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1. INTRODUCAO

Durante os ultimos 50 anos, 0 uso do sistema imunoldgico para destruir doencas
neoplasicas hematoldgicas passou de uma hipétese para a terapia efetiva de muitos pacientes
(BARON e STORB, 2006). A idéia da vigilancia imunoldgica foi primeiramente proposta por
Paul Ehrlic em 1909, que observou a ocorréncia de células aberrantes durante o desenvolvimento
fetal e pos-fetal, mas que eram eliminadas ou permaneciam latentes devido ao controle exercido
pelo sistema imune (EHRLICH, 1909). Passados 50 anos, Thomas e Burnet desenvolveram a
“teoria da imunovigilancia” propondo que, em circunstancias normais, o sistema imunoldgico
destroi células neoplésicas quando em estdgios iniciais da formacdo do tumor, provavelmente
porque estas células diferem antigenicamente das células normais (BURNET, 1959; BURNET,
1970; THOMAS, 1982). Esta teoria foi apoiada nas seguintes observagdes: (i) maior incidéncia
tanto de neoplasias hematologicas como de tumores solidos observados em ratos timectomizados,
ou em pacientes com imunodeficiéncias primarias; (ii) maior incidéncia de neoplasias em
pacientes que recebem tratamento imunossupressivo (por exemplo, apos transplante de 6rgédos); e
(iii) a demonstracdo de que ratos poderiam ser imunizados contra tumores singénicos induzidos
por virus ou drogas carcinogénicos (DUNN et al., 2002; BARON e STORB, 2006).

Posteriormente, estudos em ratos demonstraram que tanto o sistema imune inato (células
NK — Natural Killers) como o adaptativo (células T) poderia estar implicado na imunovigilancia,
pois ratos deficientes de células NK, células T, células NK/T, Interferon-gama ou interleucina 12
(IL-12) tém maior susceptibilidade a tumores. Sendo assim, o sistema imune, além de proteger o
hospedeiro do desenvolvimento de tumores, poderia facilitar o surgimento de tumores com

imunogenicidade reduzida (DUNN et al., 2004).



Entretanto, foi no &mbito do transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas (alo-
TCTH) que o conceito da atividade do sistema imune, no caso do enxerto, no controle da doenca
ficou mais evidente. O pioneiro em descrever o uso da terapia celular com células
hematopoiéticas atraves do transplante de medula 6ssea foi Thomas et al, em 1957, que publicou
seus resultados para o tratamento de leucemia linfocitica aguda utilizando como doadores 0s
irmao dos pacientes (THOMAS et al., 1957; THOMAS et al., 1959). No mesmo periodo, sugiram
0s primeiros estudos identificando o Complexo de Histocompatibilidade Maior (MCH — Major
Histocompatibility Complex) humano, chamado de antigenos leucocitarios humanos (HLA -
Human Leucocyte Antigen) (DAUSSET e BRECY, 1957) que tornou o alo-TCTH factivel e
progressivamente mais utilizado como opcdo terapéutica a muitos pacientes (THOMAS et al.,
1977; RINGDEN e BLANC, 2005). O complexo HLA esta localizado no cromossomo 6, possui
mais de 200 genes, sendo mais de 40 aqueles codificados pelos leucdcitos, todos herdados por
haplétipos. Os genes do HLA envolvidos na resposta imune estdo divididos em duas classes: 0s
genes da Classe | (regides HLA-A, HLA-B e HLA-C) sdo expressos pela maioria das células
somaéticas; e os genes da classe Il (regido D, familias M, O, P, Q ou R) normalmente séo
expressos pelas células imunes como os linfocitos B, linfdcitos T ativados, macrofagos, células
dendriticas e células epiteliais do timo. A principal funcdo destas moléculas € a de apresentar
peptideos derivados dos patdgenos as células T e, assim, iniciar a resposta imune celular
adaptativa. (KLEIN e SATO, 2000).

Também decorre da metade do século vinte a classificagdo genérica dos transplantes:
singénico, quando a medula transplantada tem origem em um doador geneticamente idéntico (por
exemplo, gémeo monozigdtico); autélogo, se a medula provém do préprio individuo; ou
alogénico, quando ¢é utilizado um doador geneticamente diferente do receptor, o que pode resultar

em uma reacdo imunoldgica dos linfocitos do doador contra o receptor, causando inflamacéo de
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tecidos alvos, chamada doenca enxerto contra hospedeiro (DECH) (COPELAN, 2006). A
severidade da DECH depende do grau de disparidade genética entre o receptor e o doador, sendo
muito mais intensa se esta disparidade ocorre no sistema HLA (FLOMENBERG et al., 2004;
RINGDEN ET al., 2004)

Entretanto, a rea¢do imunoldgica desencadeada pela diferenca genética entre o receptor e
o doador pode trazer alguns efeitos benéficos, principalmente no controle da doencga neoplasica.
O termo reacdo enxerto contra leucemia (graft-versus-leukemia effect) foi proposto por Mathe,
em 1965, baseado em estudos em roedores (MATHE et al., 1965). A primeira evidéncia em
humanos do efeito enxerto contra o tumor veio de um estudo publicado em 1979, no qual o risco
de recaida leucémica foi 2.5 vezes menor em pacientes submetidos ao alo-TCTH, que
apresentaram doenca enxerto contra hospedeiro aguda do que naqueles sem evidencia de DECH
(WEINDEN et al., 1979). Porém, este efeito ndo repercutiu em aumento da sobrevida, ja que a
presenca DECH aumentou a mortalidade apds o transplante ndo relacionada & recaida.
Posteriormente, 0s mesmos autores observaram que a DECH cronica, com manifestacdes que se
assemelham a doenca autoimune e que se apresenta apos os 100 dias do alo-TCTH, também
estava associada a reducdo do risco de recaida da leucemia, sendo que este efeito repercutia,
também, em aumento da sobrevida dos pacientes transplantados por doenga avangada,
principalmente naqueles sem manifestacdes de DECH aguda (Figura 1) (WEIDEN et al, 1981). O
efeito anti-leucemia da DECH aguda e cronica foi confirmado em 1990 pelo IBMTR
(International Bone Marrow Transplant Registry) através da publicacdo de um estudo com
grande numero de pacientes (HOROWITZ et al, 1990). Todavia, 0s pacientes que receberam
enxerto singénico (com doador irmao gémeo idéntico) apresentaram maior risco de recaida
leucémica se comparados ao pacientes que receberam enxerto alogénico e que ndo

desenvolveram DECH clinicamente relevante, demonstrando, assim, que a reacdo do enxerto
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contra a leucemia (RECL) poderia ser dissociada da DECH clinicamente aparente. A
contribuicdo dos linfécitos T do doador na RECL foi elucidada a partir das observacdes de
pacientes transplantados com enxerto alogénico com deplecdo de linfécitos que, apesar da
reducdo da incidéncia de DECH, apresentavam maior incidéncia de recaidas e falhas na “pega”
da medula (HOROWITZ et al., 1990; ANDOLINA et al., 2000). Entretanto, as tentativas de
aumentar a RECL, em pacientes com alto risco de recaida, através da reducdo da
imunossupressdo apos o transplante, ou pela infusdo de concentrados de leucdcitos (buffy coat)
do doador imediatamente apds o transplante ndo foram bem sucedidas, houve aumento da
incidéncia de DECH e da mortalidade néo relacionada a recaida leucémica (SULLIVAN et al.,
1989; VOURKA-KARUSSIS et al., 1999).

A partir do reconhecimento do papel dos linfocitos na RECL e da observacdo de que
pacientes com recaida apds o transplante, ocasionalmente, alcangavam remissdo completa
durante episodios de atividade da DECH, Kolb et al investigaram a eficacia da infusdo de
linfocitos do doador (DLI — Donor Lymphoyte Infusions) em pacientes com recaida leucémica
apos o TCTH. Estes autores demonstraram ser possivel obter a remissao hematoldgica completa e
duradoura em pacientes com neoplasias hematologicas atraves da DLI confirmando que a RECL
seria capaz de erradicar a doenca mesmo sem a quimioterapia prévia (KOLB et al., 1995).

Os resultados da DLI foram posteriormente confirmados em 2 estudos multicéntricos que
avaliaram cerca de 400 pacientes tratados para leucemia que recairam ap6s o alo-TCTH
(COLLINS et al., 1997; KOLB et al., 2004). Nestes estudos, a DLI induziu e manteve a remisséo
completa em mais de 60% dos pacientes portadores de leucemia miel6ide crénica (LMC) e em 10
a 40% dos pacientes com outras neoplasias hematologicas. Tanto a presenca de DECH aguda,
como de cronica, aumentou a probabilidade de resposta da doenca, apesar de que alguns

pacientes obtiveram a remissdo completa sem evidéncia clinica de DECH (KOLB et al., 2004).
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Figura 1. Sobrevida Livre de Doenca ap6s o Alo-TCTH de acordo com a presenca de
DECH. Pacientes com neoplasias hematoldgicas que receberam ciclofosfamida e irradiacao
corporal total (TBI), transplante de células progenitoras hematopoiéticas de doador familiar
HLA compativel (HSCT) e metotrexato para a prevengdo da doenga enxerto contra
hospedeiro (GVHD - graft-versus-host-disease). Sdo apresentados 0s pacientes com e sem
doenca enxerto contra o hospedeiro aguda e cronica. (Weinden et al. NEJM 1981;
304:1529)

Os conceitos de imunovigilancia e resposta a DLI abriram o caminho para técnicas de
imunoterapia celular como forma de aumentar a imunidade especifica apds o alo-TCTH sem
aumentar os riscos do desenvolvimento de alorreatividade. Apesar de muitos estudos realizados
COm Sucesso em ratos, pouco, até o momento, se obteve em humanos.

O primeiro aspecto a ser explorado no desenvolvimento da imunoterapia celular é o

antigeno tumoral que sera usado como estimulador e alvo das células citotoxicas. A existéncia de



um antigeno tumoral especifico é reconhecida desde os anos 50 em estudos realizados em ratos,
que mostraram a possibilidade de imunizagdo contra tumores singénicos induzidos por agentes
quimicos carcinogénicos ou oncovirus (BURNET, 1970; BARON e STORB, 2006). Enquanto as
baixa incidéncia de recaida ap6s o alo-TCTH comparado com o singénico (HOROWITZ et al.,
1990) demonstraram a importancia da resposta das células T aos antigenos de
histocompatibilidade menores (MHAg — minor histocompatibility antigens) como alvos da
RECL, outros tipos de proteinas, exclusivamente expressas pelas células tumorais, também
poderiam desencadear a resposta citotoxica (NAGLER et al., 2000). Desta forma, alguns estudos
especularam o papel desencadeado pelas proteinas tumorais como os idiotipos das
imunoglobulinas no linfoma de células B ou mieloma mdltiplo, da proteina bcr/abl na leucemia
mieldide cronica (LMC), ou das proteinas associadas ao virus Epstein-Barr (EBV), presentes nos
linfomas de Burkitt ou na doenca de Hodgkin. Em um dos mais elegantes estudos a este respeito,
Molldrem el al observaram uma forte correlagdo entre a resposta da célula T diretamente contra a
proteinase-3 (frequentemente super-expressa na LMC) e a resposta clinica dos pacientes tratados
com alo-TCTH ou interferon-alfa (MOLLDREM et al., 2000).

Ao otimizar as condi¢des das culturas, foi possivel isolar de doadores saudaveis, ou de
pacientes portadores de leucemias, células T pouco freqlientes, mas com atividade citotdxica
especifica contra antigenos ou células tumorais in vitro ou em modelos animais (BLEAKLEY e
RIDDELL, 2004; MORRIS et al., 2006). Ao extrapolar estes achados para humanos, Montagna
et al estudaram a freqliéncia de precursores de linfdocitos T citotoxicos (pLTC) direcionados
contra os blastos leucémicos no sangue periférico de criancas submetidas ao alo-TCTH.
Previamente ao transplante, a pesquisa de pLTC no sangue periférico dos doadores detectou a
auséncia de atividade citotoxica contra os blastos leucémicos (Tabela 1). Apés o alo-TCTH, a

freqliéncia destes pLTC aumentou e se manteve alta nos pacientes que permaneceram em
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remissdo, enquanto que nos pacientes que apresentaram recidiva da doenga estes precursores
caiam rapidamente, tornado-se indetectaveis nas semanas precedentes ao surgimento da doenca
(Figura 2) (MONTAGNA et al., 1998; MONTAGNA et al., 1999). Entretanto, foram nos estudos
para a reconstituicdo imune apos alo-TCTH contra infec¢des que a imunoterapia celular mostrou
seus melhores resultados em humanos.

Tabela 1. Frequéncia de pLTC contra Leucemia.

Doador Frequéncia de pLTC Intervalo de Confianga 95%
Paciente CT 1/31.484 1/24.829 - 1/43.013
Paciente NM < 1/200.000 NC

Paciente MD < 1/200.000 NC

Paciente PD 1/77.091 1/58.794 — 1/111.920
Paciente IS < 1/200.000 NC

Paciente ER < 1/200.000 NC

Tabela da freqiiéncia de precursores de Linfocitos T Citotoxicos (pLTC) contra células
leucémicas medidos por ensaio de diluicdo limitante no sangue periféricos de doadores de alo-
TCTH. NC, ndo calculado. (Adaptado de Montagna et al., 1998)

Os primeiros estudos em humanos, para avaliar a eficacia da reconstituicdo da imunidade
especifica atraves da transferéncia de clones de células T, foram realizados em receptores de alo-
TCTH com alto risco de desenvolver a infeccdo ou a doenca provocada pelo virus
citomegalovirus humano (CMV) (RIDELL et al., 1992; WALTER et al., 1995). Estes clones
foram gerados ex vivo usando os epitopos pp65 e pp150 da estrutura protéica viral e mantiveram
sua atividade citotoxica apés transferéncia in vivo (KEEVER-TAYLOR et al., 2001). Todavia, a
principal aplicabilidade clinica de linhagens celulares especificas veio da geracdo de LTC anti-
aspergillus e anti- EBV. Ambas se mostraram eficientes em evitar a reativacdo da doenca em
pacientes submetidos ao alo-TCTH haploidéntico, situacdo em que o grau de imunodeficiéncia

posterior ao procedimento é muito grande (LOCATELLI et al., 2004). Outro aprendizado



interessante, obtido com a geracdo de LTC anti-EBV, foi a possibilidade de gerar ex vivo
linhagens policlonais usando como estimuladores células linfoblastoides B transformadas pelo

EBV (COMOLI et al., 2002; ROSSI et al., 2003).

() (B)

: A
E 12 / \ Recaida 1(5) /\‘
. // \ /

O \‘\‘ O /\/

1 2 4 6 8 12 1 2 4 6 8 12

Meses apés o alo-TCTH Meses apds o alo-TCTH

Figura 2. Frequéncia de precursores de LTC com citotoxicidade especifica contra blasto
leucémico. Sdo apresentados 2 pacientes portadores de Leucemia Mieldide Aguda submetidos ao
alo-TCTH, sendo que a freqliéncia de pLTC foi medida por ensaio de diluicdo limitante. Paciente
(A) apresentou recaida da doenca 8 meses ap6s o aloTCPH, enquanto que o paciente (B) se
manteve em remisséo. Cortesia Dra Daniela Montagna (Montagna et al, BMT 1998; 22: 743.)
Entretanto, gerar ex vivo um nimero suficiente de células T especificas anti-tumorais com
alta afinidade contra os antigenos tumorais associados de cada paciente e assegurar a sua
persisténcia apos a transferéncia in vivo ainda é um grande desafio (BORDIGNON et al., 1999;
MORRIS et al., 2006). Atualmente, nas varias propostas de estratégias de terapia celular, dois
grandes grupos de antigenos capazes de estimular os LTC sdo mais frequentemente usados. Além
do polimorfismo dos antigenos de histocompatibilidade menor, presentes nas células leucémicas
e capazes de estimular as células T do doador, mas ndo expressos nos tecidos ndo
hematopoiéticos alvos de DECH, estdo os antigenos especificos de cada tumor. S&0 muitos os
antigenos candidatos a serem alvos das células T, mesmo em um contexto ndo relacionado ao

TCTH, que, de forma genérica, podem ser classificados em: (i) mutacional, como bcr/abl que é
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uma mutacdo especifica da célula leucémica; (ii) viral, como o papilomavirus humano presente
no cancer de colo uterino, também é um antigeno especifico do tumor; (iii) antigenos teciduais,
como antigeno prostatico especifico para o tratamento do cancer prostatico onde a destruicdo de
todo o tecido, afetado pelo tumor ou ndo, é permitida; (iv) antigenos de celulas germinativas,
associados ao melanoma e normalmente expresso em adulto somente nos testiculos; e (V)
proteinas com aumento anormal da sua expressao no tumor que podem ser reconhecidas por seu
nivel aumentado (APPELBAUM, 2001). Algumas estratégias recentes tentam desenvolver
celulas T geneticamente modificadas como, por exemplo, a transferéncia de genes que codificam
receptores da célula T especificos contra o tumor, ou que sinalizam dominios de proteinas co-
estimulatorias (BROUWE et al 2000; BRENTJENS et al., 2003; ROSSIG e BRENNER, 2004;
MORRIS et al., 2006). Porem, sdo técnicas extremamente trabalhosas e que requerem a
identificacdo precisa do antigeno tumoral de cada individuo. Este aspecto é estrememente
limitante nas leucemias agudas, em que a variabilidade das caracteristicas genéticas é muito
grande, principalmente no grupo pediatrico, onde estas doencas sdo bastante incidentes e
apresentam grande variabilidade genética e fenotipica. (COSTELLO et al., 1998; MONTAGNA
etal., 1998; BORDIGNON et al., 1999).

O transplante alogénico de células progenitoras hematopoiéticas € um tratamento efetivo
para muitas doencgas hematoldgicas pediatricas (LOCATELLI, 1998; BARTH et al., 2000; DINI
et al., 2000). Entretanto, a recorréncia da doenca neoplésica original € uma das principais causas
de falha desta terapia, mesmo considerando a presenga da reagdo enxerto contra leucemia
mediado pelos linfocitos T citotoxicos do doador (HSIEH et al., 2000; WELNIAK et al., 2000).
A despeito das muitas estratégias desenvolvidas para imunoterapia celular propostas na literatura
para melhorar os resultados do TCTH, poucas sdo direcionadas ao grupo pediatrico (BORDINON

et al., 1999; LOCATELLI et al., 2004; POTER e JUNE, 2005). Em 2001, Montagna et al
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propuseram uma estratégia de geracdo ex vivo de LTC anti-leucemia usando como antigenos 0s
blastos leucémicos apoptoticos de criancas portadoras de leucemia mieldide aguda (LMA)
submetidas ao alo-TCTH (MONTAGNA et al., 2001). A primeira aplicacdo clinica mostrando a
facilidade e eficacia desta estratégia foi relata por Falkenburg et al em 1999, que, através da
infusdo de LTC anti-leucemia derivados do doador, gerados in vitro pela estimulagdo com células
apoptoticas, proporcionou a remissdo hematoldgica e citogenética completa em um paciente
portador LMC ao alo-TCTH e a DLI (FALKENBURG et al., 1999). Os resultados obtidos no
contexto da LMA infantil foram posteriormente estendidos e demonstraram que os LTC capazes
de reconhecer seletivamente os blastos leucémicos, igualmente podem ser obtidos em pacientes
portadores de leucemia linfocitica aguda (LLA) ou sindrome mielodisplésica (SMD), usando
tanto doadores HLA compativeis ou parcialmente compativeis (MONTAGNA et al., 2003;
MONTAGNA et al., 2006). O uso de células apoptéticas parece ter a vantagem, ao nao limitar a
estimulacdo a um Unico antigeno, de gerar culturas de LTC policlonais, o que hipoteticamente
diminuiria a possibilidade de escape tumoral a resposta citotoxica adotiva (MONTAGNA et al,
2003; BECKNELL e CALIGIURI, 2003; MORRIS et al., 2006). Além disto, ndo restringe a
terapia celular a um grupo exclusivo de neoplasias que apresentem antigenos tumorais
especificos, bem como néo limita & necessidade de disparidade de mHAg entre o doador e o
receptor.

Apesar da viabilidade de gerar e expandir ex vivo linhagens de LTC com atividade
citotdxica direcionada contra células leucémicas ja ter sido provada, a capacidade destas células
manterem in vivo, apés a sua transferéncia, o controle eficiente do crescimento das células
leucémicas residuais ainda ndo estd claramente determinado. Provavelmente, o sucesso da
transferéncia de células T adotivas expandidas ex vivo dependa, ndo apenas do numero de células

infundidas, mas igualmente, da capacidade de sobrevida a longo prazo, de migrar aos sitios de

10



11

envolvimento tumoral, manter sua especificidade, e sobretudo, de estabelecer uma resposta
imune constante e sustentada contra a doenca (BECKNELL e CALIGIURI, 2003; BRENTJES et
al., 2003)

Recentemente, vem sendo especulado que a cinética e comportamento dos subgrupos da
célula T da memoria imunolédgica ¢ fundamental para a persisténcia por longo tempo da
vigilancia anti-tumoral (POTER e JUNE, 2005). Assim, se a célula T virgem (que nédo recebeu
estimulo antigénico) se divide raramente no hospedeiro normal, as células T da memodria
apresentam alta capacidade de proliferacdo e de diferenciacdo para a atividade citotoxica
especifica (BERARD et al., 2003). Desta forma, a compreensdo dos subtipos de células T de
memoria presentes nas linhagens de LTC anti-leucemia humanas podem fornecer importantes
informacOes para aumentar a sobrevida a longo prazo destas células e, consequentemente,
restabelecer a resposta imune adotiva.

Os linfocitos T respondem ao estimulo antigénico apresentando uma série de alteraces na
expressao das moléculas de superficie que representam alteracdes da sua capacidade de migracao,
proliferacdo e citotoxicidade (SALLUSTO et al., 2004). A célula T virgem, uma vez apresentada
ao antigeno nos o6rgdos linfaticos secundarios, prolifera vigorosamente e gera células
diferenciadas com atividade citotoxica que migram para os tecidos inflamados (Figura 3)
(MACKAY e ROSEN, 2000). Uma fragdo dos linfdcitos T estimulados pelo antigeno persiste na
circulacdo como células de memoria que conferem protecdo, permitindo uma resposta imune
qualitativa e quantitativamente diferenciada ap6s um segundo contato com o mesmo antigeno
(SALLUSTO et al., 1999; LANZAVECCHIA e SALLUSTO, 2005). As células T CD8+ efetoras
tém uma vida curta, produzem mediadores com atividade citolitica e sdo capazes de destruir seus
alvos ex vivo, porém sdo mais suscetiveis aos mecanismos de ativacdo de morte celular ou

apoptose (WENINGER et al., 2001; RUFER et al., 2003).
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Figura 3. Rotas de Migragdo da Célula T. As células T virgens migram continuamente do
sangue para os linfonodos e para outros tecidos linfaticos secundarios. A migracdo para oS
linfonodos ocorre no sistema endotelial venoso (HEV), que expressa moléculas para o
recrutamento dos linfécitos. A linfa percorre os linfonodos vinda dos tecidos periféricos, onde as
celulas dendriticas (DC) recolhem o material antigénico. Nos tecidos inflamados, as DC s&o
mobilizadas para transportar os antigenos até os linfonodos, aonde estimulam as células T
antigeno-especifico. Durante esta estimulagéo, as células T proliferam através da expanséo clonal
e diferenciam-se em células efetoras, passando a expressar receptores que as direcionam para 0S
tecidos inflamados. Apesar da maioria das células efetoras apresentarem vida curta, algumas
células antigeno-especifico sobrevivem por longo tempo. Estas células da memdria sdo
subdivididas em duas populagdes de acordo com a sua capacidade de migracdo: as chamadas
células de memoria efetoras, que possuem a capacidade de migrar para os tecidos periféricos; e as
células de memoria central, que expressam uma gama de moléculas para a migracdo e trafico
semelhante as células T virgens, migrando preferencialmente para os 6rgaos linfaticos. Os sinais
que orientam o tréfico das células T de memdria s@o especificos para cada tecido (por exemplo,
as moléculas que orientam migracdo para a pele sdo diferentes das moléculas do intestino).
Também sdo moduladas por mediadores inflamatorios e diferem para cada subgrupo de célula T
(por exemplo, as células CD4 do tipo 1 respondem a quimioatraentes diferentes das células do
tipo 2). (Adaptado de Mackay. NEJM 2000 343:1020)
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A memodria é o fundamento do sistema imune adquirido ou adaptativo. E o resultado da
expansdo clonal e diferenciacdo de linfocitos especificos para cada antigeno que persistem
durante toda a vida. Os linfécitos da memoria conferem protecdo imediata aos tecidos periféricos
e montam a resposta definitiva contra os antigenos ja conhecidos nos 6rgdos linfaticos
secundarios. No sistema imune humoral, composto pelos linfécitos B, estas fungdes sdo
realizadas por dois tipos celulares bem caracterizadas nos humanos. A meméria de protegdo é
feita pelas células plasmaticas que produzem e liberam anticorpos, enquanto que a memdria
reacional € mediada pelos linfécitos B de memodria que se proliferam e se diferenciam em
plasmocitos em resposta a estimulagdo antigénica secundaria (SALLUSTO et al., 2004). Uma
divisdo semelhante também foi proposta para as células T, onde a memoria protetora € mediada
pelas células de memoria T efetoras (Tme) que migram para os tecidos periféricos inflamados e
apresentam fungdes citotoxicas imediatas. Enquanto a memoria reacional é mediada pelas células
da memdria T central (Twc), que migram para os 6rgdos linfaticos secundarios, tém pouca ou
nenhuma capacidade citotoxica, mas rapidamente proliferam e se diferenciam em células efetoras
como resposta ao estimulo antigénico conhecido (CHO et al., 1999; SALLUSTO et al., 1999;
KAECH e AHMED, 2001).

Apesar da complexidade da expressdo de moléculas que orientam o trafico de migracao
para os tecidos e da caracterizacdo das células efetoras (HAMANN et al., 1997; WENINGER et
al., 2001), Lanzavecchia et al. propuseram uma classificacdo dos linfécitos CD8+ de memdria
semelhante aos CD4+ e baseada na expressdo das moléculas de migracdo tecidual CCR7 e
CD62L (Figura 4) (SALLUSTO et al., 1999; GEGINAT et al., 2003). Desta forma, as células T
de memoria CCR7- expressam receptores de migracdo para os tecidos inflamados e apresentam
funcdes de efetores ou citotoxicas imediatas. Da outra parte, as células CCR7+ espessam

receptores que orientam o tréfico para os linfonodos e ndo possuem funcgdo citotdxica imediata,
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mas eficientemente estimulam as células dendriticas e diferenciam-se em células efetoras CCR7-
apos segunda estimulacdo (CAMPBELL et al.,, 2001; MASOPUST e AHMED, 2004;

LANZAVECCHIA E SALLUSTO, 2005).
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Figura 4. Modelo de intensidade do sinal para a diferenciacdo da célula T e geracdo da
celula T de memoria. A duracdo e intensidade da estimulagdo antigénica sdo indicadas pelo
comprimento e espessura das setas solidas. Os eventos independentes dos antigenos que levam a
proliferacdo e diferenciacdo sdo indicados pelas linhas pontilhadas. DC, célula dendritica.
(Adaptado de Sallusto. Annu Rev Immunol 2004; 22:745).

Recentemente, surgiram evidéncias de que a célula Ty teria uma maior capacidade que a
célula Tve de persistir in vivo e, assim, seria mais efetiva em mediar a protecdo devido ao seu

alto potencial proliferativo, apesar de pouca atividade citotdxica inicial. Este efeito seria

verdadeiro, principalmente, nos casos em que protecdo depende de uma resposta secundaria
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(LANZAVECCHIA e SALLUSTO, 2005). A este respeito, Gattinoni et al demonstraram em
ratos que a infusdo de LTC anti-tumoral com caracteristica de memdria central, que apresenta
maiores propriedades de migracdo para os linfonodos e maior expressdo de moléculas
coestimulatérias, provéem imunidade superior se comparada a infusdo de células com
caracteristicas de memoria efetora (CCR7-/CD62L-/CD27-) (Figura 5)(GATTINONI et al.,
2005).

Outro aspecto importante na resposta imune e na manutencdo da memoria é o papel das
citoquinas homeostaticas na sobrevida e diferenciacdo da célula T. Enquanto a interleucina-2 (IL-
2) promove a expansdo e ativacdo das LTC e ¢ amplamente utilizada nos protocolos de geracdo
ex vivo voltados para a imunoteparia celular (FALKEMBURG et al., 1999; MOLLDREM et al.,
MONTAGNA et al., 2001; LOCATELLI et al., 2004; MONTAGNA et al., 2006), outras
citoquinas desempenham papel importante na manutengdo das células de memodrias (Figura 6)
(SCHLUMS e LEFRANCOIS, 2003; CORNISH et al., 2006). A este respeito, especula-se que a
IL-15, uma citoquina que também pertence a familia das citoquinas com o receptor de cadeia
gama comum como a IL-2, porém com a subunidade alfa diversa, aumenta a capacidade de
proliferacdo dos subtipos de células T de memdria e, também, apresenta um efeito anti-apoptético
que pode aumentar o efeito anti-tumoral in vivo (BRENTJENS et al., 2003; BIANCHI et al.,
2006). Estas informac6es sdo apoiadas por resultados obtidos em modelos animais demonstrando
que ratos deficientes em IL-15 ou, seu receptor, apresentam marcada reducdo no namero de
células T CD8+ nos linfonodos e da frequéncia de linfocitos T priméarios (CD44+/CD62L+/-)

(LODOLCE et al., 1998; ALVES et al., 2003).
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Figura 5. llustragdo esquematica indicando a relagdo inversa das fungdes efetoras in vitro e
in vivo da transferéncia adotiva dos subtipos de memdria de células T proposto por
Gattinoni et al. Ap0s a estimulacdo antigénica primaria, a célula T CD8+ prolifera e diferencia-
se progressivamente na célula terminal efetora diferenciada. O processo de diferenciacdo €
caracterizado por alteracGes funcionais e fenotipicas. A aquisi¢do gradual das fungdes citotdxicas
(linha tracejada) completa é associada com a inabilidade das células T de causar a regressao do
tumor através da transferéncia adotiva (linha escura). Este mecanismo inicialmente envolve a
diminuicdo da expressdo das moléculas de migragéo linfatica e coestimulatorias, o que resulta na
ativagdo in vivo pobre das células T. Outros mecanismos ocorrem posteriormente e inclui a
inabilidade de produzir IL-2 e outras citoquinas homeostaticas, oscila¢cdo dos sinais pro-
apoptdticos e anti-apoptoticos; e a aquisicdo de um estado de reaplicacdo tardia. +, expressao
baixa; ++, expressao intermediarias; +++ expressdo alta. (Adaptado de Gattinoni. JCI 2005;
115:1616)
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Figura 6. Diferencas na expressdao das subunidades do receptor das citoquinas durante a
resposta imune. O receptor de cadeia alfa da interleucina 7 (IL-7Ra) e da interleucina 15 (IL-
15Ra) sdo intensamente expressos na celula T virgem. Apesar da célula T virgem n&o expressar
0 receptor da interleucina 2 (IL-2Ra), a ativagdo da célula T aumenta rapidamente esta expressdo
até o pico proliferativo quando inicia a declinar. Os niveis de expressdo do receptor da cadeia
beta das IL-15 e IL-2 (IL-2/IL-15Rp) e do IL-15Ra aumentam apos a ativacdo e se mantém altos
na fase de memoria celular. A expressdo do IL-7Ra diminui com a ativacao da célula T, o que
pode promover a morte celular. Inversamente, a sua expressdo aumenta se persiste a resposta
imune, alcancando altos niveis nas células CD8+ da memoria. (Adaptado de Schluns e
Lefrangois. Nat Rew Immunol 2003; 3:269).
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A terapia celular adotiva oferece uma grande possibilidade de cura a muitos pacientes
portadores de neoplasias, entretanto € uma modalidade terapéutica muito complexa. O seu
aprimoramento depende de muitos fatores como estratégias de condicionamento antes da
transferéncia, vacinacdo, tratamento de suporte apés a infusdo e das técnicas de geracdo e
expansdo ex vivo (SPEISER e ROMERO, 2005). Igualmente, o melhor conhecimento dos
mecanismos de manutencdo da memdria imunoldgica e da atividade citotdxica especifica anti-
tumoral pode ser importante para obter resultados clinicos a longo prazo.

O transplante de células tronco hematopoiéticas alogénico € um tratamento efetivo para
muitas doencas hematoldgicas pediatricas (Barth et al, 2000). Entretanto, a recorréncia da doenca
neoplasica original € uma das principais causas de falha desta terapia, mesmo considerando a
presenca do efeito enxerto versus leucemia (EvL) mediado pelos linfécitos T citotoxicos do
doador (Hsieh et al, 2000; Welniak et al, 2000). A possibilidade de explorar uma funcgéo
especifica da célula, ex vivo ou in vivo, para obter efeito terapéutico, como a atividade citotoxica
anti-tumoral, sem comprometer linhagens saudaveis é o principio da imunoterapia e tem como
objetivo melhorar os resultados deste procedimento. O presente estudo se justifica, pois se propde
a reproduzir a técnica de geracdo de LTC ex vivo sem utilizar um antigeno especifico,
favorecendo varios tipos de doengas hematologicas da infancia, e a melhorar esta estratégia
analisando a distribuicdo dos subtipos de células T da memoria imunoldgica adaptativa utilizando

duas citoquinias de cadeia gama comum como substrato das culturas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
O presente estudo tem o objetivo de analisar a distribuicdo dos subtipos de células T da
memaria imunoldgica adaptativa, em culturas de linfécitos T citotoxicos humanos, com atividade

anti-leucemia, gerados e expandidos ex vivo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Entre os objetivos especificos, a investigacdo realizada pretendeu:
v' Analisar a distribuicdo de células T da memoéria em culturas de linfocitos T
citotoxicos humanos em culturas mantidas com interleucina-2;
v" Avaliar a possibilidade de gerar e expandir ex vivo linfocitos T citotdxicos humanos
anti-leucemia em culturas mantidas com interleucina-15;
v" Avaliar a capacidade de proliferacao in vitro de linfécitos T citotdxicos humanos
anti-leucemia em culturas mantidas com interleucina-15;
v" Analisar a atividade citotdxica anti-leucemia de linfocitos T CD8+ gerados ex vivo
em culturas mantidas com interleucina-15;
v' Analisar a distribuicdo de células T da memoéria em culturas de linfocitos T
citotdxicos humanos em culturas mantidas com interleucina-15;
v' Comeparar as culturas de linfécitos T citotéxicos humanos anti-leucemia mantidas
com interleucina-2 e interleucina-15 quanto a atividade citotoxica, capacidade

proliferativa e distribuicdo de linfocitos T citotoxicos da memoria.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. POPULACAO

A populacgéo estudada compreendeu pacientes pediatricos portadores de leucemia recaida,
encaminhados & Unidade de Oncohematologia e Transplante de Medula Ossea do IRCCS
Policlinico San Matteo, Pavia — Italia para a realizacdo de alo-TCTH, dos quais se dispunha de
celulas blasticas criopreservadas em grande quantidade e a disponibilidade de obter células de
sangue periférico dos seu doadores por venopuncao ou leucoaférese para a geracdo dos LTC anti-
leucemia.

Os critérios para o diagnostico de LMA foram baseados na morfologia das células
leucémicas de acordo com a classificacdo FAB e na imunofenotipagem conforme previamente
estabelecido (BERNARD et al., 1996; HEAD, 1996; JENNINGS E FOON, 1997).

Desta forma, foram incluidos no estudo 5 pacientes: 4 portadores de leucemia mieldide
aguda e 1 com leucemia linfoide aguda, submetidos ao alo-TCTH de doador familiar HLA
compativel (1 paciente), ou de doador familiar parcialmente compativel (4 pacientes). As células
leucémicas (BL) foram obtidas do sangue periférico ou medula Ossea destes pacientes no
momento da recaida, enquanto que as células provenientes dos doadores foram obtidas do sangue
periférico por venopuncdo de 1 doador; os demais foram submetidos a leucoaférese. A
leucoaférese foi realizada na méaquina Spectra Cobe (Lakewood Co, EUA.), utilizando o
programa para coleta de células mononucleares (método semi-automatico) e processando, no
minimo, um volume de sangue. As celulas mononucleares obtidas apresentaram uma pureza
sempre superior a 90%, relativo ao total das celulas processadas, com um percentual de glébulos

vermelhos por unidade de 1% a 3%.
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Todas as células foram criopreservadas apds separacdo das células mononucleares em
nitrogénio liquido (temperatura inferior a -120°C) e em meio contendo tampdo fosfato (PBS-

Gibco, Grand Island, EUA), dimetilsulféssido (DMSQ) a 1% e albumina humana a 5%.

3.2. DELINEAMENTO DO ESTUDO E CALCULO DA AMOSTRA

Trata-se de um estudo experimental descritivo da frequéncia de células T CD8+ da
memoria imune adotiva de culturas de LTC anti-leucemia humanos gerados a partir de um
protocolo previamente descrito (MONTAGNA et al., 2001) e comparativo pela introducdo da
riL-15 as culturas.

Uma vez que ndo existem estudos semelhantes em humanos foram usados os resultados
obtidos por BERARD et al., 2003 e GEGINAT et al., 2003, o tamanho da amostra foi estimado
para um estudo descritivo calculando a amplitude em 10 % e o intervalo de confianga de 90%.

Calculou-se um n amostral de 7 culturas.

3.3. VARIAVEIS DO ESTUDO
As culturas foram analisada quanto a recuperagdo celular, caracteristica fenotipica e

atividade citotdxica anti-leucemia e contra células alvo ndo malignas.

3.4. SEPARACAO DAS CELULAS MONONUCLEARES

A obtencdo das células mononucleares das amostras de medula 6ssea ou sangue periférico
necessarias para o estudo foi realizada por diferenca de gradiente a partir da suspensdao em
Lymphoprep® - 1077 (Life Technologies, CA, EUA) na proporcdo de 4.6 (4 partes de

Lymphoprep® para 6 partes de suspenséo celular), centrifugadas a 1800 rpm durante 30 minutos
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em temperatura ambiente, seguido de duas lavagens a 1200 rpm por 10minutos. O meio utilizado

para as diluicdes e suspensdes foi solucdo tampédo PBS (Gibco, Grand Island, EUA).

3.5. CONTAGEM CELULAR E AVALIACAO DA VITALIDADE CELULAR

As células mononucleares foram contadas em cadmara de Burker com microscépio Optico,
observando quatro quadrantes e usando como reagente o Liquido de Turk (solugdo fisioldgica a
2% de &cido acético, adicionada com violeta de genciana) na diluicdo 1:20 ap6s a separacdo das
celulas mononucleadas. O célculo final da concentracdo celular representa a média dos quatro
quadrantes multiplicada por 10* e pelo fator de diluicéo.

Para avaliar a recuperacdo celular e vitalidade das culturas e ap6s o descongelamento, o
reagente utilizado foi a solugéo de etidio bromuro (1 mg/ml) e laranja de acridina (2 mg/ml) em
solucdo fisioldgica, conservada no escuro a 4°C. Em geral, a contagem celular foi realizada na
relacdo 2:1 com o corante, analisadas ao microscopio Optico com fluorescéncia onde as células

vivas foram vistas com a coloracéo verde, enquanto que as mortas, laranja.

3.6. PREPARO DAS CELULAS DENDRITICAS

As células dendriticas foram geradas usando células mononucleares do sangue periférico
CD14+ dos doadores de medula 6ssea. As células CD14+ foram selecionadas magneticamente
usando Microbeads marcadas com anti-CD14 (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach,
Alemanha) de acordo com a especificacdo do fabricante e descricdo a seguir (20uL de anti-CD14
para 10 - 20 x 10’ células, incubados a 4°C por 30 minutos seguidos de 2 lavagens a 1100 rpm em
solucdo tampdo PBS adicionada com albumina humana 0,1%). As células CD14+ obtidas (>

90%) foram semeadas em placas de cultura de 24 pogos & concentracéo de 5 x 10° células/mL em
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meio contendo RPMI-1640, 10% de soro fetal bovino (FCS, fetal calf serum - EuroClone, Celbio,
Italia) suplementado com gentamicina 50uL/mL e glutamina 2mM e estimuladas com 500U/mL
de IL-4 recombinante humana (R & D Systems Europe, Abingdon, RU) e 800 U/mL de fator
estimulante de colbnias de granuldcitos e macréfagos recombinante humano (GM-CSF,
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor - Schering-Plough/Sandoz, Basel, Suica)
(SALLUSTO et al., 1994; MONTAGNA et al., 2003). Apds 7 dias de cultura em incubadora
umidificada a 37°C em 5% de CO,, as células foram recuperadas, analisadas quanto ao seu
fendtipo de superficie para CD14 (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA) e CD1a (R & D Systems
Inc, Minneapolis, MN, EUA) e usadas para a inducdo das linhagens de LTC se negativas para

CD14 e positivas para CD1a (CD1a > 80%) (BANCHEREAU e STEINMAN, 1998).

3.7. GERACAO DAS LINHAGENS DE LTC ANTI-LEUCEMIA

O meio de cultura utilizado foi RPMI-1640 suplementado com 2mM de L-glutamina,
50ug/mL de gentamicina, 1% de aminoacidos ndo essenciais, 1mM de piruvato de sodio e 5% de
soro humano (RPMI-SH5%). As células mononucleares obtidas do sangue periférico (CMNSP)
dos doadores foram enriquecidas com CD8+ através da selecdo negativa apds incubacdo com
anti-CD4 marcado magneticamente, microbeads (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach,
Alemanha) na concentracio de 20uL de anti-CD4 para 10 - 20 x 10 células, incubados a 4°C por
30 minutos seguidos de 2 lavagens a 1100 rpm em solucdo tampdo PBS, adicionada com
albumina humana 0,1% seguindo a recomendag&o do fabricante. As células CD8+ enriquecidas
(0.5 a 1x10° células/mL) foram cultivadas em placas de 48 pocos de fundo plano (volume final
de 1mL) com as células dendriticas dos doadores (2 x 10° células/mL), blastos leucémicos (BL)

irradiados (200 Gy) (5 x 10° células/mL) e linfécitos CD4+ dos doadores remanescente da
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separagdo magnética irradiados (30 Gy) (3 a 5 x 10° células/mL) (MONTAGNA et al., 2001;
MONTAGNA et al., 2003). No dia 0 das culturas foram adicionados 10 ng/mL de rIL-7 (R & D
Systems Inc, Minneapolis, MN, EUA) e 10 pg/mL de rIL-12 (R & D Systems Europa). Depois de
7 a 10 dias, as culturas foram contadas quanto a recuperacdo celular e vitalidade, analisadas
quanto ao seu fendtipo por citometria de fluxo e reestimuladas com os BL dos pacientes da
seguinte forma: as CMNSP dos doadores irradiadas a 30 Gy foram semeadas em RPMI-SH5%
em placas de 48 pogos & concentracéo de 2-3 x 10/mL; ap6s 3 horas de incubaco as células n&o
aderentes foram recolhidas, deixando 0,3 mL da suspensdo nas placas; as células efetoras
recuperadas da cultura precedente foram suspensas (0,8 — 1 x 10%por pogo) com BL irradiados
(200 Gy) (5 x 10° cells/mL) e semeadas em 0,7mL de meio de cultura nas placas contendo os
CMNSP aderidas (VITIELLO et al., 1995). Apos dois dias, foram adicionados as culturas
25U/mL de rIL-2 (rIL-2; Chiron CO, Emeryville, CA, EUA) ou 10ng/mL de IL-15 recombinante
(R & D Systems Inc, Minneapolis, MN, EUA). O mesmo protocolo foi utilizado nas estimulagdes
sucessivas. Sempre antes de cada estimulacao, as células foram contadas quanto a sua vitalidade,
analisadas quanto ao seu fenotipo de superficie e avaliadas quanto a sua capacidade citotoxica.

A dose de rIL-15 de 10ng/mL foi estabelecida com base nos estudos publicados na
literatura internacional (DUNNE et al.,, 2001; WENG et al., 2002; ALVES et al.,
2003;ANICHINI et al., 2003; BRENTJENS et al., 2003) que demonstraram efeito na proliferagdo

e diferenciacéo celular T.

3.8. EXPANSAO RAPIDA DOS LTC ANTI-LEUCEMIA
As culturas de LTC antileucemia derivadas dos doadores e obtidas apds trés estimulacfes
com os BL dos pacientes em meio contendo as duas citoquinas foram expandidas com um ciclo

do protocolo de expansdo rapida previamente descrito (MONTAGNA et al., 2003). De acordo
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com este protocolo, sdo utilizadas CMNSP alogénicas irradiadas (30 Gy) como células de suporte
(2 x 10%/mL), anticorpo anti-CD3 (OKT3, Ortho, Raritan, NJ, USA; 30 ng/mL) e repetidas doses
de rlL-2 (50 U/mL) ou rIL-15 (10 ng/mL) a cada 3 a 4 dias, dependendo da citoquina usada na
fase de estimulacfo. As suspensdes celulares de LTC & concentragdo de 0,2 a 0,3 x 10° foram
semeadas em placas de cultura de 24 pocos em 1,5 mL de RPMI-SH5% contendo as CMNSP
alogénicas e o anti-CD3 e mantidas em incubadora umidificada a 37°C em 5% de CO,. A cada 3
a 5 dias, as culturas eram contadas e divididas em outras placas ou pocos para manter uma

concentracéo celular ndo superior a 2 x 10%/mL.

3.9. PREPARO DAS CELULAS ESTIMULADORAS E CELULAS ALVO

As células usadas como estimuladores nas culturas ex vivo para a geracdo dos LTC foram
os BL dos pacientes preparados em amostras heparinizadas da medula 6ssea ou sangue periférico
(> 90% de BL) obtidos no momento do diagndstico ou da recaida e mantidos sob criopreservagédo
como previamente descrito. Estas células foram descongeladas imediatamente antes do uso a uma
temperatura de 37°C, em meio contendo RPMI-1640 na proporcao 1:10 e lavado a 1000 rpm por
10 minutos. Igualmente as células efetoras, tiveram sua viabilidade contada apés a lavagem.

Nos ensaios de citotoxicidade foram utilizadas como células alvo, além dos BL, linhagens
de células T estimuladas com mitdgeno (fitohemaglutinina - Gibco, Grand Island, EUA - T-PHA)
como controle ndo maligno. Estas células foram obtidas para todos os pacientes através da
estimulacdo de CMNSP (1 x 10%mL), criopreservadas previamente ao transplante, com
fitohemaglutinina 4pug/mL em RMPI-1640 suplementados com 10% de FCS a e 100 U/mL de IL-
2 recombinante (rIL-2; Chiron CO, Emeryville, CA, EUA), foram semeadas em placas de 24

pocos (1mL/poco) e incubadas a 37°C em 5% de CO, em ambiente umidificado. A cada 3-4 dias

25



26

era trocado o meio de cultura ou as linhagens eram transferidas para outro poco, se a
concentracéo celular fosse maior que 3 x 10%/mL (MONTAGNA et al., 2001).

Também foram obtidos fibroblastos da biopsia de pele dos pacientes antes do transplante.
Os fragmentos obtidos foram semeados em frascos de 25cm? com 2mL do meio RPMI1640
contendo 10% de FCS, 4mM de L-glutamina e 50ug/mL de gentamicina e incubados durante 12
horas a 37°C. Os restos celulares foram retirados com a primeira troca do meio de cultura, e as
células aderidas mantidas até se tornarem confluentes, quando foram recolhidas usando solucéo
de tripsina 500uL a 1mL e criopreservadas para utilizacdo posterior como células alvos de

controle (MONTAGNA et al., 2003).

3.10. ANALISE DOS MARCADORES DE SUPERFICIE

A andlise da populagéo celular de cada cultura foi realizada por imunofluorescéncia direta
com marcagdo de duas ou trés cores e medidas com o citdbmetro de fluxo FACScalibur (BD
Biosciences, Mildo, Italia). Foram utilizadas maltiplas combinacgdes de anticorpos conjugados
com ficoeritrina (Phycoerythrin - PE), isotiocianato de fluoresceina (fluorescein isothiocyanate -
FITC) e proteina clorofila peridinina (peridinin chlorophyll protein — PerCP) para os seguintes
marcadores: i) CD14 e CD1a, para anélise das DC; ii) CD3, CD56, CD4, CD8, TCR-y3, CCRY7,
CD27, CD45RA, CD45R0O, CD62L (mAb, BD Biosciences, Mildo, Italia), para a analise da
populacdo de LTC das culturas. Todas as marcacfes foram controladas com o isétipo
(imunoglobulina 1gG de rato) adequado para cada marcador de acordo com a especificagdo do
fabricante.

Assim, cerca de 50 a 100 x 10* células obtidas de cada cultura foram suspendidas, lavadas

e preparadas em 50uL de RPMI-SH5% para ser adicionado 10ulL do anticorpo conjugado. Apds

26



27

um periodo de 30 minutos de incubacdo a 4°C, as células foram novamente centrifugadas a 1000
rpm por 10 minutos, retirado o sobrenadante e adicionado 250 a 350 uL de solugéo fisioldgica a
0,9% para proceder com a aquisicao ao citdmetro de fluxo de ao menos 10.000 eventos utilizando
o programa CellQuest (Macintosh, EUA ) para a analise.

A classificacdo das celulas T CD8+ da memdria foi baseada na descricdo de Sallusto et
al., 1999 e Genginat et al., 2003 onde: as celulas T virgens expressam CD8+/CCR7+/CD45RA+;
as células T da memoria central, CD8+/CCR7+/CD45RA-; e as células efetoras CD8+/CCR7-

/ICD45RA- ou CD8+/CCR7-/CD45RA+ (SALLUSTO et al., 1999; GENGINAT et al., 2003).

3.11. ENSAIO DA LIBERACAO DE *'CROMO

A atividade citotoxica das culturas de LTC antileucemia foi avaliada através do ensaio de
liberagdo de *'Cromo ap6s 8 horas de incubacdo. As células alvo (BL, T-PHA e fibroblastos)
foram marcadas com 50 pCi de **NaCrO, (1 mCi/mL) (PerkinElmer, Boston, EUA) em 500 pL
de FCS por 18 horas a 37°C. Ap6s trés lavagens, as células alvo foram semeadas na concentraco
de 5 x 10° por poco em 100 puL de RPMI-SH5% em placas de 96 pocos com fundo oval. Os
efetores (LTC anti-leucemia) foram semeados em cada pogo em diferentes concentragdes a fim
de obter uma proporcéo Efetor: Alvo (E:A) de 50:1 a 1:1 em um volume final de 200uL. A lise
espontanea das células alvo foi medida apds incubagdo com o meio de cultura, enquanto que a
liberacdo total do is6topo radioativo incorporado as células marcadas foi medida apds a lise
mecénica do mesmo numero de células alvo. As placas foram centrifugadas por 4 minutos a 200
rpm e incubadas a 37°C por 8 horas. Apds o periodo de incubacdo, 30uL do sobrenadante foi
coletado e contado no contador gama (Top Count, Packard, EUA). A lise especifica foi calculada

seguindo a seguinte formula: % da liberacdo especifica = [(liberacdo encontrada — liberacédo
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espontanea)] x 100. Todos os experimentos foram feitos em triplicata, sendo que ao fim da
contagem foi calculada a media da liberacdo radioativa de cada cultura em diferentes propor¢oes.

Para testar a contribuicdo da atividade citolitica ndo especifica mediada pelas células NK
foram adicionadas as culturas do ensaio citotoxico células eritroleucémicas da linhagem K562
(experimento de inibicdo a frio) como descrito previamente (MONTAGNA et al., 2004). Estas
células foram mantidas em cultura em meio contendo RPMI-1640 com 10% de FCS em frasco de
25cm®. No momento do uso foram recolhidas, contadas e lavadas para serem suspensas em
RPMI-SH5% e adicionadas as placas contendo as células efetoras e alvo marcadas antes do inicio

do periodo de incubacédo, a uma proporcao de 20:1 com as células alvo.

3.12. SEPARACAO CELULAR MAGNETICA

Para e selecdo das células CD14 e para o enriquecimento das CMNSP dos doadores de
CD8+ foi utilizada a tecnologia MACS — Myltenyi Biotec GmbH (Alemanha) com as MicroBeads
CD14 e CD4 de acordo com a determinacdo do fabricante seguindo o seguinte protocolo: a
suspensdo de CMNSP dos doadores, lavadas e diluidas em 80uL de solucdo tampdo adicionada
de 0,5% de albumina bovina e de 2mM de EDTA (pH 7,2) na concentracéo de 10 a 20 x 10’
celulas, foi com marcada 20uL da MicroBeads determinada. Apds 20 minutos de incubacdo a
4°C, as celulas foram centrifugadas a 1000 rpm por 10 minutos, lavadas e suspendidas em 1mL
da mesma solucdo tampdo. Esta suspensdo foi levada a coluna de separacdo (MiniMacs -
Myltenyi Biotec GmbH, Alemanha) previamente colocada no suporte magnético e condicionada
com 500uL da solugdo tampdo. As células negativas passam através da coluna e foram recolhidas
em uma proveta. Seguiram duas lavagens com 1mL da solucdo tampéo através da coluna para

retirar todas as células ndo aderidas ao campo magnético e ao monoclonal. Neste ponto, a coluna
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foi retirada do suporte magnético, foi adicionado mais outro 1mL da solucdo e realizado uma
pressdo de esvaziamento da coluna com o émbolo sobre uma proveta para obter a fragdo celular
positiva (marcada com o anticorpo monoclonal). Ao término da separacéo, as fragdes negativas e
positivas foram contadas em vitalidade e marcadas com anticorpo monoclonal de superficies para
analise ao citdbmetro de fluxo. Foi considerada efetiva a separagdo se a fracdo celular positiva

tivesse mais de 90% das células marcadas, no caso CD14+ e CD4+.

3.13. ANALISE ESTATISTICA

Foram utilizadas estatisticas descritivas. Os dados sdo apresentados em valores da média
+ desvio padrdo, a diferenca estatistica da expressdo fenotipica e a atividade citotoxica entre as
culturas com IL-2 ou IL-15 foram estimadas usando o teste ANOVA ou teste t com valor de
significado estatistico do p < 0,05.

Os dados foram armazenados em planilha do programa Microsoft Excel 2003 para

Windows XP e analisados no programa SPSS 9.0.

3.14. CONSIDERACOES ETICAS

Em se tratando de um ensaio laboratorial, que utilizou amostras usualmente coletadas nos
procedimento de diagndstico e alo-TCTH, foi aprovado pela Comissdo de Etica em Satde do
Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre com base na
“Resolucdo Normativa 02/97 para a Utilizacdo de Material Biologico Descartado em Projetos de
Pesquisa”.

O Comité de Revisdo e Etica do Departamento de Pediatria da Fundagio IRCCS

Policlinico San Matteo de Pavia, Italia aprovou o protocolo dentro do projeto “The development
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of immunotherapeutic Strategies to treat Hematological and Neoplastic Diseases on the Basis of
Optimised Allogenic Stem Cell Transplantation”, procedimento nimero 19419/2003. Todos 0s
pacientes incluidos no estudo, ou seus responsaveis, assinaram um consentimento informado
antes da coleta de CMNSP, ou bidpsia de pele, assim, como seus doadores antes da realizacao do

procedimento como norma da instituicéo.
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5. ARTIGO DE REVISAO
NOVAS ESTRATEGIAS DE IMUNOTERAPIA CELULAR ADOTIVA EM PACIENTES
PEDIATRICOS SUBMETIDOS AO TRANSPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS
HEMATOPOIETICAS.
Innovative approaches of adoptive immune cell therapy in paediatric recipients of
haematopoietic stem cell transplantation

Liane Daudt, Patrizia Comoli, Daniela Montagna, Rita Maccario, Roberto Giugliani e Franco
Locatelli

5.1. RESUMO

A imunoterapia celular adotiva representa uma das mais promissoras areas de
investigacdo em transplante de células progenitoras hematopoiéticas (alo-TCTH). Estudos
preliminares indicam que a imunoterapia celular pode restabelecer a imunocompeténcia de
pacientes submetidos a alo-TCTH contra varios patdgenos no periodo imediato apds o
transplante. Estas estratégias podem ser de fundamental importancia nos pacientes submetidos ao
alo-TCTH com deplecdo de linfécitos T, procedimento que vem sendo realizado com mais
freqUéncia nos dltimos anos. Alguns estudos preliminares, recentemente, demonstraram que a
prevencdo e o tratamento da doenca linfoproliferativa relacionada a infeccdo por Epstein-Baar,
citomegalovirose e aspergilose invasiva podem ser obtidos através da infusdo de linhagens ou de
celulas T especificas contra estes patdgenos. Muitos esforgos também estdo sendo direcionados
para a determinacédo de estratégias capazes de selecionar e intensificar uma resposta especifica do
enxerto versus leucemia (EvL). A este respeito, estratégias de geracdo e expansdo ex vivo de
linhagens celulares ou clones, especificos ou dirigidos contra a leucemia, vém sendo

desenvolvidas e aperfeigoadas nos Gltimos anos.
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5.1.1 Abstract

Adoptive immune cell therapy represents one of the most promising fields of investigation
in allogeneic haematopoietic stem cell transplantation (alloHSCT). Preliminary studies indicate
that adoptive immune cell therapy can be used to restore the immunocompetence of alloHSCT
recipients towards widespread pathogens in the early post-transplant period. These strategies can
be of fundamental importance in patients given a T-cell-depleted allograft, a type of transplant
that has been performed increasingly over the last few years. A few seminal studies have recently
documented that prevention and treatment of Epstein—Barr-virus-related lymphoproliferative
disorders, human cytomegalovirus disease and invasive aspergillosis can be obtained through
infusion of pathogen-specific T-cell lines or clones. Several efforts are also being directed
towards the identification of strategies capable of selecting and strengthening specific graft-vs-
leukaemia responses. In this regard, strategies of ex-vivo generation and expansion of clones or
cell lines, specifically or preferentially leukaemia reactive, have been developed and enhanced in

the last years.

5.2. PALAVRAS-CHAVE
Terapia celular adaptativa; transplante de células progenitoras hematopoiéticas; doenga
linfoproliferativa EBV relacionada; citomegalovirose; aspergilose invasiva; leucemia recaida;

infusdo de linfécitos do doador; doenca residual minima.

5.2.1. Key words

Adoptive cell therapy; allogeneic haematopoietic stem cell transplantation; EBVrelated
lymphoproliferative disorders; HCMV infection; invasive aspergillosis; leukaemia relapse; DLI,;

minimal residual disease.
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5.3. INTRODUCAO

Nas Ultimas duas décadas, o transplante alogénico de células progenitoras
hematopoiéticas (alo-TCTH) vem sendo cada vez mais utilizado para o tratamento de criangas
portadoras de algumas doengas hematologicas e congénitas e € uma potente arma para a cura
destes pacientes (LOCATELLI e BURGIO, 1998). Apesar de obter sucesso em muitos casos, 0
alo-TCTH ainda apresenta uma consideravel possibilidade de falha, principalmente relacionada a
complicacdes imunolégicas (a citar a doencga enxerto contra hospedeiro, DECH) (ZECCA et al.,
2000; ZECCA et al., 2002), recaida da neoplasia (BARRETT e MALKOVSKA, 1996), ou ao
profundo estado de imunodeficiéncia que caracteriza os pacientes transplantados e que favorece a
ocorréncia de infeccbes fatais (PARKMAN e WEINBERG, 1997; GREENBERG e RIDELL,
1999). Em particular, as infeccGes fatais, tanto virais como flngicas, ocorrem com mais
freqliéncia em pacientes que recebem o transplante com deplecdo de células T, ja que estes ndo se
beneficiam da contribui¢do das células de memoria T da imunidade adaptativa transferidas com o
enxerto (AVERSA et al., 1998; SABLE e DONOWITZ, 1994). O uso da imunoterapia celular
para prevenir e tratar complicac6es relacionadas ao herpes-virus € particularmente atrativa, pois o
defeito priméario que contribui para a progressao da doenga parece ser a inabilidade de montar
uma resposta adequada da célula T antiviral especifica. Da mesma forma, a auséncia da reagédo
enxerto contra leucemia (RECL) mediada pela célula T rende aos receptores de transplantes T-
depletados maior susceptibilidade a recaida leucémica (HOROWITZ et al., 1990). Todavia, a
RECL mediada pelas células Natural Killer (NK) pode, ao menos parcialmente, compensar a
falta da aloreatividade especifica quando for utilizado um doador familiar com aloreatividade das
celulas NK decorrente de incompatibilidade do Sistema Antigeno Leucocitario Comum (Human
Leukocyte Antigen — HLA) (RUGGERI et al., 2002; FARAG et al., 2002; GIEBEL et al., 2003;

KOLB et al., 2004).
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Existem varios procedimentos que podem ser considerados para prevenir a recaida de
leucemias e para acelerar a reconstituicdo imune especificas contra determinados patdégenos em
pacientes submetidos ao alo-TCTH. A geracdo in vitro de células T dirigidas e com
especificidade tanto contra células leucémicas como contra alguns patdgenos comuns, seguido da
infusdo in vivo destas linhagens celulares ou clones destas obtidos, representa um dos mais
fascinantes procedimentos para melhorar os resultados do alo-TCTH.

Baseados nestas consideracfes, nos discutiremos, de forma genérica, como a terapia
celular adotiva pode ser uma importante arma para restabelecer a imunocompeténcia antiviral e
antifangica, e como podemos explorar ou aumentar o ataque das células imunes do doador contra
os alvos tumorais e, assim, eliminar células tumorais residuais que escapam a a¢ao da quimio e

radioterapia.

5.4. IMUNOTERAPIA ADOTIVA PARA RESTABELECER A VIGILANCIA IMUNE
CONTRA AGENTES INFECCIOSOS ESPECIFICOS APOS O alo-TCTH.

5.4.1. Imunoterapia Adotiva Contra Citomegalovirus Humano

Os primeiros estudos em humanos, para avaliar a eficacia da reconstituicdo da imunidade
especifica através da transferéncia de clones de células T, foram realizados em receptores de alo-
TCTH com alto risco de desenvolver a infeccdo ou a doenca provocada pelo virus
citomegalovirus humano (CMV) (RIDELL et al., 1992; WALTER et al., 1995). Em pacientes
imunossuprimidos, a reativacdo do CMV latente é freqliente e, apesar da disponibilidade de testes
para o diagnostico precoce (GERNA et al., 2001) e da terapia farmacoldgica preventiva (GERNA
et al., 2003; LOCATELLI et al., 1994), é uma doenga grave e potencialmente letal quando evolui
para peneumonia intersticial (LJUNGMAN et al., 1992). A imunidade do hospedeiro €

responsavel por limitar a infecgdo primaria e controlar o estado de portador do virus no individuo
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normal, de tal modo que a capacidade de recuperacdo da infecgdo grave pelo CMV, nos pacientes
submetidos ao alo-TCTH, é diretamente correlacionada com a habilidade do receptor em gerar
celulas citotoxicas CD8+ especificas contra o virus restritas aos antigenos HLA de classe |
(REUSSER et al.,, 1991; LI et al.,, 1994). Desta forma, estes pacientes oferecem oOtima
oportunidade para provar a eficacia da infusdo de células T antivirais especificas em restabelecer
a resposta imune protetora.

No inicio dos anos 90, o grupo de Seattle documentou a possibilidade da geracdo de
clones ex vivo de células T CD8+ especificas anti-CMV originarias do doador para ser infundidas
em receptores de alo-TCTH (RIDELL et al., 1992; WALTER et al., 1995). Estas células, geradas
atraveés de uma estratégia de expansdo altamente complexa e sofisticada, baseada no uso de
fibroblastos obtidos da pele dos doadores, irradiados e infectados com uma cepa do CMV,
provaram ser eficientes na profilaxia da reativagdo viral. Além do mais, a estratégia de clonagem
permite a selecdo de células T com reducdo da capacidade alorreativa, e assim evita o surgimento
subsequiente de DECH. Estes clones, direcionados contra epitopos da estrutura protéica viral
como a pp65 ou ppl50, restabeleceram a citotoxicidade especifica anti-CMV e este efeito
permaneceu por varias semanas. Entretanto, depois deste periodo, sé permaneceram em alto nivel
na circulacdo sanguinea dos pacientes que apresentaram recuperacdo enddégena de células CD4+
especificas antiviral (WALTER et al., 1995). Nos pacientes que ndo apresentaram a recuperagao
espontanea de linfocitos CD4+ especificos anti-CMV, as células T citotoxicas CD8+ transferidas
declinaram progressivamente com o tempo e, em alguns pacientes, desapareceram. Esta
observacdo documentou o papel fundamental exercido pelos linfocitos CD4+ em promover e
sustentar a recuperacdo imunoldgica antigeno-especifico, e gerou a hipétese de que o uso de
linhagens celulares policlonais, contendo tanto células CD4+ como CD8+, quando possivel,

devem ser preferidas a infusdo de clones unicamente CD8+.
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A estratégia para a geragdo ex vivo de linhagens celulares T especificas contra 0 CMV foi
desenvolvida por Einsele et al que explorou a aplicacéo terapéutica destas linhagens antivirais em
pacientes que ndo apresentavam resposta celular T anti-CMV especifica e sofriam da infec¢do
viral persistente ou recorrente apesar da terapia quimioterapica antiviral (EINSELE et al., 1994).
Estas células T foram preparadas a partir de repetidas estimulages com o antigeno do CMV de
forma a aumentar a porcentagem de células T especificas e eliminar a aloreatividade, mesmo em
pacientes transplantados com doadores com disparidade em um a trés antigenos HLA. Resultados
encorajadores foram relatados ap6s a transferéncia de 10’ células T/m? em oito pacientes com
uma média de 120 dias (79-479 dias) apds o transplante (EINSELE et al., 1994).

Posteriormente, 0 mesmo grupo descreveu uma nova estratégia para a geragédo de células
T CMV-especificas visando reduzir a complexidade da técnica, bem como dos custos e do tempo
necessario para a producdo no laboratério. Esta nova estratégia foi desenvolvida usando
componentes celulares e séricos autélogos derivados de uma Unica retirada de 500 mL de sangue,
estimulados simultaneamente com peptideos especificos do CMV restritos ao complexo HLA de
classe | e antigenos do CMV (RAUSER et al., 2004). As células T ativadas foram isoladas com
ensaios da secrecdo de interferon-gama (INF-g) e expandidas por 10 dias. Assim,
comparativamente, houve uma reducdo da aloreatividade mediada pelas células T CD4+ e CD8+
na populacdo de células T especificas anti-CMV geradas em relacdo a populacdo inicial
(RAUSER et al., 2004).

Apesar da imunoterapia adotiva, usando clones especificos anti-CMV ou LTC (Linfocitos
T Citotoxicos), provou ser factivel e segura como estratégia para restabelecer a imunidade celular
T deficiente em pacientes apdés TCTH, até o momento, € a terapia preventiva da infeccdo por
CMV, baseada no monitoramento da antigenemia, determinacdo quantitativa do DNA ou do

RNA mensageiro do CMV, que significantemente reduziu o nimero de pacientes que
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desenvolveram a doenca por CMV (GERNA et al., 2001; GERNA et al., 2003; LOCATELLI et
al., 1994). Desta forma, o papel da imunoterapia adotiva para esta infeccdo vem sendo menos
considerado, apesar de que algumas categorias selecionadas de pacientes, por exemplo, aqueles
que receberam enxertos com deplecdo de células T de doadores parcialmente HLA compativeis e
que apresentam imunodeficiéncia celular profunda, talvez se beneficiem deste procedimento.
Além disso, devido ao longo tempo de tratamento, alguns pacientes podem desenvolver
resisténcia aos agentes antivirais. A este respeito, 0 grupo de Perugia descreveu recentemente a
possibilidade de gerar clones de células CD4+ especificas anti-CMV de doadores que apresentam
disparidade HLA com o receptor (PERRUCCIO et al., 2003). Neste estudo clinico de fase I-II
foram selecionados clones ndo alorreativos contra alvos do receptor, gerados in vitro a partir de
doadores familiares parcialmente compativeis com privacao de interleucina-2 (IL-2). No total, 21
pacientes receberam 1 x 10° — 1 x 10° clones de células T, que prontamente restabeleceram a
imunidade especifica contra o patégeno prevenindo a ocorréncia de mortalidade relacionada ao
CMV (PERRUCCIO et al., 2003). Se confirmados em uma grande coorte de pacientes, estes
resultados podem estabelecer uma nova, segura e efetiva forma de remontar a imunidade contra

patdgenos além da barreira do HLA.

5.4.2. Imunoterapia Adotiva Contra o Virus Epstein-Baar

A doenca linfoproliferativa associada ao virus Epstein-Baar (DLP-EBV) é uma
complicacdo grave tanto do alo-TCTH, quanto dos transplantes de 6rgdo sélidos (NALESNIK,
1996; O’REILLY et al., 1997). Nos pacientes submetidos ao alo-TCTH os principais fatores de
risco para o surgimento de DLP-EBV s&o a deplecao T, que elimina os linfécitos B, assim como
0 uso de doadores familiares parcialmente compativeis e doadores ndo relacionados (HESLOP e

ROONEY, 1997; O’REILLY etal., 1997). Esta doenca usualmente se apresenta nos primeiros 4-
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6 meses apods o transplante como linfoma difuso de grandes células B de alto grau, oligoclonal ou
monoclonal que expressa os antigenos EBV originarios do doador. Tanto altos niveis de EBV-
DNA na corrente sanglinea, como o crescimento espontaneo in vitro de linhagens celulares
linfoblastoides do EBV sao preditivos do desenvolvimento da DLP (ROONEY et al., 1995).

A infeccdo pelo EBV induz a resposta primaria e de memoéria dos LTC CD8+, e
individuos normais EBV-soropositivos tém alta freqliéncia de precursores de LTC virus
especificos circulantes que controlam a proliferacdo das células B infectadas pelo EBV
(RICKINSON e MOSS, 1997).

Uma vez que a DLP-EBV se origina da deficiéncia de LTC especificos contra o virus dos
pacientes imunodeficientes, é razodvel imaginar que a imunoterapia adotiva com linfocitos T
derivados do doador pode prevenir a linfoproliferacdo, ou eliminar a doenca j& estabelecida, apds
alo-TCTH.

A primeira tentativa de imunoterapia adotiva contra 0 EBV em humanos foi realizada
através da infusdo de leucdcitos do doador ndo selecionados (PAPADOPOQULOS et al., 1994).
Apesar de obter a remissdo da DLP-EBV, em alguns casos, este tratamento expds 0s pacientes a
grande risco de desenvolver DECH clinicamente relevante, assim, se tornando impeditivo para
receptores de alo-TCTH de doadores parcialmente compativeis.

Uma estratégia mais sofisticada e segura para o tratamento da DLP-EBV envolve a
geracdo in vitro e a infusdo de linhagens de LTC especificos anti-EBV que contenham tanto
linfocitos T CD8+, quanto CD4+ capazes de restabelecer a memoria imunoldgica especifica
antiviral a longo prazo, e assim, prevenir a ocorréncia da DLP em pacientes considerados de alto
risco (receptores de alo-TCTH com deplegdo T de doadores parcialmente compativeis)
(ROONEY et al., 1995; HESLOP et al., 1996; ROONEY et al., 1998). Estes LTC policlonais

EBV especificos sdo preparados através de repetidas estimulagdes ex vivo dos linfocitos T com
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linhagem linfoblastdides de células B transformadas pelo EBV. Este processo dura em média 7 a

10 semanas até obter uma quantidade adequada de LTC especificos anti-EBV. (Figura 1)

Celulas B transformadas
pelo EBY (EBV-LCL)
Celulas apresentadoras
de antigenos: 4-6B sem.

oo J
Do000 §
[sTalsleleY
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+ -2
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Figura 1. Diagrama do médodo empregado para reativar LTC especificos anti-EBV.
Primeiro, é gerado in vitro a linhagem linfoblastoide de células B transformadas pelo EBV (EBV-
LCL) a partir das células mononucleares do sangue periférico (CMNSP) infectadas pelodo virus
no sobrenadante do meio de cultura. Segundo, os LTC-EBV sao reativados através de repetidas
estimulacBes dos linfocitos T circulantes com as linhagens EBV-LCL na presenca de IL-2
exogena. Apos realizar testes de qualidade (QA/QC), os LTC sdo congelados para posterior uso.
(Comoli et al. Blood 2002; 99:437)

Estudos realizados com marcadores genéticos mostram a persisténcia destas células T
especificas anti-EBV originarias do doador no sangue periférico dos pacientes anos apds a
infusdo e a sua reexpansdo durante episddios de reativagdo viral; este achado enfatiza a
importancia da célula T auxiliar para manter a atividade das células CD8+ transferidas.

A infusdo destas células T policlonais mostrou ser segura e efetiva em prevenir a DLP-

EBV, como documentado em um estudo mais recente onde nenhum dos 39 pacientes que
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receberam alo-TCTH T-depletado e LTC anti-EBV desenvolveram doenca linfoproliferativa
comparados com 7 de 61 transplantados que ndo receberam este tratamento preventivo
(ROONEY et al., 1998). Além disto, a imunoterapia adotiva tem demonstrado exercer um papel
fundamental no tratamento da doenca estabelecida (ROONEY et al., 1995), entretanto deve ser
mencionado que o uso dos LTC anti-EBV para o tratamento do linfoma monoclonal é menos
efetivo que o seu uso como profilaxia.

O grupo de Pavia também documentou a possibilidade, seguranca e eficacia da geragdo in
vitro (figura 2) de LTC anti-EBV no contexto do TCTH alogénico, mesmo quando existe
disparidade HLA entre o doador e o receptor (ROSSI et al., 2003), e desenvolveu um programa
para a expansdo ex vivo e infusdo de linhagens celulares citotoxicas especificas anti-EBV
autologas, originarias do sangue periférico de receptores de transplante de 6rgdos solidos (em
tratamento imunossupressivo para a prevencdo da rejeicdo do enxerto) que apresentavam
aumento dos niveis de DNA-EBV ap6s o transplante (COMOLI et al., 2002). Estes LTC
autologos expandidos ex vivo partindo dos momonucleares periféricos obtidos no momento da
reativacdo viral, sdo capazes de aumentar a resposta imune especifica contra o virus mantendo a
capacidade citotoxica in vivo (demonstrado pelo imediato desaparecimento da carga viral e
regressdo da DLP) sem aumentar a probabilidade de rejeicdo ao enxerto (COMOLI et al., 2002).
Esta estratégia indica, consequentemente, ser segura e eficiente podendo ser empregada como
profilaxia da DLP relacionada a infecgdo pelo EBV em receptores de drgaos solidos, seguidos da
estratégia de terapia preventiva guiada pelos niveis de DNA-EBV.

Recentemente, foi proposto para a prevencao e tratamento da DLP-EBV dos pacientes
transplantados o uso do anticorpo monoclonal antiCD20 (KUEHMLE et al., 2000; VAN ESSER
et al., 2002). Apesar de este anticorpo monoclonal ser seguro e efetivo, 0 uso repetitivo pode

selecionar uma populacéao de células B transformadas pelo EBV CD20 negativas, rendendo o seu
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uso ineficaz (DAVIS et al., 1999). Entretanto, esta ainda incerto se a auséncia de células B
infectadas pelo EBV poderia retardar a recuperacéo especifica antiviral e, desta forma, favorecer
o0 surgimento do linfoma no periodo ap6s o transplante tardio. Em vista destas consideracdes, €
razodvel imaginar que tanto o anticorpo monoclonal antiCD20 quanto os LTC anti-EBV podem

ser necessarios para obter os melhores resultados.
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Figura 2. Efeito da Infusdo de LTC anti-EBV na carga viral e a frequéncia de linfdcitos
circulantes especificos contra o virus em receptores de TCTH com infeccéo ativa pelo EBV.
Ap0s a infusdo dos LTC anti-EBV (CTL) a carga viral, mensurada como o numero de copias do
genoma/10° nos mononucleares do sangue periférico (CMNSP), diminui como conseqiiéncia do
aumento do numero de células secretoras de INF-alfa especificas anti-EBV, medidas pela técnica
de ELISPOT. (Comoli et al. Blood 2002; 99:437)

Avancos futuros no entendimento nos mecanismos relacionados a ativacgao, alvo e fungao
das populagdes envolvidas na resposta imunolégica contra o EBV, e na aquisicdo de exceléncia

na manipulacdo celular podem melhorar os resultados da imunoterapia celular adotiva antiviral.
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Em particular, o uso de células apresentadoras de antigenos (CAA) periféricas pulsadas com
peptideos do EBV com relevante atividade imunogénica podera reduzir o tempo necessario para
preparar os LTC antivirais e permitir sua aplicacdo no tratamento de outras neoplasias associadas
ao EBV, como sugerido em estudos recentes no tratamento da Doenca de Hodgkin e do

carcinoma nasofaringeo (GOTTSCHALK et al., 2003; COMOLI et al., 2004).

5.4.3. Imunoterapia Adotiva contra Aspergillus sp

A aspergilose invasiva (Al) segue como a principal causa de mortalidade e morbidez nos
receptores de TCTH (LATGE, 1999; GROW et al., 2002). Apesar da disponibilidade de novos
agentes antifangicos com utilizagdo imediata e agressiva, casos comprovados de Al sdo dificeis
de tratar, tendo a taxa de mortalidade na ordem de 80 a 90% (SOUBANI e QURESHI, 2003). A
incidéncia anual desta infeccdo vem mudando, muito devido ao tipo de transplante realizado. Um
estudo recentemente publicado estabeleceu a incidéncia de 7,3% em pacientes que receberam
enxerto de doador HLA compativel e de 10,5% em transplantes realizados, tanto com doador
familiar parcialmente compativel, como com doadores voluntéarios ndo familiares (MARR et al.,
2002). A maioria dos casos de Al e diagnosticada entre os 40 a 180 dias apds o TCTH, 30% das
infeccOes sdo diagnosticadas precocemente (ou seja, dentro dos primeiros 40 dias apés o
transplante), e apenas 17% sdo diagnosticadas no periodo tardio, apds 6 meses do procedimento
(MARR et al., 2002). O risco de desenvolver Al também é influenciado por muitos outros fatores
de risco como DECH, corticoterapia, infeccdo por CMV ou virus respiratorios apos o transplante,
idade e neutropenia prolongada (MARR et al., 2002).

Nos receptores de alo-TCTH de doadores parcialmente compativeis e com deplecdo de
celulas T a probabilidade de desenvolver Al é maior se a imunidade especifica com células T

anti-aspergillus ndo é completa até os 9-12 meses apds o transplante. Nestes pacientes, a
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transferéncia de clones de células T CD4+ anti-aspergillus derivadas do doador podem conferir
protecdo contra o desenvolvimento de complicacdes fatais. A este respeito, 0 grupo de Perugia
recentemente relatou os resultados preliminares para a prevencdo de Al em pacientes que
receberam enxerto com deplecdo de células T de doadores familiares com disparidades HLA
usando a infusdo de clones especificos CD4+ (PERRUCCIO et al., 2003). A producdo destes
clones CD4+ especificos contra o Aspergillus foi feita usando células apresentadoras de
antigenos provenientes do sangue periférico do doador estimuladas com antigenos flngicos em
meio ndo contendo IL-2. Os clones de células T do doador com aloreatividade foram descartados,
apenas os clones ndo aloreativos foram infundidos nos pacientes. Um nimero limitado de clones
especificos anti-aspergillus foram infundidos (1x10° - 10° células/kg) em 10 pacientes nas
primeiras 4 semanas do transplante para evitar o risco de DECH. Apesar deste numero
relativamente baixo de células infundidas, houve reducio da mortalidade por Al. E importantes
notar que os clones de células T CD4+ expressam, predominantemente, um fendétipo tipo Thl
com diminuicdo da secregédo de 1L-10 e aumento da secrecdo de INF-gama. Estes achados sdo de
particular importancia, j& que alguns estudos em modelos animais demonstraram maior
imunidade associada as citoquinas da resposta tipo Thl como o INF-gama, enquanto que
citoquinas relacionadas a resposta Th2 como a IL-4 e IL-10 estariam associadas a progressao da

doenca (CENCI et al., 1997; CENCI et al., 1998).

5.5. IMUNOTERAPIA ADOTIVA PARA A PREVENCAO E TRATAMENTO DA
RECORRENCIA DE LEUCEMIA

Existem muitas evidencias que indicam que as células T e NK do doador apresentam
atividade imunologica antileucemia e que este efeito contribui para a erradicagdo definitiva das

células malignas apds o alo-TCTH (HOROWITZ et al., 1990; BARRETT e MALKOVSKA,
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1996; RUGGERI et al., 2002; FARAG et al., 2002; GIEBEL et al., 2003; KOLB et al., 2004). De
fato, pacientes que receberam o alo-TCTH de irmdo gémeo idéntico, assim como aqueles que
receberam enxerto com reducéo de células T, apresentam um risco maior de recaida da leucemia
se comparados com pacientes transplantados sem manipulacdo do enxerto, e, principalmente, se
comparados com aqueles que desenvolveram DECH aguda ou cronica (HOROWITZ et al., 1990;
BARRETT e MALKOVSKA, 1996; KOLB et al., 2004). Contudo, a melhor evidéncia da reacdo
do enxerto contra a leucemia (RECL) é demonstrada pela eficacia da infusdo de linfdcitos do
doador (donor lymphocytes infusion - DLI) em tratar a recaida apds o TCTH, especialmente em
pacientes portadores de leucemia miel6ide crénica (LMC) (KOLB et al., 1995; KOLB et al.,
2004). Entretanto, a DLI esta associada a complicacdes muitas vezes graves, como piora da
imunossupressdo e DECH. Por fim, Montagna et al, demonstraram que precursores de linfocitos
T citotdxicos (pLTC) anti-leucemia emergem e persistem no sangue periférico de receptores de
alo-TCTH que se mantém em remissdo hematoldgica (MONTAGNA et al., 1998; MONTAGNA
et al., 1999). Em contraste, nos pacientes que apresentam recaida da leucemia apos o alo-TCTH,
a freqliéncia de pLTC anti-leucemia declina rapidamente a niveis indetectaveis (MONTAGNA et
al.,, 1998; MONTAGNA et al., 1999). Corroboram com estes resultados a forte correlagdo
demonstrada entre o surgimento de LTC anti-leucemia em pacientes com LMC submetidos ao
alo-TCTH e a manutencédo da resposta citogenética com desaparecimento das células leucémicas
(MOLLDREM et al., 2000).

Considera-se que a RECL apos o alo-TCTH e a DLI seja mediada pelas células NK ou
linfocitos T que reconhecem as células leucémicas pela disparidade nos alelos do HLA (KOLB et
al., 1995; MURPHY e LONGO, 1997; FARAG et al., 2002; KOLB et al., 2004). Em particular,
quando o paciente e o doador sdo HLA idénticos, se acredita que os antigenos de

histocompatibilidade menores (mHAg — minor hystocompatibility antigen) sdo reconhecidos
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pelos LTC do doador. Comumente distribuidos, os mHAg sdo responsaveis pela RECL associada
a DECH, enquanto antigenos especificos contra as células leucémicas e ndo direcionados a outros
tecidos podem eleger uma resposta RECL mais direcionada (MURPHY e LONGO, 1997
FALKENBURG et al., 1997; KOLB et al., 2004), estando ja& demonstrado que tanto células
CD4+, como LTC CD8+ reconhecem mHAg na forma classica HLA restrita, e podem ser
gerados in vitro (MURPHY e LONGO, 1997; FALKENBURG et al., 1997).

Na medida em que a DECH severa esta associada a altas taxas de mortalidade relacionada
ao transplante, muitos esforgos tém sido direcionados para a identificacdo de estratégias capazes
de selecionar e promover uma resposta anti-leucemia especifica, ndo associada ao
desenvolvimento concomitante de DECH. A este respeito, uma das propostas mais intrigantes é a
de gerar e expandir clones, ou linhagens celulares, que sejam especificas ou, preferencialmente,
reativas a células leucémicas. Possiveis alvos ideais para o desenvolvimento destas linhagens
celulares ou de clones sdo representados por: (i) mHAag expressos exclusivamente nas células
hematopoiéticas, e, desta forma, nos blastos leucémicos; (ii) super-expressdo de antigenos de
diferenciacdo ndo-polimdrficos, como peptideos derivados da proteinase 3 nas células mieldides;
(iii) peptideos derivados de genes de fusdo na transcricdo especificos das celulas leucémicas,
como o BCR/ABL ou PML/RARa.(GAMBACORTI-PASSERINI et al., 1993; GOULMY, 1997;
CLARK et al., 2001; MOLLDREM et al., 2002; BELLANTUONO et al., 2002; MARWT et al.,
2003).

Como alternativa, uma estratégia muito interessante é usar blastos leucémicos apoptoticos
como fonte para obtencdo de antigenos tumorais para gerar e expandir linhagem de células T ou
clones anti-leucemia ex vivo (FALKENBURG et al., 1999; MONTAGNA et al., 2001;

MONTAGNA et al., 2003). A primeira aplicacdo clinica mostrando a facilidade e eficacia nesta
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sofisticada estratégia, foi relatada em 1999 por Falkenburg el al (FALKENBURG et al., 1999),
que, através da infusdo de LTC anti-leucemia derivados do doador e gerados in vitro,
proporcionou a remissdo hematoldgica e citogenética completa em um paciente com LMC que
havia recaido apos a alo-TCTH de seu irmdo HLA compativel, e que foi refratario a DLI.

Posteriormente, Montagna et al, demonstraram a viabilidade da geracéo ex vivo a longo
termo de linhagens de LTC anti-leucemia derivadas de doadores compativeis ou parcialmente
HLA compativeis, familiares ou ndo aparentados, de pacientes portadores de leucemia mieldide
aguda (LMA) (MONTAGNA et al., 2001). Estes LTC nao mostraram atividade citotoxica contra
as celulas ndo leucémicas dos pacientes, assim como nao afetaram adversamente o potencial
clonogénico das celulas progenitoras hematopoiéticas do doador. Estas foram obtidas e
expandidas usando células dendriticas (dentritic cells - DC) como CAA, blastos leucémicos dos
pacientes levados a apoptose como fonte de antigenos tumorais, e linfocitos T CD8+ do doador
como efetores. Também foram usadas, para otimizar a fase primaria, células CD4+ irradiadas, na
funcdo de células de suporte (feeders cells), e as interleucinas IL-7 e IL-12, enquanto que a IL-2
fez-se necessaria nas fases de expansdo das culturas celulares (MONTAGNA et al., 2001).

Os resultados obtidos no contexto da LMA foram posteriormente estendidos e
demonstraram que os LTC capazes de reconhecer seletivamente os blastos leucémicos,
igualmente podem ser obtidos em pacientes portadores de leucemia linfocitica aguda (LLA) ou
sindrome mielodisplasica (SMD), usando tanto doadores HLA compativeis ou parcialmente
compativeis (Figura 3) (MONTAGNA et al., 2003). A magnitude da expansdo na cultura in vitro
dos LTC pode ser melhorada consideravelmente por protocolos de restimulagdo antigeno-
independente (YEE et al., 2002), incluindo o uso de células alogénicas como suporte, anticorpo
monoclonal antiCD3 e baixas doses de IL-2. Alguns LTC obtidos de doadores HLA parcialmente

compativeis apresentaram atividade citotdxica contra células ndo malignas do receptor, porém
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sempre inferior a atividade de lise observada contra os blastos. Analise através da técnica de
espectroscopia das subfamilias V-beta do receptor TCR (TCR — T cell receptor) dos linfécitos
revela uma expansdo preferencialmente oligoclonal da populacéo celular que persiste nas culturas
de LTC depois de repetidas estimulacdes (Figura 4) (MONTAGNA et al., 2003). Estes achados
confirmam a hipétese dos LTC anti-leucemia serem direcionados contra varios epitopos
antigénicos, assim, clones direcionados a cada familia V-beta dos receptores TCR persistem e
podem ser expandidos depois de varias estimulacdes.

As linhagens de LTC estimuladas com blastos leucémicos apoptéticos como antigenos
tumorais sdo capazes de reconhecer mais de um Unico alvo. Apesar dos antigenos reconhecidos
por estes LTC néo serem definidos, a possibilidade de gerar LTC com mdltiplas especificidades
pode diminuir o risco de selecionar variantes com potencial de escape, muita vezes induzido pela
baixa imunogenicidade das células leucémicas in vivo. Contudo, a maioria das estratégias de
geracdo ex vivo de LTC se baseia no uso de mHAg o que limita a sua aplicacdo a uma associagao
bem definida entre o0 HLA do doador e do receptor, enquanto que a estimulacdo baseada nos
blastos apoptdticos ndo requer esta especificidade entre doador e receptor. A demonstracdo da
possibilidade de gerar LTC anti-leucemia de doadores com HLA dispares pode contribuir para
erradicar a doenca residual minima dos pacientes apds o alo-TCTH com deplecdo de células T. E
fato bem demonstrado que pacientes com leucemia submetidos a alo-TCTH com deplecdo de
celulas T de doadores parcialmente HLA compativeis, apresentam maior risco de apresentar
recaida leucémica apds o transplantes, principalmente se ndo for possivel explorar a

aloreatividade das células NK (RUGGERI et al., 2002; FARAG et al., 2002).
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Figura 3. Atividade citotoxica das linhagens de LTC derivadas das células mononucleares
do sangue periférico de doadores de alo-TCTH. As culturas foram testadas 7 a 10 dias apds
cada subseqlente estimulacdo contra os blastos leucémicos dos pacientes. Sdo apresentados 0s
resultados obtidos na relacdo efetor:alvo de 10:1. Os numeros de cada estimulacdo s&o
representados por II, 11, 1V, V e VI. Os resultados das linhagens de LTC direcionadas contra
células alvo da LLA, LMA e SMD sdo apresentados nos painéis A, B e C respectivamente.
(Montagna el al. Ex Hemaol 2003; 31:1031)

O principal risco das estratégias de imunoterapia baseadas na transferéncia apds o
transplante de LTC anti-leucemia policlonais derivados do doador é de induzir a DECH. Este
risco pode ser particularmente relevante quando o doador e o receptor apresentam disparidade no
HLA e as linhagens de LTC apresentam niveis detectaveis de atividade citotoxica contra as
células ndo malignas do receptor. Com 0 objetivo de ultrapassar este problema, deve ser

considerada a infusdo controlada, com aumento progressivo do nimero da quantidade de células
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infundidas, especialmente nos pacientes com pouca carga tumoral. Alternativamente, esta sendo
estudada uma estratégia baseada na clonagem das linhagens de LTC. Os resultados destes estudos
indicam que clones com especificidade contra os blastos leucémicos podem ser obtidos,
selecionados a partir das culturas de LTC e, expandidos para infusdo posterior (Figura 5)

(MONTAGNA et al., 2006).
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Figura 4. Padrdo da expansao clonal das linhagens de LTC anti-leucemia. A figura mostra
oito padrdes representativos de 24 subfamilias do gene TCR-Vbeta das culturas de LTC #8 (A) e
#9 (B). O padrédo obtido dos mononucleares do sangue periférico dos doadores é apresentado na
linha 1. Os padrdes referentes as linhagens de LTC anti-leucemia apds 3 e 5 estimulagdes sdo
apresentados nas linhas 2 e 3. (Montagna el al. Ex Hemaol 2003; 31:1031)
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Figura 5. Geracdo e expansao de clones de células T com citotoxicidade especifica contra
leucemia. T, linfocito T; DC, célula dendritica; CTL, linfocito T citotoxico. (Montagna et al.
Cancer Res 2006, 66:7310)

As estratégias de terapia celular que usam células T adotivas para o controle da DLP-EBV
demonstram que a eficicia deste procedimento, realizado atraves da infusdo de pequena
quantidade de células, depende da capacidade dos linfdcitos transferidos de se expandirem in vivo
em resposta ao estimulo antigénico das células infectadas pelos virus e, conseqiientemente, de
desenvolver uma resposta de memoria imunoldgica (HESLOP et al., 1996; ROONEY et al.,
1998). Em contraste as celulas infectadas por virus, que notoriamente apresentam VAarios

antigenos imunodominantes, capazes de estimular uma resposta imune forte, os antigenos

tumorais podem ser fracos estimulantes para os linfécitos T adotivos usados para a transferéncia
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na imunoterapia celular. Em vista destas consideracdes, € plausivel imaginar que a terapia com
celulas adotivas T anti-leucemia necessita da transferéncia de uma grande quantidade de células
para ser efetiva. A possibilidade de eficientemente produzir uma grande quantidade de LTC anti-
leucemia ex vivo, enquanto cuidadosamente se seleciona células com reatividade direta contras 0s
blastos leucémicos através estimulacfes independente dos antigenos, devem ser valorizadas nas
estratégias clinicas da imunoterapia adotiva anti-leucemia.

Apesar das muitas vantagens tedricas da terapia celular baseada na transferéncia de
celulas imune adotivas, uma série de eventos deve ocorrer para permitir a destruicdo e controle
do crescimento tumoral. As células T transferidas devem manter a ativacdo ou serem reativadas
in vivo pelo antigeno tumoral especifico; devem proliferar e expandir-se vigorosamente a niveis
capazes de causar a destruicdo tumoral; e, finalmente, as células T antitumorais devem sobreviver
0 tempo necessario para erradicar definitivamente o tumor (GATTINONI et al., 2005). O
refinamento da técnica laboratorial passa pela adequada sele¢do do antigeno capaz de estimular a
atividade citotoxica sem aumentar a aloreatividade, e pela possibilidade de expandir rapidamente
estas células mantendo a sua vitalidade. Ao serem transferidas para os pacientes, estas células
deveram sobreviver a longo prazo, serem capazes de migrarem para 0s sitios com envolvimento
tumoral e, sobretudo, estabelecer e manter a atividade antitumoral especifica a longo prazo
(BECKNELL e CALIGIURI, 2003). Entretanto, pouco se conhece sobre a homeostasia destas
celulas in vivo e qual seria 0 melhor momento da diferenciacéo celular adequado para promover a
atividade citotdxica antitumoral especifica a longo prazo. Estudos realizados em ratos
demonstraram que o uso de LTC estimulados com antigenos tumorais, mas com caracteristicas
fenotipicas menos diferenciadas, parecem ser mais eficientes em controlar a doenca ao
adquirirem in vivo a diferenciacdo, com conseqliente maior capacidade citotdxica especifica

(GATTINONI et al., 2005). Assim, o melhor entendimento das qualidades funcionais e
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fenotipicas dos linfocitos T in vivo, bem como das células geradas em laboratério, sdo topicos

importantes a serem explorados no desenvolvimento das técnicas de terapia celular.
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6. ARTIGO ORIGINAL EM PORTUGUES

INTERLEUCINA-15 PROMOVE A EXPANSAO DE CELULAS CD8+ DA MEMORIA
CENTRAL EM CULTURAS DE LINFOCITOS T CITOTOXICOS HUMANOS ANTI-

LEUCEMIA GERADOS EX VIVO

6.1.RESUMO

Objetivos: Nos estudos anteriores demonstramos a possibilidade de gerar linhagens de linfdcitos
T citotoxicos (LTC) derivadas do doador com atividade direta anti-leucemia contra varios tipos
de blastos leucémicos usando tanto doadores HLA compativeis como parcialmente compativeis,
como fonte de células efetoras. O objetivo do presente estudo foi o de analisar a distribuicdo dos
subtipos de células T de memoria em culturas de LTC expandidas na presenca de interleucina-2
(rIL-2) e o efeito da rlL-15, usada em substituicdo a rlL-2, na populacdo de memdria, na
capacidade das culturas de expandir-se in vitro e de manter atividade citotoxica anti-leucemia.
Métodos: Os LTC foram gerados usando as células dendriticas dos doadores como
apresentadoras e 0s blastos apoptoticos dos pacientes como estimuladores em meio contendo rlL-
12 e rIL-7 durante a fase primaria das culturas, ap6s foram expandidos com duas estimulagdes
com os blastos leucémicos seguido da expansdo independente do antigeno, cultivados em meio
com IL-2 ou IL-15.

Resultados: Ambas as culturas, cultivadas com rlL-2 ou rIL-15, apresentaram
predominantemente células T CD45RA-/CCR7- com caracteristica de memoria efetora (Twue).
Valores significativamente maiores de células CD8+ da memoria central (Tmc) (CD45RA-

/CCRT7+) foram observados nas linhagens cultivadas com rIL-15 se comparadas as culturas com
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riL-2 (p< 0.05). As linhagens cultivadas com rlL-15 também mostraram maior taxa de
proliferacdo quando comparadas com a rlL-2; a capacidade citotdxica direta contra leucemia foi
mantida nas duas culturas.

Conclusdes: O uso da rlL-15, em substituicdo a rIL-2, nas fases de expansdo de LTC anti-
leucemia aumenta o numero de células CD8+ Tcym que, potencialmente, pode apresentar
sobrevida a longo prazo e maior capacidade de proliferacdo e diferenciagdo in vivo na presenca
de quantidade limitada do antigeno. Além do mais, a rlL-15 aumenta a taxa proliferativa dos LTC

sem perda da sua especificidade anti-tumoral.

6.2 PALAVRAS-CHAVE

Terapia Celular Anti-Leucemia; Linfécitos T Citotoxicos Anti-Leucemia; Linfécitos T da

Memoria Celular; Interleucina-15.
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6.3. INTRODUCAO

Ao longo dos anos, o transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas (alo-TCTH)
vem sendo usado com sucesso como tratamento de muitas doengas hematoldgicas pediétricas.
Apesar das altas taxas de sobrevida livre de doenca alcangadas com este procedimento, uma parte
dos pacientes pediatricos com leucemia aguda pode apresentar recaida da doenca apds o alo-
TCTH (LOCATELLI & BURGIO, 1998). A prevencdo ou tratamento da recaida leucémica ap6s
0 alo-TCTH através da manipulacdo da resposta imune do receptor vem sendo uma estratégia
efetiva em alguns casos. Particularmente, o sucesso da imunoterapia adotiva com a infusdo de
linfocitos do doador (DLI — donor lymphocyte infusion) nos pacientes portadores de leucemia
mieldide cronica (LMC) recaida ap0s o transplante € uma das melhores demonstracfes da reagédo
enxerto contra leucemia na cura dos pacientes (KOLB et al., 1990; KOLB et al., 1995).
Entretanto a DLI frequentemente est4d associada ao surgimento de doenga enxerto contra o
hospedeiro (DECH) grave e é menos efetiva na cura de pacientes com leucemias agudas do que
nos portadores de LMC (van RHEE et al., 1994; COLLINS et al., 1997). A geragdo e expansao
ex vivo de linfécitos CD8+ citotoxicos com atividade direcionada contra as células leucémicas
vem sendo estudada como uma estratégia alternativa para a imunoterapia celular
(FALKENBURG et al., 1999; BRENTJENS et al., 2003; COOPER et al., 2001; LOCATELLI et
al., 2004; FALKENBURG et al., 2004).

Em estudos anteriores (MONTAGNA et al, 2001; MONTAGNA et al., 2003;
MONTAGNA et al., 2006) demonstramos a possibilidade de gerar e expandir in vitro um grande
numero de linhagens de LTC com atividade direta contra células de leucemia agudas e contra
celulas mielodisplasicas usando, tanto doadores HLA (Human Leukocyte Antigen Complex)
compativeis, como doadores familiares parcialmente compativeis como fonte de células efetoras.

Os LTC anti-leucemia foram gerados usando células dendriticas (DC — Dendritic cells) do doador
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estimuladas com blastos leucémicos (BL) apoptéticos dos pacientes em culturas com IL-7 e IL-
12 durante a fase primaria. As culturas foram expandidas atraveés de, pelo menos, duas
estimulacBes especificas contra os LB (leucemia-especifica) seguidas da expansdo antigeno
independente na presenca de baixas doses de IL-2. Apesar da viabilidade ex vivo a longo prazo
destas células e da sua capacidade citotdxica ter sido confirmada mesmo apos criopreservagdo, a
capacidade dos LTC de controlar eficientemente o crescimento de células leucémicas residuais
(doenca residual minima) permanece dubia in vivo. Evidéncias obtidas no ambito do TCTH, tanto
alogénico como autélogo, claramente sugerem que 0 sucesso da transferéncia de células da
imunidade adaptativa com atividade antitumoral expandidas ex vivo depende, ndo apenas da
quantidade de células infundidas (FALKENBURG et al., 1999), mas também da sua capacidade
de sobrevida longa, de migrar para os locais de envolvimento tumoral e de manter a resposta
imune de memdria antitumoral constante (YEE et al., 2002; BECKNELL & CALIGIURI, 2003;
DUDLEY et al., 2005).

Recentemente foi descrito que o comportamento cinético dos subtipos de células T da
memoria é fundamental para a persisténcia longa da vigilancia anti-leucemia, enquanto as células
T virgens dividem-se raramente no hospedeiro saudavel, as células T da memoria apresentam
maiores taxas de proliferacdo e especificidade citotoxica (SALLUSTO et al.,, 2004).
Paralelamente, foi documentado que a IL-15, uma citoquina de 14- a 15-kDa pertencente a
familia das citoquinas com ligacdo ao receptor gama comum, aumenta a capacidade de
proliferacdo de células T de memdria e produz um efeito anti-apoptoético prolongando a atividade
antitumoral (BRENTJENS et al., 2003).

Estes dados estdo apoiados nos resultados obtidos em modelos animais que demonstram

reducdo marcada do numero de celulas T CD8+ nos linfonodos e da freqtiéncia de células T
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antigeno especifico (CD44alto/CD62Lbaixo) em ratos deficientes de 1L-15 ou do receptor alfa da
IL-15 (LODOLCE et at., 1998; ALVES et al., 2003).

Com base nestas informac0es, este estudo analisou a distribui¢do dos subtipos de células
T da memdria em culturas de LTC humanos anti-leucemia gerados com o protocolo estabelecido
previamente, onde as fases de expansdo séo realizadas na presenca de rIL-2. Em adicéo, foi
analisado o efeito da rIL-15, usada em substituicdo a rlL-2, na diferenciacdo e manutengdo das
células T de memdria, na capacidade de proliferacdo ex vivo das linhagens de LTC e na atividade

citotoxica anti-leucemia apresentada.

6.4. PACIENTES E METODOS
6.4.1 Pacientes

Foram incluidos neste estudo 5 pacientes portadores de leucemia mieldide aguda, ou
leucemia linféide aguda, submetidos ao aloTCTH de doador familiar HLA compativel (1
paciente), ou de doador familiar parcialmente compativel (4 pacientes). As células leucémicas
foram obtidas do sangue periférico ou medula 6ssea destes pacientes no momento do diagndéstico
ou da recaida da leucemia, enquanto que as células provenientes dos doadores foram obtidas do
sangue periférico. O Comité de Revisdo e Etica do Departamento de Pediatria da Fundagio
IRCCS Policlinico San Matteo de Pavia, Italia aprovou o protocolo. Os pacientes e doadores
foram incluidos no estudo apds assinarem o consentimento informado seguindo as normas da

instituicdo. As caracteristicas clinicas dos pacientes estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes das culturas de LTC anti-leucemia

ioti Idade Sexo -
LTC Cariotipo no ] Tipo do Doador .
Doenga Diagnéstico  (anos)  (Paciente/Doador) Utilizado Tipagem HLA do Doador/Receptor
# LMA — M2 46, XX (9:22) 8 E/E DEPC D= A 02,24; B 35,35; C 03,03; DRB1 04,04
R=A 24,24; B 35,40; C 03,03; BRB1 03,04
4o LMA — M1 46, XY t(8:21) 15 M/E Irmdo HLA ~ D=A03,32; B 35,18; C 04,12; DRB1 04,15

Compativel R= A 03,32: B 35,18: C 04,12: BRB1 04,15
D= A 03,32: B 34.40: C 04,17: DRB1 03,11

#3 LMA - M4 46, XX 7 FIM DFPC
R= A 02,32; B 35,40; C 03,04; BRB1 08,11
44 LMA — M2 46, XX 4 E/M DEPC D= A 23,02; B 51,50; C 16,06; DRB1 01,11
R= A 23,33; B 51,58; C 16,03; BRB1 01,03
#5  LLA - CD10+ 46, XY 6 M/M DEPC D= A 02,68; B 44,51; C 03,04; DRB1 14,16

R= A 02,24, B 44,62, C 02,03; BRB1 14,13

LMA leucemia mieldide aguda — classificacdo FAB; LLA, leucemia linféide aguda; DFPC, doador familiar parcialmente compativel; F,
feminino; M, masculino; D, doador; R, receptor.
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6.4.2. Células Estimuladoras e Células Alvo

As celulas usadas como estimuladores nas culturas ex vivo para a geracdo dos LTC
foram os BL dos pacientes preparados em amostras heparinizadas da medula 6ssea ou sangue
periferico (>90% de BL) obtidos no momento do diagndstico ou da recaida. Nos ensaios de
citotoxicidade foram utilizados como células alvos, além dos BL, linhagens de células T
estimuladas com mitdgeno (fitohemaglutinina, T-PHA) como controle ndo maligno. Estas
células foram obtidas e cultivadas para cada paciente através da estimulagcdo de células
mononucleares do sangue periférico (CMNSP), coletadas previamente ao transplante e
mantidas sob crioprevervacao, com fitohemaglutinina e varias passagens em soro fetal bovino
a 10% (SFB) e RMPI-1640 suplementados com 100 U/mL de IL-2 recombinante (rIL-2;
Chiron CO, Emeryville, CA, EUA) (MONTAGNA et al., 2001). Também foram obtidos
fibroblastos da bidpsia de pele dos pacientes antes do transplante, cultivados conforme
método previamente descrito (MONTAGNA et al., 2003), para utilizacdo como células alvos

de controle.

6.4.3. Diferenciacio das Células Dendriticas

As células dendriticas foram geradas usando CMNSP CD14+ dos doadores de medula
Ossea. As células CD14+ foram selecionadas magneticamente usando Microbeads marcadas
com CD14 (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach, Alemanha) de acordo com a
especificacdo do fabricante. As células CD14+ obtidas (> 90%) foram estimuladas com
500U/mL de IL-4 recombinante humana (R & D Systems Europe, Abingdon, RU) e 800U/mL
de fator estimulante de col6nias de granuldcitos e macrofagos recombinante humano (GM-
CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor - Schering-Plough/Sandoz, Basel,
Suiga) (SALLUSTO et al., 1994). Apos 7 dias de cultura, as células foram recuperadas,

analisadas quanto ao seu fendtipo de superficie para CD14 (BD Bioscience, San Jose, CA,
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EUA) e CDla (R & D Systems Inc, Minneapolis, MN, EUA); as DC foram usadas para a
inducdo das linhagens de LTC como células apresentadoras de antigenos se negativas para

CD14 e positivas para CD1a (CD1a > 80%).

6.4.4. Geracdo das Linhagens de LTC anti-Leucemia

O meio de cultura utilizado foi RPMI-1640 suplementado com 2mM de L-glutamina,
50ug/mL  de gentamicina, 1% de aminoacidos ndo essenciais, 1mM de piruvato de sodio e
5% de soro humano (RPMI-SH5%). As células CMNSP dos doadores foram enriquecidas
com CD8+ através da selecdo negativa ap6s incubacdo com anti-CD4 marcado
magneticamente, microbeads (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach, Alemanha). As
células CD8+ enriquecidas (0.5 to 1x10° células/mL) foram cultivadas em placas de 48 pocos
(volume final de 1mL) com as células dendriticas dos doadores (2 x 10° células/mL), BL
irradiados (200 Gy) (5 x 10° células/mL) e linfécitos CD4+ irradiados (30 Gy) dos doadores
(3a5 x 10° células/mL) (MONTAGNA et al., 2001; MONTAGNA et al., 2003). No dia 0 das
culturas foram adicionados 10ng/mL rIL-7 (R & D Systems Inc, Minneapolis, MN, EUA) e
10pg/mL rIL-12 (R & D Systems Europa). Depois de 7 a 10 dias, as culturas foram
reestimuladas com os BL dos pacientes irradiados (200 Gy) (5 x 10° células/mL) e CMNSP
dos doadores irradiadas (30 Gy) que permaneceram aderidas por 3 horas para dar suporte as
culturas. Apds dois dias foram adicionados as culturas 25U/mL de IL-2 (rIL-2; Chiron CO,
Emeryville, CA, EUA) ou 10ng/ml de IL-15 recombinante (R & D Systems Inc, Minneapolis,
MN, EUA). O mesmo protocolo foi utilizado nas estimulagBes sucessivas e € mostrado

esquematicamente na Figura 1.
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6.4.5. Expansdo Répida dos LTC Anti-Leucemia

As culturas de LTC anti-leucemia derivadas dos doadores e obtidas apds trés
estimulacdes com os BL dos pacientes em meio contendo riL-2 ou rIL-15 foram expandidas
com um ciclo do protocolo de expansao rapida previamente descrito (MONTAGNA et al.,
2003). De acordo com este protocolo foram utilizados CMNSP alogénicas irradiados (30 Gy)
como células de suporte (2 x 10%/mL), anticorpo anti-CD3 (OK T3, Ortho, Raritan, NJ, USA;
30ng/mL) e repetidas doses de rIL-2 (50U/mL) ou rIL-15 (10ng/mL) a cada 3 a 4 dias,

dependendo da citoquina usada na fase de estimulacéo (Figura 1).

6.4.6. Andlise dos Marcadores de Superficie

A analise da populacdo celular de cada cultura foi realizada por imunofluorescéncia
direta com marcacdo de duas ou trés cores e medidas com o citdometro de fluxo FACScalibur
(BD Biosciences, Mildo, Italia). Foram utilizadas multiplas combinagdes de anticorpos
conjugados com ficoeritrina (Phycoerythrin - PE), isotiocianato de fluoresceina (fluorescein
isothiocyanate - FITC) e proteina clorofila peridinina (peridinin chlorophyll protein — PerCP)
para os seguintes marcadores: i) CD14 e CD1a, para analise das DC; ii) CD3, CD56, CD4,
CD8, TCR-yd, CCR7, CD27, CD45RA, CD45R0, CD62L (mAb, BD Biosciences, Mil&o,
Italia), para a andlise da populacdo de LTC das culturas conforme descrito previamente

(MONTAGNA et al., 2001).

6.4.7. Ensaio de Liberacio de **Cr

A atividade citotoxica das culturas de LTC anti-leucemia foi avaliada atraves do
ensaio de liberacdo de **Cromo ap6s 8 horas de incubacéo. As células alvo foram marcadas
com 504Ci de *'Cr (PerkinElmer, Boston, EUA) em 500 pL de SFB por 18 horas a 37°C.

Apos trés lavagens, as células alvos forma semeadas em placas de 96 pocos com fundo oval
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na relacdo efetor: alvo (E:A) variando de 50:1 a 1:1. Para testar a contribuicdo da atividade
citolitica ndo especifica mediada pelas células Natural Killer (NK) foram adicionadas as
culturas do ensaio citotoxico células K562 na relacdo de 20:1 com as células alvo
(experimento de inibicdo a frio) como descrito previamente (MONTAGNA et al., 2004).
Apos o periodo de incubacéo, o sobrenadante foi coletado e contado no contador gama. A lise
especifica foi calculada seguindo a seguinte formula: % da liberacdo especifica = [(liberacao

encontrada — liberagdo espontanea)] x 100.

6.4.8. Andlise Estatistica

Os dados sdo apresentados em valores da media + desvio padrdo, a diferenga
estatistica da expressdo fenotipica e atividade citotdxica entre as culturas com rlL-2 ou rlL-15
foram estimadas usando o teste ANOVA ou teste t com valor de significado estatistico do p <

0,05.

6.5. RESULTADOS

6.5.1. Geracdo e Expansdo de LTC anti-Leucemia Derivados do Doador

Foram realizadas 5 culturas de LTC anti-leucemia originarias dos doadores do alo-
TCTH usando o método previamente descrito (MONTAGNA et al., 2001; MONTAGNA et
al., 2003) na fase primaria da cultura, enquanto que as estimulacbes posteriores foram
mantidas com a adi¢do de rlL-2 ou rlL-15 (figura 1). A identificacdo numérica (#) se refere a
cada paciente investigado (ver também Tabela 1). Usando esta estratégia experimental, foram
obtidas 10 linhagens de LTC anti-leucemia, 2 para cada par doador/paciente (IL-2-LTC e IL-
15-LTC, seguido do numero de identificacao).

A analise da atividade citolitica contra os BL dos pacientes, medida apos 2

estimulacdes especificas contra a leucemia ndo demonstrou diferenca significativa entre as
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culturas de LTC mantidas com rlL-2 ou rIL-15 (Figura 2). Os LTC anti-leucemia também
foram testados quanto a sua atividade citotoxica contra as células ndo leucémicas obtidas dos
pacientes antes do alo-TCTH para controle in vitro da reacdo enxerto contra leucemia. Ambas
as linhagens, IL-2-LTC e IL-15-LTC, mostraram baixos niveis de reatividade (<20% de lise)
contra as células ndo leucémicas dos pacientes, no caso células T-PHA e fibroblastos, na
relacdo efetor: alvo mais alta e atividade indetectavel na relacdo efetor: alvo mais baixa (ou
seja, 1:1), onde permaneceu atividade citotdxica contra os BL (Figura 2).

As culturas de LTC anti-leucemia mantidas com rlL-2 ou rlL-15 durante a fase de
estimulagdo especifica contra os BL foram posteriormente expandidas com o protocolo de
expansao antigeno-independente, sempre mantidas com a adicdo de IL-2 ou IL-15
respectivamente (Figura 1). Estes LTC foram recolhidos aproximadamente apds 14-15 dias da
expansdo e avaliados quanto a sua atividade citotoxica contra os BL e contra as células ndo
malignas (Figura 3). As culturas IL-2-LTC ou IL-15-LTC demonstraram altos niveis de
citotoxicidade contra os BL, enquanto que, igualmente ao observado apo6s as estimulacBes
especificas, a reatividade contras as células ndo malignas foi muito menor a uma relacéo E:A
de 15:1 e, virtualmente, ausente na E:A de 1:1 (ver Figura 3 para maiores detalhes).

Ap0s as duas estimulacdes especificas contra a leucemia e uma expansdo antigeno-
independente, as culturas de LTC apresentaram grande aumento do ndmero absoluto de
celulas (Figura 4). Entretanto, a taxa de expansdo da cultura IL-15-LTC foi (média 298,
variacdo de 250 a 400 vezes) significativamente maior (p < 0,05) que a IL-2-LTC (média 120,

variacdo de 70 a 220 vezes).
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Figura 2. Atividade Citotoxica dos LTC anti-leucemia apds 2 estimulacdes contra os
blastos leucémicos. As culturas foram testadas simultaneamente contra os BL (linha sélida) e
contras os fibroblastos dos pacientes (linhas pontilhadas). As culturas foram testadas 6 a 7
dias ap6s a estimulacdo com relacdo efetor: alvo variada; estdo relatados 3 valores de E:A
¢IL2-LTC; m IL-15-LTC.
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Figura 3. Atividade Citotoxica dos LTC anti-leucemia ap6s a Expansdo Antigeno-
Independente. As culturas foram simultaneamente testadas contras os BL dos pacientes
(linhas solidas) e contra os fibroblastos (linhas pontilhadas). As culturas foram testadas 13 a
15 dias ap0s a expansdo com relacdo efetor: alvo variada; estdo relatados os resultados
obtidos em trés valores de E:A. ¢1L2-LTC; m IL-15-LTC.
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Figura 4. Recuperacdo celular ap6s a expansdo antigeno-independente. Os resultados da
expansdo celular de duas culturas representativas, com a maior e a menor recuperacgao, séo
apresentados; as informacdes representam um calculo tedrico baseado nas taxas de expansdo
das linhagens de LTC. Os resultados se referem & semeadura na fase primaria de 10° células
CD8+ enriquecidas. A, fase primaria; B, secunda estimulacdo com BL; C, terceira

estimulagdo com BL; e D, expansao antigeno-independente. O IL-15-LTC; M IL-2-LTC.

6.5.2. Ensaio de Citotoxicidade com Inibicdo a Frio

Os ensaios de inibicdo a frio, realizados apds a estimulagdo especifica contra leucemia
e apoOs a expansdo independente do antigeno, demonstraram que a adigdo de células da
linhagem K562 nos ensaios de citotoxicidade reduziu discretamente a atividade citotoxica
contra os BL das culturas mediadas por ambas citoquinas. Na Figura 5 sdo apresentados
resultados representativos da atividade citotoxica com inibig&o a frio das culturas IL-2-LTC#2

e IL-15-LTC#2 onde a expressdo de CD56 foi maior.
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Figura 5. Atividade citotoxica com inibicdo a frio. Os resultados apresentados se refere as
cultura de LTC anti-leucemia #2 contra blastos leucémicos (BL) e contra linhagem de células
T mitogenas (T-PHA). As culturas IL-2-LTC#2 (coluna branca) ou IL-15-LTC#2 (coluna
preta) foram testadas apos duas estimulagGes leucemias-especificas e apresentadas na relagéo
efetor:alvo 25:1 (A) e 6:1 (B). Os LTC foram testados contra os BL sozinhos ou com a adigédo
de células K562 e simultaneamente contra T-PHA e T-PHA mais células K562.

6.5.3 Caracterizacio Fenotipica das Culturas de LTC anti-Leucemia

A andlise fenotipica foi realizada no momento de cada ensaio citotdxico, ou seja, antes
de cada estimulacdo especifica contra a leucemia e entre os dias 10 e 14 ap0s a expansao
independente do antigeno. Apds as duas estimulagdes leucemia-especificas a proporcao de
linfocitos CD3+/CD8+ presentes nas culturas IL-2-LTC foi comparavel & encontrada nas
culturas IL-15-LTC, enquanto que a porcentagem de células CD3+/CD4+ foi sempre inferior
a 10% (Tabela 2). Nas culturas IL-15-LTC observou-se uma expressdo maior da molécula
CD56 apos as estimulacdes leucemia-especifica comparada as culturas IL-2-LTC, entretanto
esta diferenca ndo apresentou significancia estatistica. ApOs a expansdo antigeno-
independente, a grande maioria das células efetoras expressou CD3+/CD8+ em ambas as
culturas IL-2-LTC e IL-15-LTC. Na cultura IL-2-LTC#3, 35% das células CD8+ co-
expressaram CD4. A porcentagem de células CD3+/CD56+ permaneceu elevada nas culturas
IL-15-LTC se comparadas as IL-2-LTC (diferenca ndo significativa, p>0.4), porém a
porcentagem de CD16 foi < 3% (Tabela 2).
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Tabela 2. Fendtipo de superficie das culturas de LTC anti-leucemia.

LTC ap6s 2° estimulacdo BL- especifica

LTC apds a expansdo Ag- independente

IL-2-LTC IL-15-LTC IL-2-LTC IL-15-LTC
Média % % Média % % Média % % Média % %
CD3+CD8+ 84 65-99 84 67-96 97 93-100 97 90-100
CD3+CD4+ 8 3-9 7 1-10 13 5-35 7 1-10
CD56+ 21 3-40 52 31-66 10 2-20 41 18-63
CD3+CD56+ 16 3-38 41 27-47 10 2-18 41 18-64
TCR-yo 7 0-12 8 0-19 22 2-43 24 2-45
CD16+ 2 1-3 2 1-3 0.5 0,3-0,8 04 0,2-0,8
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6.5.4. Subtipos de CD8 da Mem6ria nas Culturas de LTC

Baseada na classificacdo das células T de memdria proposta por Geginat et al, 2003, foi
avaliado o compartimento de células T da memoria das culturas de LTC anti-leucemia geradas ex
vivo. A distribuicdo das células T de memoria foi avaliada nas culturas de LTC apds a expansao
antigeno-independente, que representa o produto final a ser infundido nos pacientes (Tabela 3).
Apesar das células CD3+/CD8+ serem maior de 90% em todas as culturas de LTC, os subtipos
da memoria foram analisados no citdmetro de fluxo na populacdo CD8+. Independente da
citoquina empregada na cultura foi documentado um nimero predominante de células da
memoria T efetoras (Tme) CD45RA-/CCR7- em ambas as culturas (IL-2 35,1%40,9 vs. IL-15
22,3%+1,4%) e CD45RA+/CCR7- (Tmera+) (IL-2 52,5%+2,1% vs. 1L-15 56,8%+1%). Ambas as
culturas apresentaram, também, um numero consideravel de células da memoria T central (Tuc)
CD45RA-/CCR7+, que foi maior nos IL-15-LTC do que nos IL-2-LTC (6,3%=%1,4% vs
1,86%+0,9% p<0.05). Esta observacdo é particularmente relevante considerando que, como
previamente descrito, a recuperacdo celular das culturas IL-15-LTC foi significativamente maior
que as culturas IL-2-LTC. Os resultados da recuperacgdo celular de Tyc das culturas IL-2-LTC e
IL-15-LTC ap0s a expansao antigeno-independente sdo apresentados na figura 6. A recuperacao
das células Tuc foi estimada com base na porcentagem de Tyc presentes nas culturas e na
recuperacao celular total de cada linhagem. Estes achados confirmam que, em comparacéo a rlL-
2, a rlL-15 permite uma maior expanséo de celulas CD8+ Tyc (p<0.05) (Figura 6). A expressao
de CD27 e CD62L nao foi significativamente diferente entre as culturas IL-15-LTC e IL-2-LTC

(ver também a Tabela 2).
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Tabela 3. Fendétipo de superficie dos LTC CD8+ apds a expansao antigeno-independente

IL-2-LTC IL-15- LTC
% Média + Desvio % Meédia + Desvio Valor de
Padrao Padrao p

CD45RA+/CCR7+ Virgem 10 £2 15+1 NS
CD45RA-/CCR7+ Twmc 212 6+1 p <0,05
CD45RA-/CCR7- Twme 3542 22 +1 NS
CD45RA+/CCR7- TwmeRra+ 53 £2 57 +1 NS
CD62L+ 74 +£12 54 £5 NS
CD27+ 34 +13 41 £9 NS

Recuperagao de Células Ty

30 ;

25

o= 005
20

15

10

Recuperacéo Celular x 108

IL-2 IL-15

Figura 6. Recuperacdo de células Tmc das culturas de LTC ap6s a expansdo antigeno-
independente. O ndmero de células Tyc das culturas IL-2-LTC e IL-15-LTC foi estimado a
partir das porcentagens de Tywc documentadas apds a expansdo antigeno-independente e da
recuperacao celular de cada linhagem. Os resultados da recuperacdo de células Ty se referem a
semeadura na fase primaria de 10° células CD8+ enriquecidas.
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6.6. DISCUSSAO

O sucesso da terapia celular T adotiva para o tratamento e prevencdo de recaida apds o
alo-TCTH depende muito da capacidade das células do doador, no caso LTC anti-leucemia
gerados ex vivo, de exercer fungdes citotdxicas e efetoras in vivo. Além da geracdo de LTC anti-
leucemia com capacidade efetora imediata, a manutengéo da capacidade de renovacéo celular por
longo tempo, ap6s exposicdo aos antigenos associados a leucemia, deve ser preservada. Neste
estudo foi analisada a expressdo de antigenos de superficie que classificam as células T da
memoria, efetoras e central, nas culturas de LTC anti-leucemia geradas ex vivo utilizando o
protocolo previamente descrito. Também foi avaliado o papel da IL-15 em influenciar a
proporc¢édo de linfécitos T da memoria nas culturas, bem como em manter a atividade citotdxica
especifica e a magnitude da resposta celular T anti-leucemia.

Neste estudo foi demonstrado que as culturas de LTC anti-leucemia mantidas com rlIL-2
ou rlL-15 na fase de expansdo sdo heterogéneas quanto aos subtipos de células T da memodria,
apresentando tanto celulas com caracteristicas de memoria central como efetora. Independente da
citoquina utilizada as culturas, apesar do predominio de células Tye e Tvera+ apresentaram uma
quantidade substancial de células CCR7+. Em particular, os resultados demonstraram que nas
culturas IL-15-LTC a porcentagem de células CD8+ expressando fendtipo de memoria central foi
significativamente maior se comparada a porcentagem observada nas culturas IL-2-LTC. Apesar
do comportamento das células CD8+ da memodria nos humanos ndo estar completamente
elucidado, é conhecido que a molécula CCR7, um receptor de quimiocinas que controla a
migracao para os orgaos linfaticos secundarios, divide as células T da memdria em dois subtipos
funcionais distintos. As células da memoria T CCR7- expressam receptores para a migragao aos
tecidos inflamados e apresentam fungdes efetoras terminais. Em contraste, as células da memaria

CCR7+ expressam receptores que orientam o trafico para os linfonodos e ndo apresentam
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funcdes citotoxicas, porém estimulam eficientemente as DC e se diferenciam em efetores CCR7-
quando estimulados pelos antigenos ja conhecidos (IEZZI et al., 2001; GEGINAT et al., 2003).
Desta forma, os resultados indicam que, apesar do sucesso prévio em gerar e expandir LTC anti-
leucemia ex vivo, 0 uso da rIL-15 em substituicdo a rIL-2 durante as fases de estimulacdo e
expansao pode melhorar a qualidade das linhagens, em particular, aumentar o compartimento de
células T da memdria central com maior capacidade de auto-renovagéo.

Alguns autores relataram que a transferéncia de células Tyc CD8+ T adotivas que
possuem maior capacidade de migracdo prové maior imunidade se comparada com a
transferéncia de uma populacdo de células T da memdria com caracteristicas de efetor CCR7-
(WHERRY et al., 2003; GATTINONI et al., 2005). Além do mais, a expressdo de moléculas co-
estimulatérias como CD27 e L-seletina (CD62L) resultam em maior expansdo, sobrevida e
diferenciacdo das células de memoéria T CD8+ ativadas (MASOPUST et al., 2004). De forma
geral, todos estes resultados sugerem que um repertorio variado de LTC da memdria e efetores
pode ser importante em sustentar a atividade anti-leucemia imediata, além de gerar e manter a
memoria imunoldgica capaz de aumentar a eficacia da imunoterapia celular adotiva. Os
resultados deste estudo demonstram que, junto com porcentagens mensuraveis de células T com
caracteristicas fenotipicas da memoria central, os LTC CD8+ anti-leucemia expressam valores
consideraveis das moléculas CD27 e CDG62L, sugerindo um possivel papel de mediar
eficientemente a fungdo efetora citotoxica terminal e de manter a atividade anti-leucemia durante
um longo periodo in vivo.

Algumas evidéncias obtidas em ratos e em experimentos com células humanas indicaram
que 0 uso enddgeno da IL-15 prolonga a sobrevida e a proliferacdo das células CD8+ e poderia
aumentar a sua eficacia anti-tumoral (SCHLUNS et al., 2002; ALVES et al., 2003; ANICHINI et

al., 2003; BRENTJENS et al., 2003; SCHLUNS E LEFRANCOIS, 2003; ALPDOGAN et al.,
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2005; GATTINONI et al., 2005). Uma importante vantagem da IL-15 em sustentar a proliferagéo
das células T CD8+ ¢ a contribuicdo desta citoquina em manter as células da memdria central. Na
realidade, foi demonstrado que a IL-15 estimula a proliferacdo das células T CD8+ com fendtipo
de memoria central, apesar de ser menos clara a sua contribuicdo na persisténcia das células que
mantiveram contato com os antigenos nos érgdos linfaticos secundarios (WENG et al., 2002;
BERARD et al.,, 2003; GATTINONI et al., 2005). De acordo com estas informacgdes foi
demonstrado neste estudo, em um modelo humano ex vivo, que culturas mantidas com rlL-15
podem expandir maior quantidade de células T CD8+ com fen6tipo de memoria central
mantendo a atividade citotoxica contra os blastos leucémicos sem perder sua especificidade,
quando comparado a culturas mantidas com rlL-2. Outra diferenga observada foi a maior
recuperacao celular obtida nas culturas IL-15-LTC em comparagéo as IL-2-LTC. A IL-15 induz a
expressdo de proteinas anti-apoptéticas da familia Bcl-2 nas células CD8+ em repouso, com
efeito sobreposto, mas distinto entre as células de memdria e virgens (BERARD et al., 2003).
Este mecanismo é importante para manter a renovacao das células T de memoria especificas para
determinado antigeno e poderia explicar a maior recuperacgao celular obtida in vitro.

Neste estudo foi observada uma alta co-expressdao de CD56 nas ceélulas T das culturas
mantidas com IL-15, porém ndo associado com maior aumento da aloreatividade citotdxica
contra as células ndo malignas dos pacientes. O CD56 representa a molécula-1 de adesao neural
presente nas células NK (natural killer) produtoras de interferom-gama (INF-y) e com potente
efeito anti-tumoral (OHKAWA et al., 2001). Sabidamente a IL-15 expande as células NK e,
também, células T CD3+CD8+ com co-expressdo de CD56+. Além disto, ja foi descrito que a

aquisicdo de CD56 pelos linfécitos T esta associada com maior habilidade proliferativa em

91



92

resposta a IL-15 e com maior ativacdo das células efetoras (COOKSON E REEN, 2003;
OZDEMIR et al., 2005).

Em conjunto, os resultados deste estudo confirmam a possibilidade de gerar linhagens de
LTC com atividade anti-leucemia duradoura de doadores de medula Ossea, totalmente ou
parcialmente compativeis no sistema HLA, de pacientes pediatricos portadores de leucemia
aguda através de uma fase de estimulagdo primaria seguida de duas estimulacGes especificas
contra a leucemia e uma expansdo independente do antigeno sustentada por rlL-2 ou rlL-15
durante todas as fases de expanséao das culturas. Em adicdo, foi demonstrado que estas linhagens
sdo heterogéneas quanto aos subtipos de células T da memoria imune adotiva, e, apesar da alta
atividade citotoxica com perfil fenotipico efetor, foi possivel obter um consideravel nimero de
celulas com caracteristicas menos diferenciadas da memoria T. Este parece ser o primeiro estudo
documentando a possibilidade de gerar e expandir ex vivo LTC humanos anti-leucemia exibindo
tanto células efetoras, quanto consideravel nimero de células Tyc CD8+. Em comparacdo a
adicdo de rlL-2, a rIL-15 parece ser superior em gerar mais células Tyc € em aumentar a
recuperacdo celular dos LTC em cultura. Assim, se os linfocitos Ty representam o verdadeiro
grupo de células experimentadas com 0s antigenos capazes de percorrer os tecidos perifericos
com potente funcdo citotoxica, as células Tyc representam a populacdo de células
experimentadas passiveis de expansdo clonal ap6és um segundo contato com o antigeno,
permitindo, assim, a geracdo de uma nova onda de células citotdxicas efetivas.

A maior compreensdo do comportamento dos subtipos de células T de memoria adotiva
das linhagens de LTC anti-leucemia pode ser o ensejo para melhorar a sobrevida destas células e,
consequentemente, da resposta imune anti-tumoral. Desta forma, a possibilidade de manipular a
geracdo e a distribuicdo de células T da memoria e de efetores nas culturas de LTC pode ser uma

estratégia eficaz para aprimorar os resultados da imunoterapia celular adotiva.
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7.1. ABSTRACT

Objectives. We previously demonstrated that donor-derived, anti-leukemia cytotoxic T
lymphocyte (CTL) lines directed against different types of leukemia blasts (LBs) can be
generated from either HLA-compatible or HLA-mismatched donors. The aim of this study was to
analyze the distribution of memory T-cell subsets in CTL lines expanded in the presence of
interleukin-2 (IL-2) and to evaluate the effect of IL-15, used in place of IL-2, on propagation and
differentiation of different memory T-cell subset, as well as on the capacity of CTL lines to
display leukemia-directed cytotoxic activity.

Methods. Anti-leukemia CTL lines were generated using donor-derived dendritic cells (DCs),
pulsed with patients’ apoptotic LBs, IL-12 and IL-7 during the primary culture and expanded by
means of two rounds of leukemia-specific stimulation and one round of antigen-independent
expansion, each supplemented with either IL-2 or IL-15.

Results. Both IL-2-supplemented (IL-2-CTL) and IL-15-supplemented (IL-15-CTL) cell lines
contained predominant numbers of CD45RA-/CCR7- effector memory (Tem) T-cells.
Significantly higher (p<0.05) numbers of CD8-positive central memory T-cells (Tcwm), as well as
a higher proliferative capacity and a comparable cytotoxic activity, were observed in IL-15-CTLs
compared to IL-2-CTLs.

Conclusion. The use of IL-15, in place of IL-2, for anti-leukemia CTL-line expansion, increases
the number of Tcy CD8-positive cells, which are known to display long-term survival and the
capacity to proliferate and differentiate in vivo in the presence of a limited amount of antigen.

Moreover, IL-15 enhances the proliferative rate of CTLs, without loss of their specificity.
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7.2. INTRODUCTION

Over the past few decades, allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-
HSCT) has been increasingly used to treat patients affected by many hematological malignancies.
Although a high proportion of these patients have been cured by allo-HSCT, recurrence of the
original malignant disorder still remains the most important cause of treatment failure (1).
Prevention or treatment of post-transplantation relapse, through the manipulation of the donor-
origin anti-tumor immune response, has proven to be feasible and successful in some cases. In
particular, adoptive immunotherapy with donor lymphocyte infusion (DLI) has provided one of
the most effective demonstrations of the importance of the graft-versus-leukemia (GVL) effect in
the cure of patients with hematological malignancies given allo-HSCT (2,3). However, while DLI
has been demonstrated to rescue a high proportion of patients with Philadelphia-positive chronic
myeloid leukemia (CML) experiencing molecular/cytogenetics relapse or chronic phase
recurrence, it is much less effective for treating patients with acute leukemia and can be
associated with the occurrence of life-threatening complications, such as severe graft-versus-host
disease (GVHD) and myelosuppression (4,5). The ex vivo generation and expansion of CD8+
cytotoxic T lymphocytes (CTLs), which are preferentially or selectively endowed with anti-
leukemia reactivity, have been investigated as a potentially safer and more effective approach of
adoptive cell therapy (6-10).

In previously published studies (11-13), we demonstrated the possibility of generating and
expanding in vitro a large number of CTL lines directed against different types of either acute
leukemia blasts (LBs) or myelodisplastic cells, using both HLA-matched and partially matched
donors as a source of effector cells. These anti-leukemia CTL lines were generated using donor-
derived dendritic cells (DCs) pulsed with patients’ apoptotic LBs, together with interleukin-12

(rIL-12) and rIL-7 during primary culture. CTLs were expanded by means of at least two rounds
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of leukemia-specific stimulation and one round of antigen-independent expansion, supported by
low doses of rIL-2. Although the long-term viability and cytotoxic activity, tested both before
and after cryopreservation, of these leukemia-reactive CTLs generated in vitro have been
documented, their capacity to efficiently control the growth of residual leukemia cells in vivo still
remains to be proven. Available evidence from both allogeneic and autologous settings suggests
that the success of adoptive transfer of in vitro expanded anti-tumor T-cell lines mainly depends
on the number of cells infused (8), as well as on their capacity for long-term survival, homing to
tumor-involved sites and development of sustained anti-tumor memory immune response. (14-
16).

It has been recently described that the kinetic behavior of T-cell subsets is fundamental
for long-term persistence of immune surveillance; in fact, while naive T cells divide only rarely
in healthy hosts, memory T cells undergo substantially higher turnover rates and have higher
effector specificity (17). Moreover, it has been documented that IL-15, a 14- to 15-kDa cytokine
belonging to the common alpha-bundle cytokine family, enhances the proliferation capacity of
memory T-cell subsets and also has an anti-apoptotic effect that could prolong in vivo anti-tumor
activity (6). These data in favor of a positive effect of IL-15 on memory T cells are further
supported by results obtained in animal models demonstrating that mice deficient in either IL-15
or the IL-15 alpha-chain receptor show a marked reduction in CD8+ T cell numbers in lymph
nodes and in frequency of primed T cells (CD44™"/CD62L'"") (18,19).

In view of these findings, we analyzed the distribution of memory T-cell subsets in human
anti-leukemia CTL lines generated with our original protocol (11), in which expansion phases
were supported through the use of rIL-2. Then, we compared the effect of rIL-15, used in place of
riL-2, on differentiation and propagation of memory T-cell subsets, as well as on the capacity of

CTL lines to proliferate in vitro and to display leukemia-directed cytotoxic activity.
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7.3. PATIENTS AND METHODS

7.3.1. Patients

98

Five patients with either acute lymphoblastic or myeloid leukemia, given an allograft

from either an HLA-matched (1 child) or a partially-matched relative (4 children), and their allo-

HSCT donors were included in the study. Leukemia cells were obtained from bone marrow of

patients at time of diagnosis or leukemia relapse, while non-leukemia peripheral blood

mononuclear cells (PBMCs) were collected at time of remission. The institutional review board

of the Department of Pediatric Hematology/Oncology, Fondazione IRCCS Policlinico San

Matteo, approved the study.

Tissue samples from patients were collected after obtaining a written informed consent

from patients’ parents. Likewise, donors or their parents gave a written informed consent for

collection of PBMCs. Clinical characteristics of the patients included in the study are reported in

Table 1.

Table 1. Patients Characteristics

Karyotype at Age

;:Jnlq_blgpe Disease diagr1Lo§is on ((j)i/aeg:]sgs?é (pati?ai?/?l?)rn or) T);prf‘sgsggor HLA typing of the donor/recipient pair
A paawe Y228 i PMFD 2 424! B 35,40, C 0305 BREL 0304
2 papwy V62D 15 WE g RoA03a2B 3515 C 0412 BRELOALS
B papwa XY 7 Fiv PMFD oA 023 B 95.40: C 03,04 BREL 0811
ALV ‘ Fiv PMFD o2 2335 B156: C 16,05, BRELOL03
s lows XY ; MV PMFD  pZ 2 0524 b 4452, C 0009 BREL 1413

AML.: acute myeloid leukemia; ALL: acute lymphoblastic leukemia; FAB, French American British Leukemia
Classification; F, female; M, male; PMFD: partial-matched familiar donor.
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7.3.2. Stimulator and target cells

LBs used as stimulators for the in vitro cell-cultures and as targets for the CTL assay were
prepared from patient heparinized bone marrow aspirates, containing more than 90% leukemia
cells and cryopreserved for later use (12). Mitogen-stimulated T cell lines (T-PHA), used as non-
malignant control targets in the CTL assay, were grown from each patient by stimulation of
cryopreserved pre-transplant PBMCs with PHA through serial passages in RPMI-FCS 10%
supplemented medium in the presence of 100 U/mL recombinant IL-2 (rIL-2; Chiron CO,
Emeryville, CA), according to a previously described method (11). Patient fibroblasts (FBSs),
obtained from a skin punch biopsy and cultured as previously described (12), were also used as

non-malignant control targets.

7.3.3. DC differentiation

DCs were differentiated from purified CD14+ PBMCs derived from allo-HSCT-donors,
according to a previously described method (12). Briefly, CD14+ cells were magnetically
selected using CD14 labeled microbeads (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach, Germany)
according to manufacturer’s instructions. CD14+ cells were then stimulated with 500 U/mL
human riL-4 (R&D Systems Europe, Abingdon, UK) and 800 U/mL recombinant human
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (rGM-CSF, Schering-Plough/Sandoz, Basel,
Switzerland) (20). After 7-day culture, cells were recovered, analyzed for surface phenotype
employing anti-CD14 (BD Bioscience, San Jose, CA) and anti-CDla (R & D Systems Inc,
Minneapolis, MN) monoclonal antibodies (mAbs); DCs were used as antigen presenting cells for

induction of anti-leukemia CTL lines if CD14-negative and CD1a-positive (>80%) .
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7.3.4. Induction of anti-leukemia CTL lines

Cells were cultured in RPMI 1640 medium, supplemented with 2mM L-glutamine,
50ug/mL gentamycin, 1% non essential amino acids, ImM sodium pyruvate, and 5% pooled
human serum (RPMI-HS). PBMCs were obtained from allo-HSCT donors. Donor-derived CD8-
enriched cells were obtained after negative depletion using anti-CD4 magnetically labeled
microbeads (Miltenyi Biotec GmbH). CD8-enriched cells (0.5 to 1x10° cells/mL) were cultured
in 48-well plates (final volume 1mL) with donor-derived DCs (2x10° cells/mL), irradiated
(20,000 rads) recipient LBs (5x10° cells/mL), and irradiated (3000 rads) donor-derived CD4+
lymphocytes (3 to 5x10° cells/mL) (11,12). In addition, 10ng/mL rIL-7 (R & D Systems Inc.) and
10pg/mL rIL-12 (R & D Systems Europe) were added on day O of culture. After 7 to 10 days,
cultures were re-stimulated with irradiated (20,000 rads) recipient LBs (5x10° cells/mL) and
irradiated (3,000 rads) adherent donor PBMCs as feeder cells. Two days later, either 25U/mL
riL-2 or 10 ng/ml rIL-15 (R & D Systems Inc) were added to the cultures. The same protocol was

used for the successive round of leukemia-specific stimulation (Figure 1).

7.3.5. Rapid expansion of anti-leukemia CTL lines

The donor-derived LB-directed CTL lines obtained after leukemia-specific stimulations
using the two different cytokines (IL-2-CTLs and IL-15-CTLs, respectively) were further
expanded using a cycle of rapid expansion with irradiated allogeneic feeder cells (2x10%/mL),
anti-CD3 antibody (OKT3, Ortho, Raritan, NJ; 30ng/mL) and repeated doses (every 3—4 days) of

either rIL-2 (50U/mL) or rIL-15 (10ng/mL), respectively (Figure 1).
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Figure 1. Schematic diagram of ex vivo generation and expansion of anti-leukemia CTL
lines. Anti-leukemia CTL lines were generated using donor-derived DCs pulsed with apoptotic
patients’ LBs, rlL-12 and rIL-7 during the primary culture. Cultures were expanded by means of
two-rounds of leukemia-specific stimulation and one-round of antigen-independent expansion,
supplemented with either rlL-2 (IL-2-CTLs) or rIL-15 (IL-15-CTLs) (see also material and
methods section for details).

7.3.6. Surface marker analysis

A two or three-color cytofluorimetric analysis of cell populations was performed by direct
immunofluorescence and measured with a FACScalibur flow cytometer (BD Biosciences, Milan,
Italy) using a combination of phycoerythrin (PE), fluorescein isothiocyanate (FITC) and peridinin
chlorophyll protein (PerCP) -conjugated mAbs specific for: i) CD14 and CDla, for DC
evaluation; and for ii) CD3, CD56, CD4, CD8, TCR-y3, CCR7, CD27, CD45RA, CD45R0,
CD62L (BD Biosciences, Milan, Italy), for evaluation of effector cells recovered after in vitro

culture, according to a previously described method (11).

7.3.7. *CR-release assay

The cytotoxic activity of anti-leukemia CTL lines was measured in an 8-hour >!Cr release
assay. Targets cells were labeled with 50.Ci of **Cr (PerkinElmer, Boston, MA) in 500 pL FCS

overnight at 37°C. After 3 washes, targets cells were plated in 96-well round-bottom plates at

101



102

effector:target (E:T) ratios ranging between 50:1 and 1:1. To test the contribution of antigen
nonspecific cytolytic activity, due to the presence of natural killer (NK) cells, NK sensitive K562
cells were added at the cytotoxicity assay in 20-fold excess of labeled targets (cold inhibition
experiments) as previously described (21). After the incubation period, supernatants were
harvested and counted in a gamma counter. Specific lysis was calculated according to the
following formula: % specific release = [(experimental release — spontaneous release)/(maximum

release — spontaneous release)] x 100.

7.3.8. Statistical analysis

Data are presented as mean values + SD and the significance of differences for phenotypic
expression between IL-2- and IL-15-supported cultures was estimated using the one-way

ANOVA and student T test. A p value <0.05 was considered to be statistically significant.

7.4. RESULTS

7.4.1. Induction and expansion of donor-derived anti-leukemia CTL lines

Five donor-derived anti-leukemia CTL lines were generated using the previously
described culture method of primary culture (11,12), while further rounds of stimulations were
supported with the addition of either IL-2 or IL-15 (Figure 1). The identification number (#)
refers to each patient investigated (see also Table 1). Using this experimental approach, 10 anti-
leukemia CTL lines were obtained, 2 for each donor/recipient pair (IL-2-CTLs and IL-15-CTLs,
followed by the identification number). Evaluation of cytolytic activity against patient’s LBs was
measured after two rounds of leukemia-specific stimulation and we did not find any statistically

significant differences in the lytic capacity displayed by IL-2-CTLs or IL-15-CTLs (see Figure
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2). Anti-leukemia CTL lines were also tested for cytotoxic activity towards non-leukemia targets
obtained from patients before transplantation. Both IL-2-CTLs and IL-15-CTLs showed low
levels of reactivity (<20% lysis) at the highest E:T ratio against patient non-malignant cells,
namely T-PHA and/or FBs, while the cytotoxicity became undetectable at the lowest E:T ratio

(i.e., 1:1), when the cytotoxicity against LBs was still present (see also Figure 2).
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Figure 2. Cytolytic activity of anti-leukemia CTLs measured after two rounds of leukemia-
specific stimulations. Anti-leukemia CTLs were simultaneously tested against patients LBs
(solid line) and against patients FBs (dotted line). Cultures were tested 6-7 days after stimulation,
at various effector:target (E:T) ratio; results obtained at three different E:T ratio are reported.
& Refers to IL-2-CTLs; m refers to 1L-15-CTLs.

Anti-leukemia IL-2-CTLs and IL-15-CTLs were then further expanded with the rapid
antigen-independent protocol, with the supplementation of either rIL-2 or rIL-15, respectively
(Figure 1). CTLs were recovered approximately after 14-15 days of stimulation and their

cytotoxic activity was evaluated against LBs and non-malignant cells (Figure 3). IL-2-CTLs and

IL-15-CTLs displayed comparable high levels of cytotoxicity against patient LBs, while
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reactivity against recipient non-malignant cells was still much lower at an E:T ratio of 15:1 and

virtually absent at an E:T ratio of 1:1. (see Figure 3 for further details).
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Figure 3. Cytolytic activity of antileukemia CTLs measured after antigen-independent
expansion. Anti-leukemia CTLs were simultaneously tested against patients LBs (solid line) and
against patients FBs (dotted line). Cultures were tested 13-15 days after stimulation, at various
effector:target (E:T) ratio; results obtained at three different E:T ratio are reported.  Refers to
IL-2-CTLs; m refers to IL-15-CTLs.

After leukemia-specific stimulations and antigen-independent expansion, both types of
CTL lines showed a large expansion in the absolute number of cultured cells (Figure 4).

However, the IL-15-CTLs expansion rate (mean 298, range 250-400 fold) was significantly

greater (p<0.05) than that of IL-2-CTLs (mean 120, range 70-220 fold).
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Figure 4. Cell recovery after antigen-independent expansion. Results of IL-2-CTLs and IL-
15-CTLs cell expansion are reported; data represent a theoretical calculation based on the
expansion rates of the CTL lines. Results referring to 10° CD8-enriched cells seeded in primary
culture are reported. A, Priming phase; B, second LB-stimulation; C, third LB-stimulation; and
D, antigen-independent expansion.

7.4.2. Cold target inhibition of cytotoxic activity

Cold inhibition experiments, performed after leukemia-specific and antigen-independent
expansion, demonstrated that the addition of K562 cells in the cytotoxicity assay results in a
slight inhibition of cytotoxicity against LBs in both IL-2-CTLs and IL-15-CTLs. Moreover,
results demonstrated that, when present, cytotoxic activity of anti-leukemia CTL lines against
patient non-malignant cells was almost completely abrogated by the addition of cold K562 during
the cytotoxicity assay. Representative results of the cytotoxic activity displayed by IL-2-CTLs

and IL-15-CTLs #2 are shown in Figure 5.
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Figure 5. Cold target inhibition of cytotoxic activity of anti-leukemia CTLs. Results of a
representative experiment of cytotoxic activity displayed by IL-2-CTLs #2 (white column), and
IL-15-CTLs #2 (solid column) are reported. Anti-leukemia CTL lines were tested after antigen
independent expansion at various effector-target (E/T) ratio; results obtained at E:T ratio of 25:1
(A) and 5:1 (B) are reported. CTL lines were simultaneously tested against LBs alone or LBs plus
cold K562 cells and against patient T-PHA alone or T-PHA plus cold K562 cells.

7.4.3. Phenotype characterization of anti-leukemia CTL lines

After two rounds of leukemia-specific stimulation, the proportion of CD3+/CD8+
lymphocytes present in IL-2-CTLs was comparable to that observed in IL-15-CTLs, while the
percentage of CD3+/CD4+ was <10% in all CTL lines (Table 2). Moreover, 1L-15-CTLs
displayed a higher expression of the CD56 molecule (CD56+, CD3+/CD56+ cells) as compared
to IL-2-CTLs, even though the difference was not statistically significant. After the antigen-
independent expansion, the great majority of effector cells were CD3+/CD8+ in both I1L-2-CTLs
and IL-15-CTLs. In IL-2-CTL #3 line, 35% of CD8+ cells co-expressed CD4. The percentage of
CD3+/CD56+ positive cells was still higher in IL-15-CTLs as compared to IL-2-CTLs (although

not statistically significant), while the percentage of CD16 was <3% (Table 2).
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Table 2. Surface phenotype of anti-leukemia CTL lines

CTLs after 2" leukemia-specific stimulation CTLs after Ag-independent expansion
IL-2-CTLs IL-15-CTLs IL-2-CTLs IL-15-CTLs

Mean% Range% Mean% Range% Mean% Range% Mean % Range %
CD3+CD8+ 84 65-99 84 67-96 97 93-100 97 90-100
CD3+CD4+ 8 3-9 7 1-10 13 5-35 7 1-10
CD56+ 21 3-40 52 31-66 10 2-20 41 18-63
CD3+CD56+ 16 3-38 41 27-47 10 2-18 41 18-64
TCR-y3 7 0-12 8 0-19 22 2-43 24 2-45
CD16+ 2 1-3 2 1-3 0.5 0,3-0,8 0,4 0,2-0,8

7.4.4. CD8 memory subsets in anti-leukemia CTL lines

Based on the classification of memory T cells proposed by Geginat et al (22), we
evaluated the T-cell memory compartment of ex vivo generated anti-leukemia CTL lines. The
distribution of memory T cells was evaluated in anti-leukemia CTL lines obtained after one
round of antigen-independent expansion (Table 3). As CD3+/CD8+ cells were more than 90% in
all CTL lines, memory subsets were evaluated on gated CD8+ cells. Irrespectively of the type of
cytokine employed in culture, we documented a predominance of T-effector memory (Tem)
CD45RA-/CCR7-, (IL-2 35,1%+0,9 vs. IL-15 22,3%+1,4%) and CD45RA+/CCR7- (Temra+) T
cells (IL-2 52,5%+2,1% vs. IL-15 56,8%+1%). Both types of CTL lines also included a
measurable number of central memory T cells (Tcm) CD45RA-/CCR7+, which was higher in IL-
15-CTLs as compared to IL-2-CTLs (6,3%1,4% vs. 1,86%+0,9% p<0.05).

This observation has particular relevance considering that, as already described, cell
recovery in IL-15-CTLs was significantly higher than that in IL-2-CTLs. The results of Tcwm
recovery are reported in figure 6, in both IL-2-CTLs and IL-15-CTLs after antigen-independent
expansion. Tcy recovery was estimated on the basis of the percentage of Tcm cells present in the
cultures and of cell recovery displayed by the same CTL line. These data confirm that, as
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compared to IL-2, IL-15 better promotes the expansion of TCM CD8+ cells (p<0.05) (Figure 6).
CD27 and CD62L expression was not significantly different in IL-15-CTLs as compared to 1L-2-
CTLs (see also Table 3).

Table 3. Surface phenotype of gated CD8+ CTLSs after antigen-independent expansion

IL-2 CTL lines IL-15 CTL lines

% Mean +SD % Mean +SD p value
CD45RA+/CCR7+ Naive 10 £2 15+1 NS
CD45RA-/CCR7+ Tem 212 6+1 <0,05
CD45RA-/CCR7- Tem 3512 22 +1 NS
CD45RA+/CCRT7- TemRA+ 53 +2 57 +1 NS
CD62L+ 74 +12 54 15 NS
CD27+ 34 +13 41 49 NS

Estimated T, Cells Recovery

p<0,05

x 10¢
o

L-2

Figure 6. Ty cell recovery of anti-leukemia CTL lines after antigen independent
expansion. The number of Tcm present in IL-2-CTLs or in IL-15-CTLs is estimated based on
percentages of Ty, documented after antigen independent expansion and cell recovery of each
CTL line. Results of T, recovery refer to 10® CD8-enriched cells seeded in primary culture.
Columns represent the mean cell recovery value, while bars the standard deviation (SD).
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7.5. DISCUSSION

The success of adoptive T-cell therapy for the treatment and/or prevention of leukemia
relapse after allogeneic HSCT lies on the capacity of donor-derived, ex vivo generated, anti-
leukemia CTL lines both to display in vivo effector functions and to maintain long term self-
renewing capacity after encountering leukemia-associated antigens. In this study, we analyzed,
in terms of memory and effector T cells, the composition of anti-leukemia CTL lines generated
with our previously described method. Moreover, we investigated the role played by IL-15 in
influencing the proportion of different subsets of memory T cells in CTL lines, as well as the
effect of this cytokine on the specificity and the magnitude of an anti-leukemia T-cell response.

We first demonstrated that anti-leukemia CTL lines, cultured with the addition of either
riL-2 or rIL-15 during the expansion phases, included heterogeneous T-cell subsets, as both
memory and effector T cell populations were present. In fact, although in anti-leukemia CTL
lines Tem and Temra cells predominate, irrespectively of the type of cytokines used during the
culture, a sizeable proportion of CCR7+ cells is present. In particular, our results clearly show
that in IL-15-CTLs, the percentage of CD8+ cells displaying a central memory phenotype is
significantly increased as compared to that observed in IL-2-CTLs. It is known that CCR7, a
chemokine receptor that can control homing to secondary lymphoid organs, divides human
memory T cells into two functionally distinct subsets. CCR7-negative effector memory cells
migrate to inflamed tissues and display immediate effector function. In contrast, CCR7+ memory
cells express lymph-node homing receptors and lack immediate effector functions, but efficiently
stimulate DCs and differentiate into CCR7- effector cells upon secondary stimulation (22, 23).
Results of our study indicate that, even though our previous approach was effective in inducing

anti-leukemia CTL lines, the use of IL-15 instead of IL-2 during the expansion phases of the
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cultures can improve the quality of anti-leukemia CTL lines, in particular enriching the
central memory T cell compartment, which is endowed with self-renewing capacity.

Some studies have documented that the adoptive transfer of Tcy CD8+ cells
possessing enhanced lymphoid-homing properties provides superior immunity as compared
with the transfer of the CCR7-negative Tem cell population (24-25). Furthermore, the
expression of the costimulatory molecules CD27 and L-selectin (CD62L) results in prolonged
expansion, survival and memory differentiation of activated CD8+ T cells (26). Altogether,
these findings suggest that a vast repertoire of memory and effector CTLs may be important
for sustaining immediate anti-leukemia activity and also for generating and maintaining
immunological memory, able to improve the efficacy of adoptive immune therapy. Results of
our study demonstrate that, together with a measurable percentage of T cells displaying a
central memory phenotype, anti-leukemia CD8+ CTLs also express sizeable numbers of both
CD62L and CD27 molecules, suggesting their potential role in efficiently mediating not only
immediate effector function, but also a long term anti-leukemia effect in vivo.

Evidence obtained in mouse and human models indicates that the use of endogenous
IL-15 prolongs the survival and proliferation of CD8+ T cells and can enhance their antitumor
efficacy (6,19, 24, 27-30). An important advantage of IL-15 in sustaining the proliferation of
CD8+ T cells is the contribution of this cytokine to the maintenance of memory T cells. In
fact, it has been shown that IL-15 stimulates the proliferation of CD8+ T cells with a memory
phenotype, although it is less clear whether it contributes to the persistence of antigen-primed
cells in secondary lymphoid organs in murine and human models (24, 31-32). In agreement
with these data, we demonstrated, in a human in vitro model that IL-15-CTLs contain
significantly greater numbers of CD8+ Tcm and display a level of cytotoxic activity against
LBs comparable to that of IL-2-CTLs, without loss of leukemia specificity. In addition,

another clear difference we observed was the higher cell recovery obtained in IL-15-CTLs as
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compared with IL-2-CTLs. It has been described that IL-15 induces the expression of anti-
apoptotic Bcl-2 family proteins in resting CD8+ cells, with overlapping but distinct effects on
naive and memory cells (31). This mechanism is important for the turnover of antigen-
specific memory T cells and may explain the higher proliferative rate obtained in vitro.

CD56 is a neural cell adhesion molecule-1 present in NK cells, associated with
interferon-y (IFN-y) production and with a potent antitumor effect (33). 1L-15 is known to
expand NK cells and also CD3+/CD8+ T cells co-expressing CD56. Moreover, it has been
described that expression of CD56 on T cells is associated with an increased ability to
proliferate in response to IL-15 and to become highly activated effectors (34). We observed a
high co-expression of CD56 on CD8+ T cell lines cultured with IL-15, which was not
associated with an increased alloreactive cytotoxic activity against patient non-malignant
cells.

Altogether, our results confirm the possibility of generating long-term anti-leukemia
CTL lines from HLA-matched or disparate bone marrow donors by means of a priming phase,
followed by two rounds of leukemia-specific stimulation and one round of antigen-
independent expansion, supplemented with either rlIL-2 or rIL-15 during all phases of
expansion. In addition, we demonstrated that these lines are heterogeneous regarding memory
T cell subsets, and even though they possess high cytotoxicity activity with an effector
phenotypic profile, we were able to obtain a sizeable number of less differentiated cells with
characteristics of memory T cells. In particular, and to the best of our knowledge, this is the
first study documenting the possibility of generating and expanding human anti-leukemia
CTLs ex vivo, which include, together with effector cells, also a sizeable number of Tcy
CD8+ cells. As compared to rlL-2, rIL-15 seems to be superior not only in generating Tcwm
cells, but also in enhancing cytotoxicity and cell recovery of CTLs. While Tgy cells represent

a readily available pool of antigen-primed cells, which can enter peripheral tissues with high
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cytotoxic function, Tcwm cells represent a clonally expanded antigen-primed population, which
travels to secondary lymphoid organs and, upon secondary challenge, can efficiently generate
a new wave of effector cells.

A better understanding of T-cell memory subtypes in anti-leukemia CTL lines may
provide useful information for the enhancement of the long-term survival of these cells and,
consequently, the immune-mediated response. Moreover, the possibility of influencing the
distribution of memory and effector T-cell subtypes may allow the optimization of adoptive

immunotherapy results.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo teve como objetivo principal a analise da distribuicdo dos subtipos
de células T da memdria imunoldgica adaptativa em culturas de linfécitos T citotdxicos
humanos com atividade anti-leucemia gerados e expandidos ex vivo. Segundo nosso
conhecimento, este parece ser o primeiro estudo que avalia esta populacdo de linfocitos
humanos em culturas geradas ex vivo através de um protocolo ja estabelecido para ser
utilizado como estratégia de imunoterapia celular adotiva. Segue o conceito atual proposto
para estas estratégias que visa, além da citotoxicidade imediata obtida com a transferéncia de
grande quantidade de células efetoras especificas, a manutencdo deste efeito a longo prazo.
Paralelamente a avaliacdo das populacbes T, o presente estudo também propds uma
modificacdo do protocolo inicial pela adi¢do da interleucina-15 em substituicdo a interleucina-
2, usualmente utilizada para a geracéo e expansédo de linfécitos T citotoxicos.

Tratou-se de um ensaio laboratorial experimental com um ndmero limitado de
pacientes devido as caracteristicas da populacdo e disponibilidade técnica. Entretanto, apesar
do n limitado, trouxe algumas observaces pertinentes e com significado estatistico. A
principal observacdo diz respeito a caracteristica dos subtipos de linfécitos T da memoria
encontrado nas culturas. A presenca de um numero estimado de células apresentadas aos
antigenos, porém menos diferenciadas e que expressam marcadores de superficie direcionados
ao trafico celular para os tecidos linfaticos secundarios pode significar a manutencdo da
resposta imune por um periodo longo. Este efeito ja foi observado em modelos animais, nos
quais a diferenciagdo in vivo parece ser mais efetiva em controlar o crescimento tumoral
imediato e manter este controle por mais tempo, mas ainda nédo foi claramente estabelecido

em humanos. Novas pesquisas em modelos animais e, principalmente em humanos, serdo
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necessarias para avaliar melhor o papel das subpopulacdes de linfécitos e o restabelecimento
da resposta imune e da vigilancia anti-tumoral.

Outro resultado mostrado por este estudo foi a manutencdo da atividade citotoxica
para tipos variados de células leucémicas como demonstrado previamente. O protocolo
utilizado permitiu a geracdo de LTC de 4 pacientes pediatricos portadores de LMA e 1 de
LLA, demonstrando que a utilizacdo de células leucémicas apoptdticas pode ser vantajosa ao
favorecer maior numero de pacientes. O uso dos blastos leucémicos como células
estimuladoras para a geragdo de LTC anti-leucemia, independente da identificacdo de um
unico antigeno neoplasico, também pode ser vantajoso por desenvolver uma resposta
policlonal e ndo especifica para um determinado antigeno. Talvez este possa ser um
importante mecanismo para evitar o escape da célula tumoral a vigilancia imunoldgica e,
desta forma, reduzir a probabilidade de recaida leucémica ao estabelecer uma resposta anti-
leucémica mais ampla.

A adicdo de outra citoquina, no caso a IL-15 em substituicdo a IL-2, manteve a
atividade citotoxica das culturas sem aumentar a citotoxicidade contra as células ndo
leucémicas. Uma vez que IL-15 também estd associada a expansdo e a ativacdo das células
NK, 0 seu uso nos protocolos de geracdo de LTC poderia aumentar a resposta aloreativa néo
especifica. Entretanto, este estudo ndo observou este fenémeno, provavelmente porque a dose
de IL-15 usada foi baixa. Mesmo sem aumentar a citotoxicidade contra as células néo-
leucémicas, houve aumento da expressdo da molécula CD56 que esta associada ao fen6tipo
NK. Estudos comparativos com diferentes doses das interleucinas usadas para a estimulacéo
celular podem vir a esclarecer as diferencas da resposta celular.

Nas culturas mantidas com IL-15 a recuperacdo celular foi significamente maior que
nas mantidas com IL-2. Este efeito também repercutiu na maior quantidade de células com

padrdo de linfocitos T da meméria central. Assim, tanto o percentual de expressao fenotipica
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de celulas T da memoria central quanto a recuperacdo total destas células nas culturas foi
maior no grupo suplementado com IL-15. Estes dados estdo de acordo com outros estudos
em modelos animais e humanos, nos quais foi demonstrado que a suplementacéo de IL-15 ao
meio de cultura na geracdo de LTC potencializa a expressdo de moléculas relacionadas ao
trafico celular para os tecidos periféricos linfaticos. Este achado caracteriza células menos
diferenciadas, capazes de manter a memdria imunoldgica, pois possuem menor potencial
proliferativo, porém respondem prontamente a um segundo estimulo antigénico.

O melhor aproveitamento da resposta imune celular e das subpopulagdes de linfécitos
é de grande auxilio para a melhora da imunoterapia celular adotiva. Assim, estratégias futuras
que incluam a melhor individualizagdo desta populacéo celular, como a clonagem e selecdo
dos clones com o fendtipo especifico ou através separacao ex vivo dos linfécitos com menor
diferenciagdo, para posterior transferéncia in vivo possam trazer resultados interessantes nesta
area. Uma vez melhor individualizada esta populagdo, seria possivel, na aplicacdo clinica,
usar doses ou quantidades de células com caracteristicas mais efetoras terminais ou com
maior capacidade de memoria de acordo com a necessidade de cada paciente. A infusdo de
grande quantidade de células efetoras reduziria drasticamente o volume tumoral num primeiro
momento, enquanto a utilizacdo de células menos diferenciadas impediria o ressurgimento da
doenca através da imunovigilancia e controle da doenca residual minima por anos e poderia
ser utilizada para a manutencéo deste efeito.

Outro aspecto a ser explorado seria o papel das diversas citoquinas na regulacéo,
geracdo, expansdo e manutencdo dos LTC anti-leucemia. Apesar de compartilhar parte do
mesmo receptor, existem diferencas na resposta celular entre a IL-2 e a IL-15. Enquanto altas
doses de IL-2, usualmente utilizadas para geracdo de LTC, permitem a obtencdo de grande
quantidade de células T reativas ao tumor com caracteristicas diferenciadas, o uso da IL-15

separa a diferenciacdo da proliferacdo, permitido a geracdo in vivo de células menos
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diferenciadas, porém mais efetivas. As vantagens observadas nas culturas suplementadas com
IL-15 devem ser confirmadas na utilizagéo in vivo, bem como a melhor dose a ser utilizada.
Igualmente, o papel de outras interleucinas podera ser explorado, a citar a IL-7 que parece,
também, desempenhar um efeito anti-apoptético e favorecer a populacdo de linfétitos T da
memoaria central.

Além de fornecer informacdes importantes a respeito do funcionamento do sistema
imune e da resposta antigénica, o aperfeicoamento das estratégias de imunoterapia celular
adotiva anti-leucemia com técnicas mais eficientes e simplificadas poderd beneficiar um
nimero sempre maior de pacientes com doencas de risco e refratarias as terapias
convencionais, melhorando significativamente os resultados do alo-TCTH e aumentado a

sobrevida destes pacientes.
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