentemente foi demonstrado que as células
natural Killer (NK) também participam como mediadoras deste efeito (Barret et al., 2003) e 0
interesse no potencial antileucémico destas células tem crescido nos altimos anos (Torelli et
al., 2005).

Desde a década de 80, as células NK foram consideradas como a primeira linha de
defesa contra células tumorais. Nesta época, foi demonstrado que estas células tinham
atividade citotdxica contra diversos tipos de leucemias, tanto células priméarias quanto
linhagens estabelecidas. Diferentes leucemias parecem apresentar susceptibilidade distinta a
atividade citotoxica das células NK, mas ainda ndo hd um consenso sobre qual tipo de
leucemia seria mais susceptivel (Oshimi et al., 1983; Yan et al., 1998; Pende et al., 2005)

As células NK sdo importantes componentes do sistema imune inato e tém a
capacidade de lisar células alvo, além de fornecer citocinas imunoregulatorias. As principais
citocinas produzidas por estas células sdo: interleucina 3 (IL-3), fator de estimulacdo de
col6nia de macrofago e granuldcito (GM-CSF), fator beta de transformacdo do crescimento
(TGF-P), interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa, TNF-a (Farag et al., 2002;
O’Connor et al., 2006).

Essas células séo as primeiras a se recuperarem ap0s o TCTH e sdo capazes de mediar
a resposta imune inicial, ja que a recuperacéo das células T é mais tardia (Keever et al., 1989;
Diamond et al., 1995). Além da capacidade de promover o ECL, estas células sdo capazes de
promover a “pega” do enxerto e prevenir a DECH, conforme demonstrado em modelos

animais e em transplante em humanos (Asai et al., 1998; Ruggeri et al. 2002).
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As celulas NK, como outras células do sistema imune inato, utilizam uma estratégia de
reconhecimento do alvo através de maltiplos receptores. Estes receptores podem gerar sinais
ativadores ou inibidores e a atividade citotoxica destas células € regulada pelo equilibrio dos
sinais gerados pela ligacdo destes receptores a moléculas especificas nas células alvo (Farag et
al., 2002; Raulet, 2004).

Os sinais inibitérios melhor caracterizados sdo aqueles gerados por receptores que
reconhecem especificamente moléculas de antigeno leucocitario humano (HLA) nas celulas
alvo (O’Connor et al., 2006). Ljunggren e Karre (1990) propuseram que, apesar de tolerantes
com as células autdlogas normais, as células NK conseguem reconhecer e atacar células
autélogas que tenham baixa expressdo de HLA classe |, como células transformadas e
infectadas por virus. Essa teoria ficou conhecida como hipdtese do “missing-self”.

Os receptores ativadores também tém um papel importante na regulacdo da funcéo
efetora das células NK. Esses receptores fazem o reconhecimento de moléculas codificadas
por patogenos e de proteinas préprias que tém a expressdo aumentada em células
transformadas ou infectadas (Raulet, 2004).

Os receptores de células NK melhor caracterizados e estudados pertencem a familia
killer immunoglobulin-like receptor (KIR). Estas moléculas se apresentam como conjuntos de
receptores ativadores e inibidores pareados que primariamente reconhecem as moléculas de
HLA-A, -B e —C. Estes receptores, portanto, estariam relacionados com a imunovigilancia das
células NK contra células com expressdo alterada de HLA (Moretta e Moretta, 2004 ; Farag e
Caligiuri, 2006).

Foi demonstrado que a auséncia de ligantes de HLA no paciente para receptores KIR
inibidores do doador (incompatibilidade KIR) pode estar relacionada ao efeito ECL e a
DECH. Este tipo de estudo foi iniciado por um grupo de pesquisadores italianos no TCTH

haploidéntico, no qual foi demonstrado que incompatibilidade KIR levava a geracdo de clones



16

de células NK aloreativos, causando: menor incidéncia da DECH, através da lise de células
apresentadoras de antigenos; aumento no efeito ECL, pela lise de células leucémicas
residuais; e a melhora da sobrevida dos pacientes. Estes efeitos foram observados em casos de
LMA, mas ndo de LLA (Ruggeri et al., 1999; Ruggeri et al., 2002; Velardi et al., 2002).

Este potencial antileucémico e a capacidade de prevenir a DECH levaram a
investigacdo do uso de células NK como uma imunoterapia adotiva, porém sdo necessarios
novos estudos antes da imunoterapia de células NK atingir a pratica clinica. Ainda ndo esta
claro quais pacientes e que tipos de leucemia seriam mais beneficiados por este tratamento,
por isso é de extrema importancia definir melhor quais tipos de leucemias sdo mais
susceptiveis a atividade NK e o papel dos receptores das células NK, como os KIR, na
atividade antileucémica destas células (Yan et al., 1998; Ruggeri et al., 2002; Farag et al.,

2002; Miller et al., 2005; Romanski et al., 2005; Pende et al., 2005; Passweg et al., 2006).
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2. OBJETIVOS:

2.1. Objetivo Geral:

Estudar in vitro o papel das células NK e dos seus receptores KIR contra diferentes

leucemias agudas, correlacionando com o fenétipo da leucemia e com a historia clinica do

paciente.

2.2. Objetivos especificos:

Estudar em individuos saudaveis da populacdo brasileira a atividade citotoxica e o
perfil imunofenotipico das células NK e das suas subpopulacées;

Estudar a susceptibilidade de diferentes tipos de leucemias a atividade citotoxica das
células NK;

Verificar se ha correlagdo entre os subtipos de leucemias agudas e a susceptibilidade a
atividade citotoxica;

Verificar se a relacdo entre o genotipo KIR do doador e 0 HLA do paciente influencia
a atividade citotoxica contra as células leucémicas primarias;

Comparar os resultados obtidos in vitro com a historia clinica dos pacientes;

Comparar os dados obtidos com a literatura.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Leucemias agudas

3.1.1. Leucemia linfobléstica aguda

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é uma doenca heterogénea quanto aos aspectos
clinicos, biologicos e prognosticos. Esta doenca resulta da proliferagdo clonal e do
consequente acumulo de progenitores linféides com anomalias graves de diferenciacdo e
maturacgdo, suprimindo a hematopoese normal (Kebriaei et al., 2003). A LLA é a doenca
neoplésica mais comum na infancia, apresentando um pico de incidéncia na idade de 3 a 4
anos (Hoelzer e Gokbuget, 2000). Corresponde a 80% das leucemias da infancia (cerca de
30% das neoplasias até 15 anos de idade) e 20% das leucemias agudas em adultos (de Souza
et al., 1998; Riley et al, 2002).

Esta doenca ndo tratada se torna rapidamente fatal. Uma alta taxa de sucesso tem sido
alcancada no tratamento de criangas com LLA, chegando a 80% de cura, mas 0s casos de
adultos sdo geralmente mais resistentes a terapia, sendo que 25 a 40% dos pacientes sdo
curados (Hoelzer et al., 2002; Pui et al., 2004).

Os principais sintomas desta doenca resultam de graus variaveis de anemia,
neutropenia, trombocitopenia e de infiltracbes de células leucémicas na medula 6ssea e em
outros tecidos. Ja que elas entram no sangue periférico, qualquer 6rgdo sistémico pode estar
envolvido, mas linfonodos, baco, figado, sistema nervoso central e pele sdo os sitios mais
comumente detectados clinicamente (Kebriaei et al., 2003).

O quadro clinico geralmente ocorre de forma subita e 0s pacientes apresentam uma
historia de fadiga e sangramentos espontaneos. Perda de peso, febre e sudorese durante o0 sono
também sdo comuns, mas tipicamente estes sintomas ndo sdo severos. Outro sintoma comum

é dor nas articulagbes e/ou nos o0ssos. Metade dos adultos com LLA apresenta
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linfoadenomegalia, esplenomegalia e hepatomegalia. Pode ocorrer infiltracdo das meninges,
levando a vomitos, dores de cabeca ou papiloedema (Kebriaei et al., 2003).

O diagndstico da LLA depende de caracteristicas clinicas e avaliacGes laboratoriais
dos blastos leucémicos. Geralmente é sugerido o diagnostico a partir de um hemograma, no
qual a contagem de leucdcitos pode estar ocasionalmente muito alta, mas também pode estar
normal ou até diminuida. Deve ser encontrado no mielograma mais de 25% de blastos
linféides na medula Gssea para ser considerado diagnostico de LLA. A citogenética, biologia
molecular e imunofenotipagem por citometria de fluxo séo utilizadas para identificar os
subtipos relevantes (de Souza et al., 1998; Farias e Castro, 2004).

A LLA é subdividida em L1, L2 e L3, de acordo com a classificagdo do Grupo
Cooperativo Francés-Americano-Britanico (FAB). O subtipo L1 é caracterizado por
apresentar células pequenas, de citoplasma escasso, nucleo de contornos regulares e nucléolo
pouco evidente; o subtipo L2 é constituido por células de dimensdes variaveis, porém maiores
gue no subtipo L1, citoplasma abundante, ndcleo irregular e nucléolo proeminente; o subtipo
L3 é composto por células grandes, de citoplasma intensamente basoéfilo e vacuolizado,
nacleo regular e nucléolo evidente. Esta classificacdo para LLA tem valor histérico, mas falha
no reconhecimento de subtipos de LLA biologicamente relevantes e tem valor progndstico
limitado (Pui, 1995).

De forma contemporanea a classificacdo FAB, surgem as primeiras evidéncias de que
o0 comportamento clinico das LLA é distinto quando estdo envolvidas no processo neoplasico
as linhagens linfoides B ou T (Szczepanski et al., 2003). Os linfoblastos podem expressar
antigenos comuns aos diferentes estigios de diferenciacdo destas linhagens; entretanto, a
LLA-B ¢ o subtipo mais comum, em torno de 85% de todos os casos de LLA, enquanto a

LLA-T representa cerca de 15% dos casos (Riley et al, 2002).
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A caracterizacdo e a classificacdo em grupos e subgrupos biologicos sdo de extrema
importancia, pois a taxa de sobrevida dos pacientes pode ser aumentada por terapias ajustadas
para os subgrupos (Hoelzer & Gokbuget, 2000). Além disso, os subtipos variam de acordo
com a idade. Por exemplo, os casos de LLA-T sdo mais comuns em adultos e adolescentes,
enquanto a LLA-B precoce ¢ mais comum na infancia (Szczepanski et al., 2003).

As classificagdes atuais, baseadas em imunofenotipagem, distinguem pelo menos oito
subtipos de LLA: quatro subtipos de LLA-B e pelo menos quatro subtipos de LLA-T. A
classificagdo imunolégica na LLA mimetiza parcialmente a diferenciagdo normal de
precursores de células linféides (Pui, 1995). Apesar de esta classificacdo representar os varios
niveis de maturacdo, com relacdo as LLA-T ndo foram encontradas caracteristicas clinicas
exclusivas dentro dos subgrupos e nenhuma diferenca com relagcdo a duracdo da remisséo e
sobrevida (Riley et al., 2002). Por isso a subdivisdo da LLA-T é pouco usada. A classificacdo
mais utilizada para LLA e as principais diferencas imunofenotipicas entre seus subtipos estéo

representadas na tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo de LLA mais utilizada e principais marcadores imunofenoticos de cada subtipo

Subtipos de LLA Principais marcadores
LLA-T CD7", TCR" e CD3".
LLA pré-B CD10, cu, Igs e CD19".
LLA-B precoce CD10*, cyu, Igs e CD19",
LLA pré-B CD10%, cu', Igs e CD19".
LLA-B madura CD10", cu*, Igs* e CD19".

Abreviagdes: cu — cadeia p de imunoglobulina intracitoplasmatica; 1gs — Imunoglobulina de superficie, CD —
grupo de diferenciacéo.

A LLA de precursor T é caracterizada por uma predominancia do sexo masculino
(73%) e geralmente afeta adultos e adolescentes. Estdo associadas a esta doenca as seguintes
caracteristicas: leucometria alta, maior que 30.000 (62%); tumor no mediastino (60%);

envolvimento do sistema nervoso central (15%); e alta taxa de recaida no sistema nervoso
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central. Duas décadas atrés, a LLA-T era um sinénimo de mau progndstico tanto em criangas
quanto em adultos. A média de tempo de remissao era de 10 meses ou menos. Agora as taxas
de remissdo completa sdo de mais de 80% e a sobrevida livre de doenca pode ser alcangada
em 40 a 50% dos adultos. Ter leucometria elevada (acima de 30.000), assim como idade
maior do que 10 anos, e alcancar tardiamente a remissdo completa sédo fatores de mau
prognostico (Hoelzer e Gokbuget, 2000).

Os antigenos mais importantes para o diagndstico e a identificacdo desta linhagem s&o
0 CD3 intracitoplasmatico, o receptor de linfécitos T (TCR) e o CD7. O marcador mais
importante para LLA-T parece ser o CD7, que esta presente de 95% a 100% dos casos de
LLA-T. Deve ser evitado o diagnostico deste subtipo na auséncia de CD7. Por outro lado, a
presenca deste antigeno em blastos ndo é sinénimo de LLA-T, pois ocorre em um grande
namero de leucemias da linhagem B e miel6ide. Portanto, para confirmar o diagndstico de
LLA-T é importante o uso de outros marcadores desta linhagem, como o CD3, CD1a, CD2 e
CD5 (Riley et al, 2002).

O principal marcador para o diagnostico de LLA-B é o CD19, por estar presente em
quase todos os estagios de maturacdo da linhagem B, desde pré-B a B-maduro. Outros
marcadores importantes especificos desta linhagem sdo os antigenos intracitoplasmaticos
CD79a e cadeias de imunoglobulina, além dos antigenos de superficie CD22 e CD20 (Riley et
al, 2002).

A LLA-B ¢ dividida de acordo com o estagio de maturacdo em LLA pro-B (pré pré B
ou CALLA negativo), LLA-B precoce (LLA comum ou LLA CALLA positivo), LLA pré-B
(LLA de precursor B) e LLA-B madura (Hoelzer & Gokbuget, 2000). A principal diferenga
imunofenotipica entre estes subtipos de LLA-B esta em trés marcadores: a imunoglobulina de
superficie (1gs), a cadeia pesada de imunoglobulina intracitoplasmatica (cu) e o CD10,

embora este ultimo ndo seja especifico para a linhagem B. A LLA pr6-B ndo expressa
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nenhum destes marcadores; a LLA-B precoce expressa CD10, mas ndo Igs ou cu; a LLA pré-
B expressa CD10 e cu, mas ndo Igs; enquanto a LLA-B madura expressa estes trés
marcadores (Szczepanski et al., 2003), conforme observado na tabela 1.

A LLA pro6-B é caracterizada por parametros especificos clinicos e bioldgicos, como
alta leucometria, coexpressdo de antigenos mieldides (CD15/CD65w) em 50% dos casos
(Hoelzer e Gokbuget, 2000). O fenotipo de pré-B (negativo para CD10) tem sido associado
com mau prognostico (Schabath et al, 2003).

A LLA-B precoce € o subtipo mais comum, representando 75% dos casos de LLA na
infancia e 50% dos casos no adulto, e apresenta os seguintes marcadores: CD19, CD22, TdT,
CD79a intracitoplasmatico, CD34 e CD10. A expressao de CD10 causa um impacto favoravel
no progndstico (Kebriaei et al., 2003; Farias e Castro, 2004). Este subtipo é tradicionalmente
considerado o mais favoravel, com relagdo a duragdo da remissao (Levitt e Lin, 1996).

A LLA pré-B, que é definida pela presenca da cp, recapitula um estagio mais tardio do
desenvolvimento normal comparada ao subtipo B precoce (Weir e Borowitz, 2001). A LLA
pré-B representa aproximadamente 15% das criancas com LLA e 10% dos casos em adultos.
Este subtipo expressa cy, em adi¢do a CD19, CD20 e CD10 (Farias e Castro, 2004).

As células de LLA-B madura expressam fortemente o CD45 e possuem caracteristicas
citoldgicas de linfoma de Burkitt, que é LLA-3 da classificacdo FAB (Jouault, 2002). A LLA
B-madura é caracterizada por alta freqiiéncia de envolvimento de 6rgdos (34%) e do sistema
nervoso central (12%) e altos niveis de LDH, sendo que 88% tém acima de 500 U/L (Hoelzer
e Gokbuget, 2000). A LLA-B madura é rara e responsavel somente por 1 a 2% de todos 0s
casos de LLA na infancia. Ocorre mais frequentemente no sexo masculino, na raca branca e
com contagem de leucdcitos elevada, sendo caracterizada pela doencga extramedular (Kebriaei

et al., 2003).
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3.1.2. Leucemia mieléide aguda

Como as LLA, as leucemias mieldides agudas (LMA) representam um grupo de
doencas hematopoéticas clonais em que a falha na diferenciagdo e proliferacdo da célula
tronco hematopoética resulta num acumulo de células ndo funcionais, s6 que no caso das
LMA elas sdo chamadas de mieloblastos (Stone et al., 2004). Uma combinagéo de estudos
morfoldgicos, citogenéticos e imunofenotipicos normalmente sdo necessarios para o
estabelecimento de diagnostico de LMA (Pui et al., 2004).

A LMA pode surgir de novo ou evoluir a partir da sindrome mielodisplasica (SMD). A
SMD compreende um grupo heterogéneo de desordens clonais da medula dssea, caracterizada
por varios graus de citopenias periféricas (Aul et al., 1998). A SMD causa falha progressiva
da medula 6ssea e a transformacdo para LMA é vista em um terco dos casos (Greenberg,
2002).

Os avancos no entendimento da fisiopatologia da LMA ainda ndo levaram a grande
melhora na sobrevida livre de doenca. Apenas um terco dos pacientes com idade entre 18 e 60
anos que sao diagnosticados com LMA podem ser curados. A sobrevida livre de doenca é rara
e as terapias disponiveis atualmente para individuos idosos sdo devastadoras (Stone et al.,
2004). Com relacdo as criancas, a sobrevida atingiu um patamar de aproximadamente 60%
(Pui et al., 2004).

Os sintomas apresentados por pacientes com LMA ndo sdo especificos e estdo
relacionados com a diminui¢do da producdo de células hematopoéticas normais e invasdo de
outros Orgdos por células leucémicas. Os pacientes normalmente apresentam sintomas
similares a uma infeccdo viral curta, caracterizada por fadiga e mal estar, ou podem apresentar
uma infeccdo progressiva na pele depois de uma abrasdao menor. Outros sintomas incluem
anemia, trombocitopenia, petéquias, equimoses, sangramentos na gengiva, Sangramentos

execessivos por traumas menores e esplenomegalia (Hoffman et al., 2004).
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Uma combinagdo de estudos morfoldgicos, imunofenotipicos e citogenéticos é
normalmente necessaria para o estabelecimento de um diagndstico de LMA (Pui et al., 2004).
A LMA ¢ tradicionalmente subclassificada por morfologia e citoquimica de acordo com 0s
critérios da FAB e conforme modifica¢cBes que incorporam os dados imunofenotipicos em
oito subtipos, que vdo de MO a M7 (Cheng et al.,, 2005). Os principais marcadores
imunofenotipicos para o diagnostico de LMA sdo CD13, CD33, CD65 e MPO (Szczepanski
et al., 2003). A tabela 2 apresenta as principais caracteristicas imunofenotipicas dos subtipos

de LMA.

Tabela 2. Principais caracteristicas de imunofenotipagem por citometria de fluxo dos subtipos de LMA

Subtipo Principais marcadores Observagdes
Regido dos linfoblastos, pelo
MO/M1 MPO, CD13, CD33, CD34 menos um marcador mieldide
especifico
M2 CD13>CD33 Regido de mieloblastos até células
HLA-DR, MPO e CD34, CD15 mieldides maduras
M3 CD33>CD13 Hipergranular mais com baixa
MPO, CD15, CD34"*, HLA-DR expressdo de CD45
M4/M5 CD33 > CD13 Regido dos mondcitos

HLA-DR, CD14*-, CD34"*e CD15
HLA-DR, CD13"*, CD33*", CD34
e CD45 fraco.
HLA-DR”*, CD33*", CD34, CD61
e CD41
+/-, varidvel, mas geralmente positivo; -/+ varidvel, mas geralmente negativo; - negativo.

M6 Regido eritroide

M7 Regido de megacaridcito

O subptipo MO representa cerca de 5% dos casos de LMA e essencialmente é
encontrado em adultos (Jouault, 2002). Neste subtipo, as células leucémicas sdo identificadas
por citometria de fluxo na regido dos linfoblastos devido ao pequeno tamanho, baixa
granulosidade e expressdo de CD45 de baixa intensidade de fluorescéncia. Por definigdo, os
blastos sdo negativos para citoquimica, mas expressam pelo menos um marcador mieldide
especifico, como: MPO, CD13, CD33 ou CD11b. Estas células sdo geralmente negativas para
marcadores linféides, mas podem expressar CD7 ou CD4. Os blastos de MO séo geralmente

positivos para HLA-DR e CD34 (Jennings e Foon, 1997; Szczepanski et al., 2003).
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Através da citometria de fluxo é dificil distinguir a LMA-M1 da MO0. As células
blasticas de M1 sdo geralmente positivas para CD13, CD33 e HLA-DR, mas podem néo
expressar tanto CD34 quanto MO (Jennings e Foon, 1997). MO e M1 geralmente ndo
expressam marcadores associados com estagios mais diferenciados da maturagdo mieldide,
como: CD15, CD11b ou CD14. Quando presentes, estes marcadores S40 expressos apenas em
uma pequena subpopulagéo de células (Weir e Borowitz, 2001).

A LMA-M2 é chamada de leucemia com diferenciacdo granulocitica e, além de uma
populacdo de blastos dominante, apresenta evidéncias de maturacdo, pelo menos até o nivel
de pr6-mielécitos ou mieldcitos (Weir e Borowitz, 2001). Na citometria de fluxo, tipicamente
h& um espectro de células com graus variaveis de granulosidade abrangendo a regido dos
mieloblastos até de células miel6ides maduras. A maior diferenga entre M2 e M1 é a presenca
de maturacdo e uma reducdo no percentual de blastos. CD34 é menos proeminente e CD15 é
mais proeminente em M2 do que em M1. Na maioria dos casos, 0 marcador HLA-DR é
positivo. O marcador CD13 algumas vezes € expresso mais fortemente do que CD33
(Jennings e Foon, 1997).

O subtipo M3 é hipergranular, embora apresente baixa expressdo de CD45 comparado
com células maduras e auséncia ou reducdo de HLA-DR na maioria dos casos. CD34 é menos
proeminente do que em M2. A expressdo de CD33 e baixa expressdo de CD13 séo
normalmente encontradas. Pode haver expressdao de CD2 (Jennings e Foon, 1997).

Os subtipos M4 e M5 sdo fenotipicamente semelhantes, apesar de que em M4 é mais
comum a CD34 do que em M5. Na citometria de fluxo, os blastos de M5 se apresentam na
regido de mondcitos. Estas células expressam CD13, CD33, HLA-DR, CD14 e CD15. A
intensidade de expressdo de CD33 pode ser mais forte do que a de CD13 (Jennings e Foon,

1997). Os marcadores mais imaturos, como CD34 e CD117, normalmente estdo ausentes na
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leucemia monocitica. A M5 geralmente expressa 0s marcadores relacionados a mondcitos,
como CD14 e CD64 (Weir e Borowitz, 2001).

O subtipo M6 € raro e ndo é bem caracterizado. HLA-DR, CD34 e possivelmente
CD13 e CD33 estdo geralmente presentes. A andlise de CD45 e granulosidade mostra um
componente eritroide proeminente. Anticorpos contra glicoforina podem demonstrar a
diferenciacdo eritroide (Jennings e Foon, 1997). Outro marcador importante para a leucemia
eritréide é o CD71. A dificuldade de caracterizacdo desta leucemia por citometria de fluxo
vem do fato de que precursores eritroides muitas vezes sdo susceptiveis ao procedimento de
lise usado para a preparacao da amostra (Weir e Borowitz, 2001).

O subtipo M7 representa de 3 a 5% dos casos de LMA, atingindo adultos e criangas, e
¢ conhecido como leucemia megacariocitica aguda (Jouault, 2002). Este subtipo é
diagnosticado quando mais de 30% das células nédo eritroides sdo megacarioblastos, que sdo
identificados pela expressdo de CD61 e/ou CD41 (Jennings e Foon, 1997; Szczepanski et al.,

2003). Ha auséncia de expressdo dos antigenos MPO, HLA-DR e CD34 (Jouault, 2002).
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3.1.3. Leucemia bifenotipica aguda

As leucemias agudas que possuem caracteristicas tanto mieldide quanto linfoide sdo
chamadas de linhagem mista, hibridas ou leucemia bifenotipica aguda (LBA). A LBA
provavelmente surge de uma célula progenitora multipotente. A incidéncia desta doenca é em
torno de 4% dentro das leucemias agudas. Muitas vezes é dificil distinguir a LBA das outras
leucemias, pois tanto a LMA quanto a LLA podem apresentar expressdo aberrante de
marcadores de outras linhagens (Matutes et al., 1997; Killick et al., 1999).

A LBA pode afetar adultos ou criangas, particularmente com menos de 2 anos de
idade. Elas podem aparecer de novo ou, raramente, podem se tornar aparente durante uma
recaida ap6s um tratamento contra LLA ou LMA. A leucometria é geralmente alta e a maioria
dos casos tem uma proporcao variante de blastos circulantes. N&o existe um critério uniforme
de como tratar a LBA. Esta doenca estd associada a um prognéstico negativo tanto em
criangas quanto em adultos e isto pode estar relacionado com a alta incidéncia de
anormalidades cromossémicas associadas a LBA (Matutes et al., 1997).

O diagnéstico de LBA ¢ baseado na imunofenotipagem. A maioria dos casos é TdT" e
expressa marcadores hematopoiéticos iniciais como o CD34 e determinantes HLA-DR de
classe Il. Para o diagnostico desta doenca, deve ser utilizado um painel amplo, com
marcadores das trés linhagens. O feno6tipo mais comum é a expressdo de marcadores B e
mieldides e menos freqlientemente ocorre o fen6tipo T com marcadores mieldides. Casos com
a linhagem T e B ou com uma diferenciacdo nas trés linhagens séo raros (Matutes et al.,
1997). Nosso grupo submeteu um trabalho a publicacdo sobre um caso raro de leucemia
bifenotipica B e T (Costa ES, Thiago LS, Otazu IB, Ornellas MH, Oliveira AA, Borojevic R,
Land MG, Orfao A; Pediatric Blood & Cancer ).

Matutes et al. (1997) propuseram um sistema de pontuacdo com objetivo de ajudar a

distinguir a LBA de outras leucemias com expressdo aberrante de marcadores de outra
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linhagem. O sistema é baseado no nimero e grau de especificidade dos marcadores linfoides e
mieldides expressos por células leucémicas. A leucemia seré considerada bifenotipica quando

a pontuagéo encontrada for maior que 2 para mais de uma linhagem (tabela 3).

Tabela 3 - Pontuacdo dos marcadores utilizados para identificacdo de leucemia bifenotipica aguda

Pontuacéao Linhagem B Linhagem T Linhagem miel6ide
2 CD79aic, cu, CD22 CDaic, anti-TCR MPO
1 CD19, CD20, CD10 CD2, CD5, CD8 CD13, CD33, CD65
0,5 TdT, CD24 TdT, CD7,CDla CD14, CD15, CD64, CD11b

E necesséario mais do que 2 pontos em mais de uma linhagem para ser considerada leucemia bifenotipica aguda
(adaptado a partir de Matutes et al., 1997 e Kebriaei et al., 2003).

Este sistema de pontuacdo foi testado por um grupo de pesquisadores em 676
pacientes recém diagnosticados com leucemia aguda e foram identificados 3,6% de casos de
BAL. A maioria apresentava blastos com caracteristicas morfologicas semelhantes aos
subtipos FAB M2 e L1. Todos os pacientes foram positivos para marcadores mielides e
marcadores linféides B (74%) ou T (35%), sendo que dois casos apresentaram marcadores das
trés linhagens. Estes autores concluiram que o sistema de pontuacdo € um método eficaz de

diagndstico de LBA (Owaidah et al., 2006).
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3.2. Tratamento de leucemias agudas

3.2.1. Quimioterapia

O tratamento padrdo de LLA é baseado em ciclos de quimioterapia combinada,
administrada de forma sequencial. As principais fases sdo: inducéo; consolidacdo ou
intensificacdo; e tratamento de manutencdo. A fase de indugdo de remissdao tem o objetivo de
rapidamente destruir as células leucémicas e minimizar a carga de celulas leucémicas
residuais. A fase de consolidacdo ou intensificacdo é desenhada para diminuir ainda mais a
carga de células leucémicas e resolver questdes de resisténcia a drogas antileucémicas. Esta
fase normalmente consiste em utilizar doses maiores da mesma droga usada na fase de
inducdo ou altas doses de outras drogas. A fase de manutencéo é feita para erradicar a carga
de células leucémicas residuais. Um dos protocolos de tratamento de leucemias agudas mais
utilizado foi criado pelo grupo alemédo Berlin-Frankfurt-Munster (BFM) e utiliza a resposta
precoce junto com outros fatores prognosticos para estratificar o risco e guiar o tratamento
(Dordelmann et al., 1999; Hoelzer e Gokbuget, 2000; Hoffman et al., 2004).

Como a LLA é uma doenca heterogénea com grupos bioldgicos e progndsticos
distintos, estratégias de tratamento desenhadas para grupos prognosticos especificos levaram a
melhora nos resultados de criangas com LLA. Estratégias similares, baseadas em
estratificacdo de risco, estdo agora sendo aplicadas para adultos com LLA (Kebriaei et al.,
2003).

Os pacientes, na maioria dos estudos, sdo divididos em trés grupos de risco de acordo
com os fatores progndsticos: risco padrao, alto ou altissimo risco. Varios fatores prognésticos
influenciam a sobrevida de pacientes com LLA: anormalidades citogenéticas, imunofenoétipo,
leucometria inicial, tempo levado para alcancar a remissdo completa, sexo, idade,
acometimento do sistema nervoso central e outras variaveis (Hoelzer e Gdkbuget, 2000; Pui et

al., 2004).
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Apesar do tratamento de indugdo da remissdo para LLA ser o mesmo para todos os
grupos de risco em alguns estudos clinicos, em todos os estudos a intensidade do tratamento
pos-remissdo difere de acordo com o grupo de risco. Pacientes com alto risco séo tipicamente
tratados com quimioterapia intensificada apds a remissao e pacientes com altissimo risco sdo
considerados candidatos ao TCTH alogeneico. O Grupo de Oncologia em Criangas (Estados
Unidos) incluiu um quarto grupo, o de baixo risco, para permitir que aqueles com riscos de
recaida muito baixos recebam um tratamento de intensidade reduzida (Pui et al., 2004).

A maioria dos casos de LLA na infancia é altamente sensivel & quimioterapia, com
quase todos os pacientes atingindo remissdo completa apos a terapia de inducéo de remisséo.
Entretanto, quase um terco destes pacientes em remissdo sofrem recaida e a maioria destes
pacientes morre da doenca (van Wering et al, 1995, Weir et al, 1999). Nos adultos, a remisséo
completa é alcancada em 80 a 85% dos pacientes e a sobrevida livre de doenca em apenas 30
a 40% dos casos (Hoelzer et al., 2002).

A maioria dos pacientes com LMA morre da doenca, apesar do otimismo atual. As
principais estratégias terapéuticas basicas para tratar pacientes com esta doenca mudaram
pouco nos ultimos 20 anos. O tratamento dos casos de LMA classicamente envolve as
mesmas fases do tratamento para LLA: inducdo; consolidacdo ou intensificacdo; e tratamento
de manutencao. Cerca de apenas 30% dos adultos com LMA podem ser curados. A sobrevida
livre de doenca é rara e a terapia atual é devastadora para idosos com esta doenca. Os dois
principais fatores progndésticos de pacientes com LMA sdo: idade e estado citogenético.
Recentemente, alguns fatores prognosticos baseados em biologia molecular foram
identificados, entretanto o impacto destes achados na escolha do tipo de tratamento ainda néo
esta claro (Stone et al., 2004).

Apesar de varias estratégias de aumentar a intensidade da terapia, a sobrevida em

criangas atingiu um patamar estavel de aproximadamente 60%, sugerindo que o aumento da
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intensificacdo do tratamento por si ndo € capaz de melhorar substancialmente a taxa de
sobrevida. Existem diferencas consideraveis tanto nas caracteristicas clinicas e bioldgicas
quanto na resposta e tolerancia a terapia por grupos de idade. Portanto, para melhorar a
resposta dos pacientes pediatricos com LMA, serd necessario o uso de terapias especificas
tanto para a doenca e idade do paciente. No entanto, apenas um ndmero limitado de drogas é
ativo contra subgrupos especificos de LMA e atualmente é impossivel aplicar terapia
individualizada na grande maioria dos casos desta doenga (Pui et al., 2004).

De uma maneira geral, estd claramente definido que, uma vez que a remissao é
alcancada, para que seja possivel um longo periodo de sobrevida livre de doenca, faz-se
necessario o uso de terapia adicional para reduzir as células leucémicas a niveis indetectaveis.
A terapia anti-leucémica mais efetiva é o TCTH alogeneico (Hoelzer et al., 2002; Stone et al.,

2004).
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3.2.2. Transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH)

O transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH) se refere a um procedimento
onde essas células sdo infundidas em um paciente com o objetivo de repor o sistema
hematopoético. As células tronco hematopoéticas podem ser derivadas de diferentes fontes
como: medula 0ssea, sangue de corddo umbilical ou sangue periférico (Ljungman et al.,
2006).

O TCTH pode ser autélogo, quando as células tronco hematopoéticas infundidas sdo
obtidas do proprio paciente; ou alogeneico, quando as células tronco hematopoéticas sdo de
origem de um doador. As taxas de recaida sdo menores no TCTH alogeneico comparado com
0 autdlogo, devido ao efeito enxerto contra leucemia, o ECL (Blazar e Murphy, 2005). O
TCTH alogeneico revolucionou o0s tratamentos de hemopatias malignas, doengas
hematopoéticas hereditarias e anemia aplastica (Shlomchik, 1999). Classicamente, o doador
do TCTH alogeneico pode ser aparentado HLA-idéntico, aparentado haploidéntico ou um
doador ndo aparentado com alto grau de compatibilidade (9/10 ou 10/10), selecionado numa
rede de registro de doadores (Ljungman et al., 2006).

Nos casos de LLA da infancia, o transplante (aparentado ou ndo aparentado) s é
recomendado em casos especificos, de acordo com o resultado da quimioterapia e em grupos
de pacientes considerados de alto risco. Alguns autores consideram que o TCTH alogeneico é
indicado para todos os pacientes pediatricos de LMA com um doador aparentado HLA-
compativel porque se acredita que seja mais efetivo que ciclos intensivos de quimioterapia
pos-remissdo. Nos casos da LMA da infancia associado a um mau prognostico e que tenham
poucas chances de cura por outras terapias, 0 TCTH nédo aparentado é indicado quando nao
houver doador na familia (Ravindranath, 2003; Pui et al., 2004).

Nos pacientes adultos com LLA, o TCTH é uma parte essencial no tratamento de

consolidagdo, mas ainda existe a questao se todo paciente na primeira remissdo completa com
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um doador adequado deve receber o transplante ou se este tratamento deve ser reservado para
pacientes em grupos de alto risco (Hoelzer et al., 2002). Os casos de adultos com LLA com
caracteristicas de mau prognostico sdo candidatos ao TCTH tanto com doador HLA-idéntico
aparentado quanto ndo aparentado (Ljugman et al., 2006).

Nos casos de adultos com LMA, o TCTH é uma terapia efetiva. Os obstaculos para a
larga aplicagcdo desta terapia para a maioria dos pacientes com LMA s&o: dificuldade de
controlar a leucemia com a terapia primaria de inducéo, dificuldade de encontrar um doador
compativel, toxicidade dos regimes de condicionamento e complica¢cdes a longo termo
causadas pelo transplante (Stone et al., 2004).

Na Ultima década, o paradigma do tratamento de leucemias por TCTH mudou. O foco
inicial era utilizar doses mieloablativas de radiacdo e quimioterapia para eliminar a leucemia e
0 transplante era realizado para prevenir a morte por falha da medula. Atualmente o enfoque
do TCTH alogeneico consiste em um regime de condicionamento com baixas doses de
quimioterapia e radioterapia, suficientes apenas para permitir a “pega” das células tronco
hematopoéticas do doador. Estes regimes de condicionamento de intensidade reduzida
permitiram o uso do TCTH alogeneico em pacientes idosos ou debilitados, pois anteriormente
0 regime mieloablativo causava alta mortalidade nestes pacientes (Kolb et al., 2004; Schetelig
et al., 2005; Barrett e Savani, 2006).

Neste modelo mais atual de transplante, as células aloimunes de origem do doador €é
gue serdo responsaveis por erradicar as células leucémicas como uma forma de imunoterapia
adotiva (Kolb et al., 2004). As principais reacdes aloimunes que acometem o p6s TCTH séo
representadas pela doenca enxerto contra hospedeiro (DECH) e o ECL. Estes eventos
envolvem células T, células NK e as células tronco hematopoéticas (Barret et al., 2003).

Apesar das melhorias do TCTH alogeneico, a DECH continua a ser um problema

significativo e é a maior causa de morte apds o transplante. A maioria dos pacientes que sdo
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submetidos a este procedimento apresenta algum grau de DECH. Esta reagdo severa é
definida como uma doenga sistémica de rapida progressao, caracterizada por imunossupressao
e injuria de tecidos em vérios 6rgdos como figado, pele e mucosa intestinal. A destruicdo
destes tecidos resulta em erupcGes cutdneas, denudagdo da mucosa e diarréia. Apesar do
progresso no entendimento dos mediadores envolvidos na DECH, o tratamento efetivo contra
esta doenca continua elusivo. A maioria dos pacientes que desenvolvem manifestacoes
severas desta doenga acaba sucumbindo a ela ou a complicacOes de seus tratamentos (Jaksch e
Mattsson, 2005).

Devido ao aparecimento de certas caracteristicas clinicas e de mecanismos
patogenéticos diferentes ap6s o TCTH alogeneico, a DECH tem sido, tradicionalmente,
classificada em dois tipos: DECH aguda e DECH cronica (Vargas-Diez et al., 2005).

A imunobiologia da DECH aguda é complexa e pode ser divida em trés etapas. Na
primeira etapa, o regime de condicionamento (quimioterapia e/ou radioterapia) leva a danos
nos tecidos do hospedeiro e inducdo de producdo de citocinas pro-inflamatdrias. A segunda
etapa é caracterizada pela ativacdo dos linfécitos T do doador através de interacdes com
células apresentadoras de antigeno do hospedeiro no local da injdria e a consequente
proliferacdo, diferenciacdo e secrecdo de citocinas que leva ao recrutamento das células
efetoras até os 6gdos alvo. Na terceira e Gltima etapa ocorrem as funcdes efetoras de células
aloimunes que levam a danos no tecido do hospedeiro, onde participam linfocitos T
citotoxicos, células NK e fagocitos (Reddy e Ferrara, 2003).

Acredita-se que DECH cronica seja causada pelos linfocitos T que sdo reativos contra
tecidos do hospedeiro e escaparam da selecdo negativa no timo no pés-transplante. Isto pode
ser explicado pelo fato do timo estar danificado pelos regimes de condicionamento ou pela

sua atrofia em consequéncia da idade ou da DECH aguda. Neste caso, os linfécitos B serdo
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induzidos pelos linfocitos T efetores a sintese de auto-anticorpos contra varios tecidos do
hospedeiro (Arai e Vogelsang, 2000; Devetten e VVose, 2004).

Apesar do efeito negativo da DECH, ela parece estar associada ao efeito ECL, que é
positivo. A primeira evidéncia desta associacdo foi uma andlise estatistica em 242 pacientes
submetidos ao TCTH alogeneico que mostrou que pacientes que sofreram de DECH ap6s o
transplante tém menor risco de desenvolver recaida da doenca hematoldgica maligna (Weiden
et al., 1979). Os linfocitos T foram considerados os principais efetores destes dois efeitos a
partir da observacdo de que o TCTH com deplecdo destas células tem menor incidéncia de
DECH e maior chance de ocorrer recaida da leucemia, o que levou a um impasse terapéutico.
Uma forma de escapar deste impasse foi a deplegcdo dos linfocitos T do TCTH seguida da
realizacdo de subsequentes infusbes de linfdcitos de doador, a ILD (Kolb et al., 2004).

Mais tarde, a ILD passou a ser utilizada para tratar pacientes com recaida da leucemia
apos TCTH (Kolb et al., 1995). Foi demonstrado que diferentes doencas hematoldgicas
malignas tém resposta distinta a esta terapia. Dois fatores parecem determinar a eficacia do
ECL: a taxa proliferativa da doenca (doencas malignas que tém uma evolucdo lenta
respondem melhor) e o fendtipo. Neste caso, a LLA parece ser a menos sensivel (Barrett al.,
2003). Em um estudo com 135 pacientes a remissdo completa foi alcancada em 73% dos
pacientes com leucemia mieldide crénica (LMC), 29% com LMA, 25% dos casos de SMD.
Entretanto, os pacientes portadores de LLA ndo responderam ao tratamento (Kolb et al.,
1995).

Evidéncias consistentes suportam a hipétese de que o efeito do ILD que leva a
eliminacdo de células leucémicas residuais é mediado primariamente pelas células T. No
entanto, a maioria dos pacientes que respondem ao ILD também desenvolve uma DECH
significante, por isso, na pratica, tem sido dificil distinguir o efeito ECL da DECH (Claret et

al., 1997).
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Tem sido demonstrado que o ECL é mediado por células como as NK e os linfocitos
T. Parece que os linfécitos CD8 estdo mais envolvidos na DECH, enquanto os CD4 estéo
mais relacionados ao ECL. As células dendriticas e macr6fagos podem ter um papel acessorio
no ECL por facilitarem a apresentacdo de antigenos e a secrec¢do de citocinas. Citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a e IFN-y estdo envolvidas na DECH e no ECL (Mehta, 2004).

As células leucémicas podem induzir uma resposta especifica se expressarem
antigenos que ndo estdo presentes ou sdo pouco expressos em células normais. No TCTH
alogeneico isso pode ocorrer pela apresentacdo direta de antigenos na superficie de células
malignas do receptor, levando a inducdo de expansdo de células T especificas para 0 ECL
(Barret, 1997; Barret et al., 2003). Proteinas envolvidas na transformacéo celular (como ras
mutado ou bcr/abl) podem gerar peptideos Unicos na regido da mutacdo ou no sitio de fusdo e
representar um alvo especifico para os linfocitos T participantes do ECL (Riddell et al., 2003).
Pode ocorrer também uma resposta menos especifica, que medeia ECL e a DECH, como a
gue ocorre contra 0s antigenos maiores e menores de histocompatibilidade, pois estes sdo
expressos tanto nos alvos da DECH quanto nas células leucémicas (Barret, 1997). Uma vez
ativadas, as células T participam da etapa efetora do ECL através da citotoxicidade direta ou
pela producédo de citocinas inflamatorias que recrutam uma resposta imune integrada (Barret
et al., 2003).

A importancia da apresentacdo de antigenos para o desenvolvimento de uma ECL
eficaz pode ser demonstrada atraves de varios estudos que utilizaram células dendriticas
carregadas com antigenos leucémicos que funcionaram como uma vacina para LMA. As
células dendriticas podem ser geradas a partir de monaécitos e precursores CD34" da medula
0ssea e podem ser carregadas, fundidas ou transformadas com antigenos relevantes de
tumores. O mais interessante é que, nos casos de LMA e leucemia mieloide cronica, as células

leucémicas podem ser diferenciadas em células dendriticas, conservando seu repertorio de
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antigenos especificos de leucemia e adquirindo capacidade de apresentacdo de antigeno
(Houtenbos et al., 2007; Delluc et al., 2007).

Outros estudos tentaram controlar a aloreatividade para prevenir a DECH e ao mesmo
tempo manter o ECL, 0 que é um grande desafio. Uma estratégia € o TCTH ou ILD com a
deplecdo de subpopulacdes de células T especificas, como o CD8 que, conforme dito
anteriormente, parece estar mais relacionado com a DECH do que com o ECL (Giralt et al.,
1995). Outra linha de pesquisa para controlar a DECH e continuar com o efeito ECL foi
realizada por Litvinova et al (2002) em camundongos. Este experimento consistiu em
transformar geneticamente linfécitos T através do processo de inser¢do ex-vivo de um gene
suicida: a timidina quinase do virus Herpex simples tipo 1. O fundamento deste experimento é
que os linfdocitos T modificados fariam o metabolismo do ganciclovir em trifosfato (forma
ativa do ganciclivir), inibindo o alongamento do DNA e causando a morte na fase da divisdo
celular. Estes linfocitos T modificados eram infundidos em camundongos juntamente com o
TCTH. Quando as células T modificadas do doador reconheciam os aloantigenos do receptor,
tornavam-se ativadas e se dividiam, tornando-se sensiveis a droga. Observou-se que se 0
ganciclovir fosse utilizado no momento certo, poderia evitar a DECH através da eliminagédo
seletiva de células T aloreativas, enquanto o ECL pdde ser preservado através das células T
gue ndo se dividiram durante o tratamento (Litvinova et al, 2002).

Tem sido sugerido que a DECH e o efeito anti-tumoral podem ser separados
dependendo da célula efetora que estd sendo examinada. Foi montado um modelo
experimental de DECH em camundongos, em que era feito um TCTH completamente
incompativel acrescido de células T do doador. Neste modelo, foi examinado se a
transferéncia adotiva de células NK do doador ativadas com IL-2 poderia prevenir a DECH
sem comprometer o efeito antitumoral. Foi observado um efeito protetor contra a DECH. Este

efeito ocorreu quando as células NK foram infundidas no dia do TCTH, mas ndo quando a
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infusdo ocorria de forma mais tardia. Conforme dito anteriormente, acredita-se que as células
NK néo sejam capazes de iniciar a DECH, entretanto elas podem ter um papel na patologia
desta doenca quando j& iniciada por células T do doador. Estes resultados indicaram que as
células NK tiveram a capacidade de suprimir o estdgio de sensibilizacdo da DECH no
momento em que as células T do doador estavam reagindo pela primeira vez contra
aloantigenos do hospedeiro (Asai et al., 1998).

Neste mesmo estudo, foi demonstrado que enquanto a infusdo de células T levou a um
aumento do efeito antitumoral e a inducdo da DECH, as células NK alogeneicas ativadas
foram capazes de inibir a DECH e, ao mesmo tempo, promover o efeito antitumoral. Este
efeito foi observado através de um aumento na sobrevida e um menor nimero de metéstases
no pulmdo dos animais onde as células NK eram infundidas com o TCTH e células T
alogeneicas. Os animais que recebiam apenas o TCTH com as células T alogeneicas
apresentavam mais metastases no pulméo e morriam de DECH. Este estudo levou a sugestdo
de que era possivel separar o ECL da DECH a partir das células NK (Asai et al., 1998).
Posteriormente, em humanos, o papel das células NK na prevencdo da DECH e mediacédo do
ECL foi demonstrado de forma efetiva em TCTH haploidéntico (Ruggeri et al., 1999).

O TCTH haploidéntico tem sido utilizado como uma forma de tratamento em
pacientes que ndo encontram doadores compativeis. Apesar da rede mundial de registro de
doadores de medula dssea, que inclui mais de trés milhdes de doadores voluntarios com
tipagem de HLA realizada, cerca de 40% dos pacientes ndo conseguem encontrar um doador
HLA compativel. Muitos destes pacientes precisam do transplante de forma urgente e recaem
da doenca enquanto esperam por um doador. Por outro lado, virtualmente todo paciente
possui um membro da familia que tem compatibilidade completa de um haplétipo (conjunto

de alelos de HLA herdado em um cromossomo paterno ou materno) com o outro haplétipo
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completamente incompativel. Este parente poderia servir imediatamente como doador
(Reisner et al., 2004).

No inicio, este tipo de transplante ndo era bem sucedido devido a incidéncia de uma
DECH incontrolavel. Quando era feita a deplecdo de células T como medida profilatica para a
DECH, ocorria a rejeigéo do enxerto. A falha do enxerto foi resolvida com uso de uma dose
muito alta de células tronco hematopoéticas e um regime de condicionamento fortemente
imunossupressor (Reisner et al., 2004; Ruggeri et al., 2004).

Sabe-se que a deplecdo de células T, além de gerar rejeicdo do enxerto, gera um
aumento da chance de recaida de leucemia. A partir desta observacdo, comecou a ser
questionado se haveria outras células capazes de exercer o ECL neste tipo de transplante.
Com o avanco nos conhecimentos da biologia das células NK e seus receptores que
reconhecem alelos especificos de HLA-I na célula alvo, foi estudado o papel da aloreatividade
de células NK no transplante haploidéntico. Um estudo realizado in vitro em seres humanos
demonstrou a presenca de clones de células NK aloreativos se houvesse determinadas
diferencas entre o HLA do paciente e doador. Estes clones eram capazes de lisar células
leucémicas do paciente, sendo as LMA mais susceptiveis que as LLA. Estes clones também
reagiram contra linhagens geradas a partir de linfécitos normais do paciente (Ruggeri et al.,
1999).

Num outro estudo realizado por Ruggeri et al (2002) em TCTH haploidéntico, os
pacientes foram divididos em dois grupos: o grupo 1 consistiu em pares pacientes-doadores
em que ndo havia presenca de células NK aloreativas; e 0 grupo 2 em pares pacientes-
doadores com a presenca das células NK aloreativas. A presenca destas células NK
aloreativas levou a diminuigdo do risco de recaida nos casos de pacientes com LMA (75% de
probabilidade de recaida em 5 anos no grupo 1 contra 0% no grupo 2), mas isto ndo aconteceu

nos casos de pacientes com LLA (90% de probabilidade de recaida em 5 anos no grupo 1
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contra 85% no grupo 2). Nos casos de LMA também houve melhora da sobrevida livre de
doencga (no grupo 1, a probabilidade de sobrevida em 5 anos era 5% contra 60% no grupo 2).
A presenca de células NK aloreativas também levou a diminuicdo de rejeicdo do enxerto
(15% no grupo 1 contra 0% no grupo 2).

A partir desses resultados em TCTH haploidéntico realizado em seres humanos
juntamente com outros ensaios realizados in vitro e em modelos animais, ficou estabelecido
que as células NK aloreativas eram capazes de promover o ECL (por lisar as células
leucémicas do paciente) e a “pega” do enxerto (por matar as células tronco hematopoéticas
normais residuais do paciente, mas nao de outros tecidos normais). Além disto, foi observado
que estas células sdo capazes de prevenir a DECH através da lise de células apresentadoras de
antigeno de origem do paciente (Ruggeri et al., 1999; Ruggeri et al., 2002; Velardi et al.,

2002). Estes efeitos estdo representados na figura 1.
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Figura 1 - A aloreatividade de células NK no TCTH haploidéntico que leva ao favorecimento do efeito ECL,
através da lise de células leucémicas residuais; a “pega” do enxerto, através da lise de células hematopoéticas
normais; e preven¢do da DECH, através de lise de células dendriticas do paciente. Fonte: Velard et al., 2002
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Para entender melhor os mecanismos envolvidos no papel das células NK no TCTH, é
necessario conhecer a biologia das células NK e o0s seus receptores, assim como 0S
mecanismos de susceptibilidade/resisténcia das leucemias a atividade citotoxica destas

células.

3.3. Células natural killer (NK)

3.3.1. Biologia das células NK

As células NK compreendem cerca de 10% dos linfécitos do sangue periférico. Elas
foram caracterizadas ha mais de 30 anos como importantes componentes do sistema imune
inato, que tém a capacidade de lisar células alvo, além de fornecer citocinas imunoregulatérias
(Farag et al., 2002; Vivier, 2006). Elas foram primeiramente identificadas por sua habilidade
em matar células tumorais e células infectadas por virus sem sensibilizacdo prévia (O’Connor
et al., 2006). As células NK parecem ter surgido evolutivamente antes dos linfécitos T e B, ja
gue sdo encontradas em invertebrados que ndo possuem sistema imune adaptativo (Robertson
e Ritz, 1990).

A atividade citotoxica das células NK foi descrita pela primeira vez na década de 70.
Nesta época, foi observado que linfécitos isolados a fresco de individuos normais e nédo
imunizados poderiam lisar linhagens de células tumorais alogeneicas. Mais tarde, devido as
caracteristicas diferentes apresentadas por estas células, em comparacdo aos outros linfécitos,
passaram a ser chamadas de células matadoras naturais (natural Killer - NK). Foram descritas
varias atividades destas células in vivo incluindo destruicdo de células tumorais, resisténcia a
infeccdes virais e regulacdo da hematopoese (Robertson e Ritz, 1990).

A determinacéo das células NK como uma populacédo diferente de outros linfocitos foi
feita através de microscopia e uso de anticorpos monoclonais. Morfologicamente elas sdo

caracterizadas como linfocitos grandes e granulares. Os principais antigenos utilizados para
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identificar as células NK sdo o CD56 e o CD16. O antigeno CD56 parece ser idéntico a
molécula de adesdo de célula neural (NCAM). Até hoje a funcdo da molécula CD56 nas
células NK é desconhecida. As células NK ndo fazem rearranjo génico, por isso nao
expressam 0 TCR nem a molécula acessoria CD3. A maioria das células NK expressa CD16,
receptor para a porcéo Fc de IgG (Robertson e Ritz, 1990; Farag e Caligiuri, 2006).

A maior parte dos pesquisadores concorda que os linfocitos T, B e células NK se
originam de um precursor comum. A medula 6ssea € considerada o sitio primario de geracéao
das células NK porque possui todos os substratos celulares e fatores solUveis necessarios para
a maturacdo destas células. Entretanto, ainda ndo estd claro se a medula dssea sozinha é
suficiente para garantir a maturacdo completa das células NK. Existe a possibilidade de que as
células NK sejam geradas na medula 6ssea e completem sua maturagdo em outro sitio. Foram
encontrados precursores de células NK no figado, baco e linfonodos, suportando esta teoria
(Blom e Spits, 2006; Di Santo, 2006).

A principal funcdo das células NK maduras € a atividade citotdxica. Esta
citotoxicidade é considerada rapida, muito potente e possui multiplas facetas. Dessa forma, a
morte da célula alvo pode ocorrer em minutos, dificultando a atuacdo de mecanismos de
resisténcia. A morte celular mediada pelas células NK ocorre através da exocitose de granulos
e a inducdo de apoptose através da sinalizacdo via membros da familia de receptores de morte
celular do TNF (Smyth et al., 2005).

O primeiro passo para a citotoxicidade mediada por células NK é a adesdo. Integrinas
e outras moléculas de adesdo tém um papel crucial na formagéo de conjugados entre a célula
NK e a célula alvo. Varios ensaios in vitro indicaram um papel essencial para um tipo de
integrina chamado funcdo linfoide associada ao antigeno-1 (LFA-1). Esta molécula tem a

funcdo de induzir a polimerizacdo de actina, rearranjos do citoesqueleto e aglomeracdo de
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vesiculas lipidicas. Estes sinais mediados por LFA-1 sozinhos podem ser suficientes para
ativar a citotoxicidade mediada por células NK (Tassi et al., 2006).

O processo de adesdo a célula alvo induz alteragdes dindmicas na morfologia celular
das células NK: granulos liticos sdo movidos em direcdo ao sitio de interacdo com a célula
alvo. Este movimento é realizado através de estruturas de citoesqueleto que séo orquestradas
pelo centro de organizagdo de microtibulos. Em seguida, a membrana externa do granulo se
funde com a membrana citoplasmatica, liberando seu contetddo no espago sinaptico (figura
2). Os principais contetidos destes granulos sdo moléculas de perforina e granzima (Uhrberg?,

2005).

’Perforina V Granzima I

Célula normal Célula tumoral
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Célula NK em repouso Célula NK citolitica

Figura 2 — Esta figura mostra que as células NK ativadas, por exemplo, por uma célula tumoral, movem os
granulos em direcdo ao sitio de interacdo com a célula alvo e ocorre a fusdo da membrana do grénulo com a
membrana da célula NK liberando seu conteido no espago sinaptico. Adaptado a partir de Uhberg, 2005.

As perforinas sdo proteinas que formam poros na membrana das células alvo que
podem perturbar a permeabilidade e levar a lise osmdtica enquanto as granzimas Sdo uma
familia de serina-proteases estruturalmente relacionadas com varias especificidades de
substrato. Em humanos ha cinco tipos de granzimas (A, B, H, K e M). A granzima B ¢
considerada o mais importante membro pré-apoptético desta familia. E importante ressaltar
que a perforina ajuda a permitir a apoptose mediada por granzimas (Liu et al, 1995; Trapani,

2001).
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O outro mecanismo de morte celular mediado por células NK é através da ligacao de
receptores especificos presentes nas células alvo com ligantes na superficie das células NK.
Estes ligantes pertencem a superfamilia do TNF e a sua ligagdo induz a apoptose da célula
alvo. As células NK expressam dois membros desta familia: FasL (também conhecido como
CD95L) e o ligante de apoptose relacionado ao TNF (TRAIL). Muitas células tumorais ndo
expressam Fas (receptor que se liga a FasL), mas as células NK podem diretamente induzir a
expressao de Fas em células cancerosas através da secre¢do de TNF. A atividade citotoxica
mediada por TRAIL € relativamente seletiva porque mata linhagens celulares tumorais
humanas e ndo causa efeito nas células normais (Srivastava, 2001; Cappello et al., 2002;
Smyth et al., 2005).

A atividade citotoxica das células NK é regulada por agentes enddgenos, como
citocinas e hormonios. Estes agentes também podem ser utilizados de forma exdgena, por
exemplo, no tratamento de doencas. As citocinas como IFN-y, IFN-a/p, IL1, IL2, IL7 e TNF-
a sdo capazes de estimular a atividade NK. Entre os hormonios que regulam a atividade NK
de forma positiva, destacam-se: o horménio adenocorticotréfico, beta-endorfina e prolactina.
A atividade NK é modulada de forma negativa por glicocorticosterdides (Holbrook et al.,
1983; Robertson e Ritz, 1990; Souza et al., 2001). A regulacdo da citotoxicidade das células
NK por horménios, como cortisol e prolactina, ocorre através de alteracdo na expressdo de
receptores que ativam a atividade citotdxica, sendo que o cortisol diminui a expressao destes
receptores engquanto a prolactina aumenta (Mavoungou et al., 2005).

A atividade citotoxica também é influenciada por fatores, como o género e idade. Um
estudo em lIsrael com 46 individuos mostrou que os homens tém maiores niveis de atividade
das células NK do que as mulheres (Yovel et al., 2001). Porém, um estudo realizado em 40
individuos da populagéo brasileira ndo encontrou diferenca estatisticamente significativa entre

0s géneros, embora houvesse uma tendéncia de maior atividade citotoxica em individuos do
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género masculino (De La Roque et al., 1988). Mulheres que fazem uso de anticoncepcional
oral tém atividade citotoxica menor do que mulheres que ndo usam (Yovel et al., 2001). Com
relagdo a influéncia da fase do ciclo menstrual, assim como do género, ainda hé controvérsias.
Um estudo em 78 individuos (30 do género feminino e 48 do masculino) da populacdo
brasileira demonstrou que na fase folicular do ciclo menstrual hd um aumento em relagdo a
fase luteinica. Alem disso, mulheres na fase folicular do ciclo mostraram atividade citotoxica
semelhante a mulheres que ja entraram na menopausa e aos homens (Souza et al., 2001). No
entanto, Yovel et al. (2001) n&o encontrou diferencas entre as fases do ciclo menstrual.

A atividade das células NK também pode variar com a idade. Foi observado um
pequeno, mas significante, aumento na atividade NK do nascimento a idade adulta (Pross e
Baines, 1982). De La Roque (1988), estudando 40 individuos adultos ndo detectou influéncia
da idade na atividade NK, porém havia poucos individuos idosos em sua amostra. Em idosos,
ha resultados controversos devido aos diferentes critérios de sele¢do utilizados. Se for
utilizado um critério de selecdo que inclui apenas idosos muito saudaveis, a atividade
citotoxica das células NK é mantida e a queda é mais claramente observada em individuos
com idade entre 75 e 85 anos (Mocchegiani e Malavolta, 2004). A resposta destas células a
IL-2 esta alterada no envelhecimento no que diz respeito a proliferacao, expressao de CD69 e
mobilizagdo de Ca?*, enquanto a producdo de TNF-o. ndo foi significantemente alterada
(Borrego et al., 1999).

O ndmero de células NK no sangue periférico também sofre variacdo ao longo da
vida: é alto ao nascimento, reduzindo-se até a adolescéncia (Shearer et al., 2003). Em adultos
0 numero de células NK aumenta, principalmente a partir dos 50 anos. Nos idosos ha uma
significante expansdo no numero destas células. Este aumento no envelhecimento ocorre
principalmente em uma de suas subpopulagdes, que é conhecida como CD569™ (Borrego et

al., 1999; Mocchegiani e Malavolta, 2004).
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3.3.2. Subpopulacoes de células natural killer

A citotoxicidade direta contra células cancerosas ou infectadas por virus € apenas um
componente da resposta das células NK. Outro componente é a producdo de citocinas
liberadas por estas células, como IFN-y, que também restringe a angiogénese tumoral e
estimula a imunidade adaptativa (Smyth et al., 2005). Foi observado que dois subtipos
distintos de células NK eram responsaveis por estes dois papéis. Na década de 80, estes
subtipos foram identificados através de diferencas na densidade de expressdo de superficie de
CD56. A maioria das células NK humanas tem baixa expressdo de CD56 e alta expressdo de
CD186, e sdo conhecidas como células CD56%™. A outra subpopulago é caracterizada por alta
expressdao de CD56 e expressdo baixa ou negativa de CD16 e por isso é chamada de
CD56"9", Estas duas subpopulacbes também tém caracteristicas funcionais distintas: a
CD56%™ é a mais citotoxica, enquanto a CD56""9" ¢ a maior responsavel por producéo de
citocinas (Cooper? et al., 2001). As principais caracteristicas que diferenciam estas células
estdo representadas na figura 3. O significado funcional in vivo destes subtipos distintos de
células NK humanas e como eles podem interagir ainda ndo estdo completamente definidos
(Farag e Caligiuri, 2006).

O subtipo CD56%™ é predominante no sangue periférico (cerca de 90%) e tem maior
participacdo na citotoxicidade celular dependente de anticorpos por possuir maior expressao
de CD16 que, conforme dito anteriormente, é receptor para a por¢do Fc de anticorpos. Além
disso, este subtipo tem maior citotoxicidade natural contra alvos sensiveis as células NK e
respondem a IL-2 com um aumento da citotoxicidade. Esta diferenca no potencial citotoxico
pode ser devido ao fato destes dois subtipos terem padrdes distintos de expressédo de
receptores de células NK importantes no reconhecimento e morte da célula alvo. Além disso,
as células da subpopulacdo CD56™ tém maior concentragio de granulos que as CD56°9M,

Apos o tratamento com IL-2, tanto in vivo quanto in vitro, os dois subtipos de células NK
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passam a apresentar niveis semelhantes de citotoxicidade. (Cooper et al., 2001%; Farag e

Caligiuri; 2006).
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Figura 3 — Esta figura representa as duas subpopulacfes de células NK e as suas principais caracteristicas
fenotipicas e funcionais. Em (a) esta representado o CD569" ¢ (b) CD56%™. Fonte: Cooper et al., 2001!

As células NK CD56""" produzem citocinas imunoregulatérias, incluindo TNF-a,
TNF-B, IFN-y, GM-CSF, IL-10 e IL-13. Esta subpopulagcdo expressa constitutivamente o
receptor de IL-2 de alta afinidade e expande in vitro e in vivo em resposta a baixas doses
(picomolar) de IL-2, com pouca atividade citolitica. Em contraste, as CD56%™ s expressam o
receptor de afinidade intermediaria para IL-2 e proliferam pouco em resposta a altas
concentragdes (nanomolar) de IL-2. Embora o subtipo CD56°9" seja raro no sangue (+10%
das células NK), representa o subtipo predominante nos tecidos e linfonodos. Isto pode ser
justificado pelo fato das células CD56°9" expressarem moléculas de adesdo e receptores de

quimiocinas diferentes das CD56%™. O subtipo CD56°9" tem expressdo das moléculas
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necessarias para trafegarem para os linfonodos periféricos através de vénulas endoteliais. Nos
linfonodos, estas células se localizam na mesma regido onde estdo os linfdcitos T e as células
dendriticas, 0 que é consistente com o seu potencial papel imunoregulatorio da resposta

adaptativa (Cooper? et al., 2001; Fehniger et al., 2003; Farag e Caligiuri, 2006).

3.3.3. As células NK e a sua participacdo na resposta adaptativa

A principio acreditava-se que a participacdo das células NK na resposta imune
adaptativa era restrita @ modulacdo da resposta dos linfécitos T e B através de secrecdo de
citocinas e quimiocinas. Mais recentemente, foi demonstrado que a sua participagdo na
resposta imune adaptativa ocorre também através da interacdo com células dendriticas (DC)
(Raulet, 2004; Zingoni et al., 2005).

Em 1999 foi descoberto que as funcdes efetoras das células NK podem ser estimuladas
via contato direto com as células DC ativadas. A importancia da ativacdo das células NK
mediada por DC foi demonstrada a partir da observacdo de que a infusdo de DC (e também de
substancias que ativam as DC) aumentou de forma consideravel a protecdo mediada por
células NK contra células tumorais transferidas in vivo em modelo murino. Mais tarde ficou
claro que a interacdo DC/NK era bidimensional e complexa, importante ndo s para a ativacdo
de células NK, mas também para as DC. Esta interacdo envolve a producdo de citocinas além
do contato célula a célula (Fernandez et al., 1999; Walzer et al., 2005).

Paradoxalmente, as células NK ativam as DC imaturas, mas também as matam.
Aparentemente o que controla este efeito é a propor¢cdo NK/DC. Ensaios in vitro mostraram
gue quando as células NK estavam em maior nimero, ocorria lise das DC imaturas. Por outro
lado, se houvesse maior nimero de DC imaturas, ocorria a ativacdo das DC por celulas NK.
As DC maduras séo resistentes a lise por células NK. A morte/ativacdo de DC imaturas,

mediada por células NK, pode ter um papel importante no equilibrio entre tolerancia e
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imunidade. Mas para que esta hipétese seja confirmada, € preciso que seja determinado se as
células NK podem lisar as DC em condices fisioldgicas normais. Até hoje, esta lise so foi
demonstrada em condigdes exclusivamente encontradas in vitro, situacfes patogénicas ou
outras situacdes atipicas, como no TCTH haploidéntico. Conforme dito anteriormente, neste
tipo de transplante as células NK aloreativas do doador podem lisar as DC do receptor,
resultando na prevengdo na DECH (Ruggeri et al., 2002; Raulet, 2004; Walzer et al., 2005).

A ativacdo de DC induzida por células NK é dependente tanto da secrecdo de TNF-a. e
IFN-y quanto do contato direto célula a célula envolvendo um receptor ativador especifico das
células NK (NKp30). A secrecdo destas citocinas por células NK leva a maturacdo das DC.
Por sua vez, a producgdo in vitro de IL-12/I1L-18, IL-15 e IFNo/p pelas células dendriticas
ativadas aumenta nas células NK, a producédo de IFN-y, proliferacdo e potencial citotoxico,
respectivamente. Parece que a proliferacdo e producdo de IFN-y por células NK ativadas por
DC ocorrem exclusivamente em células do subtipo CD56°9" que, conforme citado
anteriormente, estdo presentes nos érgdos linféides secundarios, o que permite a interacdo
com DC durante uma resposta imune (Walzer et al., 2005; O’Connor et al., 2006).

As interacOes entre as células NK e as DC in vivo podem ocorrer em 6rgéos linféides
assim como em tecidos ndo linféides, e as suas conseqiiéncias sao multiplas. A ativacdo de
células NK causada por células tumorais pode promover de forma indireta a resposta
antitumoral de células T através da inducdo da ativacdo das DC. Reciprocamente, as DC
ativadas pelo reconhecimento direto de patdgenos via uma classe especifica de receptores (0s
receptores Toll-like) podem induzir potentes reagdes mediadas por células NK na resposta
contra microorganismos. Portanto, as DC e células NK sdo equipadas com conjuntos
complementares de receptores que permitem o reconhecimento de infeccdo microbiana e
transformacdo tumoral, enfatizando o papel da interacdo entre estas duas células na

coordenacdo das respostas imunes inatas e adaptativas (Walzer et al., 2005).
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As células NK possuem algumas caracteristicas semelhantes a imunidade adaptativa.
Isto foi demonstrado através de um estudo in vivo, em que as células NK foram recrutadas
localmente pela inoculagdo de células tumorais e infeccdo viral. A migracdo de células NK
pode ser induzida pela inoculagdo de vérias quimiocinas, como proteina inflamatoria de
macrdéfagola e citocinas, como TNF-a e IL-2. Foi demonstrado entdo, que as células NK
foram recrutadas para a cavidade peritoneal e ativadas se houvesse inoculacdo de tumor (Glas
et al., 2000).

Outra caracteristica que as células NK compartilham com a imunidade adquirida é a
ativacdo e expansdo clonal que ocorre in vivo quando células NK sdo ativadas por patdégenos
ou células tumorais infundidas em modelos animais. O conjunto de células NK amplificadas
resultantes pode persistir por alguns dias, fornecendo uma protecdo mediada por células NK a
curto prazo. No entanto, existem diferencas entre esta expanséo de células NK e a que ocorre
na imunidade mediada por linfécitos B e T, e acredita-se que a maior delas € que nao existe
memoria imunoldgica com longa duracdo mediada por células NK (Raulet, 2004).

Especificidade e memoria sdo caracteristicas essenciais da resposta imune adaptativa.
Enquanto a resposta inata ndo se altera mediante a exposic¢ao repetitiva a um dado agente, a
resposta adaptativa torna-se mais eficaz a cada encontro subsequiente com 0 mesmo agente
(memdria imunolégica). Relacionada a esta abordagem, um estudo em camundongos
realizado por O’Leary et al (2006) encontrou resultados ndo esperados, que levaram a
sugestdo de que as células NK seriam capazes de mediar especificidade e memoria. Esta
resposta de células NK foi demonstrada num modelo de dermatite de contato, na auséncia de
linfécitos T e B.

Um modelo muito utilizado para estudar este tipo de reacdo, considerada dependente
da resposta adaptativa, consiste na sensibilizacdo de roedores pintando o dorso destes animais

com um corante, o 2,4-dinitrofluorobenzeno (DNFB). Alguns dias mais tarde, o animal é
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desafiado com o mesmo corante, mas desta vez aplicado num sitio diferente, como as orelhas.
A resposta é especifica, pois ndo ocorre se o corante utilizado para a sensibilizacdo for
diferente do utilizado para o desafio. Para determinar se esta resposta era dependente
exclusivamente de linfdcitos T, este modelo de dermatite de contato foi aplicado em um
camundongo transgénico, chamado de Rag2”. Este animal tem auséncia de um gene
responsavel pelo rearranjo génico (Rag2) que ocorre em linfocitos T e B para gerar receptores
especificos para um determinado antigeno. Conforme citado anteriormente, as células NK néo
fazem este tipo de rearranjo. Portanto, nestes camundongos Rag2™ os linfécitos T e B n&o
podem ser produzidos e as células NK séo os Unicos linfocitos circulantes. A dermatite de
contato continuava a ocorrer neste modelo murino com auséncia de linfécitos T e B (O’Leary
et al., 2006).

Estes autores constataram que as células NK eram responsaveis pela reacdo causada
pelo contato com o corante na auséncia de células T, através de experimentos em que as
células NK de um animal sensibilizado eram transferidas para outro camundongo Rag2” que
nunca tinha entrado em contato com o DNFB. Este animal que tinha recebido células NK, ao
ser estimulado com o DNFB, desenvolvia a reacdo de dermatite de contato. Além disso, foi
demonstrado que se as células NK fossem blogueadas de alguma forma (por exemplo, com o
uso de anticorpos especificos) em camundongos Rag2™, o estimulo com o corante ndo levava
a dermatite de contato. Também foi observado que esta resposta mediada por células NK era
especifica, pois se 0 animal fosse sensibilizado com um corante e desafiado com outro corante
diferente, ndo ocorria dermatite de contato. Estes autores também observaram que a dermatite
de contato poderia ocorrer um més apds a sensibilizagdo, o que levou a sugestdo de que as
células NK estariam mediando algum tipo de memoria imunologica (O’Leary et al., 2006).

Este estudo de O’Leary et al (2006) ilustrou a versatilidade funcional e adaptativa de

um subtipo especifico de células NK na auséncia de linfécitos T funcionantes. No entanto, 0s
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mecanismos envolvidos nesta resposta aparentemente adaptativa das células NK ainda néo
estdo claros. Parham (2006) sugeriu que a memdria imunoldgica observada poderia se tratar
na verdade de uma resposta continua, pois ndo foi claramente demonstrado que a resposta
primaria ao DNFB tinha acabado completamente no momento do segundo contato com esta
substancia. Outros estudos sobre o assunto sdo requeridos para confirmar esta hipotese e
explicar melhor como as células NK estariam atuando neste modelo.

Neste estudo de O’Leary et al. (2006), a resposta mediada por células NK s6 se tornou
aparente na auséncia de células da imunidade adaptativa. Em outros sistemas, o papel das
celulas NK também se torna mais evidente na auséncia dos linfécitos T. Por exemplo,
conforme dito anteriormente, no TCTH as células NK sdo as primeiras células a se
recuperarem, fazendo assim o papel do sistema imune, enquanto as células da imunidade
adaptativa ainda ndo se recuperaram (Keever et al., 1989; Diamond et al., 1995; Parham,
2006). Outro exemplo € o TCTH haploidéntico, onde é necessaria a deplecéo de células T e
foi demonstrado que as células NK podem mediar o ECL e prevenir a DECH, conforme
discutido anteriormente. No entanto, 0s mecanismos envolvidos nesta resposta mediada por
células NK ndo estdo completamente claros. Pode ser que haja uma relacdo com a forma
unica como as células NK reconhecem seus alvos através de um repertorio proprio de

receptores (Ruggeri et al., 2002; O’Leary er al., 2006; Parham, 2006).
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3.4. Receptores de células natural killer

3.4.1. Reconhecimento das células alvo

Por muitos anos ficou desconhecido o mecanismo de reconhecimento das celulas alvo
pelas células NK. Na década de 80, foi observado que a susceptibilidade a atividade das
células NK era inversamente proporcional a expressao de antigenos de histocompatibilidade
maior (MHC) na célula alvo. Também foi identificado que linhagens celulares com expressdo
de MHC diminuida eram mais sensiveis a lise mediada por células NK do que suas linhagens
parentais. Além disso, a resisténcia a atividade NK podia ser restaurada pela introducdo de
genes normais de MHC. Por 0ltimo, “mascarar” antigenos de MHC com anticorpos
monoclonais aumentava a susceptibilidade a funcédo efetora das células NK (Robertson e Ritz,
1990).

A partir destas e outras observacdes, foi proposto que, apesar de tolerantes com as
células autdlogas normais, as células NK conseguem reconhecer e atacar células que tenham
baixa expressdo de MHC classe I, como células infectadas por virus e células transformadas.
Essa teoria ficou conhecida como hip6tese do missing-self (Ljunggren e Karre, 1990). Essa
imunovigilancia da perda ou alteracdo da expressdo de moléculas de MHC-1 mediada por
células NK é uma tarefa essencial do sistema imune inato porque constitui um dos pontos
falhos da resposta adaptativa: as células T s6 reconhecem antigenos no contexto do MHC,
portanto a perda da expressdo de MHC representa um mecanismo de escape ao ataque das
células T (Uhrberg?, 2005). Na ultima década, a teoria do missing-self foi confirmada através
da identificacdo de vérios receptores inibidores de células NK humanas que reconhecem
especificamente moléculas do antigeno maior de histocompatibilidade classicas, como HLA-
A, B e C; ou ndo classicas, como HLA-E e G (Farag et al., 2002).

Os receptores expressos por células NK podem gerar sinais inibidores ou ativadores e

tém um papel crucial na regulacdo da atividade litica e producéo de citocinas. A atividade das
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células NK € regulada por um balancgo entre os sinais provocados por estes receptores (Figura
4). Se houver mais sinais inibidores do que ativadores, ocorrerd a predominancia dos sinais
inibitorios e a célula alvo sera protegida da lise por células NK. Por outro lado, se houver
mais sinais ativadores do que inibidores, ocorrerd a predominancia dos sinais ativadores e a
célula alvo sera lisada. Acredita-se que se houver uma equivaléncia entre sinais inibidores e

ativadores, o sinal inibidor prevalega (Borrego et al., 2002; Farag et al., 2002).
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Figura 4 — Regulacdo da atividade citotdxica das células NK por receptores ativadores e inibidores em
diferentes situacdes: Em (A), o sinal inibidor prevalece por ndo haver ligacdo de nenhum receptor ativador. Em
(B), ha ligagdo de receptor ativador na auséncia de sinais inibidores, de forma que ocorre lise da célula alvo. (C)
e (D) representam situa¢fes mais complexas, em que ocorrem simultaneamente ligac6es de receptores ativadores
e inibidores. Se houver mais sinais ativadores do que inibidores (C), ocorre lise da célula alvo. Por outro lado, se
houver mais sinais inibidores do que ativadores (D), a célula alvo sera protegida da lise por células NK. Fonte:
Farag et al., 2002

A maioria dos receptores inibitorios reconhece moléculas de MHC nas células alvo e o

sinal inibitério € mediado por dominios immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
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(ITIM) que fazem parte da porgdo intracitoplasmatica de receptores inibidores. Os receptores
ativadores reconhecem moléculas de MHC-I e outros tipos de moléculas nas células alvo.
Muitos receptores ativadores ndo possuem dominios capazes de mediar sinal em sua cauda
citoplasmatica e por isso estdo associados a moléculas adaptadoras (ex: DAP-12) que
possuem dominios immunoreceptor tyrosine-based activating motif (ITAM) e, dessa forma,
podem gerar os sinais ativadores, conforme observado na figura 5 (Blery, et al., 2000;

Borrego et al., 2002).

& '§

KIR2DL KIR2DS
P =
VD 18
P

DAP-12
Inibe

Ativa

Figura 5- Na figura a esquerda é mostrado um exemplo de um receptor inibidor (KIR2DL) que apresenta 0s
dominios de ITIM como parte de sua cauda intracitoplasmatica e iniciam a sinalizacdo inibitoria. A direita é
mostrado um exemplo de um receptor ativador (KIR2DS) que utiliza uma molécula adapatadora (DAP-12) com
dominios de ITAM para gerar sinal ativador. Fonte: Farag et al., 2002.

Trés familias principais de receptores sao encontradas em células NK: a superfamilia
de receptores semelhantes a lectina tipo C, que reconhece moléculas de HLA classe | nédo
classicas e moléculas semelhantes a classe I; os receptores de citotoxicidade natural (NCR),

cujos ligantes ainda estdo mal definidos; e, por Gltimo, a superfamilia killer immunoglobulin-
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like receptor (KIR), que reconhece moléculas classicas de HLA classe | (Farag e Caligiuri,
2006).

A primeira familia de receptores de células NK é estruturalmente caracterizada pelos
dominios extracelulares semelhantes a lectina do tipo C e seus receptores sdo expressos como
heterodimeros compostos de uma subunidade comum (CD94). Os principais membros desta
familia sdo: CD94/NKG2A/B, que reconhece HLA-E e fornece sinal inibidor; CD94/NKG2C,
que também reconhece HLA-E, mas fornece sinal ativador; e CD94/NKG2E/H, que gera sinal
ativador, mas cujo ligante é desconhecido (Farag et al., 2002). Estes receptores estdo
relacionados a teoria do “missing-self”, pois a expressdo de HLA-E sO ocorre se houver a

expressdo total das moléculas de HLA-I (A, B e C) nas células (Moretta et al., 2006).

Outro receptor pertencente a esta familia é o receptor ativador NKG2D, que tem
relacdo distante com os outros receptores da familia NKG2, apresentando apenas uma
pequena sequéncia similar e ndo interagindo com o CD94. O NKG2D humano reconhece
MICA e MICB, que sdo proteinas de transmembrana codificadas por genes que fazem parte
do complexo do MHC. Diferente dos MHC convencionais, MICA e MICB sdo proteinas
minimamente expressas nos tecidos normais, mas tém expressdo aumentada em células
submetidas a estresse e células tumorais. Outras proteinas reconhecidas por NKG2D sao
ULBP1, ULBP2 e ULBP3, inicialmente identificadas pela capacidade de se ligarem a uma
proteina codificada pelo citomegaluvirus humano (proteina UL16). O nivel de expressdo de
NKG2D pode ser aumentado nas células NK por exposi¢do a IL-15. Estes achados sugerem
que NKG2D possa ter uma participagdo importante na imunovigilancia das células NK contra
células tumorais e células infectadas por virus (Lanier, 2001; Gilfillan et al., 2002; Moretta et
al., 2006).

A segunda familia de receptores de células NK é composta exclusivamente de

receptores ativadores e é conhecida como NCR, sendo representada por NKp46, NKp44 e
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NKp30. Como a expressdo de NCR é restrita as células NK, estes sdo os marcadores mais
confidveis para identificacdo destas células. NKp46 e NKp30 sdo constitutivamente expressos
nas células NK do sangue periférico, enquanto NKp44 é expresso apenas em células NK
ativadas. NCR tem papel principal na atividade citolitica mediada por células NK contra
células tumorais. No entanto, os ligantes destes receptores ainda ndo foram identificados. O
NKp30 também é importante na interagdo com células dendriticas, conforme dito
anteriormente (Moretta et al., 2004; Zingoni et al., 2005; Farag e Caligiuri, 2006).

A terceira e Gltima superfamilia principal de receptores de células NK é conhecida
como KIR. Este receptor tem sido mais estudado e considera-se que ele tenha um papel
importante na aplicagdo da imunoterapia de cancer, principalmente no TCTH haploidéntico.
Estas moléculas se apresentam como conjuntos de receptores ativadores e inibidores pareados
que, primariamente, reconhecem moléculas de HLA-A, B e C nas células alvo (Rugeri et al.,

2002; Moretta e Moretta, 2004; Farag e Caligiuri, 2006).



58

3.4.2. Familia killer immunoglobulin-like receptor (KIR)

Os receptores da familia KIR sdo designados pelo nimero de dominios (D) de
imunoglobulinas (KIR2D e KIR3D). Sua funcdo ativadora ou inibidora é determinada pelo
tamanho de sua cauda citoplasmatica, curta (representada por S, ex: KIR2DS1) ou longa
(representada por L, ex. KIR2DL1), pois, conforme dito anteriormente, enquanto oS
inibidores ja possuem em sua propria cadeia dominios sinalizadores, os ativadores precisam
de uma molécula adaptadora para gerar sinal (Uhrberg et al., 1997; Farag et al., 2002). A
expressao de genes KIR é restrita as células NK e células T CD8 de memoria (Vilches e
Parham, 2002).

Até o momento, foram descritos 14 genes da familia KIR e 2 pseudogenes. Estes
genes estdo localizados no cromossoma 19 na regido ql3.4. Dez destes genes codificam
receptores com dois dominios de imunoglobulina, genes KIR2D, e quatro possuem trés
dominios de imunoglobulina, genes KIR3D (Moretta e Moretta, 2004; Uhrberg?, 2005).

Os ligantes para o receptor KIR considerados mais importantes sdo alelos de HLA-C.
Os receptores KIR reconhecem dois grupos distintos de HLA-C, cuja diferenca estd no
dimorfismo de aminoéacidos na posi¢éo 77. O grupo 1 de epitopos de HLA-C apresenta serina
na posicdo 77 (Cw*01, 03, 07, 08, 1202/03/06/08, 1402/03/05, 1507, 1601/04) e s&o
reconhecidos por KIR2DL2 e KIR2DL3. As moléculas do grupo 2 de HLA-C possuem
asparagina na posicao 77 (Cw*02, 0307/15, 04, 05, 06, 0707/09, 1204/05, 1404, 15, 1602, 17,
18) e sdo reconhecidos por KIR2DL1. Outro receptor KIR cujo ligante esta bem definido é o
KIR3DL1, que reconhece o epitopo de HLA-B Bw4 (B*08, 13, 27, 44, 51, 52, 53, 57 e 58).
Os outros KIR inibidores tém especificidades menos definidas, como KIR3DL2, que
reconhece algumas variantes de HLA-A (-A3, -Al1), ou ndo tém nenhum ligante conhecido
até o momento. O KIR2DL4 apresenta cauda intracitoplasmatica longa, porém evidéncias

recentes mostram que a ligacdo deste receptor a HLA-G em celulas NK em repouso resultam
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numa ativacdo que leva a producdo de IFN-y sem atividade citotoxica (Farag et al., 2002;
Moretta e Moretta, 2004; Carrington e Norman, 2003).

Apesar de alguns receptores KIR ativadores apresentarem uma estrutura de
reconhecimento do ligante muito semelhante a receptores inibidores, como no par
2DL1/2DS1 e no trio de 2DL2/2DL3/2DS2, a afinidade de ligacdo das variantes ativadoras é
fortemente reduzida em comparacdo as variantes inibidoras. Por isso, quando ha ligacdo de
receptores inibidores e ativadores ao mesmo tempo, acredita-se que o sinal inibidor prevaleca.
Ainda ndo foram definidos os ligantes dos outros KIR ativadores (Farag et al., 2002;
Uhrberg?, 2005). A tabela 4 apresenta todos os receptores KIR e seus ligantes identificados

até o momento.

Tabela 4 - Receptores KIR e seus ligantes identificados até hoje.

Receptor Especificidade de ligante
KIR2DL1 Grupo 2 de HLA-C
KIR2DL2 Grupo 1 de HLA-C

wn

g KIR2DL3 Grupo 1 de HLA-C

g KIR2DL5 Na&o definido

= KIR3DL1 HLA-Bw4

- KIR3DL2 A3, All e outros ndo definidos
KIR3DL3 Na&o definido
KIR2DS1 Grupo 2 de HLA-C

» KIR2DS2 Grupo 1 de HLA-C

S KIR2DS3 N&o definido

=S KIR2DL4 HLA-G

% KIR2DS4 Néo definido

KIR2DS5 Nao definido

KIR3DS1 N&o definido
Fonte: Farag et al., 2002, Moretta e Moretta, 2004; Uhrberg?, 2005.

Foi observado que o numero e a composicdo de genes KIR podem variar entre
diferentes individuos. Isso levou a descricdo de dois grupos de haplétipos KIR: designados A
e B. Os haplotipos do grupo A ndo possuem outros genes KIR ativadores além do KIR2DS4 e

apresentam os genes inibidores KIR2DL1, KIR2DL3 e KIR3DL1. Outros 4 genes KIR estdo
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presentes em todos os haplétipos, tanto do grupo A quanto do B, com raras excegdes. S&o 0s
genes KIR3DL3, KIR3DL2, KIR2DL4 e KIR3DP1 (DP — pseudogene). Os haplétipos do
grupo A ndo variam em contetdo de genes, mas tém extensiva variacdo no nivel alélico,
enquanto os do grupo B tém alta variacdo no contetdo de genes, mas possuem polimorfismo
alélico apenas moderado. Os hapl6tipos B apresentam mais genes que o do grupo A,
incluindo o KIR2DL5, assim como varias possiveis combinacdes de genes ativadores
(Vilches e Parham, 2002; Uhrberg?, 2005).

Anaélises imunogenéticas demonstraram que diferentes populagdes étnicas apresentam
distribuicéo distinta dos genes KIR. Como o hapl6tipo A predomina na populagdo caucasiana,
o KIR2DS4 é mais frequente do que qualquer outro gene KIR ativador nesta populacéo
(Niokou et al., 2003). A populacdo de amerindios venezuelanos apresenta uma distribuicdo
equivalente de haplotipos do grupo A e B (Gendzekhadze et al., 2006). Um estudo em uma
populacdo negra (Africa do Sul) mostrou uma maior freqiiéncia de 2DL1, 2DL3, 3DL1 e
2DS4 e menor freqiéncia de 2DL5, 2DS1-3, 2DS5 e 3DS1 (Norman et al., 2002).

Com relacdo a populacdo brasileira, um estudo foi realizado em 118 individuos
saudaveis, sendo que a maioria era mestica (75%). Neste estudo foi encontrada uma
frequiéncia superior a 95% nos seguintes genes KIR: 2DL1, 2DL4, 2DS4, 3DL1, 3DL2 e
3DL3. Os genes com frequéncia intermediaria foram: 2DL3 (77%), 2DL2 (50%), 2DL5
(56%) e 2DS2 (56%). Os genes KIR menos frequentes (em torno de 37%) foram: 2DS1,
2DS3, 2DS5 e 3DSL1. Foi identificado que cerca de 9% das amostras ndo apresentaram todos
os receptores KIR inibidores para os ligantes de HLA presentes no individuo (Oliveira et al.,
2006).

Além do polimorfismo e da variacdo do conteido de genes KIR de individuo para
individuo, a expressdo dos genes KIR também varia de célula para célula dentro do mesmo

individuo, ou seja, os KIR tém uma distribuicdo clonal nas células NK. Com poucas excegdes,
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todos os genes KIR presentes no genoma de um individuo sdo expressos em sua populacao de
celulas policlonal. Entretanto, os clones individuais de células NK expressam apenas alguns
genes KIR, aparentemente em combinagfes estocasticas que séo reguladas principalmente no
nivel de transcricdo e sdo mantidas de forma estavel. Os mecanismos moleculares que
regulam a expressdo e distribuicdo celular de KIR ainda sdo desconhecidos (Vilches e

Parham, 2002).

3.4.3. Clones de células NK eo TCTH

As familias de receptores de células NK especificos para MHC s&o expressas de forma
variada e sobreposta, com um grau de independéncia substancial. As observagoes feitas tanto
em humanos quanto em camundongos sugerem que o repertério de células NK contém células
expressando virtualmente todas as possiveis combinacfes de receptores. Tem sido estimado
que cada célula NK expressa de 3 a 7 receptores especificos para MCH-I. A partir desta
estimativa, um individuo com genes de aproximadamente 10 receptores para MHC-I possuli
aproximadamente 1000 clones distintos de células NK expressando combinac6es diferentes
destes receptores. Esses padrbes de expressdo de receptores sdo estabelecidos durante o
desenvolvimento das células NK e permanecem estaveis, mesmo apds multiplos ciclos de
proliferacdo (Raulet et al., 2001; Parham, 2004).

Estudos da hematopoese de células NK sugerem que células do estroma da medula
Ossea estdo envolvidas na expressdo de KIR (Miller e McCullar, 2001). O repertorio das
células NK depende tanto do polimorfismo KIR quanto HLA. Isso p6de ser observado através
de estudos com irmdos: quando os irmaos sdo KIR e HLA idénticos, possuem um repertério
semelhante de células NK, enquanto irmdos com diferengas em KIR ou HLA exibem

variagdes nos repertorios (Yawata et al., 2006).
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Enquanto os genes KIR estdo localizados no cromossoma 19, os genes de seus
ligantes, HLA, estdo localizados no cromossoma 6, fazendo com que a heranca de KIR e
HLA néo seja pareada. Dessa forma, muitos individuos apresentam genes KIR inibidores para
0s quais ndo h4 ligantes de HLA, e vice versa. Como a expressdo dos receptores de células
NK se faz de maneira randémica, teoricamente, podem surgir clones de células NK sem
receptores inibidores especificos para MHC-I préprio e/ou clones expressando receptores
estimuladores para MHC-I proéprio. Estes tipos de clones poderiam mediar autoimunidade,
mas uma variedade de estudos demonstrou que ocorre tolerancia ao préprio. Os processos
envolvidos neste evento ainda ndo sdo bem entendidos (Raulet et al., 2001; Witt e
Christiansen., 2006). Foi demonstrado tanto em modelo murino quanto em seres humanos que
a tolerancia ao proprio ocorre pela aquisi¢do de um fenétipo funcional hiporesponsivo, similar
ao conceito de anergia aceito para as células B e T (Fernandez et al., 2005; Anfossi et al.,
2006).

As células NK sdo claramente autotolerantes, porém podem ser aloreativas contra
células de outros individuos. As células NK serdo aloreativas contra células de individuos que
ndo tém expressdo de moléculas de HLA que servem como ligantes para seus KIR inibitorios.
Isto € conhecido como incompatibilidade KIR. Inversamente, as células NK de um individuo
sdo tolerantes para células de outros individuos que tenham os HLA que servem como
ligantes para os KIR inibitorios, ou seja, quando houver compatibilidade KIR. Estas duas

situacOes estdo representadas na figura 5 (Ruggeri et al., 1999; Farag et al., 2002).
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Figura 5 — Potencial aloreativo de células NK. Se o paciente néo tiver ligantes de HLA para receptores KIR do
doador (incompatibilidade KIR), as células NK do doador terdo potencial aloreativo contra as células do paciente
(A). Se o paciente tiver ligantes para os KIR inibidores do doador ndo havera potencial aloreativo (B).

Esta aloreatividade pode ser prevista de duas maneiras. Alguns estudos reduzem a
andlise a compatibilidade de epitopos de HLA, ignorando a anélise direta do repertorio KIR.
Neste tipo de estudo, a aloreatividade é prevista nos casos em que o doador possui HLA-C do
grupo 1 e o paciente do grupo 2, ou doador do grupo 2 e paciente do grupo 1. Outra
possibilidade é com relacdo a Bw4. Se o doador possuir Bw4 e o paciente ndo tiver este tipo
de HLA-B, é considerado que este doador possui potencial aloreativo contra o paciente. Este
tipo de estudo pode ser referido como modelo ligante-ligante, ja que ndo é feita uma analise
direta do receptor KIR. Este modelo ja contém cerca de 10% de erro embutido, ja que a
chance de prever o repertério KIR pela analise de ligantes de HLA é de cerca de 90%. Num
outro tipo de estudo, considerado um modelo mais sofisticado, além da analise de
incompatibilidade de HLA, o repertério KIR do doador € analisado diretamente, de forma que
a incompatibilidade KIR sé é considerada presente quando a analise do repertorio KIR do
doador confirmar a presenca de receptores KIR para os quais 0 paciente ndo possui ligante.
Este modelo mais especifico é conhecido como modelo receptor-ligante (Witt e Christiansen;

2006).
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Como as células NK sdo os primeiros tipos de linfocitos a se recuperarem apds o
TCTH, este potencial aloreativo das células NK contra individuos com auséncia de ligantes
para receptores KIR inibidores poderia influenciar o resultado do transplante. Uma questéo
importante € saber como ocorre a recuperagao do repertorio KIR ap6s o TCTH, pois se 0s
pacientes ap0s o transplante mantiverem o repertério KIR semelhante ao do doador, a
aloreatividade das células NK pode causar um efeito mais prolongado, pois ndo sera
dependente apenas das células NK do doador infundidas no momento do transplante, mas
também das células NK do doador que serdo recuperadas no paciente. Por outro lado, se a
recuperacdo das células NK for influenciada pelo ambiente de HLA do hospedeiro, as células
NK aloreativas terdo uma vida curta. Até o0 momento foram realizados alguns estudos sobre a
recuperacdo KIR apés o TCTH HLA idéntico e haploidéntico, e foi demonstrado que o
repertério KIR recuperado é semelhante ao do doador e ndo ao do paciente antes do
transplante, sugerindo que seja possivel um potencial aloreativo a longo prazo (Keever et al.,
1989; Diamond et al., 1995; Shilling et al., 2003; Leung et al., 2004; Witt e Christiansen;
2006).

A incompatibilidade KIR no TCTH pode estar relacionada ao efeito ECL e a DECH.
Este tipo de estudo foi iniciado por um grupo de pesquisadores italianos no TCTH
haploidéntico, no qual foi demonstrado que a incompatibilidade KIR levava a geracdo de
clones de células NK aloreativos, causando uma menor incidéncia da DECH através da lise de
células apresentadoras de antigenos, aumento no efeito ECL através de lise de células
leucémicas residuais e a melhora da sobrevida dos pacientes (Ruggeri et al., 1999; Ruggeri et
al., 2002; Velardi et al., 2002).

A partir destas observacBes, um grande numero de estudos demonstrou efeitos
benéficos ou deletérios da incompatibilidade de ligantes KIR em vaérios tipos de TCTH

(Tabela 5). A interpretacdo mais parcimoniosa destes dados conflitantes é que o efeito da



65

incompatibilidade KIR é muito dependente dos protocolos de transplante, sendo que

possivelmente a deplecdo de células T seja a variavel mais importante (Witt e Christiansen;

2006).

Tabela 5 - Resumo dos resultados dos estudos publicados sobre o papel da incompatibilidade KIR no TCTH.

Resultado do grupo KIR

Resultado do grupo

Estudo Pacientes Tipode TCTH . - ”
compativel KIR incompativel
_ A DECH de 13,7%*, rec.de = DECH de 0%¥, rec.
Ruggeri et al., EI\_/I?AZ\‘eS;S(;g;ggste g|eap|IeO|g§r(1jte|cgélclﬂr;15 LLA de 90%, rec. de De LLA de 85%, rec.
2002 LA T LMA de 75%*e SLDde  de LMA de 0%* e
) 5%*. SLD de 60%*.

Leung et al., N=38, 17 casos de  Haploidéntico com Rec. (LMA e LLA) de Rec. (LMA e LLA) de
2004 LMAe19deLLA deplecdodecélulas T 54%* 13%*

N=62, 15 casos de I 0
Bisharaetal., LMA, 24 casos de g'eaplleoggrétécféf&g; T Tec de 50%, DECH de :1?7(10% /:E :’SeGD dEeCH
2004 LLA, 13 casos de plegao e 45%* e SG de 19%*, L

menos efetiva. 5%*.

LMC

N=175, 14 casos

de LMA, 35 de Néo aparentado com
Davies et al., Il_é_ﬁ‘é gﬁt‘::s"MC' I'Or;‘igmarfg;"l'd;‘:fod;e DECH de 50%, rec. de DECH de 61%, rec. de

0, 0, 0, 0,

2002 leucemias, 9 SMD ~ HLA-A. B, C ou 12% e SG de 40%. 9% e SG de 32%.

e 43 com outras DRBL1.

doencas

N=130, 22 casos Néo aparentado, uso
Giebel et al., ﬁ?_'l&MzAs'jegsd&D ?:é':\t-iz:%oﬂlzﬁm SLD de 39%%*, rec. de SLD de 87%%*, rec. de
2003 ' ! 18% e DECH de 43%. 0% e DECH de 30%.

42 de LMC e 5de
outras doencas

pequeno grau de
incompatibilidade.

Bornhéauser et

N=118, 59 casos
de LMA, 14 de

N&o aparentado, uso
de ATG, HLA
idéntico ou com

DECH de 69%, SG de

DECH de 46%, SG de

al., 2004 SMD e 45 de LMC  pequeno grau de 55% e rec. de 35%*. 45% e rec. de 60%*.
incompatibilidade.
Rec. no HLA-idéntico de
N4o aparentado e 22% e no néo idéntico de
Beelen et al N= 374, 138 casos gp?re_ntado, HLA _18A%;_ DECH no HLA- Rec. de 5%*, DECH
2005 N de LMA e 236 de idéntico ou com idéntico de 39%%*, e no de 58% e SLD de
LMC pequeno grau de ndo idéntico de 58%; SLD  55%.
incompatibilidade no HLA-idéntico de 53%
e no ndo idéntico de 50%.
Grupo de LLA: SG de
0,73,SLD de 0,78 e
rec. de 1,27.
N= 178, 45 casos Aparentado, HLA Os autores nio Grupo de LMC: SG de
Hsu et al., de LLA, 57 de idéntico, com apresentaram os resultados 159,SLDdel,1le
2005 LMA, 61 de LMC deplegdo de células deste aruno rec de 0,65.
e 15 de SMD T. grupo. Grupo de LMA e

SMD: SG de 0,53*,
SLD de 0,53* e rec. de
0,51* .

* marca diferencas estatisticamente significantes entre o grupo de KIR compativel e KIR incompativel; DECH —
incidéncia de DECH; rec. — taxa de recaida; SG. — sobrevida global; SLD — sobrevida livre de doenga.

Como no TCTH haploidéntico existe grande diferenca de HLA entre doador e

paciente, este tipo de transplante representa a melhor oportunidade para estudar o efeito da
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incompatibilidade KIR. No entanto, além do grupo italiano cujos estudos ja foram discutidos,
até o momento foram realizados poucos estudos sobre este assunto (Ruggeri et al., 2002;
Leung et al., 2004; Bishara et al., 2004).

Leung et al. (2004) estudou o papel da aloratividade NK em TCTH haploidéntico com
deplecdo de células T em criangas com LMA (n=17) e LLA (n=19). Além do modelo ligante-
ligante, foi estudado o modelo receptor-ligante através da deteccdo de expressdo de KIR em
superficie por citometria de fluxo e/ou deteccdo de transcritos KIR por biologia molecular.
Foi demonstrado que o modelo receptor-ligante é mais preciso para detectar o grupo com
maior risco de recaida. Neste modelo, o grupo com incompatibilidade KIR apresentou menor
taxa de recaida (Tabela 5). Enquanto Ruggeri et al. (2002) observou melhoras nas taxas de
recaidas apenas nos casos de LMA, Leung et al. (2004) obteve melhora na recaida tanto dos
casos de LLA quanto de LMA. Isso pode estar relacionado ao fato que Leung et al. (2004)
estudou criangas e Ruggeri et al. (2002) apenas adultos.

O outro estudo relativo ao papel das células NK aloreativas no TCTH haploidéntico
apresentou resultados bem distintos (Bishara et al., 2004). Este grupo estudou 62 pacientes,
sendo 15 casos de LMA, 24 casos de LLA e 13 casos de leucemia mieldide crénica (LMC).
Foi utilizado apenas o modelo ligante-ligante e, ao invés de encontrar uma melhora no
resultado do TCTH nos casos em que havia incompatibilidade KIR, houve uma consideravel
piora na sobrevida e maior incidéncia de DECH (Tabela 5). Os autores acreditam que este
resultado negativo inesperado seja por diferencas no protocolo do TCTH, por exemplo o
regime de condicionamento foi menos citoredutor e a deplecdo de células T menos eficaz em
comparagdo com o estudo de Ruggeri et al. (2002). Além disso, 0s pacientes do estudo de
Bishara et al. (2004) apresentavam doengas mais agressivas, j& que somente pacientes com

caracteristicas associadas a mau progndstico fizeram parte deste estudo.
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O papel da incompatibilidade KIR também foi avaliado em estudos de TCTH HLA-
compativel ndo aparentado. Como métodos acurados para deteccdo de HLA-C s6 foram
desenvolvidos mais recentemente, muitos transplantes deste tipo podem contar com
incompatibilidades do I6cus C que ndo podiam ser detectadas anteriormente. Portanto existe a
possibilidade de ocorrer aloreatividade mediada por células NK neste tipo de transplante (Witt
e Christiansen, 2005).

O primeiro estudo em TCTH néo aparentado foi realizado por Davies et al. (2002) e
apresentava pelo menos uma incompatibilidade de um alelo de HLA-A, -B, -C ou DRB1. O
potencial aloreativo das células NK foi estudado através do modelo ligante-ligante em 175
pacientes, entre adultos e criancas: 58 casos eram de LMC, 35 de LLA, 14 de LMA, 9 de
sindrome mielodispléasica (SMD), 16 pacientes com outras leucemias e 43 com outras
doengas. Usando o modelo ligante-ligante, ndo foi encontrada nenhuma relacdo entre a
incompatibilidade KIR e a incidéncia de DECH, chance de recaida ou probabilidade de
sobrevida (Tabela 5). Neste estudo s6 houve deplecdo de células T em 35% dos casos, e
mesmo assim com uma eficiéncia muito menor do que a relatada por Ruggeri et al. (2002). O
esquema de recuperacdo na presenca de células T pode ter encoberto o potencial aloreativo
das células NK. Além disso, por causa da presenca de linfocitos T, foi necessaria uma forte
imunossupressdao que também pode ter influenciado o papel aloreativo das células NK
(Davies et al., 2002).

Outro grupo de pesquisadores (Giebel et al., 2003) estudou o papel da aloreatividade
das células NK utilizando o modelo ligante-ligante em TCTH alogeneico ndo aparentado.
Entre os 130 pacientes estudados, foram incluidos TCTH HLA-idéntico ou com pequeno grau
de incompatibilidade de HLA. Foi observado um efeito benéfico na sobrevida livre de doenga
no grupo com incompatibilidade KIR. Os autores consideraram que houve também uma

menor incidéncia de DECH e menor chance de recaida neste grupo, embora estes resultados
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ndo sejam estatisticamente significantes (Tabela 5). Foi sugerido que o uso de anti-timocito
globulina (ATG) levou a uma deplecdo in vivo das células T, o que favoreceu o papel
aloreativo das células NK no estudo de Giebel et al. (2003) em comparacdo ao estudo de
Davies et al. (2002).

Bornh&user et al. (2004) estudando o potencial aloreativo através do modelo ligante-
ligante em 118 pacientes com varios tipos de doengas mieldides (LMA, SMD e LMC),
submetidos ao TCTH alogeneico ndo aparentado com HLA compativel ou com pequeno grau
de incompatibilidade, encontrou resultados conflitantes com o de Giebel et al. (2003), pois a
resposta do TCTH foi pior no grupo de incompatibilidade KIR. Embora estes pacientes
também fizessem uso de ATG na profilaxia da DECH, ndo houve vantagem no grupo de
incompatibilidade KIR com relacdo a incidéncia de DECH ou sobrevida. Com relacdo as
chances de recaida, houve desvantagem no grupo de incompatibilidade KIR (Tabela 5). As
discrepancias observadas podem ser justificadas por diferencas nas caracteristicas dos
pacientes entre os estudos de Giebel et al. (2002) e de Bornhéuser et al. (2004). O estudo de
Bornhduser et al. (2004) apresentou pacientes mais velhos, com maior incidéncia de DECH e
com doencas em fases mais avancadas. Por causa destes trés fatores, a aloreatividade das
células NK pode ter ficado prejudicada.

Um outro grupo de pesquisadores (Beelen et al., 2005) estudou a aloreatividade de
células NK através do modelo ligante-ligante em TCTH alogeneico utilizando um protocolo
de transplante homogéneo para todos 0s pacientes (regime de condicionamento mieloablativo,
sem deplecdo de células T e sem uso de ATG), mas incluia doadores aparentados e néo
aparentados com HLA-idéntico ou pequenos graus de incompatibilidade. Foram estudados
374 pacientes com doengas mieldides malignas: 138 casos de LMA (sendo alguns secundarios
a SMD) e 236 casos de LMC. Os pacientes foram divididos em 3 grupos: HLA-idéntico,

pequeno grau de incompatibilidade de alelos de HLA irrelevante ao KIR (na tabela 5 este
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grupo é referido como HLA-ndo idéntico) e incompatibilidade KIR. No grupo com
incompatibilidade KIR foram encontradas menores chances de recaida, porém ndo houve
diferenca com relacdo a incidéncia de DECH ou sobrevida livre de doenca (Tabela 5).

No caso do TCTH aparentado, a maioria dos doadores é HLA idéntico aos pacientes.
Neste contexto, a chance de disparidade KIR/HLA permanece, mas é muito reduzida em
comparacdo ao transplante haploidéntico ou ao transplante ndo aparentado. Por isso, Cook et
al. (2004) investigou se em TCTH aparentado HLA idéntico a presenca de KIR ativadores no
doador poderia afetar de forma significativa a resposta dos pacientes ao transplante. Estes
autores observaram que pacientes com doencgas mieldides que ndo tinham alelos de HLA-C
pertencentes ao grupo 1 tinham uma pior sobrevida relacionada & infeccéo e recaida, mas néo
DECH. Além disso, este efeito s era observado se o doador carregasse em seu genoma o KIR
ativador KIR2DS2, que se acredita que reconheca HLA-C do grupol. O mesmo efeito ndo era
observado em doencas linféides (Cook et al., 2004). Neste estudo, os modelos ligante-ligante
ou receptor-ligante ndo foram acessados de forma direta, pois estes modelos levam em
consideracdo apenas o papel de KIR inibidores, por isso a comparagdo deste estudo com 0s
outros autores citados anteriormente fica prejudicada.

Outro grupo (Hsu et al., 2005) estudou o papel da aloreatividade de células NK no
TCTH aparentado HLA idéntico com deplecdo de células T. Este estudo incluia 178
pacientes: 45 casos de LLA, 57 de LMA, 61 de LMC e 15 de SMD. A analise do genotipo
KIR do doador com HLA do paciente demonstrou que 62,9% dos pacientes ndo tinham
ligantes de HLA para os KIR inibitérios do doador. Em pacientes com LMA e SMD foi
encontrada uma melhora significante na sobrevida global, aumento da sobrevida livre de
doenca e menor incidéncia de recaida em pacientes com incompatibilidade KIR com o
doador, analisada através do modelo receptor-ligante. Os KIR ativadores ndo tiveram

nenhuma contribuicdo significante na resposta destes pacientes. N&o foi observado nenhum
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efeito nos casos de LLA e LMC (Tabela 5). Esta melhora na sobrevida e diminuicdo de riscos
de recaida nos casos de LMA e SMD, mas ndo de LLA, estdo de acordo com os resultados
encontrados no estudo em TCTH haploidéntico de Ruggeri et al. (2002). Os resultados
encontrados por Hsu et al. (2005) diferem dos encontrados por Cook et al. (2004). Isso pode
estar relacionado com o fato de Hsu et al (2005) ter realizado deplegdo de células T, o que néo
foi feito no estudo de Cook et al. (2004).

Apesar dos resultados conflitantes (tabela 5), os estudos sobre a incompatibilidade
KIR nos diferentes tipos de TCTH levam a sugestdo de que pode haver beneficios da
aloreatividade das células NK de doador, porém estes beneficios sdo muito dependentes do
protocolo utilizado no transplante. A questdo mais importante parece ser a deplecao de células
T, 0 que pode estar relacionado a omissdo ou diminuicdo do regime profilatico da DECH
neste tipo de transplante, o que facilita uma reconstituicdo imunoldgica rapida e permite os
efeitos benéficos da aloreatividade de células NK (Ruggeri et al., 2002; Giebel et al., 2003;
Leung et al., 2004; Bishara et al., 2004; Bornhduser et al., 2004; Cook et al., 2004; Beelen et
al., 2005; Hsu et al., 2005; Witt e Christiansen et al., 2006).

A maioria dos estudos sobre incompatibilidade KIR e TCTH é feita de forma
retrospectiva, muitas vezes baseados apenas na genotipagem HLA sem incluir estudos
funcionais ou avaliacdo direta dos receptores KIR presentes nos doadores. A analise direta
dos receptores KIR é importante, pois 0s genes KIR e HLA estdo em cromossomos diferentes
e segregam de forma independente, ou seja, ndo se pode prever o genotipo KIR a partir do
genotipo HLA. Uma avaliacdo mais precisa da frequéncia real das células NK aloreativas
requer o estudo do repertorio clonal ou uma combinagdo de andlises fenotipicas e funcionais
ao nivel da populacdo (Raulet et al., 2001; Leung et al., 2004; Witt e Christiansen et al.,

2006). Um exemplo de andlise precisa da frequiéncia de clones células NK mostrou que
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maiores percentuais de celulas NK aloreativas resultaram em maiores niveis de atividade
citotoxica contra as células leucémicas do paciente (Pende et al., 2005).

Apesar do grande nimero de estudos sobre o assunto, ainda ndo ficou estabelecido
quais tipos de pacientes e quais leucemias teriam maiores beneficios do potencial aloreativo
das células NK. Portanto, ha necessidade de novos estudos, em populagcdes maiores e mais
homogéneas, incluindo ensaios funcionais, identificacdo dos subtipos de leucemias mais
susceptiveis a atividade NK e avaliacdo direta do repertério KIR, para verificar o papel das
células NK e seus receptores KIR no TCTH (Raulet et al., 2001; Leung et al., 2004; Witt e

Christiansen et al., 2006).
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3.5. Atividade antileucémica das células natural killer

3.5.1. Susceptibilidade e resiténcia dos diferentes tipos de leucemia

Desde as décadas de 70 e 80 tem sido estudado o potencial antileucémico das células
NK. Inicialmente foram realizados estudos contra linhagens leucémicas estabelecidas, como a
K562, obtida a partir de eritroleucemia humana. Mais tarde foi relatado que células
leucémicas primarias obtidas de pacientes podiam ser lisadas por células NK alogeneicas.
Nesta época foi demonstrado que a adicdo de IFN ou IL-2 aumentou o potencial
antileucémico, inclusive fazendo com que as células NK passassem a matar algumas células
leucémicas primarias resistentes a atividade citotoxica de células NK ndo ativadas. Foi
observado que as células NK alogeneicas poderiam matar tanto leucemias agudas linfoides
quanto mieldides (Oshimi et al., 1983; Pattengale et al., 1983). Também foi demonstrado que
células NK autélogas ativadas puderam matar células primarias de LMA e LLA (Torelli et al.,
2002; Torelli et al., 2005).

Existem evidéncias de que nem todos os tipos de leucemias sdo igualmente
susceptiveis a atividade NK. Yan et al. (1998) estudou a suceptibilidade de diferentes tipos de
leucemias utilizando uma linhagem de células NK (NK-92). Esta linhagem é dependente de
IL-2 e apresenta caracteristicas de uma célula NK ativada. A NK-92 tem auséncia de
expressao de todos os KIR inibitorios e alta expressdo de receptores ativadores, como
NKG2D, NKp46, NKp30 e NKp44, possuindo, portanto, maior potencial citotoxico em
comparacdo com as células NK obtidas a partir de doadores saudaveis. Por isso, a linhagem
NK92 é utilizada em varios estudos de susceptibilidade/resisténcia a atividade NK (Yan et al.,
1998; Romanski et al., 2005).

No estudo de Yan et al. (1998), a sensibilidade de células leucémicas primarias a
citoxicidade da NK-92 foi categorizada em trés tipos: insensivel, sensivel e altamente

sensivel. Foi verificado que em 46 amostras de pacientes, 24 (52,2%) foram sensiveis ou
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altamente sensiveis a atividade citotoxica. A susceptibilidade a atividade NK variou com o
tipo de leucemia aguda: 50% (6 em 12) das LMA, 100% (7 em 7) das LLA T e 35,7% (5 em
14) das LLA B foram sensiveis ou altamente sensiveis (Yan et al., 1998).

Outro estudo que mostrou sensibilidade distinta entre LMA e LLA foi realizado por
Ruggeri et al. (1999) em TCTH haploidéntico. No grupo com incompatibilidade KIR entre o
doador e o paciente, clones de células NK de origem do doador eram preparados in vitro.
Estes clones eram selecionados especificamente por aloreatividade contra epitopos de HLA
especificos. Foram realizados ensaios de citotoxicidade utilizando estes clones contra células
leucémicas dos respectivos pacientes em 4 casos de LMA e 5 de LLA. Todas as amostras de
LMA foram sensiveis a este ensaio de atividade NK enquanto apenas duas amostras de LLA
foram sensiveis. Andlises de imunofluorescéncia mostraram que todos os casos de LLA
resistentes a atividade NK exibiram baixa expressdo de superficie de LFA-1 quando
comparadas com as amostras de LLA e LMA susceptiveis. Conforme citado anteriormente,
LFA-1 é uma molécula de adesdo essencial para a formacdo de conjugados entre a célula
efetora e a célula alvo e para ativacdo das células NK.

Outro estudo realizado por este grupo (Ruggeri et al., 2002) demonstrou que a
incompatibilidade KIR em pacientes com LMA submetidos ao TCTH haploidéntico levava a
uma melhora na sobrevida e diminui¢do no risco de recaida. No entanto, a incompatibilidade
KIR ndo causou nenhum impacto em LLA, sugerindo que as células de LLA exibissem
mecanismos de resisténcia a atividade NK, além do envolvimento do KIR (Ruggeri et al.,
2002).

Estes estudos mostraram que muitas vezes as LLA apresentam um alto grau de
resisténcia a atividade citotoxica das células NK, mas os mecanismos envolvidos ainda ndo
estdo bem compreendidos. Romanski et al. (2005) estudou a atividade citotdxica da linhagem

NK-92 contra 12 linhagens estabelecidas de LLA e 16 amostras primarias obtidas a partir de
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pacientes com LLA com objetivo de verificar quais mecanismos de resisténcia estariam
envolvidos. Quase todas as células de LLA linhagem B se mostraram resistentes a atividade
citotoxica enquanto os casos de LLA-T apresentaram susceptibilidade moderada. Para todos
os tipos de LLA estudados, as células leucémicas priméarias foram mais resistentes
comparadas as linhagens. Este estudo demonstrou que as moléculas de adesdo, como LFA-1,
contribuem apenas parcialmente para a susceptibilidade das celulas alvo. Neste estudo
também foi observado que fatores solUveis derivados de blastos de LLA resistentes ndo sdo
capazes de diminuir o potencial litico contra células sensiveis. Foi analisado o papel do
receptor ativador NKG2D que, conforme citado anteriormente, reconhece MICA, MICB e
ULBP. Ao analisar a expressdo de MICA e MICB em linhagens de LLA, estes autores
observaram que a expressao destas moléculas s6 ocorria nas linhagens susceptiveis a
atividade NK (Romanski et al., 2005).

Outros autores estudaram a expressao de ligantes de receptores ativadores de células
NK em leucemia. Salih et al. (2003) mostrou que ha expressdo heterogénea de ligantes de
NKG2D (MICA, MICB, ULBP1, ULBP2 e ULBP3) em leucemia. Foram estudados 25
pacientes, sendo 15 casos de LMA, 2 de LLA e 7 de outras leucemias. A expressdo de
ligantes de NKG2D ocorreu em 56% dos pacientes e ndao parecia se correlacionar com
entidades especificas de leucemia. Utilizando uma linhagem de células NK (NKL), que
expressa altos niveis de NKG2D e baixos de receptores ativadores da familia NCR (NKp30,
NKp44 e NKp46), foi realizada atividade citotoxica contra as células leucémicas primarias e
foi demonstrado que a expressao de NKG2D esta correlacionada com a susceptibilidade a
atividade NK.

Outro estudo demonstrou que uma baixa expressdo de ligantes para 0s receptores
ativadores NKG2D e da familia NCR (NKp30, NKp44 e NKp46) estd relacionada a

resisténcia a atividade antileucémica das células NK de células primérias de LMA. Foi
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também observado que a inducdo do aumento da expressdo destes ligantes nas células
leucémicas aumentou a sua susceptibilidade a atividade NK (Nowbakht et al., 2005).

A expressdo de HLA-I na superficie de células leucémicas também pode ter um papel
importante na susceptibilidade da leucemia & atividade NK. Pende et al. (2005) estudou a
expressdo de HLA na superficie de células priméarias de pacientes com LMA através de um
anticorpo monoclonal que reconhece todas as moléculas de HLA-I. Dos 24 casos de LMA
estudados, 16 tiveram uma clara diminuicdo na expressdo de HLA-I e o restante manteve a
expressao de HLA-1 normal ou aumentada. Houve, portanto, grande variabilidade na
expressdo entre as diferentes leucemias estudadas, mas ndo foi possivel fazer uma correlagéo
entre a expressao de HLA e a classificacdo FAB. Foi demonstrado que a susceptibilidade das
diferentes amostras de LMA a atividade NK foi mais facilmente detectada nas leucemias que
tinham baixa expressdo de HLA-I. Estes autores também estudaram a expressdo de HLA-I em
14 casos de LLA. Apenas 3 casos de LLA tinham expressdo de HLA-I diminuida enquanto 7
tinham expressdo de HLA-1 aumentada e os outros 4 casos tinham expressdo normal de HLA-
I. Este aumento da expressdao de HLA-I em LLA pode estar relacionado com a maior
resisténcia desta leucemia a atividade NK observada neste estudo (Pende et al., 2005).

A capacidade das células NK de matar células leucémicas in vitro e 0s estudos
recentes de seu papel no TCTH sugerem que estas células tém um papel central no controle e
eliminacdo das leucemias. Diferentes mecanismos sao utilizados por células leucémicas para
escapar a imunovigilancia das células NK. Ainda ndo existe um consenso de quais subtipos de
LLA e LMA sdo mais susceptiveis a atividade NK e quais mecanismos de resisténcia estao
associados a cada subtipo de leucemia. A aquisicdo deste conhecimento é de extrema
importancia para desenvolvimento de novas modalidades imunoterapéuticas para tratar
leucemias agudas (Yan et al., 1998; Ruggeri et al., 1999; Ruggeri et al., 2002; Pende et al.,

2005; Romanski et al., 2005).
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3.5.2. Imunoterapia de células NK

O estudo da atividade antileucémica das células NK e seus receptores estd fazendo
com que cada vez mais seja percebida a importancia destas células para a imunovigilancia
anti-tumoral e imunoterapia. Muitas pesquisas focaram em meios de manipular as fungdes das
células NK para funcOes terapéuticas. Na década de 80, foi demonstrado que células NK
ativadas administradas em modelos animais poderiam resultar em resisténcia a metastase e
regressdo de tumores estabelecidos. Porém, durante muitos anos, a dificuldade de gerar um
namero suficiente de células in vitro mantendo a sua capacidade anti-tumoral in vivo foi um
dos maiores obstaculos para a aplicacdo clinica da imunoterapia adotiva de células NK.
Entretanto, com os avancos da Ultima década dos conhecimentos de como as células NK
reconhecem as células alvo e metodologias mais avancadas de purificacdo destas células,
surgiram possibilidades de novos avangos na imunoterapia adotiva de células NK para o
tratamento de leucemias e outros tipos de tumor (Robertson e Ritz, 1990; Yan et al., 1998;
Heberman et al., 2002; Farag et al., 2002).

O estudo do papel das células NK no TCTH levou a sugestdo de que a aloreatividade
de células NK poderia ter um impacto no desenvolvimento de novos procedimentos clinicos.
As células NK aloreativas poderiam ser infundidas para prevenir recaidas, favorecer a pega do
enxerto e modular o DECH no TCTH. As células NK aloreativas, de origem do mesmo
doador do transplante ou de um doador diferente, poderiam ser infundidas antes do TCTH
como parte de um regime de condicionamento de intensidade reduzida ou a infuséo destas
células poderia ocorrer depois do transplante, numa tentativa de tratar recaidas, semelhante a
imunoterapia de infusdo de linfécitos do doador (Velardi et al., 2002).

Alguns grupos tém investigado a preparacdo e infusdo de células NK de doador
purificada e depletada de células T com o objetivo de consolidar a pega e induzir ECL nos

pacientes ap6s TCTH haploidéntico ou com outros tipos de doador. Ainda ndo ha dados
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clinicos ou experimentais para ajudar a definir uma dose de células NK adequada (Passweg et
al., 2006).

Embora atualmente ndo exista nenhuma técnica disponivel para mobilizar as células
NK para o sangue periférico, uma metodologia que pode ser utilizada para imunoterapia de
celulas NK consiste em fazer uma leucaférese e posteriormente separar as células NK. Uma
forma de purificar células NK em larga escala é através do método imunomagnético de duas
etapas, em que a primeira consiste de deplecdo de CD3" e a segunda de enriquecimento de
CD56". Este método obtém pureza de 90% de células NK com deplecdo eficiente de células
T. A citotoxicidade natural das células NK purificadas aumenta aproximadamente em cinco
vezes em comparacdo com as células mononucleares. Pode ser feita uma expansdo ex-vivo
com objetivo de ativar as células CD56" recém selecionadas (aumentando o potencial
citotoxico destas células) e aumentar o numero total de células NK. A selecdo,
enriquecimento, ativacdo e expansdo de células NK purificadas para aplicacdo clinica séo
possiveis atualmente, porém o procedimento laboratorial é longo, caro e precisa de pessoal
especializado (Passweg et al., 2006).

Um grupo de pesquisadores explorou o uso de infusdo de células NK aloreativas de
doadores haploidénticos, sem realizar TCTH, como tratamento anti-tumoral ap6s regime de
condicionamento em 43 pacientes (10 com melanoma metastasico, 13 com carinoma renal
metastasico, 1 com doenca de Hodgkin refrataria e 19 pacientes com LMA de mau
progndstico). A dose de células NK infundida foi de 8,5 x 10° células/Kg, com forte deplecio
de células T e contaminacdo por células B e mondcitos. Apos a infusdo, os pacientes
receberam doses diarias de IL-2. Neste estudo foi demonstrado que as células NK infundidas
podiam ser expandidas in vivo ap6s um regime de condicionamento de alta dose, mas ndo em
regime de condicionamento de baixa dose. O procedimento foi realizado de forma segura e

bem tolerado, sem sinais de toxicidade. Apesar da resposta tumoral ndo ser o objetivo
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principal deste estudo, 5 dos 19 pacientes de LMA com mau prognoéstico atingiram remissdo
completa com esta terapia, principalmente quando havia incompatibilidade KIR (Miller et al.,
2005).

S&0 necessarios novos estudos antes da imunoterapia de células NK atingir a prética
clinica. Ainda existem varias questfes em aberto, como a dose de células NK, o momento da
infuséo e selecdo apropriada de doadores e pacientes para este procedimento. O potencial
desta terapia € muito grande devido ao efeito antileucémico comprovado das células NK e o
fato de aparentemente elas ndo desenvolverem DECH. Ainda n&o esté claro quais pacientes e
que tipos de leucemia seriam mais beneficiados por este tratamento. Por isso, é de extrema
importancia definir melhor quais tipos de leucemias sdo mais susceptiveis a atividade NK e o
papel dos receptores das células NK, como os KIR, na atividade antileucémica destas células
(Yan et al., 1998; Ruggeri et al., 2002; Farag et al., 2002; Miller et al., 2005; Romanski et al.,

2005; Pende et al., 2005; Passweg et al., 2006).
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4. METODOLOGIA
4.1. Doadores saudaveis

Foram estudados individuos saudéveis para definir o perfil imunofenotipico, a
atividade citotoxica das células NK e o genotipo KIR de uma amostra da populagdo brasileira.
Todas as amostras de doadores saudaveis foram obtidas com a aplicacdo de termo de
consentimento livre e informado (modelos no ANEXO A e B). A imunofenotipagem por
citometria de fluxo foi realizada em amostras de 52 individuos, sendo 23 do género feminino
e 29 do masculino, com idades variando de 3 a 66 anos. Cinco individuos deste grupo, ao
assinar o termo de consentimento livre e informado, ndo preencheram a idade e ndo foi
possivel contata-los para coletar esta informacéo.

Um grupo de 29 doadores foi estudado para definir os padrdes de atividade citotoxica
utilizando como célula alvo a linhagem de células K562. Este grupo consistiu de 15
individuos do género feminino e 14 do masculino, com idades variando de 12 a 59 anos.
Deste grupo, 3 individuos ndo preencheram a idade no termo de consentimento livre e
informado e ndo foi possivel contata-los para coletar esta informacao.

Além da atividade citotoxica contra a K562, foi estudada a atividade das células NK
contra as células leucémicas primarias obtidas a partir de amostras de pacientes. Neste grupo,
14 doadores saudaveis foram estudados, sendo 7 do género feminino e 7 do masculino, com
idades variando entre 21 e 56 anos. Foi realizada a genotipagem dos receptores KIR e HLA de
11 destes doadores com objetivo de correlacionar o efeito deste receptor e seus ligantes
(HLA) no papel antileucémico das células NK. Estes doadores eram selecionados no banco de
sangue de forma aleatdria ou, nos casos de TCTH aparentado HLA idéntico, era utilizada uma
amostra do mesmo doador do transplante (CEMO). No caso de TCTH néo aparentado, houve

uma maior dificuldade de ter acesso a amostra de sangue do doador do transplante, pois na
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maioria das vezes o cadastro e a coleta de amostras do doador eram realizados em instituicoes

de outros estados do Brasil, ou até mesmo de outro pais.

4.2. Pacientes

Foram estudadas 16 amostras de 15 pacientes de diferentes instituicdes publicas do
Rio de Janeiro, como: Centro de Transplante de Medula Ossea (CEMO) do Instituto Nacional
de Céancer (INCA), Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) e Instituto de Puericultura e
Pediatria Martagdo Gesteira (IPPMG). Este estudo foi aprovado no comité de ética em
pesquisa de todas as instituicdes envolvidas. Foi realizado o estudo de atividade citotdxica de
celulas NK de doadores saudéveis contra as células primarias de pacientes. As células
leucémicas dos pacientes foram obtidas a partir de amostras de medula 6ssea ou sangue
periférico, coletadas ao diagnostico ou no momento da recidiva da doenga, com o devido
termo de consentimento livre e informado (modelos no ANEXO C, D, E).

As amostras dos pacientes foram analisadas por citometria de fluxo para obtencédo de
um diagndéstico mais preciso e verificacdo do percentual de blastos. Como critério de incluséo
no estudo, as amostras de pacientes deveriam apresentar mais de 60% de blastos. Foi utilizada
como controle a linhagem K562, que é conhecida pela sua susceptilibilidade as células NK.
Foi realizada a genotipagem de HLA dos pacientes estudados, com excecdo de 3 pacientes
(775/05, 566/05 e 883/06), pois ndo foi possivel coletar amostras desses individuos devido a
Obito ou mudanga de residéncia para outro estado.

Os pacientes estudados apresentavam os seguintes tipos de leucemia: 8 casos de LLA,
6 casos de LMA e 1 caso de LBA. As idades variaram de 1 a 79 anos, sendo que 11 eram
criangas, 2 adultos e 2 idosos. Cinco pacientes eram do género feminino e 10 do género

masculino.
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Doze pacientes foram tratados com quimioterapia e as suas principais caracteristicas
estdo representadas na tabela 6. Oito pacientes apresentavam LLA, sendo 5 casos de B-
precoce, 2 pré-B e 1 LLA-T. Quatro pacientes apresentavam LMA, sendo 3 casos secundarios
a SMD (um caso de M1, um de M2 e um de M4) e um paciente com LMA-M4. Foram
coletadas amostras destes pacientes para realizagdo dos ensaios de susceptibilidade a atividade
NK antes do inicio do tratamento da doenca. O protocolo de quimioterapia BFM foi utilizado
como tratamento da leucemia em 10 pacientes, sendo 8 casos de LLA (idades de 1 a 17 anos)
e 2 casos com LMA (1 e 2 anos de idade). Dois pacientes, por serem idosos (71 e 79 anos) e
apresentarem LMA secundaria @ SMD, foram tratados apenas com quimioterapia paliativa

(Tabela 6).

Tabela 6 — Principais caracteristicas dos pacientes estudados que foram tratados com quimioterapia

Paciente Sexo idade  raca doenca Tratamento
248/05 - 6 Branco LLA-B precoce Proto_co_lo BFM de
quimioterapia
Protocolo BFM de
566/05 M 14 Negro LLA-B precoce quimioterapia
Protocolo BFM de
915/06 F 5 Pardo LLA-B precoce quimioterapia
Protocolo BFM de
916/06 M 1 Pardo LLA-B precoce quimioterapia
Protocolo BFM de
1170/06 M 11 Negro LLA-B precoce quimioterapia
, Protocolo BFM de
939/06 F 1 Pardo LLA pre-B quimioterapia
, Protocolo BFM de
388/06 F 4 Pardo LLA pre-B quimioterapia
Protocolo BFM de
280/05 M 17 Pardo LLA-T quimioterapia
B N . Branco LMA-M4 Proto_co_lo BFM de
guimioterapia
LMA-M1 secundaria a Protocolo BFM de
131/06 F 2 Branco SMD/sindrome de Down quimioterapia
LMA-M2 secundaria a Quimioterapia
784/06 M 79 Branco SMD paliativa
LMA-M4 secundaria a Quimioterapia
883/06 M 71 Branco SMD paliativa

Trés pacientes foram submetidos ao TCTH e as principais caracteristicas destes

pacientes estdo representadas na tabela 7. Dois destes transplantes foram com doador
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aparentado HLA-idéntico e um com doador n&o relacionado HLA idéntico. Os regimes de
condicionamento foram diferentes entre os trés pacientes estudados, de acordo com as
caracteristicas clinicas dos pacientes.

O primeiro paciente foi transplantado em remissao parcial e apresentava LBA. Apos o
transplante, desenvolveu DECH, que foi resolvida no dia 113 (D+113). Ele sofreu recaida de
BAL no D+189. Este paciente foi estudado em dois momentos, no pré TCTH (501/05) e na
recaida da doenga no pés TCTH (269/06). O segundo caso submetido ao TCTH apresentava
LMA-M1 secundaria a SMD refrataria (867/06). A amostra estudada deste paciente foi
coletada antes do inicio do regime de condicionamento. O terceiro caso apresentava LMA-M2
(1035/06) e foi transplantado em segunda remissdo completa em 2001. Teve a primeira
recaida pds-transplante em 2003, quando recebeu DLI e quimioterapia e entrou novamente em
remissdo completa. Este paciente foi estudado no momento da segunda recaida tardia, 5 anos
ap6s o TCTH. Posteriormente ao estudo o paciente foi submetido a quimioterapia e a ILD

(Tabela 7).

Tabela 7 — Principais caracteristicas dos pacientes estudados que foram submetidos ao TCTH.

. Género / Estado pré Tipo de Regime de
Paciente idade Raga doenga TCTH TCTH condicionamento
o - Aparentado Ciclofosfamida e
501/05f M /45 Branco LBA 1 remissao HLA irradiagdo corpdrea
269/06 parcial idéntico total
LMA-M1 Doenca Z(’:rde?]rta”;g Busulfan,
867/06 M /13 Branco  secundéaria refraté%ia P HLA ciclofosfamida e
a SMD S globulina anti-timécito
idéntico
2° remissao Aparentado Busulfan e
1035/06 M/42 Pardo LMA-M2 completa i dgrl;tliat\:o ciclofosfamida

* Este paciente recebeu dois nimeros, pois foram estudadas duas amostras: a primeira em remissdo parcial pré-
TCTH (501/05) e a segunda no momento da recaida pdés TCTH (269/06).
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4.3. Imunofenotipagem por citometria de fluxo

As amostras de sangue periférico ou medula 6ssea foram diluidas em solucéo salina
fosfatada tamponada/soro albumina bovina (PBS/BSA) para uma concentragdo de 1 x 10°
células/ml e incubadas com anticorpos monoclonais por 15 minutos no escuro a 4°C. Para 0s
doadores saudaveis foram utilizados o0s seguintes anticorpos: CD16 conjugado ao
fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC), CD56 conjudado a ficoeritrina (PE) e CD3
conjugado a proteina clorofil de peridina (PercP) (Beckton & Dickson - BD). Foram avaliados
os valores percentuais e absolutos das seguintes populacdes: linfécitos T, através da expressao
do anticorpo monoclonal CD3; linfécitos TNK, através da expressdo simultanea de CD3 e
CD56; células NK através da expressdo de CD56 na auséncia de CD3; e, por ultimo,
subpopulacdes de células NK, através da intensidade de expressdo de CD56 e CD16.

No caso dos pacientes, o painel variou de acordo com a histéria clinica, mielograma e
outros exames laboratoriais. Nos casos de recaida, o painel era montado de acordo com
imunofenotipagem realizada previamente. Os principais anticorpos utilizados nos pacientes
foram: CD10, CD19, CD22, Ig, CD20, CD79a, para a linhagem B; HLA-DR, CD34, CD38,
TdT, CD117, marcadores de células mais imaturas; CD2, CD3, CD5, CD7, CD4, CDS§,
marcadores da linhagem T; e CD13, CD33, CD14, CD15, CD45, MPO, marcadores
mieloides. Estes anticorpos eram conjugados a FITC, PE ou PercP e foram obtidos da BD,
Beckman Coulter ou Dako.

Apo0s a incubagdo com anticorpos monoclonais, as amostras foram hemolisadas com
solucdo comercial (FACS lising — BD), incubadas a temperatura ambiente e no escuro, por 10
minutos. Em seguida foram centrifugadas (5 minutos, 500g) e o sobrenadante desprezado. As
amostras foram ressuspensas em PBS/BSA e submetidas a nova centrifugacdo (5 minutos,

5009) e adicao de solucdo salina fosfatada tamponada / formaldeido (PBS/FORMOL) a 1%.
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As amostras fixadas foram lidas num citdmetro de fluxo, modelo FACSCAN (BD),
sendo adquiridos 50.000 eventos na populacdo de linfécitos nas amostras de doadores e
20.000 eventos totais nas amostras de pacientes. As aquisi¢des foram realizadas no programa
CellQuest (BD) e as analises de doador no programa PaintAGate (BD) e de pacientes no

CellQuest (BD).

4.4. Atividade citotoxica

A avaliacdo da atividade citotoxica foi realizada através do método de liberacdo de
cromato de sodio radioativo (°Cr). A partir de uma amostra de sangue periférico do doador,
as células efetoras foram separadas num gradiente de densidade (Histopaque- 1077, Sigma),
lavadas com salina livre de célcio e magnésio e ressuspensas em meio de cultura (RPMI,
Gibco) na concentragdo de 5 x 108 células/ml.

Foram utilizadas como alvos a linhagem K562 e células leucémicas primarias. A
linhagem K562 (eritroleucemia humana) foi mantida por repiques semanais em meio de
cultura RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco), antibidticos e L-
glutamina. Na véspera do experimento, o0 volume do meio de cultura era dobrado para que as
células estivessem proliferando no dia do ensaio. As células leucémicas primarias foram
obtidas a partir de amostras de sangue periférico ou medula éssea de pacientes com leucemia
e separadas em gradiente de densidade (Histopaque- 1077, Sigma).

As células alvo foram incubadas por 2 horas a 37°C na presenca de 100uCi de °ICr
(cromato de sodio radioativo), oriundo da Comisséo Nacional de Energia Nuclear (CNEN),
em um volume final de 200ul (100ul de SFB + 100pl de %Cr). Apds o periodo de incubagao,
as ceélulas foram lavadas duas vezes com solugdo de 50% de salina e 50% de RPMI
suplementado com 10% de SFB, uma vez com meio de cultura RPMI suplementado com 10%

de SFB e em seguida ressuspensas em uma concentragéo de 5 x 10* células/ml.
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ProporcGes diferentes de células efetoras/células alvo (100/1, 50/1 e 25/1) foram
incubadas em microplacas de 96 pocos com fundo em V num volume final de 200ul por 4h
numa estufa a 37°C e com 5% de COz. Apés o periodo de incubacdo, foram coletados 100l
do sobrenadante e a leitura da radioatividade foi medida num contador gama (LKB-Wallac
CliniGama 1272 do fabricante Wallac Oy). A quantidade de >!Cr detectada foi proporcional a
lise celular das células alvo e foi calculada utilizando-se a seguinte formula:

% de lise = cpm™* experimental — cpm espontanea x 100

cpm maxima — com espontanea

*Ccpm- contagem por minuto

4.5. Genotipagem KIR e antigeno leucocitario humano (HLA)

Para verificacdo do gendtipo dos receptores KIR de células NK e do genétipo HLA foi
realizada a extracdo de DNA pelo protocolo “Salting-out” a partir de amostras de sangue
periférico coletadas com anticoagulante EDTA. Em um tubo cbnico de 50 ml foram
adicionadas as amostras de sangue e tampdo TE (trisHCI + EDTA) até completar um volume
de 40 ml. Em seguida as amostras foram centrifugadas por 7min a 480g e o sobrenadante
descartado. Em seguida foram adicionados 3ml de tamp&o de lise, 400ul do detergente
dodecil sulfato de sodio (SDS) e 130ul de proteinase K (z1,2mg). As amostras foram
incubadas em banho-maria a 56°C até o dia seguinte. O sobrenadante foi transferido para
outro tubo conico de 50ml contendo alcool 100%. Como resultado da reagdo, ocorre a
preciptacdo do DNA, que foi retirado com uma pipeta e transferido para um frasco pequeno
(eppendorf) contendo 1ml de alcool a 70% e em seguida centrifugada por 3 min a 14.000 rpm.
Apdbs este procedimento o sobrenadante foi desprezado. As amostras foram incubadas no
banho seco a 65°C por 10 minutos. Por fim, as amostras foram ressuspensas em agua

purificada pelo sistema milli-Q (modelo Biocel do fabricante Millipore).
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A identificacdo do gene KIR foi realizada por PCR-SSO (reacdo de polimerase em
cadeia com oligonucleotideo de seqiiéncia especifica), utilizando kit comercial (KIR SSO
genotyping test — One Lambda) e aquisicdo em um citdmetro de fluxo adaptado para esta
tecnologia (Luminex - One Lambda). A identificacdo dos alelos de HLA-I (A, B e C) foi
realizada por hibridizagdo reversa PCR-SSO, utilizando kit comercial (INNO-Lipa test -
Innogenetics).

A amostra de DNA a ser amplificada por PCR foi introduzida numa mistura de
reagentes contendo nucleotideos (ANTP), iniciadores “Sense e Anti-sense” e enzima DNA
polimerase (Taq) termoestavel. Por aquecimento, as duas cadeias da dupla hélice de DNA
foram separadas (desnaturagéo), expondo a sequiéncia alvo aos primers (emparelhamento).
Estes sdo complementares as regides da seqiiéncia alvo a ser amplificada. A temperatura
determinada, a enzima (Taq) utiliza os nucleotideos para estender de acordo com a fita alvo
(extensdo). Assim, a cada processo de desnaturacao e extensdo foram produzidas duas cdpias
da sequéncia molde, numa progresséo exponencial.

Para a leitura do KIR no Luminex foram utilizadas sondas oligonucleotidicas (SSO)
especificas para sequéncias ligadas a micro-esferas codificadas por fluorescéncia para
identificacdo de alelos codificados pelo DNA da amostra. O produto de PCR foi biotinilado, o
que permitiu a deteccdo utilizando streptavidina conjugada de R-ficoeritrina (SAPE). O
produto de PCR foi desnaturado e deixado re-hibridizar nas sondas complementares de DNA
conjugado com as micro-esferas codificadas por fluorescéncia. Um citdmetro de fluxo
adaptado para esta técnica (LABScan 100 — One Lambda), identificou a intensidade
fluorescéncia da PE (ficoeritrina) em cada micro-esfera. A atribuicdo da tipagem KIR baseou-
se no padrdo de reacdo comparado com os padrdes associados as sequéncias de genes KIR

publicados.
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Foi analisado nos pares de doador-paciente se havia presenca ou auséncia dos ligantes
de HLA no paciente para os KIR inibidores e ativadores do doador cujos ligantes sdo
conhecidos. Os alelos de HLA foram identificados por genotipagem de media resolucdo e
foram segregados, quando apropriado, em epitopos de HLA-C do grupo 1 (Cw*01, 03, 07, 08,
1202/03/06/08, 1402/03/05, 1507, 1601/04), HLA-C do grupo 2 (Cw*02, 0307/15, 04, 05, 06,
0707/09, 1204/05, 1404, 15, 1602, 17, 18) ou HLA-Bw4 (B*08, 13, 27, 44, 51, 52, 53, 57 e
58). A presenca de ligante KIR é definida como a presenca de epitopos de HLA no paciente
para os KIR identificados no doador. A auséncia de ligantes KIR ¢ definida pela auséncia de
um ou mais epitopos de HLA no paciente para 0s KIR identificados no doador. Dessa forma,
se um doador possui KIR3DL1 e o paciente ndo possui alelos de Bw4, serd considerado que
este paciente ndo tem ligantes para KIR3DL1. Se o doador ndo possui KIR2DL3, ndo é
considerado que o paciente tenha auséncia de ligante para KIR2DL3, independente do
gend6tipo HLA do paciente. Analises similares foram feitas com relagdo aos grupos 1 e 2 de
HLA-C, inclusive com os receptores ativadores que reconhecem estes tipos de HLA-C.
Embora seja conhecido que o KIR3DL2 se liga aos alelos de HLA A3 e All, acredita-se que
ele se ligue a outros alelos de HLA ainda ndo identificados. Por isso, se 0 paciente nao
apresentasse A3 ou All e o doador possuir o KIR3DL2, ndo é considerado como auséncia de

ligante para KIR3DL2.
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4.6. Analise estatistica

Os dados obtidos no presente estudo foram analisados utilizando-se tabelas, gréficos,
estatistica descritiva, aplicacdo de testes estatisticos paramétricos e ndo parameétricos. As
andlises estatisticas foram realizadas atraves dos seguintes softwares: Microsoft Excel,
Assistat e SPSS.

Foram utilizados graficos de boxplot para representar os valores dos pardmetros
analisados na populagdo de individuos normais. As linhas horizontais deste tipo de gréfico
representam de baixo para cima as seguintes medidas estatisticas: minimo, primeiro quartil,
mediana, segundo quartil e méximo. Foram também utilizados gréaficos de dispersdo e de
barras.

Para verificar se determinado grupo de dados se comportava dentro de uma curva
normal foi utilizado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. O teste paramétrico do
coeficiente de Pearson foi utilizado para avaliar a correlacdo linear. O teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney foi realizado para comparar duas variaveis independentes. Para todos os
testes estatisticos aplicados, os valores eram considerados significantes se apresentassem um

p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Perfil dos individuos saudaveis

5.1.1. Perfil imunofenotipico

Resultados preliminares do perfil imunofenotipico foram apresentados no encontro da
Sociedade Brasileira de Imunologia (anexo F). Os 52 doadores estudados (23 do género
feminino e 29 do masculino) apresentavam idades variando de 3 a 66 anos (figura 4) e que,
de acordo com o teste de normalidade de Kolmogorovi-Smirnov, representaram uma
distribuicdo normal. As faixas etarias mais freqlientes foram de 20 a 30 anos de idade (12
individuos), seguidas por 30 a 40 anos (8 individuos), 40 a 50 anos (8 individuos) e 10 a 20
anos (7 individuos). Havia apenas 4 individuos com menos de 10 anos e 1 com mais de 60

anos.
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Figura 4 — Histograma de idade dos doadores saudaveis estudados para o perfil imunofenotipico

As andlises das subpopulagdes linfocitarias - células T (CD3%), células TNK
(CD3*CD56"), células NK (CD3'CD56%) e as subpopulacdes de células NK (CD56%™ e
CD56"9") - foram realizadas conforme exemplo da figura 5. As medianas encontradas para

os valores absolutos das populagfes avaliadas foram: linfocitos T de 1205 células/mm? (674 a
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2491 células/mm?), linfocitos TNK de 66,5 células/mm? (16 a 165 células/mm?), células NK
de 123 células/mm?® (37 a 349 células/mm?®), da subpopulagio NK CD56%™ de 113
células/mm? (26 a 340 células/mm?®) e da subpopulagdo NK CD56"'9" de 6 células/mm? (2 a
13 células/mm?3), conforme observado na figura 6. Com relagdo aos valores percentuais, as
medianas encontradas foram: linfocitos T de 72,48% (58,32 a 83,68%), linfocitos TNK de
3,73% (0,55 a 8,45%), células NK de 8,38% (2,57% a 16,85%), da subpopulacdo NK
CD56%™ de 95,59% (89,29 a 99,25%) e da subpopulacio NK CD56""9" de 4,41% (0,75 a

10,71%), conforme observado na figura 7.
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Figura 5 — Exemplo de analise de imunofenotipo de individuos saudaveis. As subpopulagdes linfocitéarias sdo
identificadas em A e as subpopulac@es de células NK sao identificadas em B.
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Figura 6 — Boxplot de valores absolutos: (A) representa a populagdo de linfocitos T; (B) os linfocitos TNK e as
células NK; (C) a subpopulagio de células NK CD56%™; (D) a subpopulagio CD5619",
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Figura 7 - Boxplot de valores percentuais: (A) representa a populagdo de linfdcitos T; (B) os linfocitos TNK e as
células NK; (C) a subpopulagio de células NK CD56%™; (D) a subpopulagio CD5619",

Neste grupo de 52 doadores (de 3 a 66 anos) ndo foi encontrada correlagcdo linear,
através do coeficiente de Pearson, entre idade e os valores absolutos de linfocitos T
(r

p

-0,178 e p = 0,230), linfocitos TNK (r = 0,231 e p=0,118), células NK (r = 0,081 e

0,605) ou no subtipo CD56%™ (r = 0,113 e p = 0,471). A Unica correlacdo linear
encontrada entre idade e valores absolutos ocorreu na subpopulacéo de células NK CD5619nt
(r =-0,304 e p = 0,047). A figura 8 mostra os graficos de dispersdo de idade x valores

absolutos.
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Através do teste de Mann-Whitney, foi avaliada a influéncia do género nos valores
absolutos das diferentes populagdes de células. Foi observado que o género masculino esta
associado a um maior numero de células NK (Z = 2,17 e p < 0,05) e da subpopulacdo
CD56dim (Z = 1,99 e p< 0,05). Nao foi encontrada diferenca estatisticamente significativa
entre os géneros nos linfocitos T (Z = 0,36 e p < 0,05), nos linfécitos TNK (Z =0,29 e p <
0,05) e na subpopulagdo de células NK CD56bright (Z = 0,35 e p < 0,05), conforme

observado na tabela 8.

Tabela 8 — A influéncia do género nos valores absolutos através do teste de Mann-Whitney.

Feminino Masculino Mann-
(Média+ DV) (MédiaxDV) Whitney (Z2)
Linfocitos T 1308 + 473 1275 + 450 0,36
Lint6citos TNK 75+ 44 72+41 0,29
Células NK 143+ 70 215+ 136 2,17*
CD56dm 135+ 69 207 + 136 1,99*
CD56Pright 7+4 8+5 0,35

DV — desvio padrao.
*Valores significantes ao nivel de 0,05
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5.1.2. Atividade citotéxica

Foi estudada a atividade citotdxica das células NK de 29 doadores saudaveis (15 do
género feminino e 14 do masculino) com idades variando entre 12 e 59 anos. De acordo com
0 teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, a distribuicdo destes doadores por idade néo
formou uma curva normal (figura 9). A faixa etaria mais frequente foi de 20 a 30 anos com 9
individuos. N&o foram estudados individuos com idades entre 35 e 45 anos. Havia 5
individuos entre 10 e 20 anos e 4 entre 50 e 60 anos.

As medianas encontradas para atividade citotoxica das amostras de doadores
saudaveis nas diluicbes 100/1, 50/1 e 25/1 foram respectivamente 20,5% (3,7 a 47,5%),
12,95% (0,6 a 25,3%) e 2,5% (0,0 a 16,0%), conforme observado na figura 10. A diluicdo
100/1 foi utilizada para representar a atividade NK em todos os testes estatisticos aplicados e
também para fins comparativos da susceptibilidade dos diferentes tipos de leucemias

estudados.
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Figura 9 - Histograma de idade dos doadores saudaveis estudados para a atividade citotoxica
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Figura 10 — Box plot de atividade citotoxica das células NK em diferentes propor¢des de células efetoras/células
alvo: 100/1, 50/1 e 25/1

Foi avaliado se a atividade NK estava correlacionada com a idade através do
coeficiente de Pearson, mas nédo foi encontrada uma correlacgdo linear (r = 0,373 e p=0,79),
figura 11. De acordo com o teste de Mann-Whitney, ndo houve diferenca estatisticamente
significante da atividade citotoxica entre os géneros (U=68 e p>0,05), apesar de haver uma
tendéncia dos valores de atividade citotoxica serem maiores nos individuos do género
masculino, mediana de 25,30% (7,5 a 47,46%); em comparacdo ao feminino, mediana de

20,5% (3,7 a 34,50%).
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Figura 11 — Gréfico de disperséo entre a idade e atividade citotoxica.
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Foi avaliado se havia correlacdo linear através do coeficiente de Pearson entre a
atividade citotoxica e os valores absolutos de células NK e suas subpopulagfes. Foi
encontrada uma correlacéo linear da atividade citotdxica com os valores absolutos de células
NK (r = 0,551 e p = 0,012) e de CD56™ (r = 0,542 e p = 0,014), mas n&o com CD56°"9" (r =

0,333 e p = 0,140), conforme observado na figura 12.

B
Cc
A
r=0551ep=0012 r=0542ep=0014 r=0333ep=0,140
(o] o]
250,04 & ° 250,04 . 125
— o] —
Ly} —
£ g 2
£ 200,04 £ 20007 Ewod o o o
S @ 2 o o
s a ©
3 3 2 | 5
L, 150,04 '® 150,07 L 75
L ' o
X E
-4 _g g 0o
8 100,04 Q 100,01 & sp o oo o
3 o Ire}
3 5 8 | o o
50,0 50,09 25
o] [ o] (o]
10,0 200 30,0 400 10,0 200 300 40,0 10,0 20,0 30,0 40,0
% de lise na diluigio 10011 % de lise na diluigéo 100/1 % de lise na diluigédo 100/1

Figura 12 — Correlagdo entre atividade citotoxica e valores absolutos: (A) diluicdo 100/1 x células NK; (B)
diluicdo 100/1 x CD56%™ e (C) diluigdo 100/1 x CD56P19M,
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5.1.3. Gendtipo KIR e HLA

Foi avaliado o geno6tipo dos receptores KIR e HLA dos doadores cuja atividade
citotoxica foi estudada contra amostras de pacientes. Foram estudados 11 doadores saudaveis,
sendo 7 individuos brancos, 3 pardos e 1 negro. A tabela 9 apresenta o resultado da
genotipagem de HLA, destacando os alelos de HLA que sdo reconhecidos pelos receptores
KIR. Com relagdo ao HLA-C, considerado mais importante para o reconhecimento KIR, 8
doadores s6 apresentavam HLA-C do grupo 2, dois individuos s6 do grupo 1 e apenas um
doador apresentava os dois grupos de HLA-C. O Bw4, considerado o segundo ligante mais
importante para o KIR, estava presente em 8 doadores.

A genotipagem KIR dos 11 doadores resultou em 9 perfis distintos, apresentando de 8
a 11 genes. Apenas os doadores 249/06, 1034/06 e 1217/06 apresentavam um perfil
genotipico semelhante para os receptores KIR (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DS2, 2DS4,
3DL1, 3DL2, 3DL3), embora o 1034/06 fosse pardo e os outros dois doadores brancos
(tabela 10). Todos os doadores saudaveis estudados apresentavam receptores KIR inibidores
para 0s quais ndo possuiam ligantes de HLA e 2 individuos apresentavam ligantes de HLA
para 0s guais nao possuiam receptores KIR inibidores (tabela 9 e 10).

A fregliéncia individual de cada gene KIR estudado esta representada na figura 12. O
unico gene KIR presente em todos os individuos estudados foi 0 KIR3DL2, cujo ligante ainda
ndo esta bem definido, embora ja tenham sido identificados os alelos de HLA A3 e All. Os
genes KIR2DL1 (reconhece HLA-C do grupo 2), 2DL3 (reconhece HLA-C do grupo 1) e
3DL3 (ligante ndo definido) estavam presentes em 10 dos 11 doadores avaliados. O
KIR3DL1, responsavel pelo reconhecimento de Bw4, estava presente em 9 dos 11 doadores
estudados e 0 KIR2DL4, especifico para HLA-G, presente em 8 dos 11 individuos saudaveis.
Os genes 2DL2, 2DS2 e 2DS4 apresentaram freqiiéncia intermedidria, estado presente em 7

dos 11 individuos estudados. Os genes 2DL5, 2DS5 e 3DS1, todos eles com ligantes
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desconhecidos, estavam presentes em 5 dos 11 individuos avaliados. O gene KIR mais raro,

presente em apenas 3 individuos, foi o KIR2DS3, cujo ligante também é desconhecido.

Apenas 8 dos 11 doadores estudados tinham KIR inibidores para todos os trés grupos de

ligantes de HLA-I conhecidos.

Tabela 9 — Resultado da genotipagem HLA dos doadores saudaveis, destacando os alelos de HLA que séo
reconhecidos pelos receptores KIR.

Alelos de HLA reconhecidos por

Doador Idade Género Cor HLA
receptores KIR
A30, A32, BO7, B27,  B27 (Bwd), C0202 (C do grupo 2) e
249/05 36 F Branco C0202 e CO7 CO07 (C do grupo 2).
A29, A80, B13, B57, B13 (Bw4), B57 (Bw4), C0401 (C do
506/05 41 M Negro " "n4617 o202 grupo 2) e C0202 (C do grupo 2).
A02, A24, BO7, B15,  C0303 (C do grupo 1) e CO7 (C do
134/06 39 F Branco 0303, CO7 grupo 1)
All, A24, B35, B45, C0401 (C do grupo 2) e C1601 (C do
268/06 56 P Branco " eoa01 c1601 grupo 1),
30306 45 M Brnco 0o e BB B44 (Bw4) e CO5 (C do grupo 2),
788/06 54 F Branco AO2, ('ZAEM BC35 B-, C04 (C do grupo 2).
A02, All, B41, B52,  B52 (Bwd), CO7 (C do grupo 1)
865/06 31 M Pardo C07, C1202 C1202 (C do grupo 1),
918/06 41 F Branco AO2, AC3034 BéS B53, B53 (Bw4) e C04 (C do grupo 2).
A02, All, B44, B-, B44 (Bw4), C04 (C do grupo 2) e
941/06 25 F Pardo C04, C1602 C1602 (C do grupo 2)
A02, A36, B27, B53, B27 (Bwd), B53 (Bw4), C0401 (C do
1034/06 44 M Pardo 7551 cop) grupo 2) e C0202 (C do grupo 2)
1217106 42 M Branco A30 AG8, B13,B57,  B13 (Bwd), BS7 (Bwd), C06 (C do
C06, C- grupo 2).
Tabela 10 — Geno6tipo KIR dos doadores saudaveis.
KIR 2DL1|2DL2 | 2DL3 | 2DL4 2DL5 2DS1 | 2DS2 2DS3 | 2Ds4 | 2Ds5 3DL1 3DL2 | 3DL3 | 3Ds1
Doadd | €2 | €1 | €1 | (©) €2 | (c1) (Bw4)
249/05
506/05
134/06
268/06
393/06
788/06
865/06
918/06
941/06
1034/06
1217/06

Abaixo do gene KIR esta representado entre parénteses o ligante de HLA quando conhecido: C1 - HLA-C do
grupo 1, C2 - HLA-C do grupo 2 e G - HLA-G.
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Figura 12 - Frequéncia encontrada para cada gene KIR estudado.

5.2. Pacientes
5.2.1. Susceptibilidade a atividade NK

Foi realizada atividade citotdxica de células NK de 14 doadores saudaveis contra 16
amostras de 15 pacientes contendo blastos leucémicos. O grau de sensibilidade destas
amostras foi delimitado através dos quartis do percentual de atividade citotoxica de doadores
saudaveis contra a K562, sabidamente susceptivel a atividade NK (figura 10). Foi
considerado como limite inferior o primeiro quartil, de 12%, e como limite superior o terceiro
quartil, de 28%. Desta forma, quando o percentual de lise apresentado pelas células
leucémicas do paciente na diluicdo 100/1 fosse menor que 12%, era considerado resistente;
entre 12 e 28%, era considerado sensivel e; maior que 28%, considerado altamente sensivel.

Com relagdo aos casos de LLA, 3 em 8 foram sensiveis ou altamente sensiveis. Estes
pacientes apresentavam diferentes subtipos de LLA. Entre os cinco casos de LLA-B precoce
(248/05, 566/05, 915/06, 916/06 e 1170/06), apenas um foi altamente sensivel: o paciente
248/05, que apresentou lise de 83,18%. Este paciente respondeu bem ao tratamento e

atualmente se encontra em remissdo completa. Entre os quatro casos de LLA-B precoce
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resistentes a atividade citotoxica (todos eles com 0% de lise), dois pacientes encontram-se
atualmente em remissdo completa (915/06 e 1170/06) e dois sofreram Gbito por septicemia
(566/05 e 916/06). Os dois pacientes com LLA pré-B (388/06 e 939/06) foram sensiveis a
atividade citotoxica (lise de 26,77% e 22,31%, respectivamente), sendo que o primeiro
atualmente encontra-se em remissdo completa (388/06) e o segundo sofreu &bito por
septicemia (939/06). O paciente com LLA-T (280/05) foi resistente a atividade NK (4,52% de

lise) e sofreu 6bito por septicemia (tabela 11).

Tabela 11 — Susceptibilidade das células leucémicas primérias dos casos de LLA a atividade citotoxica de
células NK de doadores saudaveis

% de  Susceptibilidade % lise na

blatos _a atividade NK__diluicao 100/1 _ Eotado atual

Paciente Subtipo da doenga

248/05 B-precoce gg 5005  Altamente 83,18% Remissao
sensivel completa
. Obito por
- 0, 0
566/05 B-precoce 89,00% Resistente 0,00% septicemia (D+261)
915/06 B-precoce 78,90% Resistente 0,00% Remissdo completa
. Obito por
- 0, [0)
916/06 B-precoce 80,89% Resistente 0,00% septicemia (D+36)
1170/06 B-precoce 81,15% Resistente 0,00% Remissdo completa
388/06 Pré-B 71,91% Sensivel 26,77% Remissao
completa
. ] Obito por
- 0, 0)
939/06 Pre-B 75,14% Sensivel 22,31% septicemia (D+30)
280/05 T 97,38% Resistente 4,52% Obito por

septicemia (D+263)

Entre parénteses estdo representados quantos dias (D+) apés o tratamento ocorreu o 6bito.

Os casos de LMA foram mais resistentes a atividade citotoxica em comparagdo aos
casos de LLA. Houve sensibilidade em apenas 1 (1035/06) dos 6 casos de LMA. Quatro
pacientes apresentavam LMA secundaria & SMD (131/06, 784/06, 867/06 e 883/06) e todos
eles foram resistentes a atividade citotoxica. Um dos pacientes com LMA secundaria a SMD
(867/06) foi submetido ao TCTH e teve Gbito precoce, apenas 22 dias apds o transplante, por

evolucédo da doenga. Outros dois pacientes com LMA secundéaria & SMD eram idosos (784/06
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e 883/06), receberam quimioterapia apenas paliativa e sofreram &bito por causas distintas.
Apenas um paciente com LMA secundaria & SMD (131/06) se encontra atualmente em
remissdo completa, justamente o caso que também apresentava sindrome de Down. Os outros
dois casos de LMA estudados eram uma M2 e uma M4. O caso de LMA-M2 (1035/06) foi
susceptivel a atividade citotoxica. No momento do estudo, este paciente estava em recaida
tardia 5 anos ap6s TCTH e foi submetido a novo ciclo de quimioterapia e a ILD. Ele
respondeu bem ao tratamento, ndo apresentou DECH e entrou em remissdo completa.
Atualmente se encontra em nova recaida (4 meses apds o DLI) e foi encaminhado para novo
ciclo de quimioterapia. O Gltimo paciente de LMA estudado apresentava o subtipo M4
(775/05) e foi resistente a atividade NK. Este paciente foi recentemente encaminhado ao

TCTH e atualmente se encontra em remissdo completa (tabela 12).

Tabela 12 - Susceptibilidade das células leucémicas primarias dos casos de LMA & atividade citotoxica de
células NK de doadores saudaveis

% de  Susceptibilidadea % lise

blatos atividade NK (100/1) Estado atual

Paciente  Subtipo da doenca

775/05 M4 71,58% resistente 0,00% Remissdo completa
1035/06 M2 71,92% sensivel 15,76% Recaida
M1
131/06  Secundariaa SMD/ 63,77% resistente 0,00% Remissdo completa
Sindrome de Down
M2 Obito por evolucio
784/06 Secundaria a SMD 59,44% resistente 4 54% da doenca e
septicemia (D+139)
M1 Secundaria a 0 . 0 Obito por evolucio
867/06 SMD / refrataria 70,26% resistente 0,00% da doenca (D+22)
M4 Secundaria a 0 . 0 Obito por faléncia
883/06 SMD 71,00% resistente 0,00% maltipla (D+127)

Entre parénteses estdo representados quantos dias (D+) apds o tratamento ocorreu o 6bito.
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O paciente com LBA foi estudado em duas ocasides: em remissdo parcial antes do
TCTH e em recaida da doenca apés o TCTH. No ensaio realizado no pre-transplante foram
utilizadas células efetoras de um doador ndo aparentado, selecionado de forma aleatoria no
banco de sangue. Na ocasido da recaida, a atividade citotdxica foi realizada utilizando células
efetoras do doador de medula 6ssea aparentado (HLA idéntico). Embora o ensaio tenha sido
realizado com dois doadores distintos, nos dois momentos as células priméarias de LBA foram
resistentes a atividade NK. Apds este estudo, o paciente foi enviado para o centro de origem
para receber novo ciclo de quimioterapia para tratar a recaida e sofreu 6bito por evolucdo da
doenga (tabela 13). Por se tratar de um caso raro, um estudo de caso deste paciente foi
submetido a publicacdo na revista indexada Haematologica (anexo G). Este estudo de caso
também foi apresentado no congresso da Sociedade Brasileira de Transplante de Medula

Ossea (anexo H).

Tabela 13 - Susceptibilidade das células leucémicas primérias do paciente de LBA & atividade citotoxica de
células NK de dois doadores diferentes

— VAT
Doador utilizado Estado do paciente no % de  Susceptibilidade éoilllljsie;oa
momento do estudo blastos  a atividade NK 100‘51
Doador ndo aparentado oo, iccso parcial pré TCTH  33,62%  resistente 0,09%
(41 anos, masculino)
Doador aparentado Recaida pés TCTH 84,35% resistente 0,00%

(56 anos, feminino)




104

5.2.2. Gendtipo KIR e HLA e a susceptibilidade a atividade NK

Foram estudados os gendtipos HLA e KIR do doador e HLA do paciente para avaliar
se a incompatibilidade KIR poderia prever a susceptibilidade das leucemias a atividade NK.
Foram analisados 0s genotipos de HLA de 12 pacientes e KIR/HLA de 11 doadores. As
células efetoras do doador 134/06 foram estudadas contra as células alvo de dois pacientes, 0
280/05 e 0 131/06. O mesmo ocorreu com o doador 918/06, que foi estudado contra os
pacientes 915/06 e 916/06 (tabela 14). Conforme citado anteriormente, foi estudada a
susceptibilidade a atividade NK do paciente com LBA contra dois doadores distintos: o
506/05, doador n&o aparentado; e 0 268/06, doador aparentado.

Neste estudo havia dois doadores aparentados HLA idénticos ao paciente e 0s outros
doadores eram selecionados de forma aleatéria, ou seja, eram completamente HLA
incompativeis ao paciente. Entre os treze pares doador/paciente estudados em 11 casos, 0s
pacientes ndo apresentavam de 1 a 3 ligantes para os KIR inibidores do doador cujos ligantes
sdo conhecidos (tabela 14).

O HLA do paciente 867/06 era incompativel com o doador 865/06, com excecdo do
CO07. Este paciente apresentava ligantes de HLA para 3 KIR inibidores (2DL1, 2DL3 e 2DL2)
e 2 KIR ativadores (2DS1 e 2DS2) do doador (figura 13, A). Portanto, todos os KIR
inibidores com ligantes conhecidos puderam se ligar a alelos de HLA do paciente, o que
sugere ndo haver potencial aloreativo. De fato este paciente foi resistente a atividade
citotoxica, apresentando 0% de lise. Ele era portador de LMA-M1 secundaria a SMD (tabela
14).

O paciente 915/06, portador de LLA-B precoce, era HLA incompativel com o doador
918/06, apresentando compatibilidade apenas do alelo C04. Este paciente apresentava ligantes

para 2 KIR inibidores (2DL1 e 2DL2) e 2 KIR ativadores (2DS1 e 2DS2) do doador (figura
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13, B). N&o houve auséncia de ligantes para KIR inibidores do doador, sugerindo que nao

houve aloreatividade e, de fato, houve resisténcia a atividade NK, lise de 0% (tabela 14).

Tabela 14 —KIR inibidores presentes nos doadores cujos ligantes sdo atualmente conhecidos, HLA do paciente e
a atividade citotdxica.

N° de KIR
KIR inibidores KIR do doador  inibidores sem
: . % de
. dos doadores paraos quaiso ligante/ total de .
Doador Paciente Doenca Lo N . ~ L lise
cujos ligantes sdo paciente ndo KIR inibidores
! o : (100/1)
conhecidos possui ligante com ligantes
conhecidos
LMA-M1
865006 867/06  secunddriaa  2DLHZDR2 0/3 0%
2DL3
SMD
918/06  915/06  LLA-B precoce 2DL1,2DL2 - 0/2 0%
918/06 916/06  LLA-B precoce 2DL1,2DL2 - 0/2 0%
2DL1, 2DL2, 0
249/05 248/05 LLA-B precoce DL3,3DL1 0 T 0/4 83,18%
2DL1, 2DL2
* ** ’ l 0
268/06* 269/06 LBA 2DL3, 3DL1 3DL1 (Bw4) 1/4 0%
506/05 501/05** LBA 2DL31[')EI13L3‘ 3DL1 (Bw4) 1/3 0,09%
2DL1, 2DL2, .
1217/06 1170/06 LLA-B precoce 2DL3. 3DL1 3DL1 (Bw4) 1/4 0%
LMA-M2
788/06  784/06  secundria a 2DL31[’)5?L3' 3DL1 (Bwd) 1/3 4,54%
SMD
LMA-M1
134/06  131/06  secundaria a 2DLL 2DL3, 55 4 (¢ grupo 2) 13 0%
3DL1
SMD
2DL1,2DL2,  2DL2 (C grupo 1),
* - 0,
1034/06* 1035/06 LMA-M2 2DL3, 3DL1 2DL3 (grupo 1) 2/4 15,76%
] 2DL1,2DL3,  2DL3 (C grupo 1), .
134/06 280/05 LLA-T 3DL1 3DL1 (Bwd) 2/3 4,52%
2DL2 (C grupo 1),
941/06  939/06  LLA pré-B o S0-% 2DL3(C grupo 1) 34 22.31%
’ 3DL1 (BwA)
393/06  388/06 LLA pré-B 2DL3, 3DL1 2DL3 (C grupol) 1/1%** 26,77%

* doadores aparentados HLA idéntico ao paciente. **Mesmo paciente (caso de LBA). *** Né&o foi possivel
identificar os alelos de HLA-B deste paciente, portanto neste caso ndo se sabe as possibilidades de ligacdo do
3DL1.
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O paciente 916/06, portador de LLA-B precoce, era HLA incompativel com o doador
918/06, com excec¢do dos alelos A02 e C04, que eram compativeis. Este paciente apresentava
ligantes de HLA para 2 KIR inibidores (2DL1 e 2DL2) e dois KIR ativadores (2DS1 e 2DS2)
do doador (figura 13, C). Como nos pacientes anteriores, havia ligantes para todos os KIR
inibidores do doador, ndo havendo potencial aloreativo, o que coincidiu com o resultado da
atividade citotoxica, 0% de lise (Tabela 14).

O paciente 248/05 era HLA incompativel com o doador 249/05, apresentando como
Unica compatibilidade o alelo CO7. Neste caso, houve 4 KIR inibidores (2DL1, 2DL2, 2DL3 e
3DL1) e 1 ativador (2DS2) capazes de fazer ligacdo com os HLA-I do paciente (figura 14,
A). Neste caso, todos os KIR inibidores com ligantes conhecidos do doador se ligaram a
alelos de HLA do paciente, 0 que sugeria auséncia de potencial aloreativo. No entanto, este
paciente foi susceptivel a atividade citotoxica, apresentando 83,18% de lise. Este paciente era
portador de LLA-B precoce (tabela 14).

O paciente 268/06, portador de LBA, era HLA idéntico ao doador aparentado do
TCTH (269/06), que foi o mesmo doador do TCTH. Este paciente apresentava ligantes de
HLA para 4 KIR inibidores (2DL1, 2DL2, 2DL3 e 3DL2) e 2 KIR ativadores (2DS1 e 2DS2)
do doador (figura 14, B). Este paciente ndo apresentou ligante para o KIR3DL1, ou seja,
houve incompatibilidade em 1/4 dos KIR inibidores com ligantes conhecidos. Esta
incompatibilidade ndo foi capaz de causar aloreatividade, pois a lise encontrada na atividade
NK foi de 0% (tabela 14).

Este mesmo paciente também recebeu o nimero 501/05, antes do TCTH, no momento
em que foi estudado contra um doador ndo aparentado HLA incompativel, com excecdo do
C1601. Neste caso, 0 paciente apresentou ligantes de HLA para 3 KIR inibidores (2DL1,

2DL3 e 3DL2) e 1 KIR ativador (2DS1) do doador (figura 14, C). Foi encontrado apenas 1/3
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de KIR inibidor (3DL1) com auséncia de ligantes no paciente. Esta amostra foi resistente a
atividade citotoxica, apresentando lise de 0,09% (tabela 14).

O paciente 1170/06, portador de LLA-B precoce, era completamente HLA
incompativel com o doador 1217/06. Este paciente apresentava ligantes de HLA para 3 KIR
inibidores (2DL1, 2DL2 e 2DL3) e 1 KIR ativador (2DS2) do doador (figura 15, A). Foi
encontrado 1/4 de KIR inibidor (3DL1) sem ligante no paciente, que foi resistente a lise (0%)
mediada por células NK (tabela 14).

O paciente 784/06, portador de LMA-M2 secundaria a SMD, apresentava 3 alelos de
HLA compativeis (A02, B35 e C04) e 3 incompativeis (A31, BO7 e C07) com o doador
788/06. O paciente possuia ligantes de HLA para 2 KIR inibidores (2DL1 e 2DL3) e nenhum
KIR ativador do doador (figura 15, B). Havia auséncia de ligantes em 1/3 de KIR inibidor
(3DL1) e esta amostra foi resistente (4,54%) a atividade NK (tabela 14).

O paciente 131/06, portador de LMA-M1 secundaria a SMD, era HLA incompativel
com o doador 134/06, com excecdo dos alelos A02, C03 e CO7. Este doador apresentava 1
KIR inibidor (2DL3) que podia se ligar a dois alelos de HLA do paciente (C03 e C07) e um
KIR inibidor (3DL1) capaz de se ligar ao alelo de HLA B58 (figura 15, C). Foi encontrado
1/3 de KIR inibidor (2DL1) que ndo se ligava a HLA do paciente. O percentual de lise
encontrado foi de 0% (tabela 14).

O paciente 1035/06, portador de LMA-M2, era HLA idéntico ao doador 1034/06, que
foi o0 mesmo do TCTH. Este doador apresentava o KIR inibidor 2DL1, que podia fazer
ligacdo com dois alelos de HLA do paciente (C0401 e C0202), e o KIR inibidor 3DL1, que
também podia fazer ligacdo com dois alelos de HLA do paciente, B27 e B53 (figura 16, A).
Neste caso houve 2/4 de KIR inibidores (2DL2 e 2DL3) que ndo se ligaram ao HLA do

paciente que foi susceptivel a lise (15,76%) mediada por células NK (tabela 14).
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O paciente 280/05, portador de LLA-T, era HLA incompativel com o doador 134/06,
com excecdo dos alelos A02 e B15. Este doador apresentava 1 KIR inibidor (2DL1) que
poderia fazer ligagdo com 2 alelos de HLA do paciente (C04 e C0202) e um KIR ativador
(2DS1) que também poderia se ligar aos mesmos 2 alelos de HLA do paciente (figura 16, B).
Houve 2/3 de KIR inibidores (2DL3, 3DL1) que ndo se ligaram ao HLA do paciente. No
entanto este paciente foi resistente a atividade NK (4,52%), conforme observado na tabela 14.

O paciente 939/06, portador de LLA-pré-B, era HLA incompativel com o doador
941/06, com excecdo do C04. Este doador apresentava um KIR inibidor (2DL1) capaz de se
ligar a 2 alelos de HLA do paciente (C04 e C18) e um KIR ativador (2DS1) capaz de se ligar
a C04 e C18 (figura 16, C). Houve incompatibilidade em 3/4 dos KIR inibidores (2DL2,
2DL3, 3DL1). Este paciente foi susceptivel as células NK, apresentado 22,31% de lise (tabela
14).

O paciente 388/06, portador de LLA pré-B, era compativel com o doador para os dois
alelos de HLA-A (A02, A-) e completamente incompativel para 0 HLA-C. Néo foi possivel
identificar os alelos de HLA-B deste paciente. Foi identificado que um KIR ativador (2DS1)
do doador era capaz de reconhecer 2 alelos de HLA deste paciente, 0 C04 e 0 C15. Como ndo
foram identificados os HLA-B deste paciente, ndo foi possivel saber se 0 KIR3DL1 poderia
ou nado fazer ligacbes (figura 17). O KIR2DL3 néo se ligou ao HLA do paciente, que foi

susceptivel a lise (26,77%) por células NK (tabela 14).
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Doador: 865/ Paciente: 867/06

A &

=

B ? Paciente: 915-06

Célula NK

Doador: 918/06 Paciente: 916-06

Figura 13 — Possiveis ligacdes entre o KIR do doador e HLA do paciente. Na célula do doador: gendtipo HLA
no nucleo e os receptores KIR inibidores (vermelho) e KIR ativadores (verde) na superficie. O genétipo de HLA
do paciente estd representado tanto no nicleo quanto na superficie da célula. (A) doador 865/06 x paciente
867/06; (B) doador 918/06 x paciente 915/06; (C) doador 918/06 x paciente 916/06.
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Doador: 249/05 Paciente: 248/05
A
Célula leucémica
B35,B58
. C04,C07
B Paciente: 269/06

Doador: 506/05 Paciente: 501/05

Figura 14 - Possiveis ligacfes entre o KIR do doador e HLA do paciente. Na célula do doador: gendtipo HLA
no nicleo e os receptores KIR inibidores (vermelho) e KIR ativadores (verde) na superficie. O genétipo de HLA
do paciente esta representado tanto no nicleo quanto na superficie da célula. (A) doador 249/05 x paciente
248/05; (B) doador 268/06 x paciente 269/06; (C) doador 506/05 x paciente 501/05.
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Paciente: 1170/06

Célula leucémica

A34,A74
B15, B49
\_ 0202, C07 /

Paciente: 784-06

Célula NK

A02, A31
B07, B35
€04,C07

Doador:134/06 Paciente: 131/06

Figura 15 - Possiveis ligagOes entre o KIR do doador e HLA do paciente. Na célula do doador: genétipo HLA
no nicleo e os receptores KIR inibidores (vermelho) e KIR ativadores (verde) na superficie. O genétipo de HLA
do paciente esta representado tanto no nicleo quanto na superficie da célula. (A) doador 1217/06 x paciente
1170/06; (B) doador 788/06 x paciente 784/06; (C) doador 134/06 x paciente 131/06.
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Doador: 1034/06 Paciente: 1035/06
B Doador: 134/06 Paciente: 280/05
C Doador: 941/06 Paciente: 939/06

Célula leucémica

B15, B81

_ C04,C18

Figura 16 - Possiveis ligacfes entre o KIR do doador e HLA do paciente. Na célula do doador: gendtipo HLA
no nucleo e os receptores KIR inibidores (vermelho) e KIR ativadores (verde) na superficie. O genétipo de HLA
do paciente estd representado tanto no nicleo quanto na superficie da célula. (A) doador 1034/06 x paciente
1035/06; (B) doador 134/06 x paciente 280/06; (C) doador 941/06 x paciente 939/06.
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Doador: 393/06 Paciente: 388/06

Célula NK

co04,C15 )/

Figura 17 - Possiveis ligacdes entre o KIR do doador e HLA do paciente. Na célula do doador: gendtipo HLA
no nucleo e os receptores KIR inibidores (vermelho) e KIR ativadores (verde) na superficie. O genétipo de HLA
do paciente esté representado tanto no nicleo quanto na superficie da célula. Doador 393/06 x paciente 388/06.
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6. DiscussAo

Foram avaliados por citometria de fluxo os valores absolutos e percentuais das
populagdes de linfocitos T, linfocitos TNK, células NK e as subpopulagdes de CD569M e
CD56"9" em um grupo de 52 individuos saudaveis, com idades variando de 3 a 66 anos. A
grande maioria era de adultos, sendo apenas 9 individuos com menos de 18 anos e 6 com mais
de 50 anos. Os valores encontrados neste estudo em comparagdo com outros autores estdo
representados na tabela 15. Os valores absolutos de linfocitos T (1205 células/mm?, variando
de 674 a 2491 célulass/mm?) estdo de acordo com os valores encontrados em um estudo
aleméo (Jentsch-Ulrich et al., 2005) realizado em adultos de 19 a 85 anos, sendo que a
maioria dos individuos apresentava idade entre 20 e 60 anos (1320 células/mm?, de 780 a
2240 células/mm?®). Os valores de linfocitos TNK encontrados no presente estudo (66,5
células/mm?, de 16 a 165 células/mm?) estdo de acordo com um estudo espanhol (72 + 46
células/mm?q). Esta semelhanca deve estar relacionada ao fato de que no nosso estudo a grande
maioria dos individuos estudados € adulta, e no espanhol foram estudados 14 individuos com
idades de 19 a 39 anos (Borrego et al., 1999). Os valores percentuais encontrados para a
populacdo de linfécitos T e linfocitos TNK também estdo de acordo com os estudos aleméo
(Jentsch-Ulrich et al., 2005) e espanhol (Borrego et al., 1999), apesar das diferencas no
ndmero de amostras e na faixa etaria entre estes trés estudos.

Os valores absolutos de células NK encontrados no nosso estudo (123 células/mm?, de
37 a 349 células/mm?) foram menores do que os de um estudo alem&o (Jentsch-Ulrich et al.,
2005) em individuos de 19 a 85 anos (280 células/mm?3, de 80 a 690 células/mm?), do estudo
realizado na Espanha (Borrego et al., 1999) em individuos de 19 a 39 anos (291 + 87
célulass/mm®) e de um estudo realizado no Reino Unido (Chidrawar et al.; 2006) em

individuos de 20 a 40 anos (194,9 + 140,4 célulassmm?) e de 40 a 60 anos (187,6 + 1445
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células/mm?). Os valores absolutos das subpopulagdes CD56%™M e CD569" também foram

menores do que 0s encontrados por estes autores (tabela 15).

Tabela 15 — Resultados encontrados nas populacdes de células avaliadas: comparacao entre este estudo e de

outros autores.

Este estudo

Jentsch-Ulrich et Borrego et al., 1999

Chidrawar et al.; 2006

al., 2005
Populacao Brasileira Alema Espanhola Britanica
. Grupo 1: 20 a 40 anos
Faixa etaria 3 a 66 anos Grupo 1:19 2 39 . (25), grupo 2: 41 a 60
19 a 85 anos (100) anos (14), grupo 2: .
(N) (52) anos (23), grupo 3: > 60
77 a 89 anos (19)
anos (67)
Valor absoluto 1205 (674 a Grupo 1:1485+35%,
de linfécitos T* 2491) 1320 (780 a 2240) Grupo 2: 982 + 380
Valor
72,48% (58,32 Grupo 1: 77% + 8%
percentual de 0 53a83% Cror 4 an s
linfécitos T a 83,68%) Grupo 2: 60% + 9%
Valor absoluto .
de linfcitos 66,5 (162 165)  -eocreemeecm- gr”po : ;g : ‘312 -------------
TNK* rupo 2: 80 +
erc\éﬁ'lcﬂgl o 37%Ossa Grupo1:4%+3%
b 8,45%) Grupo 2: 9% =+ 4%

linfocitos TNK

Valor absoluto
de células NK*

123 (37 a 349)

Grupo 1: 291 + 87

280(802690) 56 2: 407 + 176

Grupo 1: 194,9 +£140,4
Grupo 2: 187,6 +£144,5
Grupo 3: 205,8 £184,0

Valores 0 140 0 Grupo 1: 9,25% + 6,1%
percentuais de 8,356/082%%5)7 a 5a32% gﬁpg ;j :1;21(;0 f io/g/ Grupo 2: 10,59% + 7,5%
células NK ' PO £ 9% =107 Grupo 3: 11,229% + 9,1%
Valores Grupo 1: 179 + 135,3
: +
absolutosde 113 (262340)  -renerereeee ;L”poozl_'szgio ;&% Grupo 2: 174,8 + 135
CD56dim PO 2 390 & Grupo 3: 197,7 + 180,3
erg/eilfur;eiss de 95,59% (8929 . Grupo 1: 92% + 5% Resultado ndo mostrado
apkedbnd a99,25%) Grupo 2: 97% + 4 %
Valores Grupo 1: 15,64 + 12,8
125+
absolutos de 6(2a13) @ - grupo ;j ig ; 12 Grupo 2: 12,81 + 12
CD56Pright* fupo & Lo = Grupo 3: 8,13 + 7,9
Valores
h 4,41% (0,75 a Grupo 1: 6% + 3% x
peg:ég%%ﬁ;itde 10,71%) Grupo 2: 3% + 2% Resultado ndo mostrado

* os valores absolutos estdo representados em células/mm?
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Os valores percentuais de células NK neste estudo (8,38 %, de 2,57 a 16,85%) foram
bem menores que os da populacdo alema (5 a 32%) e espanhola (14 + 3% na faixa etéria de
19 a 39 anos), mas foram semelhantes ao da populagéo britanica, que apresentou 9,25% (+
6,61%) no grupo de 20 a 40 anos e 10,59% (£ 7,5 %) no grupo de 41 a 60 anos. Os valores
percentuais das subpopulacdes de células NK CD56%™ e CD56"" sio semelhantes aos
encontrados pelo estudo realizado na Espanha (tabela 15).

No nosso estudo foi encontrada uma diferenca estatisticamente significativa da
distribuicdo das células NK entre os géneros. O género masculino apresentou maior valor
absoluto de células NK em comparacdo ao género feminino (Z = 2,17 e p<0,05). Este
resultado estd de acordo com o estudo realizado por Jentsch-Ulrich et al. (2005) em uma
populacdo de 100 individuos adultos e de Rudy et al (2002) em uma populacdo de 198
adolescentes.

Foi encontrada uma diminuicdo da distribuicio dos valores absolutos de CD56"9nt
com o aumento da idade (r = -0,304 e p = 0,047). Néo foi encontrada uma correlacdo linear
entre as outras populacdes estudadas e a idade. Este resultado estd de acordo com o
encontrado por Chidrawar et al. (2006) que associou diminuicio da subopulacio CD569nt
com o envelhecimento, mas ndo com Borrego et al. (1999), que ndo encontrou diferenca na
distribuicdo de CD56"9" com a idade e sim um aumento de CD56%™ com o envelhecimento.

As diferencas encontradas nos valores absolutos e percentuais das células NK e suas
subpopulacbes, entre este estudo e os resultados dos autores europeus podem estar
relacionadas com as caracteristicas Unicas da populacdo brasileira, refletir diferencas
metodoldgicas ou o nimero de individuos estudados. Existem também diferengas entre o
estudo espanhol e britanico sobre os valores absolutos e percentuais de células NK e suas

subpopulacdes no envelhecimento. Os valores encontrados para as populagdes de linfocitos T
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e TNK estdo de acordo com o descrito na literatura, conforme observado na tabela 15
(Borrego et al., 1999; Jentsch-Ulrich et al., 2005; Chidrawar et al.; 2006).

Foi estudada a atividade citotoxica de 29 individuos saudaveis (idades de 12 a 59
anos) e como resultado foi encontrada uma mediana de 20,5%. Este valor se assemelha a um
outro estudo realizado em 40 individuos da populacdo brasileira, onde foi encontrada uma
mediana de 19% (De La Rocque et al., 1988). No nosso estudo ndo foi encontrada uma
correlacdo entre atividade NK e idade, o que pode estar relacionado ao pequeno nimero de
criangas estudadas (2 individuos com menos de 18 anos). Na literatura estd descrito que ha
um aumento pequeno, mas significante, da atividade citotoxica do nascimento a idade adulta.
Durante a idade adulta ndo ha correlacdo com a idade e uma queda na atividade NK ¢é
observada apenas a partir de 75 anos (Pross e Baines, 1982; De La Rocque et al., 1988;
Monccheagiani e Malavolta, 2004). No nosso estudo né&o foi encontrada uma influéncia do
género na atividade NK, o que esta de acordo com outros estudos realizados na populagéo
brasileira (De La Rocque et al., 1988; Souza et al., 2001), mas ndo com um estudo realizado
em lIsrael, que encontrou um aumento da atividade citotoxica no género masculino (Yovel et
al., 2001).

Foi estudada a correlacdo entre os valores absolutos de células NK e a atividade
citotoxica. O nimero de células NK e o de CD56%™ apresentaram uma correlacdo linear
positiva com a atividade NK, enquanto a subpopulacdo CD56"9" n3o influenciou a atividade
citotoxica. Este resultado esta de acordo com o esperado, ja que CD56%™ é a populagdo de
células NK responsavel pela atividade citotoxica natural, enquanto a CD56""" é responsavel
por producéo de citocinas e apresenta atividade citotdxica consideravel apenas apés estimulos
com citocinas, como a IL-2 (Cooper! et al., 2001).

Foi estudado o gendtipo KIR e HLA de 11 individuos saudaveis, sendo que a maioria

dos individuos (7 em 11) eram brancos. Todos os 11 doadores saudaveis estudados
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apresentavam receptores KIR inibidores para os quais ndo possuiam ligantes em seu genétipo
de HLA e 2 individuos apresentavam ligantes de HLA em seu gen6tipo para 0s quais nao
possuiam receptores KIR inibidores. Estes resultados sugerem que ndo € possivel prever de
forma precisa o geno6tipo KIR a partir da genotipagem HLA, como é feito por autores que
identificam a incompatibilidade KIR através do modelo ligante-ligante, mostrando a
importancia da avalia¢do direta do repertorio KIR, ou seja, 0 modelo receptor-ligante (Leung
et al., 2004; Witt e Christiansen et al., 2006).

O Unico gene KIR presente em todos os doadores foi 0 KIR3DL2, cujo ligante ainda
ndo estad bem definido, embora ja tenha sido identificado o A3 e Al1l. Os outros genes KIR
mais frequentes foram: 2DL1, 2DL3, 3DL1 e 3DL3. Estes resultados estdo de acordo com
outro estudo realizado em 118 individuos da populacdo brasileira (Oliveira et al., 2006).
Porém, este ultimo estudo encontrou freqiiéncia intermediaria para o 2DL3 e inclui no grupo
de maior freqiiéncia os genes 2DL4 e 2DS4. No nosso estudo, as frequiéncias destes genes
KIR foram intermediarias. Outros genes com freqiiéncia intermediaria foram: 2DL2, 2DS1 e
2DS2. O estudo de Oliveira et al. também encontrou freqiiéncia intermediaria para o 2DL2 e
2DS2, porém encontrou baixa freqiiéncia para o 2DS1. No nosso estudo, os genes KIR 2DL5,
2DS5 e 3DS1 estavam presentes em apenas 5 individuos e 0 2DS3 em apenas 3. No outro
estudo brasileiro, estes genes KIR apresentavam freqiiéncia baixa. Estes resultados mostram
uma distribuicdo de genes KIR semelhante, mas com algumas diferencas que podem estar
relacionadas com o pequeno tamanho de nossa amostra (apenas 11 individuos) e com as
caracteristicas étnicas, pois no nosso estudo houve predominio de brancos, enquanto no de
Oliveira et al. (2006) houve predominio de mesticos.

O desenvolvimento e a progressdo do cancer sdo facilitados pela capacidade das
células tumorais de escapar da imunovigilancia de células efetoras imunes, incluindo as

células NK. Estas células medeiam a morte espontanea de véarias células tumorais sem



119

precisar de sensibilizagdo prévia e fornecem uma das primeiras linhas de defesa contra o
cancer. Apesar de existirem numerosos estudos sugerindo que as células NK sdo importantes
para a imunovigilancia contra leucemia, ainda ndo ha um consenso de quais subtipos de
leucemias sdo mais susceptiveis a atividade NK. Este conhecimento é essencial, pois pode
ajudar a definir quais pacientes poderiam ser beneficiados por uma imunoterapia adotiva de
células NK (Oshimi et al., 1983; Yan et al., 1998; Ruggeri et al., 1999; Romanski et al., 2005;
Passweg et al., 2006).

Com objetivo de definir a sensibilidade de diferentes leucemias agudas, foi estudada a
atividade NK de doadores saudaveis contra amostras de 15 pacientes. As LLA foram mais
susceptiveis (3 em 8 casos) em comparacdo as LMA (1 em 6 casos). Este resultado difere do
encontrado por Ruggeri et al. (1999) e Pende et al. (2005), que sugeriram que as LLA seriam
mais resistentes que as LMA. Um outro autor (Yan et al., 1998) encontrou maior sensibilidade
das LLA em relagdo as LMA, mas do subtipo T, pois 100% das amostras de LLA-T estudadas
foram susceptiveis a atividade NK. Outro grupo, estudando apenas casos de LLA, também
observou que 100% das LLA-T foram sensiveis a atividade NK (Romanski et al., 2005). No
nosso estudo, havia apenas um caso de LLA-T e este foi resistente a atividade NK.

Com relacdo a LLA de linhagem B, nos verificamos que 3 dos 7 casos foram
susceptiveis. Yan et al. (1998) observou uma proporcdo semelhante, 5 de 14 amostras de
LLA-B foram sensiveis & atividade NK. Estes dois estudos discordam do de Romanski et al.
(2005), que encontrou resisténcia de todas as amostras obtidas de pacientes com LLA-B. Os
estudos de Yan et al. (1998) e Romanski et al. (2005) nédo fizeram a classifica¢do dos subtipos
de LLA-B. No nosso estudo, 1 em 5 casos de LLA-B precoce e 2 em 2 dos casos de LLA pré-
B foram susceptiveis a atividade NK. Estes resultados sugerem que pode haver diferenca de
sensibilidade entre os subtipos de LLA-B, e que o fenotipo pré-B seria o mais susceptivel a

atividade NK.
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Neste estudo, quase todas as amostras de LMA foram resistentes a atividade NK,
entre os 6 casos estudados apenas 1 foi sensivel. Todos os quatro casos de LMA secundarios a
SMD foram resistentes a lise mediada por células NK. Apenas 2 casos de LMA n&o eram
secundarios @ SMD e entre estes um foi sensivel. Ndo foi encontrada nenhuma correlacao
entre a classificacdo FAB e a susceptibilidade a atividade citotoxica. Yan et al. (1998)
encontrou 6 em 12 casos de LMA sensiveis e também ndo encontrou nenhuma correlacéo da
susceptibilidade com a classificagdo FAB. Porém, este autor ndo comentou se 0s pacientes
estudados apresentavam LMA de novo ou secundaria a SMD.

O unico caso de LBA foi estudado em dois momentos (com dois doadores distintos,
um aparentado e outro ndo aparentado) e foi resistente a atividade NK. Este é um resultado
inédito, pois ndo ha relatos na literatura sobre a susceptibilidade deste tipo raro de leucemia.
Por este motivo, este caso foi submetido & publicacdo na revista Haematoldgica (anexo G).
Esta doenca € considerada de mau prognoéstico e este paciente sofreu obito por evolucdo da
doenca durante recaida p6s TCTH.

Nédo foi encontrada uma correlacdo entre a susceptibilidade a atividade NK e a
sobrevida dos pacientes tratados com quimioterapia. Isto pode estar relacionado ao fato de
gue ndo havia células NK alogeneicas atuando nestes pacientes. Além disso, a grande maioria
dos pacientes teve septicemia como causa de Obito, 0 que sugere uma imunossUPressao
devido ao tratamento, de forma que as células NK autélogas ndo puderam atuar. Para
confirmar esta sugestdo, seria interessante fazer um acompanhamento do paciente através de
ensaios de atividade citotoxica de células NK autélogas contra as células leucémicas
primérias congeladas e a K562 como controle. Existem relatos na literatura de que células NK
podem ter potencial citotoxico contra células leucémicas primarias autélogas, tanto em casos

de LMA quanto de LLA (Torelli et al., 2002; Torelli et al., 2005).



121

Com relacdo aos trés casos de pacientes submetidos ao TCTH, em dois deles os
ensaios de citotoxicidade foram realizados com o mesmo doador HLA idéntico do transplante.
Um paciente foi resistente a atividade NK e sofreu 6bito por evolugdo da doenga. O outro
paciente foi susceptivel a atividade NK, ndo sofreu 6bito, mas atualmente se encontra em
recaida. O unico paciente de TCTH que nédo utilizamos no ensaio de citotoxicidade o mesmo
doador do transplante foi resistente a atividade NK e sofreu dbito por evolugdo da doenga
apenas 23 dias ap6s o TCTH. Os dois pacientes submetidos ao TCTH que sofreram ébito
devido a evolugdo da doenca ndo foram transplantados em remissdo completa. Um deles
apresentava doenca refratdria e o outro tinha respondido apenas de forma parcial a
quimioterapia.

Outra questdo importante é que todos os TCTH deste estudo foram feitos na auséncia
de deplecdo de células T. O Unico paciente que tomou ATG, o que poderia acarretar numa
deplecdo de células T in vivo, foi transplantado em franca doenca e faleceu por evolugdo da
leucemia apenas 23 dias ap6és o TCTH. Na literatura tem sido sugerido que o potencial
aloreativo das células NK se torna mais evidente com deplecdo de linfocitos T, o que pode
estar relacionado a omissdo ou diminui¢do do regime profilatico da DECH neste tipo de
transplante, o que facilita uma reconstituicdo imunoldgica rapida e permite os efeitos
benéficos da aloreatividade de células NK (Ruggeri et al., 2002; Giebel et al., 2003; Leung et
al., 2004; Bishara et al., 2004; Bornh&user et al., 2004; Cook et al., 2004; Beelen et al., 2005;
Hsu et al., 2005; Witt e Christiansen et al., 2006).

A atividade citotoxica das células NK é regulada pelo equilibrio dos sinais gerados
pela ligacdo de receptores ativadores e inibidores a moléculas especificas nas células alvo
(Farag et al., 2002; Raulet, 2004). De acordo com a teoria do “missing-self”’, apesar de
tolerantes com as células autélogas normais, as células NK conseguem reconhecer e atacar

células autdlogas que tenham baixa expressdao de HLA classe I, como células tumorais e
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infectadas por virus (Ljunggren e Karre, 1990). Os receptores de células NK de varias
familias reconhecem epitopos de HLA. Os melhor caracterizados e considerados mais
importantes pertencem a familia KIR, que inclui receptores ativadores e inibidores (Moretta e
Moretta, 2004; Farag e Caligiuri, 2006). Estudos realizados em TCTH haploidénticos
demonstraram que incompatibilidade KIR levava a geracdo de clones de células NK
aloreativos, causando uma diminui¢cdo nos riscos de recaida através de lise de células
leucémicas residuais (Ruggeri et al., 1999; Ruggeri et al., 2002; Velardi et al., 2002).

No nosso estudo, foi verificado se a relagéo entre KIR do doador e HLA do paciente
influenciava o resultado da atividade citotoxica contra as células leucémicas primarias. Foi
observado que 3 em 4 casos em que 0s pacientes apresentavam ligantes para todos os KIR
inibidores do doador foram resistentes a atividade NK. Estes resultados estdo de acordo com o
esperado, pois quando ndo ha incompatibilidade KIR, ndo ha potencial aloreativo (Ruggeri et
al., 1999). No entanto, houve uma excecédo neste grupo de auséncia de incompatibilidade KIR,
pois um paciente que apresentava LLA-B precoce foi susceptivel a atividade NK,
apresentando 83,28% de lise. Sugerimos que este resultado possa ser devido a diminuicdo da
expressao de HLA-I. Para confirmar esta sugestdo, seria necessario realizar um estudo da
expressao de HLA nas células leucémicas deste paciente. Essa perda de expressdo de HLA
ocorre em alguns casos de leucemia e embora funcione como mecanismo de escape aos
linfécitos T, permite a ativacdo das células NK por ndo apresentar ligantes para receptores
inibidores que reconhecem HLA (Robertson e Ritz, 1990; Ljunggren e Karre, 1990; Farag et
al., 2002; Uhrberg?, 2005; Pende et al., 2005).

Havia 5 casos em que 0s pacientes apresentavam auséncia de ligante de HLA para um
receptor KIR inibidor entre 3 ou 4 KIR inibidores identificados para o doador.. Todos estes
casos foram resistentes a atividade NK, fugindo da regra de que basta uma incompatibilidade

KIR para haver potencial aloreativo nas células NK. Nés sugerimos que esta diferenca esteja
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relacionada ao fato de estudarmos o papel antileucémico das células NK in vitro, sem ativacéo
por citocinas, enquanto 0s outros estudos se baseiam em preparacdo de clones de células NK
com citocinas e/ou de acompanhamento ap6s TCTH (Ruggeri et al., 1999, Ruggeri et al.,
2002; Farag et al., 2002).

Foram encontrados 4 casos em que 0s pacientes tinham auséncia de ligante de HLA
para metade ou mais dos KIR inibidores dos doadores com ligantes conhecidos. Destes, 3
casos foram susceptiveis a atividade NK. Estes resultados sugerem que in vitro com células
NK ndo ativadas seja necessario um maior nimero de incompatibilidades KIR para haver
potencial aloreativo. Houve uma excecdo neste grupo de um paciente que apresentava
auséncia de ligantes de HLA para 2 dos 3 KIR inibidores do doador e foi resistente a atividade
NK, apresentando lise de 4,52%. E importante ressaltar que a atividade NK deste mesmo
doador contra a K562 também foi baixa, 8,07% de lise, embora a mediana de atividade NK de
doadores contra a K562 seja de 20,5%. A partir desta observacdo, nés sugerimos que a
possivel explicacdo para esta excecdo € que o doador apresenta atividade citotoxica baixa
independente da célula alvo.

Portanto este estudo mostrou que, diferente da literatura, com pequeno grau de
incompatibilidade KIR (apenas 1 incompatibilidade entre 3 ou 4 KIR inibidores) houve
resisténcia a atividade NK, com excecdo de um paciente com LLA-B precoce, que apesar da
total auséncia de incompatibilidade KIR foi susceptivel a atividade NK. Quando houve um
nivel maior de incompatibilidade KIR (pelo menos metade dos KIR inbidores identificados
para o doador) ocorreu sensibilidade a atividade citotdxica, com percentual de lise variando
de 15,76% a 26,77%. A Unica excec¢do neste grupo foi um paciente com LLA-T que, apesar
de apresentar alto grau de incompatibilidade KIR, foi resistente a atividade NK. Esta

diferencga da literatura sugere a importancia de estudar se a resisténcia/susceptibilidade a lise
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continua com o mesmo padrdo em relacdo a incompatibilidade KIR se as células NK
estiverem ativadas com IL-2.

Dos 13 pares doador/paciente em que foram estudados os genétipos KIR e HLA, dois
casos eram de doadores/pacientes HLA idénticos aparentados. No primeiro caso, 0 paciente
apresentava LBA e o estudo KIR e HLA mostrou auséncia de potencial aloreativo, compativel
com a resisténcia a atividade NK observada in vitro. Este paciente recaiu apds o TCTH e
sofreu Obito por evolucdo da doenga. No segundo caso, 0 paciente apresentava LMA-M2, a
genotipagem KIR e HLA sugeriram um potencial aloreativo e as células leucémicas do
paciente foram susceptiveis a atividade NK. Este paciente respondeu a ILD, mas atualmente
se encontra em recaida apés o TCTH.

Relacionado ao TCTH aparentado HLA idéntico, Hsu et al. (2005) observou que a
incompatibilidade KIR influenciou o resultado do transplante. O grupo de pacientes com
LMA e SMD com mais de uma incompatibilidade KIR apresentou melhor sobrevida livre de
doenca em comparagdo ao grupo com apenas uma incompatibilidade KIR, que apresentou
melhores resultados que o grupo sem incompatibilidade KIR. Os nossos resultados junto com
0s desse autor sugerem que quanto maior o numero de incompatibilidades KIR entre o doador
e 0 paciente, maior o potencial aloreativo, mesmo em casos em que o doador é HLA idéntico
ao paciente.

Por muito tempo foi considerado que o efeito ECL provinha das células T maduras do
doador que eram infundidas no momento do TCTH e/ou da ILD. No entanto, estas células tém
levado o paciente a sofrer uma reagdo que acarreta a DECH. A despeito do progresso de
profilaxia contra esta doenca, ela é ainda responsavel por uma significante morbidade e
mortalidade no pds-transplante. Recentemente foi encontrada uma aloreatividade benigna

relacionada as células NK. Esta aloreatividade é proveniente da incompatibilidade KIR
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(Ruggeri et al., 2002; Velardi et al., 2002; Reddy e Ferrara, 2003; Barret et al., 2003; Kolb et
al., 2004; Passweg et al., 2006).

Embora o tamanho da amostra seja pequeno, nossos resultados enfatizam que as
células NK aloreativas podem ter um papel antileucémico importante, 0 que sugere que uma
imunoterapia baseada em células NK seja de grande valia para tratar leucemias agudas. Os
resultados do presente estudo indicam que pacientes com LLA, principalmente do subtipo
pré-B, assim como pacientes com LMA de novo, poderiam ser os principais beneficiados
desta terapia. Além disso, apesar do pequeno tamanho da amostra, nosso estudo mostrou que
mesmo doadores HLA-idéntico ao paciente podem apresentar potencial aloreativo e atividade
antileucémica, sugerindo que esta imunoterapia poderia ser utilizada a partir de células NK de
doadores aparentados e ndo aparentados.

Este estudo foi baseado nos receptores KIR cujos ligantes se encontram atualmente
definidos na literatura. Os receptores KIR cujos ligantes sdo deconhecidos poderiam também
estar atuando na regulacdo da atividade citotoxica das células NK neste estudo, ressaltando a
importancia da identificacdo destes ligantes. Além disso, outros receptores de células NK
poderiam estar atuando no reconhecimento da célula alvo nas amostras estudadas.

Uma continuacdo interessante deste trabalho seria estudar a expressao de fatores co-
estimulatorios, como LFA-1; a expressdao de ligantes conhecidos para outros receptores
ativadores de células NK, como MICA e MICB; além da expressdo de HLA-I nas células
leucémicas. A correlagdo destes novos estudos com os resultados da atividade NK e do
gendtipo KIR e HLA poderia ajudar a entender mecanismos de resisténcia de leucemias a
atividade NK, o que ajudaria a desenvolver uma imunoterapia baseada nestas células para

tratar pacientes com leucemias agudas.
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CONCLUSOES:

Podemos concluir que o perfil imunofenotipico dos doadores saudaveis para 0s
linfécitos T e linfocitos TNK estdo de acordo com a literatura. Com relacéo as células
NK e suas subpopulacfes CD56%™ e CD56"9" nosso estudo apresentou valores
menores que o0s encontrados na literatura.

Entre as populacdes de células estudadas, a subpopulagio de células NK CD56°"9" foj
a Unica que diminuiu com o aumento da idade.

Os valores de atividade NK encontrados estdo semelhantes a outros estudos
brasileiros.

Conforme esperado, houve uma correlacdo entre a atividade citotdxica e os valores
absolutos de células NK e CD56%™, mas ndo de CD56"" M,

Foi observado, através do estudo do gendtipo KIR e HLA, que ndo é possivel prever o
repertorio KIR através apenas da analise de HLA, como € proposto no modelo ligante-
ligante.

A frequiéncia encontrada para os genes KIR neste estudo esta semelhante a outro relato
da literatura sobre a populacdo brasileira.

Embora o tamanho da nossa amostra seja pequeno, nossos resultados sugerem que a
LLA pré-B seria o subtipo de LLA mais susceptivel a atividade NK e os casos de
LMA secundarios a SMD o0s mais resistentes.

O caso de LBA € o primeiro relato na literatura sobre a resisténcia a atividade NK e
sua correlacdo com o genétipo KIR e HLA.

Sugerimos que ndo houve correlacdo entre a susceptibilidade a atividade NK e a
sobrevida dos pacientes tratados com quimioterapia devido a auséncia de células NK

aloreativas e a imunossupressdo das células NK autologas.
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Nos trés pacientes submetidos ao TCTH parece que houve uma correlagdo entre a
sobrevida e a susceptibilidade a atividade NK.

Houve uma correlacdo da incompatibilidade KIR entre doador e paciente com a
susceptibilidade a lise das células leucémicas, embora com duas excegoes.

Os nossos resultados sugerem que quanto maior o nimero de incompatibilidades KIR
entre doador e paciente, maior o potencial aloreativo das células NK.

A partir do papel antiléucemico encontrado nos ensaios de atividade citotoxica e
genotipo KIR e HLA, apesar do pequeno tamanho da amostra, sugerimos que uma
imunoterapia de células NK de doador poderia beneficiar pacientes com diferentes

tipos de leucemias agudas.
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