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RESUMO

Introducdo: A leucemia mieloide cronica (LMC) é uma desordem
mieloproliferativa clonal cuja transformacdo neoplasica da célula-tronco
hematopoiética ocasiona o acumulo das células mieloides e seus progenitores.
As células Natural Killer (NK) sdo componentes fundamentais da imunidade
inata, apresentando a habilidade de defender rapidamente o organismo contra
patogenos infecciosos e também possui acdo contra células tumorais. No
entanto, pacientes com LMC parecem ter menor contagem de células NK a
medida que a doenca progride, bem como a citotoxicidade diminuida nas células
NK restantes. A terapia adotiva com células NK pode ter um papel potencial no

tratamento de pacientes com LMC.

Materiais e métodos: Nosso estudo pretende explorar a viabilidade de se utilizar
células NK autologas para o tratamento de portadores de LMC, resistentes ou
intolerantes aos inibidores de tirosino quinase (TKIs), além de conhecer o perfil
epidemioldgico desta populacdo. Para tanto, precisamos esclarecer se, a partir
de uma amostra de sangue periférico destes pacientes, conseguimos expandir
células NK em numero suficiente para a infusdo in vivo no futuro. Foram
analisadas amostras de sangue periférico de 6 pacientes com LMC. As células
NK foram expandidas a partir de células mononucleares do sangue periférico
apos deplecdo dos linfocitos T. Elas foram co-culturadas com células
apresentadoras de antigeno clone 9 K562, posteriormente modificadas para

expressar interleucina-21 na membrana (mIL-21).

Resultados: Trinta e nove porcento dos pacientes acompanhados no Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) foram refratarios ou intolerantes ao
imayinibe. A sobrevida global em 8 anos de pacientes que fizeram uso de trés
ou mais linhas de tratamento foi significativamente menor quando comparada
aos pacientes que conseguiram manter o imatinibe como a primeira linha de
tratamento. Falha em atingir resposta citogenética complete, resposta molecular
maior e interrupcdo do tratamento foram associadas com maior chance de
progressao para terceira linha de tratamento. Todas as culturas apresentaram

expansao adequada e clinicamente significativa das células NK. Aparentemente,



nao ha diferenca para a expansao das células NK conforme TKI em uso, tempo

de evolugao da doenca e resposta atual.

Concluséo: Este estudou demontrou a efetividade da plataforma com mlL-21
para expansao de células NK em pacientes com CML refratarios ou intolerantes
aos inibidores de tirosino quinase. Os achados do nosso estudo sdo promissores

e criam a possibilidade do uso de células NK autélogas neste grupo de pacientes.

Palavras-chave: Leucemia mieloide cronica, Células Natural Killer, Cultura

celular, Inibidores Tirosino Quinase, Interleucina-21



ABSTRACT

Introduction: Chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal myeloproliferative
disorder which neoplastic transformation of hematopoietic stem cells leads to the
accumulation of myeloid cells and their progenitors. Natural killer (NK) cells are
a fundamental part of innate immunity, with a major role in rapid response against
infectious agents and activating immune system against tumoral cells. Patients
with CML, however, seem to have lower NK cell counts as disease progresses,
as well as diminished cytotoxicity in those NK cells remaining. Adoptive NK cell
therapy may have a potential role in treatment of CML patients.

Methods: The study aims to explore the feasibility of using autologous NK cells
for the treatment of patients with CML resistant or intolerant to tyrosine-kinase
inhibitors (TKIs), and the epidemiological profile of this population. Therefore, we
need to clarify whether, from a peripheral blood sample of these patients, we
were able to expand enough NK cells for infusion in vivo in the future. Peripheral
blood samples from 6 CML patients were analyzed. NK cells were expanded from
peripheral blood mononuclear cells after depletion of T cells. They were co-
cultured with clone 9 K562 aAPCs (artificial antigen presenting cells), which were

posteriorly modified to also express membrane interleukin-21 (mlIL-21).

Results: Thirty nine percent of patients were refractory or intolerant to imatinib.
Overall 8-year survival rate of the patients who went through three or more lines
of treatment was significantly lower compared to the ones who were able to
maintain imatinib as their first-line therapy. Failure in achieve complete
cytogenetic response, major molecular response and treatment interruption were
associated with progressing to the third line treatment. All cultures performed had
adequate and clinically significant expansion of NK cells. Seemingly, there is no
difference for NK cell expansion according to TKI in use, disease evolution time

and current response.

Conclusion: The study demonstrated the effectiveness of the miIL-21 platform
for NK cell expansion in CML patients refractory or intolerant to TKIs. Findings of
this study are promising and generate the prospect of the possibility of using

autologous NK cells in this group of patients.



Keywords: Chronic myelogenous leukemia, Natural Killer cells, Tyrosine kinase

inhibitors; Interleukin-21
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1. INTRODUCAO

A leucemia mieloide crénica (LMC) é uma desordem mieloproliferativa
clonal cuja transformacéo neoplésica da célula-tronco hematopoiética ocasiona
o acumulo das células mieloides e seus progenitores *. Esta doenca é o resultado
de uma anormalidade genética caracterizada pela presenca do cromossomo
Philadelphia (Ph), originado da translocagdo entre os bracos longos dos
cromossomos 9 e 22. Esta translocacédo forma a fusdo do gene ABL (abelson
leukemia virus) proveniente do cromossomo 9 com o gene BCR (breakpoint
cluster region) do cromossomo 22 23, O oncogene hibrido BCR-ABL ativado
promove a fosforilacdo de uma proteina quimérica. Esta proteina é responsavel
pela proliferagcdo de um clone maligno de células inicialmente mieloides na

medula 6ssea devido a atividade excessiva da tirosina quinase 4.

O conhecimento desta anormalidade tem papel fundamental no
desenvolvimento da terapia para esta condi¢do. A introducdo dos inibidores de
tirosino quinase (TKI, do inglés tyrosine-kinase inhibitor), tratamento direcionado
para a oncoproteina BCR-ABL, mudou drasticamente a historia clinica dos
pacientes com LMC. O mesilato de imatinibe foi a primeira droga desta classe
56, Entretanto, devido a resisténcia medicamentosa relacionada ao imatinibe
uma segunda geracdo de TKI foi criada 7. Atualmente, nilotinibe e dasatinibe
também estdo aprovadas como tratamento de primeira para LMC e produzem
maior beneficio do que o imatinibe no que se refere aos parametros de resposta
molecular, citogenética e hematolégica °1°. Entretanto, € comum que pacientes
em uso de TKI apresentem efeitos colaterais destas drogas e por isso tenham

que alterar o esquema de tratamento 1%,

Apesar de todos estes avancos o transplante de células tronco
hematopoiéticas (TCTH) ainda € considerado como unico tratamento capaz de
promover a cura da LMC. Atualmente, o TCTH € indicado em pacientes com
LMC em fase crénica que apresentem refratariedade a uma ou mais linhas de
tratamento ou ainda intolerancia a dois TKls diferentes, além daqueles

portadores da mutacao T315I. Pacientes que se apresentem em fase acelerada



12

ou crise blastica também tém indicacédo para realizacdo do transplante %13, O
TCTH alogénico, no entanto, € um procedimento complexo acompanhado de
elevada morbi-mortalidade.

O efeito do enxerto contra leucemia (GVL, do inglés, graft-versus-
leukemia) descreve, em linhas gerais, uma resposta imuno-mediada capaz de
induzir o estado de remissdo continuada de uma doenca onco-hematoldgica
tratada através de TCTH e, em ultima analise, o GVL € o mecanismo de cura
deste procedimento. Existem duas células capazes de reconhecer e lisar células
neoplasicas: os linfocitos T citotoxicos e as células natural killer (NK) e ambas
possuem acdo central no mecanismo das reacées GVL 1415 Este efeito foi
primeiramente descrito em pacientes com LMC submetidos ao TCTH 6. A
possibilidade de explorar o efeito GVL, sem utilizar o TCTH, proporcionaria a
possibilidade de utilizar os beneficios do TCTH sem os maleficios gerados pelos
linfécitos T alogénicos que causam a doenca do enxerto contra o hospedeiro

(DECH) razado da nao desprezivel morbi-mortalidade do transplante.

As células NK sdo componentes fundamentais da imunidade inata,
apresentando a habilidade de defender rapidamente o organismo contra
patégenos infecciosos e também possui acdo contra células tumorais 7. A
funcionalidade das células NK é controlada por uma grande variedade de
receptores de superficie, 0s quais podem atuar na inibicdo ou ativacdo celular.
Esta dualidade regula a citotoxicidade das células NK *8. Os receptores inibitérios
reconhecem as moléculas do complexo de histocompatibilidade maior (MHC do
inglés, major histocompatibility complex) de classe | proprias do organismo e

assim previnem a ativacéo das células NK contra alvos proprios 1°.

O envolvimento das células NK frente a diversas condi¢des patoldgicas ja
€ reconhecido. Uma das funcbes primordiais das células NK €& a vigilancia
imunoldgica que se da através do reconhecimento de células neoplasicas como
alvo 2°. As células NK fornecem protecdo imunolégica contra diversos tipos de
infecgdes virais 21723, e também estéo implicadas na patogénese e regulagédo de

patologias autoimunes e no controle de doencas alérgicas 2.

Assim como para outras neoplasias, as células NK possuem marcada

atividade citotoxica contra diferentes tipos de leucemia, atuando na linha de
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frente de combate contra as células tumorais. Na LMC, o numero de células NK
parece diminuir com a progressdao da doenca da fase crbnica para a crise
blastica; entretanto, a translocacdo do gene BCR-ABL afeta células dendriticas,
gerando mecanismos que facilitardo que as células doentes escapem da lise
mediada pelas células NK 24, A terapia alvo com TKI também possui efeitos sobre
as células NK. Imatinibe e dasatinibe possuem impactos positivos sobre a
quantidade e citotoxicidade das células NK, enquanto que para o nilotinibe, o

impacto exercido pelo sobre a citotoxicidade das células NK é menor 2527,

Em estudos in vitro, demonstramos que células NK obtidas da medula
Ossea de portadores de LMC séo capazes de desenvolver atividade citotdxica
contra as células BCR-ABL positivas do proprio paciente ?2. Nosso estudo
pretende explorar a viabilidade de se utilizar células NK aut6logas para o
tratamento de portadores de LMC, resistentes ou intolerantes aos TKIls. Para
tanto, precisamos esclarecer se, a partir de uma amostra de sangue periférico
destes pacientes, conseguimos com a plataforma tecnoldgica estabelecida em
nosso Centro de Tecnologia e Terapia Celular, expandir células NK em grau
clinico, ou seja, em numeros suficientes para a infusdo in vivo. Também é
necessario conhecer o perfil epidemiologicos e desfechos clinicos desta

populacao de interesse.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1Estratégias para localizar e selecionar informacgdes

Esta revisdo da literatura foi elaborada através de reviséo bibliografica de
artigos cientificos publicados em revistas, periddicos e jornais nacionais e
internacionais. O objetivo da revisédo foi levantar dados relacionando ao uso
terapéutico de células NK com o efeito doenca do enxerto versus hospedeiro
(DECH) em pacientes com LMC antes da realizacdo de transplante de células
tronco hematopoiéticas. Foram selecionadas as publicacfes nas bases de dados
do PubMed, ScienceDirect e Scielo, utilizando-se associados e/ou isoladamente
os unitermos “hematopoietic stem cell transplantation”, “natural killer cell”, “graft-
versus-host-desease”, “graft-versus-leukemia-effect”, “chronic myelogenous
leukemia”, “tyrosine kinase inhibitors” e “KIR receptor” para artigos publicados

entre 1980 e 2017, conforme apresentado na figura 1.

Pubmed SCIELO

1 - Natural Killer cell

2 - Chronic Myelogenous Leukemia OR 55327 1 73
chronic myeloid leukemia
3 - Hematopoietic stem cell transplantation 32767 2 34
4 - Graft-versus-leukemia-effect
5 - Tyrosine kinase inhibitors
6 - KIR receptor 7 444 1+2 0
4 < 351 1+4 2
5 «— 294 1+5 1
2 — 50 1+6 6
6 +~— 1779 243 1
4 409 2+4 0
19 «—— 3436 245 10
444 246 0
29 <« — 68 1+2+3 0
16 < 36 1+2+4 0
13 < 44 14245 0
18 |« 36 14246 0

Figura 1. Estratégias de busca e selecéo de artigos
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2.2Leucemia Mieloide Crbnica

2.2.1 Introducéao

A LMC é uma desordem mieloproliferativa clonal cuja transformacao
neoplasica da ceélula-tronco hematopoiética ocasiona o acumulo das células
mieloides e seus progenitores 1. A incidéncia da LMC é de 1 a 1,5 casos para
cada 100 mil habitantes/ano e representa aproximadamente 15% de todas as
leucemias. A mediana de idade ao diagndstico é de aproximadamente 67 anos,
com menos de 10% dos casos em pacientes com menos de 20 anos, e costuma

incidir mais frequentemente em homens 2930,

A apresentacdo clinica da LMC, assim como a sua evolucdo, €
extremamente heterogénea 3!. Tradicionalmente, a doenca evolui em trés fases:
cronica, acelerada e crise blastica. Na fase crbnica ocorre proliferacdo clonal
macica das ceélulas granulociticas, mantendo estas a capacidade de
diferenciacdo. A maioria dos pacientes é diagnosticada durante esta fase, sendo
que até 40% dos pacientes sédo assintomaticos 3233, Fase cronica é definida pela
contagem de blastos inferior a 15%, basofilos inferior a 20% além da soma entre
blastos e promieldcitos menor do que 30% no sangue periférico e na medula

Ossea °.

Posteriormente, num periodo de tempo que varia de 3 a 5 anos, o clone
leucémico acumula alteraces genéticas secundarias e a doenca passa a ser de
dificil controle e pode progridir para uma leucemia aguda ou crise blastica 2.
Nesta fase ocorre acumulo de células blasticas em sangue periférico ou medula
6ssea ou ainda agregado de blastos extramedular (Tabela 1) 334, Por tratar-se
de uma proliferacdo clonal da célula-tronco hematopoiética pluripotente os
blastos podem sofrer diferenciacdo mieloide ou linfoide, sendo necesséria
analise imunofenotipica para correta determinacdo 3. Aproximadamente 80%
dos pacientes evoluem para crise blastica com diferenciacdo mieloide ou
indiferenciada e os demais apresentam blastos com linhagem linfoide 6. Crise
blastica extramedular mais comumente acomete pele, linfonodos, sistema

nervoso central e baco; entretanto, pode acometer qualquer outro sitio 7.
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Tabela 1. Critérios para definicdo de crise blastica

Definicao

ELN?3 - Blastos = 30% em SP ou MO
- Proliferagéo blastica extramedular, exceto bago

oMS34 - Blastos = 20% em SP ou MO
- Proliferagédo blastica extramedular, exceto bago
- Grandes focos ou aglomerados de blastos em biépsia de medula

Ossea

A fase intermediaria, chamada de fase acelerada, € caracterizada por
sintomas constitucionais como febre, sudorese noturna, dor dssea, perda de
peso além de esplenomegalia progressiva. Ocorre dificuldade em controle das
contagens, assim como refratariedade ao tratamento convencional 38, Os
pacientes podem desenvolver alteracfes cariotipicas adicionais, sendo mais
frequentes as trissmoias do 8 e do 19 e isocromia i(17q) 3°4°. Antes do
desenvolvimento dos TKI, a fase acelerada apresentava tempo médio de
evolucdo de aproximadamente um ano 38, Existem trés versdes distintas de
critérios para definicdo de fase acelerada da LMC, publicados pela Organizacao
Mundial de Salde (OMS) 34, European LeukemiaNet (ELN) 13 e MD Anderson
Cancer Center (MDACC) 1. Estes critérios foram agrupados na tabela 2.
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Tabela 2. Critérios para definicdo de fase acelerada

Definicao

ELN?13

MDACC!

omSs34

- Blastos em SP ou MO 15-29%

- Blastos e promieldcitos > 30% em SP ou MO, com blastos < 30%

- Basdfilos = 20% em SP

- Plaquetopenia persistente < 100 x 10%L nédo relacionada ao
tratamento

- Anormalidades cromossémicas em células Ph+, rota maior, sob
tratamento

- Blastos = 15 e < 30% em SP

- Blastos e promieldcitos = 30% em SP

- Basdfilos = 20% em SP

- Plaquetas < 100 x 10%/L n&o relacionada ao tratamento

- Evolugéo clonal

- Persistente ou aumento de leucécitos (> 10 x109/L), ndo responsivo
ao tratamento

- Persistente ou aumento da esplenomegalia, ndo responsivo ao
tratamento

- Trombocitose persistente (> 1000 x10°%L), ndo responsiva ao
tratamento

- Trombocitopenia persistente (< 100 x10°L), ndo responsiva ao
tratamento

- Basdfilos =2 20% em SP

- 10-19% de blastos em SP ou MO

- Anormalidades cromossbémicas adicionais em células Ph+, que
incluem rota maior, cariétipo complexo ou anormalidades do 3g26.2

- Nova anormalidade cromossémica clonal que ocorra durante o
tratamento

- Resisténcia hematolégica ao primeiro TKI (ou falha em atingir RHC)
- Indicagcao hematoldgica, citogenética ou molecular de resisténcia a
dois TKI sequenciais

- Ocorréncia de duas ou mais mutacbes no BCR-ABL1 durante o

tratamento com TKI

2.2.2 Fisiopatologia

A LMC é o resultado de uma anormalidade genética caracterizada pela

presenca do cromossomo Ph, originado da translocagéo entre os bragos longos
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dos cromossomos 9 e 22. Esta translocacdo forma a fusdo do gene ABL
proveniente do cromossomo 9 com o gene BCR do cromossomo 22 %3. O
oncogene hibrido BCR-ABL ativado promove a fosforilacdo de uma proteina
quimérica geralmente de 210 kDa (p210BCR-ABL), responsavel pela
proliferacdo de um clone maligno na medula 6ssea devido a atividade excessiva
da tirosina quinase '#. Na LMC, o ponto de ruptura do BCR ocorre entre os éxons
12 e 16. Quando este ponto de ruptura ocorre entre o primeiro e segundo éxons
a proteina de fusdo gerada tem tamanho menor (p190), sendo esta alteracdo
mais frequente nos pacientes com leucemia linfoblastica aguda “. Estas

variacdes sdo responsaveis pelas diferencas fenotipicas ocorridas na doenca 4*.

Podem ocorrer alteracdes citogenéticas adicionais (ACA), sendo as mais
frequentes, trissomias do cromossomo 8 (+8) e 19 (+19), cromossomo Ph extra
(+Ph), isocromossomo 17 i(17q) e ider(22)(q10)t(9;22)(q34;q11), todas também
conhecidas como alteragdbes de “rota principal” 4. Embora as delecdes do
cromossomo 9 ndo apresentem valor progndstico, as alteracbes de “rota

principal” estdo associadas a piores respostas .

O conhecimento desta anormalidade tem papel fundamental no
desenvolvimento da terapia para esta condicdo. A introducdo dos TKI,
tratamento direcionado para a oncoproteina BCR-ABL, mudou drasticamente a

histéria clinica dos pacientes com LMC ©.

2.2.3 Prognadstico

Diversos escores prognosticos foram desenvolvidos no cenéario da LMC
com intuito de predizer o tempo da fase cronica e risco de progressao da doenca
44 sendo os escores de Sokal, Hasford e EUTOS os mais utilizados na pratica

clinica, todos devendo ser calculados em pacientes virgens de tratamento 4>,

Sokal*® leva em consideracdo idade do paciente; tamanho do baco,
medido em centimetros abaixo de rebordo costal esquerdo; contagem de
plaguetas e porcentagem de blastos circulantes e Hasford*® associa a

porcentagem de basofilos e eosinofilos a estas variaveis. Estes escores foram
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validados e publicados antes do advento dos TKI, entretanto, ainda séo uteis e
conseguem predizer sobrevida relativa em pacientes em uso de Imatinibe 48. O
escore EUTOS# avalia tamanho do baco e porcentagem de basoéfilos e foi
validado em uma coorte com pacientes usuarios de Imatinibe em primeira linha

de tratamento.

2.2.4 Resposta ao Tratamento

A resposta que o paciente atinge com o uso do TKI é fator progndstico
importante. Os objetivos do tratamento visam o0 alcance da resposta
hematoldgica completa (RHC), de respostas citogenéticas maiores e de
respostas moleculares profundas (Tabela 3). RHC é definida como numero de
leucdcitos inferior a 10000/microL, auséncia de granuldcitos imaturos e menos
do que 5% de basdfilos; contagem plaquetaria inferior a 450000/microL e baco
nao palpavel ao exame fisico. Resposta citogenética maior € atingida quando ha
reducdo para niveis inferiores a 35% de metéafises de Ph. Na resposta 6tima ao
tratamento, espera-se que o paciente atinja RHC até trés meses do inicio de um
TKI, alcance resposta citogenética maior até os 6 meses e aos 12 meses
resposta citogenética completa 2. Aos 3 meses, a obtencdo de uma presenca
de transcritos BCR-ABL > 10% parece ter impacto prognéstico negativo 490,
Apods, espera-se que 0 paciente atinja respostas moleculares maiores (RMM),
caracterizada pela reducao de transcritos BCR-ABL a uma quantidade superior
a 3 logaritmos ou propor¢cdo de BCR-ABL1/ABL1 < 0,1%, e cada vez mais
profundas (Tabela 4) 3.

Por muitos anos procurou-se avaliar amostras de sangue periférico ou
medula 6éssea de pacientes com LMC assintomaticos, com intuito de
diagnosticar-se precocemente recaidas. Com o advento da tecnologia para
analise molecular, passou-se a monitorizar pacientes com LMC respostas
citogenéticas e com isso, pode-se identificar os pacientes que tendem a
apresentar respostas mais duradouras e por consequéncia menores riscos de
recaida °l. Niveis profundos de resposta molecular podem ser definidos de

acordo com a padronizacdo internacao para analise de PCR BCR-ABL a partir
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da reducéo de 4 logaritmos °2. Evidéncias sugerem que a obtencdo de respostas
moleculares profundas, principalmente quando atingidas precocemente,
correlacionam-se com melhores desfechos a longo prazo, tais como sobrevida e

progressao 3.

Tabela 3. Definicdes de respostas em leucemia mieloide cronical3

Definicdes

RHC - Leucécitos totais < 10000/microL
- Basdfilos < 5%
- Auséncia de mielécitos, promieldcitos e mieloblastos
- Plaguetas < 450000/microL

- Bago néo palpavel

Resposta
citogenética
Maior - Completa: Auséncia de metéfises de Ph ou < 1% de nucleos

positivos de BCR/ABL de pelo menos 200 ndcleos no FISH
- Parcial: 1-35% de metéafises de Ph

Menor - 36-65% de metéfises de Ph
Minima - 66-95% de metafises de Ph
Auséncia - > 95% de metéfises de Ph

Resposta molecular

maior

RM3 - Doencga detectavel com proporgdo de BCR-ABL1/ABL1 <
0,1% (= 3 log de reducao) conforme escala internacional

RM4 - Doencga detectavel com proporgdo de BCR-ABL1/ABL1 <
0,01% (= 4 log de reducao) conforme escala internacional

RMA4.5 - Doencga detectavel com proporgédo de BCR-ABL/ABL1 <
0,0032% (= 4,4 log de reducéo) conforme escala internacional

RM5 - Doenca detectavel com propor¢cdo de BCR-ABL1/ABL1 <

0,0001% (= 5 log de reducao) conforme escala internacional
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Tabela 4. Definicdo de resposta aos TKI em primeira linha de tratamento
(adaptado de Baccarani et al)!?

Resposta ,
'SP Warning Falha
Otima
Pacientes de alto
Inicio de tratamento NA risco ou alteragges, NA

BCR-ABL < 10%

ACA/Ph+, “rota
principal’

BCR-ABL > 10%

Auséncia RHC

3 meses e/ou Ph+ < 35% e/ou Ph+36-95% e/ou Ph+ > 95%
6 meses BCR-ABL < 1% BCR-ABL 1-10% BCR-ABL > 10%
e/ou Ph+ 0 e/ou Ph+ 1-35% e/ou Ph+ > 95%

- 0,
12 meses BCR-ABL <0,01% BCR-ABL>0,1-1% CCR-ABL>1%

e/ou Ph+ > 0%

Perda de RHC
Perda de RCyC
ACA/Ph- (-7 ou - Perda confirmada
7q) de RMM
Mutacdes
ACA/Ph+

ApOs e a qualquer

BCR-ABL £0,01%
momento

NA: ndo se aplica

2.2.5 Resisténcia aos TKI

Resisténcia ou intolerancia ao tratamento padrao com TKI pode ocorrer.
Estima-se que aproximadamente 25 a 30% dos pacientes inicialmente tratados
com imatinibe possam exibir resisténcia primaria °, definida como auséncia de
resposta hematoldgica completa apdés 3 meses de tratamento; auséncia de
qualquer resposta citogenética em 6 meses; auséncia de resposta citogenética
maior em 12 meses; elevacao das contagens de leucécitos em duas ocasides
subsequentes ou recaida apos remissdo hematolégica completa ou resposta
citogenética maior %4, A resisténcia primaria comumente ocorre por mecanismos
independentes ao BCR-ABL e pode reverter com simples aumento da dose do
TKI. Entretanto, cerca de 10% dos pacientes ainda apresentam-se resistentes

mesmo com esta mudanca posoldgica °°.

Por outro lado, resisténcia secundaria, definida como perda de resposta,
geralmente esta relacionada a fatores BCR-ABL dependentes. Os mecanismos
descritos relacionados a este fenbmenos sao: superexpressao dos transcritos

BCR-ABL; mutacdo de ponto no dominio tirosino quinase ABL; amplificagdo
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gendmica da proteina BCR-ABL %%. As mutacdes ponto sdo a alteracdo mais
frequente no cenario de pacientes com progressao da LMC ap6és uso de um TKI.
Cerca de 50% dos pacientes possuem mutacGes detectadas %657, sendo a
mutacdo T315! a mais frequente 6. Dasatinibe e nilotinibe possuem perfis de
resisténcia muito semelhantes, assim como imatinibe e também o bosutinibe

ambos apresentam resisténcia a mutagdo T315] 565859,

2.2.6 Tratamento

Até a década de 1980, o tratamento da LMC era insatisfatorio. Inicialmente
a escolha terapéutica recaia sobre arsénico e radioterapia, capazes apenas de
proporcionar certo alivio sintomatico. Nos anos 50, o tratamento de escolha era
o bussulfano, com melhora da qualidade de vida, mas também sem impacto na
sobrevida global dos pacientes. Foi posteriormente substituido pela
hidroxicarbamida. Remissdo citogenética através de medicamentos foi
primeiramente descrita com alfa-interferon e por este motivo, entre os anos 1980
e 2000, os pacientes que nao eram elegiveis ao TCTH recebiam este tratamento
60-62 No entanto, o TCTH era a terapéutica de escolha, principalmente quando
o cenario era formado por pacientes jovens, em fase crénica no primeiro ano
apos diagnoéstico 3, com doador aparentado antigeno leucocitario humano (HLA)
idéntico, visto que a sobrevida livre de leucemia em 5 anos era de
aproximadamente 60%, contrastando com a auséncia desta resposta nos

usuarios de interferon ou hidroxiureia 8456,

A partir de 1990, o enfoque da terapéutica da LMC mudou para a sintese
de moléculas capazes de inibir a atividade de tirosino quinase da proteina BCR-
ABL. O mesilato de imatinibe, primeira droga desta classe, apresenta um efeito
inibidor especifico sobre trés tirosinas quinases: ABL (BCR-ABL, v-ABL, c-ABL),
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e c-Kit. Através desta
caracteristica promove uma atividade antiproliferativa em linhagens celulares

que expressam proteina ABL ativada e levam a morte celular por apoptose ©.

Em 2002, o imatinibe foi aprovado para tratamento de primeira linha dos

pacientes portadores de LMC baseado nos resultados obtidos pelo estudo IRIS
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(International Randomized Study of Interferon and STI571). Apdés um seguimento
mediano de 19 meses, a taxa estimada de resposta citogenética maior aos 18
meses era de 87,1% para o grupo do imatinibe e de 34,7% no grupo que recebeu
interferon e citarabina (p< 0,001). As taxas estimadas de resposta citogenética
completa foram de 76,2% para o imatinibe e 14,5% para o interferon e citarabina
(p< 0,001). Aos 18 meses, a sobrevida livre de progresséo para fase acelerada
ou crise blastica foi de 96,7% e 91,5% respectivamente (p<0,001) °. Os estudos
de seguimento destes pacientes também mostravam que 0s pacientes
persistiam com resposta sustentada ao tratamento em longo prazo. Apds um
periodo minimo de 8 anos, 55% dos pacientes permaneciam em uso do
imatinibe, comprovando a boa tolerancia ao tratamento, tendo como resultado:

sobrevida livre de progressédo de 92% e sobrevida global estimada de 85% °.

Para superar o fenbmeno da resisténcia medicamentosa uma segunda
geracao de TKiI foi criada. O nilotinibe, um potente inibidor da BCR-ABL quinase,
estruturalmente semelhante ao imatinibe, porém com maior afinidade ao
receptor, e o dasatinibe, inibidor potente da BCR-ABL quinase, assim como da
SrC quinase, c-kit e fator de crescimento derivado das plaquetas, fazem parte
dessa nova geracdo de drogas ". Ambas medicacdes estéo aprovadas, também
como primeira linha de tratamento para LMC, visto que produzem maior
beneficio do que o imatinibe no que se refere aos parametros de resposta
molecular, citogenética e hematoldgica, assim como no que tange a progressao
da doenca °°. Além delas, o bosutinibe também compde o grupo dos TKI de
segunda geracdo. Seu uso encontra-se liberado nos Estados Unidos e na
Europa para os pacientes intolerantes ou resistentes ao tratamento prévio 8.
Quando comparado com o imatinibe, o bosutinibe produz respostas
citogenéticas e moleculares similares, entretanto, os pacientes em uso de
bosutinibe apresentam maiores taxas de efeitos adversos como diarreia e
vomitos, dispepsia e reagbes anafilaticas. Devido a estes efeitos colaterais
houve maiores niveis de descontinuacdo do bosutinibe (19%), quando

comparado ao braco de pacientes em uso de imatinibe (6%) ©°.

Considerando-se que imatinibe, dasatinibe e nilotinibe s&o opc¢des
estudadas e liberadas como primeira linha de tratamento da LMC, a deciséo

acerca de qual melhor TKI para iniciar-se um tratamento deve recair sobre
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algumas variaveis. Deve-se levar em consideragao os resultados a longo prazo,
custos e principalmente perfil de comorbidades do paciente. Estas variaveis
também contribuem na decisdo quanto ao melhor esquema terapéutico a ser
adotado em segunda linha 3. A presenca de efeitos colaterais maiores, graus 3
e 4, os quais geralmente ocorrem no inicio do tratamento, podem ser
responsaveis por até 10% das descontinuacdes terapéuticas 370, Além disso, a
ocorréncia de efeitos colaterais esté relacionada a menores taxas de aderéncia

ao tratamento e consequentemente respostas mais pobres 2.

E comum que pacientes em uso de TKI apresentem efeitos colaterais
destas drogas . Estes eventos adversos, decorrem em grande parte dos efeitos
“fora do alvo” destas medicagdes. Estes efeitos resultam da ndo seletividade
quanto a inibicao da proteina BCR-ABL e acabam por lesar tecidos saudaveis e
sdo mais frequentes no grupo dos TKls de segunda geracdo ‘2. Dentre 0s
pacientes em uso de imatinibe, até 50% experimentardo algum grau de
toxicidade, porém apenas uma pequena minoria terd que suspender o
tratamento devido aos eventos adversos °. A associacdo entre o nilotinibe e
doenca arterial periférica e coronariana ja esta bem estabelecida, por outro lado,
o dasatinibe apresenta maior incidéncia de complicacdes pleurais e respiratorias.
Além disso, todos os TKI podem ocasionar toxicidade cardiologica, assim como

mielossupresséao 113,

Em 2013 foi aprovado o uso de ponatinibe, um TKI de terceira geracgéao,
Gnico TKI com acgdo contra a mutacdo do T315l 3. Além de pacientes que
apresentem esta mutacao, o ponatinibe também pode ser utilizado em pacientes

em fase cronica que falharam a primeira linha de tratamento *2.

Pacientes que se apresentem ou progridam da fase cronica para a fase
acelerada apresentam maior dificuldade de controle da doenga. Ainda assim,
evidéncias mostram que cerca de 80% dos pacientes tratados com imatinibe
atingem RCyC e 63% chegam a apresentar RMM. Ja, um percentual ainda maior
de pacientes que fazem uso de dasatinibe ou nilotinibe atingem RCyC e RMM,
90% e 76% respectivamente 4. Por outro lado, os pacientes que evoluam para
crise blastica possuem reducdo drastica na expectativa de vida . Os

tratamentos iniciais existentes possuem como objetivo principal permitir que o
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paciente seja submetido ao TCTH na fase cronica, se possivel 13. Existem duas
formas de crise blastica: mieloide e linfoide. A crise blastica linfoide, com
linfocitos da linhagem B, ocorre em aproximadamente 30% dos casos e tende a
apresentar respostas ligeiramente superiores ao tratamento do que a crise
blastica mieloide 6. Pode ser necessario o acréscimo de tratamentos
quimioterapicos convencionais aos TKI para melhores resultados, especialmente

no cenario da crise blastica linfoide 7.

Apesar de todos estes avan¢os o TCTH ainda é considerado como Unico
tratamento capaz de promover a cura. Apesar disso, somente 15% a 30% dos
pacientes serdo candidatos a este procedimento, tendo como principal limitante
a idade e a indisponibilidade de doador compativel. Além disso, apresenta
elevada morbimortalidade 2. Os primeiros estudos feitos no contexto do TCTH
em pacientes com LMC datam da década de 1980, inicialmente com a realizacéo
de TCTH singénico. Em um primeiro momento, todos os pacientes em fase
crbnica apresentaram RCyC, porém 25% apresentaram recidivas em até 30
meses poés-transplante 8. Apds esta constatagdo, passou-se a estudar a
realizacdo de TCTH com doadores aparentados. A sobrevida livre de leucemia
em trés anos nao diferiu estatisticamente, entretanto os pacientes tratados com
TCTH de doadores aparentados apresentaram menor risco de recidiva
sobretudo aqueles que receberam enxerto sem deplecdo de linfocitos e que
apresentaram DECH. Deste modo, concluiu-se a importancia do efeito GVL no

cenario da LMC 7.

Atualmente, o TCTH é indicado em pacientes com LMC em fase crénica
que apresentem refratariedade a uma ou mais linhas de tratamento ou ainda
intolerancia a dois TKIs diferentes, além daqueles portadores da mutacéo T315I.
Pacientes que se apresentem em fase acelerada ou crise blastica também
possuem indicacdo para realizacdo do transplante. Os regimes de

condicionamento mieloablativo sdo preferenciais, sempre que possivel 13,
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2.3 Efeito enxerto contra leucemia

O efeito GVL, do inglés graft-versus-leukemia, descreve, em linhas gerais,
uma resposta imuno-mediada capaz de conservar o0 estado de remisséo
continuada de uma doenca onco-hematoldgica tratada através de TCTH.
Inicialmente, o0 GVL era considerado como um componente menor da DECH. No
entanto, admite-se atualmente, que os mecanismos envolvidos nestas duas
situagbes estdo intimamente associados '#'%;, porém, estudos em modelos
animais, além de algumas evidencias em humanos, indicam que GVL e DECH
podem funcionar independentemente &. DECH requer o reconhecimento dos
antigenos apresentados pelas moléculas do MHC, através das células T do
doador, gerando uma resposta efetora envolvendo linfécitos e citocinas °. Esta
resposta pode ser direcionada a uma seérie de tecidos, incluindo pele, mucosas,
medula 6ssea, pulmdes e vias biliares. Por outro lado, nas reacfes GVL, a alo-

resposta suprime a doenca leucémica residual 8.

Existem duas células capazes de reconhecer e lisar células neoplasicas:
os linfocitos T citotdoxicos e as células NK e ambas possuem acdo central no

mecanismo das reag¢es GVL 4.

Os genes do complexo MHC codificam duas classes de moléculas de
superficie. As moléculas de classe | sdo expressas na superficie das células
nucleadas, e atuam na fase efetora da imunidade apresentando os antigenos
para os linfécitos T CD8+, enquanto as de classe |l sdo restritas aos mondcitos,
linfocitos B e células dendriticas. Mondcitos e células dendriticas atuam
apresentando fragmentos de antigenos para os linfécitos T CD4+ (helper) e por
isso também s&o conhecidas como células apresentadoras de antigenos (APC)
82 Existem mudltiplas variacdes nas moléculas do MHC e as diferencas entre elas
podem gerar respostas de linfocitos T aloreativos, trazendo um risco de rejeicao
do orgao transplantado, quando trata-se de transplantes de érgéos solidos, ou
uma producgéo de citocinas desregulada gerando um quadro inflamatério grave,

conhecidos clinicamente como DECH 83,

Por outro lado, o mecanismo de reconhecimento das células alvo pelas

células NK nédo é completamente elucidado 8. Dois grupos de receptores de
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superficie celular inibitérios, que contrariamente ao inicialmente imaginado,
interagem com as moléculas do MHC prevenindo lise, j& sdo conhecidos. O
primeiro destes grupos, conhecido como receptores KIR (do inglés, Kkiller
immunoglobulin-like receptors) age sobre moléculas de classe | 8. No cenario
do TCTH as células NK do doador séo inibidas através de interacdes com
moléculas MHC classe | do receptor. Esta interacdo faz com que as células NK
infundidas tolere as células normais. Entretanto, as células tumorais, que tendem
a apresentar expressao alterada destas moléculas em sua superficie, séo

reconhecidas e lisadas 1°.

A DECH é uma condicao clinica que possui diversas apresentacdes e
varios graus de severidade, podendo levar alguns pacientes ao ébito. Quando
ocorre apos transcorridos 100 dias do TCTH geralmente esta correlacionado ao
DECH crbnico, embora esta classificacdo ndo seja totalmente adequada, visto
gue ha descricdo de uma sindrome semelhante ao DECH agudo ocorrendo apo6s
este periodo 86, Os principais alvos do DECH agudo sdo figado, trato
gastrointestinal, pele e pulmdes 83. Por outro lado, 0 DECH cronico, um processo
mais fibrético junto aos 6érgdos acometidos, pode incidir em até 70% dos
pacientes pos-transplante e é a principal causa de mortalidade néo relacionada
a recidiva da doenca base 88, Em ambas as situagdes o tratamento se da

através de imunossupressao 2.

Na década de 1980, percebeu-se o impacto positivo da DECH nas
recaidas de leucemia. Na ocasido, notou-se que 0s pacientes que sobreviviam
a um gquadro grave de DECH apresentavam sobrevida maior do que os pacientes
gue ndo eram acometidos por esta condicédo . Estudos posteriores mostraram
que pacientes com LMC que eram submetidos ao TCTH com deplecéo de
linfécitos T apresentavam maior possibilidade de recidiva da doenca, fato que
confirmava a importancia dos linfocitos frente ao desenvolvimento de GVL. Além
disso, também evidenciou-se que pacientes com LMC sdo mais suscetiveis aos

efeitos GVL mediados por linfocitos 1679,
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2.4 Células Natural Killer

2.4.1 Biologia das células NK

As células NK sdo grandes linfécitos granulares que correspondem até
15% das células sanguineas na circulacdo periférica e também podem ser
encontradas no baco, cavidade peritoneal, figado, pulm&es, linfonodos, timo e
Utero durante a gestacdo °°. Morfologicamente sédo células semelhantes aos
grandes linfocitos com citoplasma granular, sendo estes granulos azurofilicos
sua caracteristica histoldégica mais marcante. Associado a isso, apresentam
citoplasma mais abundante quando comparados aos linfcitos tipicos. Os
granulos citoplasmaticos das células NK sdo importantes na acao citotoxica e
contém uma proteina chamada perforina, além de um grupo de enzimas

conhecidas como granzimas °*.

A capacidade citotéxica das células NK frente a uma célula-alvo
identificada ocorre através de dois mecanismos principais. Exocitose das
granzimas através da perforina acabam induzindo apoptose do alvo celular. O
segundo mecanismo refere-se a apoptose dependente da caspase através da
associacdo de alguns receptores como o Fas/CD59. Citotoxicidade celular
dependente de anticorpos também pode ser um mecanismo de atague as células

tumorais principalmente pelas células CD569™ 18,

Fenotipicamente as células NK sdo conhecidas pela expressado de CD56,
uma isoforma da molécula de adesdo celular neural, em sua superficie,
associado a auséncia de marcadores comuns em linfocitos T, tais quais CD3 e
receptor de células T %°. A molécula de adeséo celular neural ndo possui fungéo
conhecida junto as células NK, embora estudos sugiram que ela pode mediar
interacdes entre as células NK e seus alvos celulares °2. A intensidade de
expressdo do CD56 na superficie celular diferencia dois subtipos de células NK

com funcionalidades distintas .
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2.4.2 Funcéao

As células NK sdo componentes fundamentais da imunidade inata,
apresentando a habilidade de defender rapidamente o organismo contra
patégenos infecciosos e também possui acdo contra células tumorais. Além
disso, também atuam secretando citocinas, como interferon gama (IFN-y), que
auxiliam nas respostas inata e adaptativa da imunidade . Diferentemente dos
linfécitos T, as células NK sdo capazes de lisar células-alvo através de
mecanismos independentes ao MHC 3,

Aproximadamente 90% das células NK na corrente sanguinea sao do
subtipo CD569™, as quais expressam um receptor de baixa afinidade em altos
niveis para a regidao constante da imunoglobulina G, FC y Rllla (CD16). As
demais células NK circulantes sdo conhecidas como CD5619M 93, As células NK
CD569™M possuem propriedades citoliticas complexas, capazes de eliminar
células tumorais ou infectadas sem sensibilizacdo prévia °*. Além disso,
possuem maior agao citotoxica contra alvos sensiveis as células NK, tais quais
a linhagem celular K562 °. As células CD569™ apresentam, em repouso, uma
densidade variavel de receptores KIR em sua superficie, situacdo que parece
ser muito relevante na prevencao de condi¢des autoimunes bem como frente a
transformacdo maligna. Por outro lado, a minoria de células NK circulantes,
composta pelo grupo das células CD56"9" possuem acdo mais direcionada na
regulacdo imunoldgica que se da através da producdo de mdltiplas citocinas e
quimiocinas. Estas células expressam receptores de alta e intermediaria
afinidade para interleucina-2 (IL-2) e apresentam expansao in vivo ou in vitro em

resposta a baixa dose de IL-2 %,

2.4.3 Desenvolvimento

Assim como ocorre com os linfocitos B e T, as células NK derivam da
célula tronco hematopoiética CD34+ na medula 6ssea. Entretanto, seus
precursores medulares ainda nao foram identificados sugerindo que a maturacao

e desenvolvimento pode ocorrer em outros sitios anatdmicos. Estudos recentes



30

mostram que as células NK também podem ser desenvolvidas no figado e nos
linfonodos 8. Diversos fatores de transcricdo, como Ets-1, Id2, Ikaros e PU.1
ja foram identificados °’. A maturacdo das células NK é regulada através do
Gata-3 e IRF-2 e apos sofre diferenciacéo funcional por meio do CEBP-y, MEF
e MITF 18 Além disso, a interleucina-15 mostrou-se essencial para o
desenvolvimento, homeostase e sobrevivéncia destas células. Entretanto,
estudos recentes associam a atividade da interleucina-21 (IL-21) frente a
proliferacdo e maturagcdo das células NK. In vitro, APCs modificadas
geneticamente para expressar IL-21 promovem maior proliferacdo de células NK
humanas, com maiores teldomeros e menor senescéncia, o0 que pode significar
maior potencial de expanséo in vivo destas células. Além disso, apresentam
significativos na imunidade antitumoral %. A atividade citolitica das células NK

maduras é estimulada pela IL-2 e em menor escala pelas interleucinas 7 e 12 %,

2.4.4 Receptores de células NK

A funcionalidade das células NK é controlada por uma grande variedade
de receptores de superficie, os quais podem atuar na inibicdo ou ativacao celular.
Esta dualidade regula a citotoxicidade das células NK. De um modo geral, o
grupo de receptores inibitérios € composto pelos receptores KIR, o0s receptores
de lectina tipo C (CTLR, do inglés C-type lectin receptors) (CD94-NKG2A) e
também pelos receptores inibidores de leucécitos (LIR1, do inglés leukocyte
inhibitory receptors). Por outro lado, os receptores de ativacdo sao o0s receptores
de citotoxicidade natural (NCR, do inglés natural cytotoxicity receptors — NKp46
e NKp44), os proprios CTLR (CD94-NKG2A) e os receptores Ig-like (2B4) 18,
Considerando que alguns destes receptores de ativacdo também sé&o
encontrados em outras células é imprescindivel que a ativacdo de células NK

esteja sobre um controle rigido dos receptores inibitorios 1%,

Os receptores inibitérios reconhecem as moléculas MHC de classe |
préprias do organismo e assim previnem a ativacéo das células NK. A teoria do
missing self proposta em 1986 por Kéarre e colaboradores'®! pressupde que as

células NK protegem os tecidos com expressdo adequada destas moléculas
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MHC de classe | e lisam as células que expressem de forma aberrante o0 MHC
classe |. Sabe-se que muitas células infectadas por virus ou tumorais diminuam
a expressédo do MHC classe | com a intengcdo de escapar do reconhecimento
pelos linfocitos T citotdxicos, mas deste modo tornam-se vulneraveis a acao das

células NK 18,

Existem ao menos 15 subtipos diferentes de KIR identificados no
cromossomo 19q13.4. Estruturalmente, os receptores KIR contém dois ou trés
dominios extracelulares Ig-like e reconhecem moléculas MHC de classe I. A
funcionalidade do KIR depende do tamanho do dominio citoplasmatico, sendo
gue o curto (S) apresenta acao ativadora enquanto que o longo (L) € inibidor. O
namero destes dominios extra e intracelular designam a nomenclatura destes
receptores (ex.: KIR2DL ou KIR3DS). O grupo KIR inclui receptores para
determinantes polimorficos de HLA-A, HLA-B, HLA-C, além dos nao classicos
HLA-E e HLA-G. O HLA-C é particularmente importante no reconhecimento de
células ja que existem diversas ligacBes especificas bem descritas para
antigenos associados a este HLA %, A tabela 5 apresenta a especificidade de

cada HLA classe | com seu receptor KIR.

Tabela 5. KIR e seus ligantes HLA (adaptado de Thielens et al)%?

KIR Ligante
KIR2DL1 HLA-C
KIR2DL2 HLA-C
KIR2DL3 HLA-C
KIR3DL1 HLA-B
KIR3DL2 HLA-A
KIR3DL4 HLA-G
KIR2DS1 HLA-C

KIR2DS4 HLA-C
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Os CTLRs estéo situados no cromossomo 12p.12.3-p13.1 e dividem uma
subunidade comum (CD94) ligada a uma segunda subunidade de um dos
membros do grupo NKG2 (A, B, C ou E). Estes também podem ser encontrados
expressos nos linfécitos T citotéxicos 9. Destes, apenas o heterodimero
CD94/NKG2A é inibitorio e possui um par de tirosinas promotoras de inibicdo no
citoplasma 9. NKG2D é um quinto transcrito que exibe uma baixa semelhanca
com os outros membros NKG2 e n&o formam par com o CD94. Os ligantes para
o receptor NKG2D sédo as moléculas relacionadas ao MHC classe | MICA e
MICB, cuja expressao esta sob controle de elementos promotores similares a
células sob estresse, como por exemplo o choque térmico, e estdo supra
reguladas no cenario de infec¢cdo por citomegalovirus, assim como em uma
diversidade de neoplasias epiteliais e hematolégicas. Em contrapartida s&o
minimamente expressas em células de tecidos normais. Em alguns casos este

é 0 Unico receptor gatilho responsavel por ativar a lise de células tumorais 94104,

2.4.5 Papel das células NK frente a doencas

O envolvimento das células NK frente a diversas condi¢des patologicas ja
€ reconhecido. Uma das fun¢des primordiais das células NK é a vigilancia
imunoldgica que se da através do reconhecimento de células neoplasicas como
alvo. In vivo ja se comprovou que a atividade das células NK pode controlar a
propagacao metastatica, bem como o crescimento tumoral. Estudo publicado em
2000 evidencia que a baixa atividade citotoxica periférica esta correlacionada
com aumento no risco de desenvolvimento de cancer em adultos 2°. Além disso,
algumas citocinas como as interleucinas 12 e 18 (IL-12 e IL-18), ativadas durante
a fase final da diferenciacdo de células NK aumentam a citotoxicidade contra
células tumorais, assim como a producdo de IFN-y que também agira

diretamente em alvos neoplasicos *8.

As células NK fornecem protecdo imunologica contra diversos tipos de
infec¢bes virais. JA estd bem documentado o papel destas ceélulas frente a
infecgbes por flavivirus, tais quais dengue, febre amarela e febre do Nilo

ocidental. Também ha documentacdo quanto a infec¢des por hepatites virais,
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HIV, influenza e virus sincicial respiratério 223, Geralmente, a resposta
especifica das células NK decorrente das infec¢bes virais depende de outras
células. H& interacdo com neutrofilos, macréfagos e células dendriticas para que
ocorra regulacdo do meio de citocinas e respostas dos linfocitos T helper. Além
disso, as células NK limitam diretamente o efeito dos linfécitos T CD4+ nos

linfocitos T CD8+ 105,

Ha evidéncias que comprovam a ligacdo entre as células NK e a
patogénese e regulacdo de doencas autoimunes. As células NK sdo capazes de
destruir células autorreativas ou desempenham um papel indireto pela regulacéo
da resposta imune adaptativa. Elas podem interferir com as APCs no gatilho da
resposta autoimune induzindo a proliferacéo de linfécitos T e B autorreativos.
Além disso, também podem prevenir respostas autoimunes através da inibicao
da apresentacdo de antigenos proprios pelas células dendriticas 1. Estudos em
diversos 6rgdos acometidos por doencas autoimunes ja identificaram grande
quantidade de células NK mostrando que estas sao recrutadas como primeira
linha de defesa as reagdes autoimunes %7, Polimorfismos no receptor das
células NK também estdo implicados no desenvolvimento e progressédo deste
grupo de patologias 1%. Algumas das doencas autoimunes cujo papel das
células NK ja é conhecido séo: diabetes mellitus tipo 1, esclerose multipla, artrite
reumatoide, doencas tireoidianas, artrite reumatoide e lUpus eritematoso

sistémico 18107,

Evidéncias também apontam para a capacidade das células NK em
suprimir potenciais alergénicos e deste modo atuariam no controle de doencas
alérgicas. In vitro, as células NK sao capazes de polarizar-se em dois
subconjuntos com distinta funcionalidade, NK1 e NK2, analogas aos subgrupos
de linfécitos T, Thl e Th2. Além disso, algumas células NK regulatérias secretam
interleucina 10 e sdo capazes de suprimir a producdo de IgE 1. Outro
mecanismo ocorre na asma, situagdo em que as células NK contribuem para a
melhora da resposta alérgica das vias aéreas. Neste grupo de pacientes ha
aumento da atividade das células NK no sangue periférico, sugerindo que ha

migracdo destas para os pulmdes durante o processo inflamatério 18110,
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2.4.6 Relacéo entre células NK e LMC e terapia com TKI

O papel das células NK frente a LMC passou a apresentar relevancia
clinica desde quando se descreveu o efeito GVL em pacientes com esta
patologia que haviam sido submetidos ao TCTH 6. Entretanto, o modo de acéo
das células NK na LMC ainda néo esta completamente elucidado ?7. Assim como
para outras neoplasias, as células NK possuem marcada atividade citotdxica
contra diferentes tipos de leucemia, atuando na linha de frente de combate contra
as células tumorais 2*. Mas na LMC o nimero de células NK parece diminuir com
a progressao da doenca da fase crbnica para a crise blastica, assim como
apresentam reduzida citotoxicidade *'. Na LMC, a translocagéo do gene BCR-
ABL afeta células dendriticas, permitindo que estas ativem células NK
aumentando a sua expressao de ligantes NKG2D, além disso também controla
diretamente a expressao de NKG2DL, sendo que a molécula MICA é a mais
expressa 2, A exposicéo crénica do NKG2D leva a molécula MICA a secretar
uma proteina solivel chamada sMICA. Elevados niveis circulantes de sMICA
refletem expanséao tumoral e induzem uma modulacdo negativa do NKG2D que
persiste na superficie das células tumorais facilitando que estas escapem da lise

mediada pelas células NK 27,

A terapia alvo para LMC através dos TKls também possui efeitos sobre
as células NK. O imatinibe parece ser capaz de diminuir os niveis de sMICA,
além da expressdo de NKG2D nos linfécitos T. Ambas alteracdes sdo capazes
de estimular a lise celular mediada pelas células NK 25, Além disso, o imatinibe
age sobre as células dendriticas promovendo ativacdo das células NK. Estudo
realizado com pacientes portadores de tumores estromais gastrointestinais, cujo
tratamento também é realizado com imatinibe evidencia que ha um incremento
na producao de IFN-y pelas células NK, fato que correlaciona-se com aumento

na resposta antitumoral 113

Pacientes em uso de TKls de segunda geragdo também parecem se
beneficiar do efeito destas drogas sobre a atividade das células NK. Estudo in
vitro realizado com dasatinibe adicionado a meios de cultura celular demonstra

que ocorre aumento no numero absoluto de células NK, especialmente no
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cenario da linfocitose induzida pela medicacao, além de maior efeito citotoxico
destas células %6. O desenvolvimento de linfocitose durante o tratamento com
dasatinibe esta associado a maiores taxas de sobrevida 4. Por outro lado, o
impacto exercido pelo nilotinibe sobre a citotoxicidade das células NK é menor,
jA que induz a morte celular das células NK CD569" acarretando menor

producédo de citocinas 2.

2.4.7 Aplicacdes terapéuticas das células NK

A partir do conhecimento adquirido sobre a acéo das células NK frente a
eliminacdo de células alvo, aplicacao terapéutica, especialmente no cenario das
neoplasias, vem sendo estudada e desenvolvida. Em 1983 ficou comprovada a
capacidade das células NK alogénicas em eliminar células linfo ou mieloblasticas
de leucemias agudas 1*°. Mais recentemente, foi demonstrado que células NK

autélogas ativadas também possuem habilidade em eliminar blastos 16117,

A idealizacdo da infusdo de células NK em pacientes advém da
observacdo de que pacientes submetidos ao TCTH alogénico que recebiam
maiores doses destas células apresentavam menores taxas de mortalidade
relacionada a recidivas bem como menor incidéncia de infeccdes apds
transplante %8, Além disso, estudo em modelo animal mostra que a infuséo de
células NK ativadas do doador apés TCTH resulta em melhor efeito GVL e por
outro lado reduz significativamente a chance de desenvolvimento de DECH 1°,
Ha evidéncias de metodologias que visam a expansao de células NK in vivo
através da administracdo de IL-2 exdgena em pacientes com diferentes tipos de

neoplasias 1%,

No contexto da LMC os dados publicados at¢é o momento sdo de
experimentos in vitro 28121, Em um estudo, as células NK foram coletadas a partir
de uma amostra de medula 6ssea de pacientes portadores de LMC, em diversos
estagios da doenca, e ativadas atraves da IL-2 em meios de cultura. Os
resultados evidenciaram que as células NK proliferaram melhor nas culturas com

células Ph positivas e em metade destas ndo mais se detectavam a presenca do
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oncogene BCR-ABL apés 14 dias %. Outro estudo, demonstrou supresséo do
namero de células formadoras de colénia em 80% das culturas positivas para o
oncogene BCR-ABL. Em contrapartida, ndo houve supressao da hematopoese

em culturas de células normais 121,

Um dos principais limitadores quanto ao uso da terapia com células NK
na pratica clinica é a dificuldade técnica na obtencédo de um nimero clinicamente
suficiente destas células, além de pureza na amostra no que diz respeito a
presenca associada de linfocitos T. O uso de IL-2 em amostras de medula 6ssea
resultou em expansédo inadequada das células NK em metade da amostra de
pacientes portadores de LMC 28, Em outro estudo realizado com pacientes
diagnosticados com neoplasias de trato gastrointestinal avancadas, as células
NK foram expandidas ex vivo através da estimulacéo de células mononucleares
de sangue periférico com OK432 e IL-2. Na amostra, cerca de 15% das culturas
ndo apresentaram expansdo ou pureza adequada !??. Células NK autélogas
também podem ser ativadas e potencializadas através da administracdo de
citocinas como IL-12, IL-15 e IL-18, mas em nenhum destes métodos conseguiu-

se proliferacéo sustentada 123
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3. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que as células NK podem ter efeitos contra células tumorais,
através de mecanismos que resultam na lise de células suscetiveis. De posse
deste conhecimento o uso terapéutico de células NK como imunoterapia para o
cancer foi proposto e vem sendo testado em diversos contextos clinicos. No que
diz respeito ao emprego desta modalidade terapéutica para o tratamento de
neoplasias hematolégicas existem evidéncias que mostram que pacientes com
Leucemia mieloide aguda (LMA) refratdria beneficiam-se da infusédo
haploidéntica ou estimulacdo de células NK atingindo assim remissdo e
permitindo que o paciente seja elegivel ao TCTH alogénico. Além disso, sabe-

se que o protétipo-alvo NK suscetivel é a linhagem celular de leucemia K562.

O uso de células NK expandidas através de coleta autéloga ja foi testado

e mostrou-se seguro em diversos contextos clinicos.

Por outro lado, o Unico tratamento proposto capaz de curar pacientes com
LMC em fase crbnica que perdem resposta aos TKI ou em fase acelerada é o

TCTH alogénico, procedimento com altos niveis de morbimortalidade.

Sendo assim, uso terapéutico de células NK autélogas como ponte para
a realizacdo do TCTH alogénico, objetivando diminuir a carga tumoral do
paciente é uma terapia extremamente promissora. Através dela é possivel que
se consiga a diminuicdo de complicagdes inerentes ao TCTH alogénico, assim
como posterior melhora da sobrevida deste subgrupo de pacientes.

Entretanto, antes de iniciar-se um tratamento que promete ser
revolucionario no contexto de pacientes com LMC refrataria ou em progressao €
imperativo que se conheca a populagéo que seré estudada, assim como se tenha
garantias de que a metodologia empregada em laboratoério seja eficaz frente aos
tratamentos realizados previamente por todos os pacientes, bem como a prépria

doenca.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos priméarios

Testar a eficacia do método de obtencéo de células NK a partir sangue
periférico de pacientes com LMC, em uso de TKI, apos terceira linha de

tratamento.

4.2 Objetivos secundarios

- Tracar o perfil epidemiolégico dos pacientes portadores de LMC, que
acompanham no ambulatério do servico de Hematologia do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre e que nao responderam ou perderam resposta a duas linhas de
TKI.

- Determinar a sobrevida de pacientes portadores de LMC refratarios ao

imatinibe ou que tenham realizado trés ou mais linhas de tratamento.

- Determinar as caracteristicas das células NK em culturas, de portadores de
LMC quanto a capacidade proliferativa e possibilidade de producéo celular para

uso clinico

- Determinar as caracteristicas das células NK em culturas, de portadores de

LMC quanto a capacidade citotdxica

- Determinar as caracteristicas das células NK em culturas, de portadores de
LMC quanto a pureza com relacao a contaminacgéao por linfécitos T.
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Abstract

Introduction: A great challenge to Chronic Myeloid Leukemia (CML) treatment
is that a considerable amount of patients is refractory or intolerant to most
common available TKIs (imatinib, dasatinib and nilotinib). Last generation drugs
are not available to for clinical usage in Brazil, therefore this special population

could benefit of clinical trials.

Objective: To assess clinical outcomes of refractory or intolerant patients who

could not be treated with new TKIs or experimental therapies.

Methods: A retrospective cohort of 90 CML patients in all stages treated with
imatinib mesylate as their first TKI therapy, and with dasatinibe or nilotinib as next
line therapy. We evaluated clinical outcomes of these patients, with special focus

on the group that needed more than two therapy lines.
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Results: Thirty nine percent of patients were refractory or intolerant to imatinib.
Overall 8-year survival rate of the patients who went through three or more lines
of treatment was significantly lower compared to the ones who were able to
maintain imatinib as their first-line therapy (83% and 22%, respectively p<0.005).
Decreased overall survival was associated with advanced phase of disease
(p=0.0001), age over 60-years (p=0.56), failure to achieve major molecular
response in first line treatment (p=0.0001) and interrupting first line, due to any
reason, treatment (p=0.023). Failure in achieve complete cytogenetic response,
major molecular response and treatment interruption were associated with

progressing to the third line treatment.

Conclusion: The 8-year survival rate in chronic phase was below 30% in the
group of patients that needed at least a third line therapy, is a considerable
worrisome prognosis. Blast and accelerated phases, older age, failure to achieve
major molecular response and interruption of first line treatment was highly
correlated to treatment failure and progression to next lines of treatment. The
critical outcome observed in relapsed, intolerant or refractory chronic phase (CP)
CML patients reflects the unmet need for this group of patients without an
alternative therapy as the new drugs or experimental therapies in clinical trials.
Broader access to newer treatment possibilities is a crucial asset to improve
survival among CML patients thus, especially concerning those refractory or
intolerant to first-line therapies. Therefore, it should come as a warning for

professionals involved in CML patients’ caring as well as public authorities.

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia; Imatinib Mesylate; Dasatinib; Nilotinib;

Survival Analysis.

Introduction

Chronic Myeloid Leukemia (CML) is a well identified clonal
myeloproliferative disorder, for which imatinib was the first approved tyrosine
kinase inhibitors (TKI). Despite its effectiveness, it is estimated that approximately
40% of patients initially treated with this drug may be intolerant or may become
primary or secondary resistant [1,2]. Patients in chronic phase who are judged to
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have experienced treatment failure with imatinib, either as a consequence of
intolerance or resistance, are routinely offered treatment with dasatinib or
nilotinib, known as second-generation TKIs. Other therapy option is the
allogeneic hematopoietic stem cell transplant (HSCT), effective but associated
with morbidity [3]. In the absence of an alternative treatment, in our setting, the
multi-TKI failure chronic phase CML patients, without clinical performance or on
a waiting list for HSCT, may benefit from therapy with interferon. In the long term,
however, interferon is associated with worse clinical outcome and multiple

adverse events [4].

New CML treatment drugs, tested in clinical trials, can be offered to rescue
refractory TKIs patients, especially those not candidates for a HSCT. In Brazil,
multinational companies were conducting approximately 80% of new medication
studies. Even though cancer is currently the national research field with the
highest number of active studies, none of CML refractory TKIs clinical trials were
available in our region in last years, [5]. The main interest of this study was to
assess the CML patient’s characteristics and outcome, especially those treated
with more than two TKI lines (imatinib, dasatinib or nilotinib), without access to

new TKIs or experimental therapies.

Methods

Medical records were reviewed from a retrospective cohort of 90 CML
patients, diagnosed after January 2009, when imatinib was released as first-line

treatment in Brazil, treated at Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Brazil.

The analysis included patients in chronic (CP) and accelerated phases
(AP), and blast crisis (BC), followed for at least 12 months, who received imatinib

mesylate as their first line TKI therapy, and dasatinibe or nilotinib as next line.

Pediatrician patients (under 18 years old) and those treated with HSCT as
second-line treatment were excluded from the analysis. Data were analyzed for
demographic, clinical and laboratory data, Sokal score, treatment modality,
molecular (MR) and cytogenetic responses (CR) and, overall survival (OS).

Primary resistance was defined as response failure to the TKI, and secondary
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resistance was defined as further loss of response, according to the European
Leukemia Net (ELN) criteria [6]. Treatment adherence was evaluated through
medical or pharmaceutical records at the patients’ appointments. It was
considered any interruption of more than 7 days due to any cause, such as

nonadherence and hematologic or non-hematological adverse effect.

Data was analyzed using SPSS Statistics 22.0 and presented either as
absolute or relative frequency, as mean or median standard error, or as
minimum/maximum values, considering the normality of data distribution. The
normality of variable distribution was assessed with the Shapiro-Wilk's test.
Mann-Whitney test was used to compare medians. Parametric data comparison
between groups was done using ANOVA. Non-parametric data between groups
was compared using Kruskall-Wallis test. Categorical variables were analyzed by
using chi-square tests. For comparison of treatment responses between groups,
was used the McNemar's test for paired samples. Overall survival distribution was
calculated using Kaplan-Meier test. Log-rank test was utilized to compare the

curves. Differences were considered significant if p<0.05.

This study was reviewed and approved by the research ethics committee
at Hospital de Clinicas de Porto Alegre (CAE 52377216.3.0000.5327). The study
was conducted in accordance with the provisions of the Declaration of Helsinki

and all experiments described herein comply with the current laws of Brazil.

Results

A total of 90 CML patients received imatinib as first-line TKI therapy and
baseline population’s characteristics were descrite in Figure 1 and Table 1. The
median time from introduction of first-line TKI after the diagnosis was 41 days.
Thirty five (38.8%) patients relapsed or were refractory or intolerant to imatinib,
and 13 (14.5%) progressed to 3 or more lines of treatment. As second-line
treatment, the proportions of patients treated with dasatinib or nilotinib were
similar (Figurel). Population characteristics according to lines of treatment were
described in Table 2, including CML patients in all disease phases. Not

progressing beyond the second line of treatment was associated with higher rates
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of complete cytogenetic response (p=0.043), with a deeper MR (p=0.052) and no
treatment interruption (p=0.012). Patients in BC had extremely high mortality.

The total population overall survival (OS) was 73% in 5 years. The median
OS for CP, AP and BC is illustrated in Figure 2A (p<0.01). Considering just the
CP patients, excluding the deaths CML-unrelated, the overall survival rate was
94,5%. The longer survival rate was observed in the group of CP CML patients
that did not need to change therapy, 84% in 8 years. To achieve MMR during first
line treatment and no treatment interruption were associated with a significant
increase in OS (p<0.01 and p=0.02) (Figure 2B and 2C). There were just 6

patiens in AP patients.

In CML CP patients treated with second and in third-line and beyond TKI,
the OS decreased to 69% and 29% respectively (Figure 2D). From the total
population, 13 patients in CP and AP went thought the three available TKls due
to intolerance, relapse or lack of response. In the total population, bone marrow

transplantation was feasible just in 2 patients, and one died from CML blast crisis.

Discussion

In Brazil, imatinib approval occurred only in 2008, while FDA (Food and
Drug Agency) had already approved the medication since May 2001 and EMA
(European Medicines Agency) in November 2001. Dasatinibe was available in
2009 and nilotinib in 2010. All the results shown in our study should be interpreted
with this bias.

Molecular monitoring CML patients in complete cytogenetic response and
searching for mutation analysis in special situations are recommended by
International Guidelines (NCCN and ELN2013) [6] and Brazil's Health Ministry.
However, this these molecular tests are not available in most public health care
centers due to lack of government funding. In this case, molecular monitoring
relies on pharma companies (Novartis® and Bristol®) sponsoring. In our real
world scenario, we are not always able to provide molecular monitoring in the

recommended timing. Therefore, this might be another bias to be considered,
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such as the late introduction of second generation TKI in the second line

treatment.

In this context, the study aims to analyze the clinical characteristics,
response treatment and OS in CML especially in patients treated with the third or
subsequent lines of treatment. Also, to the best of our knowledge, this is the first
national study, in this subset of patients. These results may be relevant for other
health care centers that might face the same hurdles in access to clinical trials
and newer drugs [7,8].

Complete cytogenetic response, major molecular response and none
treatment interruption were the most impacting factor to predict whether patients
would be successful in their first line treatment. Patients in CP that required more
than two treatment lines, regardless the reason: relapse, intolerance or
resistance, had significant worse prognosis. Given the impossibility of including
these patients in clinical trials or submitting them to HSCT, many patients are left
only with the possibility of palliative care. Ibrahim et al [9] published a large series
of cases of CP CML patients in third-line TKI therapy, showing that those patients
had a failure rate of 42.3% and a mortality rate 34.6% during follow up and all but
one patient died due CML-unrelated cause.

Even though approximately half of patients refractory to TKI does not carry
a BCR/ABL additional mutation, and for most of them there is not much data
regarding the mechanism of resistance, testing for the mutation is recommended
in all cases that do not meet treatment response milestones [10]. In this study,
only 33 patients were tested for mutations, and four were positive. Just like the
PCR test for BCR/ABL, mutational test is not widely available in the public health
institutions in Brazil, which prevents, even more, the possibility of providing

adequate treatment for these patients.

Albeit HSCT is currently the only possible way to provide the cure for CML,
donor availability, ideal referral timing, besides the morbidity and the mortality
associated with the procedure are strong limiting factors to this therapeutic option
[11]. Our study was not able to find differences in overall survival of patients that
underwent HSCT. In our cohort, only eleven patient was transplanted, five of

them after failing three different TKls. This study did not have the power to find
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any correlation between HSCT and overall survival, in contrast, other Brazilian
study shows that at long term basis, these patients tend to have higher mortality
due to chronic graft-versus-host disease when compared to patients treated with
medication therapy only [12].

The study demonstrated the decrease in OS of CML patients, refractory
or intolerant to more than two different TKIs without access to newer therapies.
Presently there are third-generation TKIs, as well as more incipient therapies
involving cellular therapy with natural killer cells [13], that may prove to be useful
tools to improve the clinical outcomes of these patients. This scenario may be
modified in the future, with new on-going clinical trials. However, it is also equally
important that healthcare professionals and public authorities enrolled in the
caring of these patients develop strategies to improve their treatment, by
minimizing interruptions and providing adequate response to treatment

monitoring.
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Table 1. Baseline characteristics of the population

62

Variables Results
Gender (%)
Female 34 (37.8)
Male 56 (62.2)
Age at diagnosis in years (median — minimum and 54.5 (16-93)
maximum)
Diagnosis Phase (%)
Chronic 81 (90.0)
Accelerated 6 (6.7)

Blast Crisis

3(3.3)
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Figure 1. Chronic myelogenous leukemia patient’s therapeutic evolution
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Table 2. Overall population characteristics according to the number of
treatments needed

Lines of treatment 1 2 3 or more
n=55 n=22 n=13
Age (years: median- minimum — maximum) 57.5 (16-99) 56.5 (29-84) 55.5 (28 -83)
Gender (%)
Female 21 (38.2) 8 (36.4) 5 (38.5)
Male 34 (88.8) 14 (63.6) 8 (61.5)
Diagnosis Phase (%)
Chronic 50 (90.9) 19 (86.4) 12 (92.3)
Accelerate 5(9.1) - 1(7.7)
Blast Crisis - 3(13.6) -
Sokal (%) n=52 n=21 n=13
Low-risk 21 (40.4) 8(38.1) 5 (38.5)
Intermediate-risk 18 (48.6) 12 (57.1) 7 (53.8)
High-risk 13 (25) 1(4.8) 1(7.7)
Complete cytogenetic response — First line (%) n=51 n=20 n=13
Yes 51 (100) 10 (50) 6 (46.2)
No - 10 (50) 7 (53.8)
Molecular Response - Frist line (%) n=50 n=13 n=9
=2MMR 49 (98) 5(38.5) 1(11.1)
<MMR 1(2) 8 (61.5) 8 (88.9)
Treatment interruption — First line (%) n=54 n=22 n=13
Yes 17 (31.5) 13 (59.1) 6 (46.2)
No 37 (68.5) 9 (40.9) 7 (53.8)
Interruption’s reason — First line (%) n=17 n=13 n=6
Hematological toxicity 4 (23.5) 2 (15.4) 4 (66.7)
Non-hematological toxicity 5(29.4) 8 (61.5) 1(16.7)
Other* 8 (47.1) 3(23.1) 1(16.7)

MMR: Major Molecular response

* Other reasons for interruption refer to lack of medication, forgetfulness by the patient, gestation, and surgical
procedure. The interruption was transitory
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Figure 2A. Cumulative survival according to stage of disease at diagnosis
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Figure 2B. Cumulative survival for patients that achieved MMR with imatinib
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Abstract

Introduction: Natural killer (NK) cells are a fundamental part of innate immunity,
with a major role in rapid response against infectious agents and activating
immune system against tumoral cells. Patients with chronic myelogenous
leukemia (CML), however, seem to have lower NK cell counts as disease
progresses from chronic phase to blast crisis, as well as diminished cytotoxicity
in those NK cells remaining. Adoptive NK cell therapy may have a potential role

in treatment of CML patients.

Objective: To demonstrate an ex-vivo expansion platform using co-cultured miL-
21-expressing cells to expand NK cells from patients that were refractory or

intolerant to at least two different types of tyrosine-kinase inhibitors (TKIS).
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Methods: Peripheral blood samples from 6 CML patients were analyzed. NK cells
were expanded from peripheral blood mononuclear cells after depletion of T cells.
They were co-cultured with clone 9 K562 artificial antigen presenting cells
(aAPCs), which were posteriorly modified to also express membrane interleukin-
21 (mIL-21). Cell count and viability were evaluated using Trypan Blue 0.2%
exclusion test in a Neubauer chamber, and also using 7-AAD marker in cell

cytometry.

Results: All cultures performed had adequate and clinically significant expansion
of NK cells. Seemingly, there is no difference for NK cell expansion according to

TKI in use, disease evolution time and current response.

Conclusion: The study demonstrated the effectiveness of the mIL-21 platform
for NK cell expansion in CML patients refractory or intolerant to TKIs. Findings of
this study are promising and generate the prospect of the possibility of using
autologous NK cells in this group of patients.

Keywords: Natural Killer cells, Interleukin-21, Chronic Myelogenous Leukemia,

Tyrosine kinase inhibitors

Introduction

Chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal myeloproliferative disorder in
which the neoplastic transformation of hematopoietic stem cells causes
accumulation of myeloid cells and their progenitors 1. The genetic abnormality
responsible for this neoplastic transformation is called Philadelphia chromosome.
Introduction of the tyrosine-kinase inhibitors (TKIs), which act directly on the
resulting oncoprotein BCR-ABL, has changed drastically clinical outcomes of
patients diagnosed with CML 2. Despite all the advances, hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT) is still considered as the only treatment capable of
promoting the cure of CML 2.

Regarding HSCT, one of the most important known phenomenon
associated with this type of treatment is the graft-versus-leukemia (GVL) effect,

which was first described in CML patients. It is characterized by an immune-
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mediated response against leukemic cells, maintaining a state of disease
remission 4. Natural killer (NK) cells are one of the main type of immune cells that
mediate the GVL effect. They are a fundamental part of innate immunity, with a
major role in rapid response against infectious agents and activating immune
system against tumoral cells >8. Patients with CML, however, seem to have lower
NK cell counts as disease progresses from chronic phase to blast crisis, as well
as diminished cytotoxicity in those NK cells remaining ‘. Besides, genetic
translocation affects patient’s dendritic cells enabling them to activate NK cells
by increasing the expression of NKG2D ligands. Interaction of these
overexpressed NKG2D ligands, lowering the cytotoxic activity of NK cells, might
facilitate the escape of tumor cells from lysis 8. Tyrosine-kinase inhibitors also
have effects on the action of NK cells; imatinib mesylate and dasatinib have
positive effects on NK cell production and activation 2°. On the other hand,
nilotinib has less effects on NK cell cytotoxicity, which may be associated with the
inferior capacity of this drug to trigger production of cytokines 8.

Therapeutic role of the NK cell ability to target certain specific cells is
currently being studied, especially regarding their action against tumoral cells.
Chronic myeloid leukemia studies with NK cells have so far demonstrated that
autologous ex vivo activated NK cells are able to suppress in vitro the presence
of the BCR-ABL oncogene 112, These studies have demonstrated that adoptive
NK cell therapy may have a potential role in treatment of CML patients. It is not
known, however, how use of TKIs may affect NK cell expansion, or if refractory
patients may have different results when their NK cells are expanded. Thus, our
study aims to demonstrate an ex-vivo expansion platform using co-cultured miL-
21-expressing cells to expand NK cells from patients that were refractory or

intolerant to at least two different types of TKiIs.

Methods

Peripheral blood samples from 6 CML patients were analyzed. These
patients were recruited from the Hospital de Clinicas de Porto Alegre Hematology
Service. Inclusion criteria were being diagnosed with CML and having been

treated with at least two previous different TKIs, regardless of the current stage
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of the disease or which drug patient was currently using. All patients gave written
informed consent. Samples were taken between June and October of 2017, and
consisted of approximately 50 ml of venous peripheral blood. This study was
approved by the Hospital de Clinicas de Porto Alegre’s ethics and research
committee (CAE 52377216.3.0000.5327).

Mononuclear cells Isolation

Mononuclear cells were isolated from peripheral blood after patients gave
written informed consent. Cells were isolated using Ficoll-Hypaque density
gradient and were cultured in RPMI-1640 media with Glutamax-1 200 nM 1%,
Penicillin/streptomycin 1% and Fetal Bovine Serum 1%.

Depletion of T cells

Mononuclear cells were incubated with anti-CD3 antibodies
(Miltenyibiotec) for 15 minutes and washed with Versene 1x (Gibco). T cells were

negatively selected using Midimacs immunomagnetic selection.
Generation of artificial Antigen Presenting Cells (aAPCs)

Artificial Antigen Presenting Cells (aAPCs) were generated from K562
according to a previous described protocol*® in order to express surface
molecules CD19, CD64, CD86, CD137, also known as clone 4 cells. These clone
4 K562 aAPCs were posteriorly modified to also express membrane interleukin-
21 (mIL-21). These cells were utilized to promote growth and activation signaling
to co-cultured NK cells. The aAPCs were kindly provided by Dr. Laurence
Cooper, from the MD Anderson Cancer Center, Houston, Texas.

Natural Killer cells expansion

NK cells were expanded from peripheral blood mononuclear cells after
depletion of T cells. They were co-cultured with membrane interleukin-21-
expressing (mIL-21) 100Gy y-irradiated aPCs in a 1:2 (MNC:aAPC) ratio . Each
48h, in a Monday, Wednesday and Friday schedule, recombinant human IL-2
50U/ml was added to the cultures, which were incubated at 37°C and 5% CO2.
At the end of each 7 days stimulation cycles cells were counted, analyzed with

immunophenotyping and re-stimulated.
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Viability and cell concentration

Cell count and viability were evaluated using Trypan Blue 0.2% exclusion

test in a Neubauer chamber, and also using 7-AAD marker in cell cytometry
Immunophenotyping

Different cell populations were analyzed using direct immunofluorescence
with antibody markers. The utilized markers were anti-CD3, anti-CD16, anti-
CD56, anti-CD19 and anti-CD 32 (BD Biosciences, San Jose, CA). A minimum
of 100,000 events were collected for each sample using a FACSCanto Il (BD
Biosciences) cytometer, and data were analyzed using BD FACSDIVA Vv8.0.1
(BD Biosciences, San Jose, CA).

Results

Six patient-related NK cultures were generated according previously
described method of culture. All included patients used at least four tratment
lines. Of these, 3 are currently using dasatinib and 2 are presenting major

molecular response. Patient characteristics are summarized in Table 1.

All cultures performed had adequate and clinically significant expansion of
NK cells. Seemingly, there is no difference for NK cell expansion according to TKI
in use, disease evolution time and current response. (Figure 1)
Immunophenotypic evaluation of all cultures demonstrates a predominance of
CD56+/CD16+ cells, in addition to a small presence of CD3+ cells, which at the
end of the cultures represented values lower than 0.5% of the total cells. (Table
2; Figure 2)

Discussion

The role of NK cells against the LMC began to show clinical relevance
since when it described the GVL effect in patients with this disease who had
undergone HSCT 4. However, the mode of action of NK cells in CML has not yet
been fully elucidated. Although it has important antileukemic activity, the number
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of NK cells seems to decrease with the progression of the disease from the

chronic phase to the blast crisis, as they appear to have reduced cytotoxicity 7.

Based on the acquired knowledge about the action of NK cells against the
elimination of target cells, therapeutic application, especially in the neoplasia
scenario, has been studied and developed. The idealization of infusion of NK
cells in patients comes from the observation that patients submitted to allogeneic
HSCT who received higher doses of these cells had lower rates of relapse-related
mortality 4. However, technical difficulties in obtaining a sufficient number of NK
cells in cultures for clinical use limited the possibility of using this therapy.
Currently, the use of mblL-21 ex-vivo expanded NK cell has already been tested
in clinical trials which point to promising results, in addition to not describe

relevant adverse events 1,

In this scenario, the study aims to demonstrate an ex-vivo expansion
platform using co-cultured miL-21-expressing cells to expand NK cells from
patients with CML who used several treatment lines. These results should be
extremely relevant to the goal of employing NK cell adoptive immunotherapy in

this setting.

A study realized with bone marrow samples of patients with CML whose
NK cells were activated with interleukin-2 (IL-2) showed important antileukemic
activity of these autologous cells. However, in approximately half of the sample
there was no adequate expansion of NK cells 1. In another study performed with
patients with advanced gastrointestinal tract neoplasia, NK cells were expanded
ex vivo by stimulating peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) with OK432
and IL-2, about 15% of the patients did not show adequate expansion or purity.
However, infusion of NK cells was also shown to be safe with a low incidence of
adverse events 8. Autologous NK cells also can be activated and potentiated
through systemic administration of cytokines like interleukin-12, interleukin-15,

interleukin-18, but in none of these methods was sustained proliferation achieved
17

The NK expansion and activation protocol employed in this study utilized
cell stimulation with K562 Clone9.mbIL21 feeder cells. Differently the other

technologies used for this purpose so far, in all the patients of the sample it was
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possible to expand NK cells as well as purity. In addition to generating a greater
proliferation of NK cells this methodology seems to be capable of increasing the

size of the telomeres of these cells, consequently reducing their senescence 18,

It is known that available TKIs generate changes in NK cell activity. A study
carried out with gastrointestinal stromal tumors, whose treatment is also
performed with imatinib, shows that there is an increase in the production of
Interferony by NK cells, a fact that correlates with an increase in antitumor
response 1°. In addition, second generation TKls are also implicated in some
changes in NK cell activity. Evidence from in vitro studies indicates that dasatinib
is capable of generating an increase in the absolute number of NK cells and
greater cytotoxic effect 1°. On the other hand, the impact exerted by nilotinib on
the cytotoxicity of NK cells is lower, since it induces apoptosis of CD56""9" NK
cells, resulting in a lower production of cytokines 8. Despite heterogeneity of the
sample, the TKI in use, the current molecular response and the time of evolution
of the disease did not influence the capacity of NK cell expansion with the

platform used in this study.

The study demonstrated the effectiveness of the miIL-21 platform for NK
cell expansion in CML patients refractory or intolerant to TKls. Considering the
positive results that have been obtained in the use of NK-cell adoptive
immunotherapy, in addition to those described in in vitro studies. Besides to the
excellent safety profile of this therapeutic modality and the relatively low cost of
the laboratory methodology, the findings of this study are promising and generate
the prospect of the possibility of using autologous NK cells in this group of

patients.
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Table 1. Patient characteristics

Dosage Number of

. Age CML phase  Age (years) Current . Last PCR
Patient Gender ] ] ) ) current previous
(years) at diagnosis at diagnosis treatment BCR-ABL
treatment treatment
1 59 Male Chronic 37 Dasatinib 140 mg 3 3.9
2 68 Female Chronic 51 Dasatinib 120 mg 3 0,0025
3 61 Female Chronic 54 Nilotinib 600 mg 4 0,0156
4 65 Female Chronic 56 Nilotinib 600 mg 4 1,69
5 64 Male Accelerated 59 Hydroxyurea 500 mg 3 88,55
6 31 Female Chronic 18 Dasatinib 100 mg 4 0,2

Table 2. Characteristics of the mbIL21-NK cell product at D28

Viable CD32+ CD3+ Cells CD56+/CD16+, CD3- CD19+ Cells

Patient Cells (APCs) (%) (T Cells) (%) (NK cells) (%) (B Cells) (%)
1 0.2 0.1 97.9 0.1
2 0.2 0.2 97.4 0.7
3 0.1 0.4 99.4 0.2
4 0.2 0.3 98.5 0.3
5 0.2 0.3 97.4 0.1
6 0.3 0.2 99.1 0.3
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Figure 2. Number of NK cells cultured according to weekly immunophenotyping
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Figure 3. Immunophenotyping of patient 6 in D28, showing predominance of CD56+/CD16+ cells

PBMCs: peripheral blood mononuclear cells
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