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Resumo

As células Natural Killer (NK) sdo células efetoras imunes inatas envolvidas,
principalmente, na vigilancia imunolégica e eliminagdao espontanea, sem necessidade de
sensibilizacdo prévia de células malignamente transformadas que exibem receptores de
estresse ou baixa expressdo do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de
classe |. Diversos estudos clinicos exploram a expressdo de receptores e a atividade
citotoxica de células NK em malignidades hematoldgicas, visando estabelecer o potencial
citotoxico destas células e maximizar a elucidacdo de seus mecanismos de ativacdo e
inibicdo em ambientes imunossupressores. Descobertas recentes na biologia molecular e
celular das células NK apontam diferentes receptores de superficie relacionados a ligantes
imunossupressores, dentre os quais destaca-se o Antigeno Leucocitario Humano G soluvel
(sHLA-G), uma molécula de MHC classe | ndo cldssica cuja atividade supressora de células
efetoras imunitarias é exercida devido a interagdes com receptores ILT2, ILT4 e KIR2DL4.
Estes receptores sdo expressos principalmente em células NK, linfécitos T CD8+ e
mondcitos. O sHLA-G desempenha um papel importante no desenvolvimento de
tolerancia em transplantes de 6rgaos e medula dssea, estando também envolvido na
modula¢do da resposta imune durante a carcinogénese. Neste contexto, esse estudo teve
como objetivo avaliar o nivel de sHLA-G na medula éssea (MO) de pacientes ao
diagndstico de Leucemia Mieloide Aguda (LMA), estabelecer o perfil de expressdao
fenotipica das células NK com énfase em receptores para sHLA-G e estudar aspectos
relacionados a imunomodulacdo a partir da dosagem de citocinas. Os resultados
mostraram uma frequéncia significativamente menor de células NK na medula éssea dos
pacientes com LMA em comparagdo com doadores saudaveis (4,25% vs 7,18%, p <0,001).
Quando comparada a MO normal com a medula de pacientes com LMA, nesta ultima
houve uma maior frequéncia de células NK CD56%™ cD16" (90,47% vs 78,71%, p = 0,007),
menor frequéncia dos subconjuntos de células NK CD56"™ CD16 (7,51% vs 17,24%, p
<0,010) e células NK CD56%"8"™ (2,00% vs 4,93%, p <0,014). Quanto aos niveis de IL-6, IL10
e TNF-a, na MO dos pacientes com LMA, estes foram significativamente maiores em
comparac¢ao com doadores saudaveis. Tal conhecimento permite estabelecer e identificar
processos bioldgicos relevantes para a patogénese da LMA de acordo com a influéncia
sobre o potencial citotdxico de células NK. A caracterizacdo molecular do microambiente
permissivo ao desenvolvimento da LMA pode contribuir para a construcdo de moléculas
modificadoras deste ambiente tornando-o adverso ao desenvolvimento da neoplasia.

Palavras chave: Células NK, sHLA-G, LMA, Imunomodulac¢do, Microambiente Tumoral,
Citocinas.
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Abstract

Natural Killer (NK) cells are innate immune effector cells mainly involved in
immunesurveillance and spontaneous elimination of malignantly transformed cells
exhibiting low expression of the major histocompatibility complex (MHC) Class |, without
prior sensitization. Several clinical studies explore the expression of receptors and the
cytotoxic activity of NK cells in hematologic malignancies, to establish the cytotoxic
potential of these cells and maximize the elucidation of their mechanisms of activation
and inhibition in immunosuppressive environments. Recent discoveries in the molecular
and cellular biology of NK cells point to different surface receptors related to
immunosuppressive ligands, such as soluble human leukocyte antigen G (sHLA-G), a non-
classic MHC class | molecule with suppressive activity immune effector cells and exerted
due to interactions with ILT2, ILT4 and KIR2DL4 receptors. These receptors are expressed
primarily in NK cells, CD8" T lymphocytes and monocytes. sHLA-G plays an important role
in the development of tolerance in organ and bone marrow transplants and is also
involved in the modulation of the immune response during carcinogenesis. In this
context, this study aimed to evaluate the level of sHLA-G in the bone marrow (BM) of
patients at diagnosis of acute myeloid leukemia (AML), to establish the NK cells
phenotypic expression profile of NK cells with emphasis on sHLA-G receptors, and to
study aspects related to immunomodulation from the cytokine dosage. The results
showed a significantly lower frequency of NK cells in the bone marrow (BM) of AML
patients when compared to the healthy bone marrow donors (4.25% vs.7.18%, p < 0.001).
When comparing the normal BM with AML BM, in the latter there was a higher frequency
of CD56%™ CD16" NK cells (90.47% vs. 78.71%, p = 0.007); lower frequency of CD56%™
CD16™ NK cells (7.51% vs. 17.24%, p < 0.010) and CD56%€™ NK cells subsets (2.00% vs.
4.93%, n = 10, p < 0.014). As for IL-6, IL10 and TNF-a levels, in AML BM, they increased
significantly compared with healthy donnors. Such knowledge allows to establish and
identify relevant biological processes to the pathogenesis of AML according to the
influence on the cytotoxic potential of NK cells. The molecular characterization of the
permissive microenvironment to the development of AML may contribute to the
construction of modifying molecules of this environment, making it adverse to the
development of neoplasia.

Keywords: NK cells, sHLA-G, AML, Immunomodulation, Tumor microenvironment,
Cytokines.
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Capitulo 1 — Introducao

O sistema imunolégico tem sido intensamente estudado ha muitos anos em
diferentes neoplasias, por desempenhar um papel fundamental na eliminagao de células
malignas, de acordo com a hipdtese de imunovigilancia do microambiente tumoral

(Burnet, 1957; Green e Anthony, 1963; Dunn et al., 2004).

Diferentes estudos demonstraram padrdes infiltrativos especificos de linfécitos,
macrofagos e granulécitos em carcinomas de mama, pulmao, trato gastrointestinal e
ovario, bem como sarcomas e cancer de pele. Em muitos casos, estas infiltracdes estdo

associadas com progndsticos especificos em pacientes (Gajewski et al., 2013; Wu, 2017).

Estes achados, correlacionados com outros estudos, apoiam uma intima inter-relacdo
entre subconjuntos celulares do sistema imunolégico e o desenvolvimento e progressao
do céncer. Estudos funcionais em modelos murinos, bem como terapias
imunomoduladoras em humanos, também apoiam estas observa¢des (Swann e Smyth,

2007; Zitvogel, 2008; Alcasid et al., 2017).

Em neoplasias hematoldgicas, a compreensdo do papel do sistema imunoldgico é uma
area de continua pesquisa. Estudos recentes sobre linfomas mostram que células T,
macréfagos e células Natural Killer (NK) podem desempenhar um importante papel
funcional de imunovigilancia em linfoma folicular, linfoma de Hodgkin classico e linfoma
difuso de grandes células B (Carreras et al., 2009; Muenst et al., 2009; Wada et al., 2012;
Danielou-Lazareth et al., 2013; Shafer et al., 2013).
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Na leucemia aguda e, em particular, no caso da Leucemia Mieloide Aguda (LMA), foi
dada especial atengdo as células NK com vdrios estudos que identificam as ligacOes
funcionais entre a atividade de células NK e a progressdo da LMA (Fauriat et al., 2007,

Lion et al., 2012; Khaznadar et al., 2014; Sullivan et al., 2014).

As células NK, como agentes centrais do sistema imune inato, podem exercer efeitos
antitumorais diretos no microambiente neoplasico, através da sua capacidade citotdxica
ou também através da secregao de citocinas, que indiretamente contribui para o controle
do tumor, apoiando o desenvolvimento de um sistema antitumoral adaptativo (Lion et

al., 2012; Ansell e Vonderheide, 2013).

N3do obstante, as células leucémicas podem escapar da vigilancia imune de células NK
através de uma série de mecanismos, que contribuem para uma resposta imune
antileucémica disfuncional: (1) anormalidades das células NK; (2) propriedades
imunossupressoras e evasivas das células tumorais; (3) interacdes com outras células
imunossupressoras; e (4) imunomoulagdo por agentes integrantes do microambiente

tumoral. (Lowdell et al., 2002; Lion et al., 2012; Alcasid et al., 2017)

Entretanto, as interacdes entre os varios componentes do microambiente tumoral
configuram o mais representativo dos elementos envolvidos no crescimento e
manutencdao de células neoplasicas, bem como na interferéncia dos mecanismos de
imunovigilanica, onde células imunes que integram o microambiente sofrem um processo

de imunomodulacdo favordvel a progressao tumoral (Lion et al., 2012).

Foram descritos trés estagios para imunomodulacdo exercida pelo microambente
tumoral: (1) recrutamento das células imunes via producdo de citocinas (proteina
quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) e interleucina-8 (IL-8)); (2) imunomodulacdo via
secrecao de citocinas que regulam a diferenciacdo de células imunes no sentido de
proteger o tumor (mediadores pré-inflamatérios tais como IL-1, IL-6, fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), fator inibitério da migracdo de macréfagos (MIF)) e proteinas
supressoras soluveis atuantes como mediadores anti-inflamatodrios, tais como antigeno
leucocitario humano G soluvel (sHLA-G, do inglés, soluble Human Leukocyte Antigen G),

IL-10 e prostaglandina E2 (PGE2); (3) resposta imune, em que as células imunes
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diferenciadas geram citocinas, hormonios e fatores de crescimento, agentes promotores
de proliferagao tumoral e tolerancia imune ao tumor (Coussens e Werb, 2002; Chen et al.,

2007; Whiteside, 2008; Crusz e Balkwill, 2015).

Dentre os diferentes elementos presentes no microambiente, o HLA-G vem sendo
amplamente avaliado no contexto da imunomodulagdao tumoral onde atua como um
regulador negativo da resposta imune através de diferentes mecanismos, incluindo
inibicdo da angiogénese, restricdo do reconhecimento de antigenos e da migracao de
células T e supressdo da citotoxicidade de células T e NK (Rouas-Freiss et al., 2003; Rouas-

Freiss et al., 2007; Amiot et al., 2011; Locafaro et al., 2014).

O HLA-G é um antigeno do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de
classe | nado-cldssico, de distribuicdo restritiva e baixo polimorfismo. Por splicing
alternativo, o gene codificante do HLA-G gera sete isoformas de transcrigao que codificam
quatro isoformas de proteinas ligadas a membrana (HLA-G1, HLA-G2, HLA-G3 e HLA-G4) e
trés isoformas soluveis (sHLA-G5, sHLA-G6 e sHLA-G7) (Ramos et al., 2014; Carosella et
al., 2015). As isoformas de HLA-G soluvel sdo encontradas nos fluidos corporais, tais como
plasma, fluido cerebrospinal, ascites malignas, derrame pleural e esperma (Hunt e
Geraghty, 2005; Ilvanova-Todorova et al., 2009; Zilberman et al., 2012; Morandi et al.,
2013; Yao et al., 2014). Tanto as isoformas sollveis quanto as ligadas a membrana podem
ser detectadas em patologias tumorais como melanomas, cancer de mama, carcinomas
pulmonares, renais, gliomas, linfomas e leucemias (lbrahim et al., 2001; Urosevic et al.,
2001; Lefebvre et al., 2002; Urosevic et al., 2002; Wiend| et al., 2002; Rouas-Freiss et al.,
2007).

O papel imunomodulador do HLA-G é bem conhecido no contexto da gravidez, bem
como durante reagdes imunes através de interagdes com receptores inibitérios. O HLA-G1
demonstrou inibir a atividade citotoxica de células NK, bem como por células T CD8+
através de interacdes diretas com receptores ILT-2 e KIR2DL4 ou através de interacdes
indiretas com CD94/NKG2A apds a inducdo da expressdo de HLA-E (Rouas-Freiss,
Goncalves, et al., 1997; Rouas-Freiss, Marchal, et al., 1997; Rouas-Freiss et al., 2005;
Locafaro et al., 2014). Além disso, as isoformas de sHLA-G parecem ser capazes de induzir
apoptose de células T CD8+ através da ligacdo com receptores CD8, uma caracteristica
compartilhada com moléculas soltveis de HLA de classe | classicas, de acordo com alguns

autores (Contini et al., 2003; Le Rond et al., 2004; Amiot et al., 2011; Biedron et al., 2015).
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O HLA-G1 e o HLA-G5 também sdo capazes de inibir a proliferacdo alogénica de céluluas T
e interferir na ativacdao de células T CD8+ imaturas. As proteinas solUveis parecem ser
mais frequentemente expressas do que isoformas ligadas a membrana em malignidades
hematoldgicas, como demonstrado para disturbios linfoproliferativos (Le Friec et al.,

2003; Sebti et al., 2003; Le Rond et al., 2004; Gros et al., 2006; Carosella et al., 2015).

Mais recentemente, demonstrou-se que a expressao de HLA-G por blastos circulantes
na LMA e Leucemia Mieloide Cronica (LMC), foi fortemente associada a desfecho
desfavoravel da doenca (Nuckel et al., 2005; Rebmann et al., 2007; Yan et al., 2008). Além
disso, correlagdes progndsticas entre os niveis plasmaticos de HLA-G solivel e LMA,
Leucemia Linfdide Aguda (LLA) e Leucemia Linféide Cronica (LLC) foram propostas. (Gros

et al., 2006; Polakova et al., 2013; Locafaro et al., 2014).

Diante do que foi exposto, este estudo busca contribuir para a elucidacdo de aspectos
relacionados ao fendtipo de células NK e a presenca de sHLA-G no microambiente

medular da LMA.
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Este capitulo contém uma abordagem tedrica dos principais tépicos necessarios como
base para o desenvolvimento deste trabalho. O capitulo esta subdividido em 5 se¢des que
abordam os apectos relevantes em leucemias agudas, medula éssea, a célula Natural

Killer, o sHLA-G e o microambiente tumoral.

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informagdes

Esta revisdo da literatura estd focada nos efeitos imunoldgicos do Antigeno
Leucocitdario Humano G solivel no microambiente tumoral da leucemia mieléde aguda e
especialmente sobre células NK. Também focou-se na ontogenia e perfil imunofenotipico
de células NK, receptores para sHLA-G e interleucinas imunomodulatdrias. A estratégia de
busca envolveu as seguintes bases de dados: SciELO e PubMed. Foram realizadas buscas
através dos termos “Natural Killer”, “soluble HLA-G”, “Acute Myeloid Leukemia”, “Tumour
Microenvironment”, “Immunomodulatory Interleukins” e suas combinag¢des, como

apresentadas na Figura 2.1.
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1- Natural Killer
2- Soluble HLA-G
3- Acute Myeloid Leukemia
4- Tumour Microenvironment

5 - Immunomodulatory

Interleukins

SclELO PubMed
1=118 1=54418

2=4 2=550
3=274 3=69986

4=5 4=27746

5=2 5=3950
1+2=0 1+2=100
1+3=2 1+3=1085
1+4=0 1+4=732
1+5=0 1+5=258
2+3=0 2+3=4
244=0 2+4= 10
2+5=0 2+5=4
3+4=0 3+4=280
3+5=0 3+5=22
4+5=0 4+5=46

1+2+3+4+5=0 1+2+3+4+5=0

Figura 2.1. Resultados de buscas nas bases de dados SciELO e PubMed.

2.2 Leucemias Agudas

2.2.1 Fisiopatologia e Epidemiologia

Clinica e patologicamente, a leucemia é subdividida em duas formas: aguda e crénica.
A leucemia aguda é caracterizada por uma ampliacdo rapida do numero de células
imaturas do sangue, ocasionada pelo aumento da velocidade de produgao, diminuicao da
apoptose e bloqueio na diferenciacdo celular em células-tronco da hematopoese ou em
progenitores primitivos. Juntos, estes eventos fazem com que a medula éssea (MO) seja
incapaz de produzir células sanguineas saudaveis, causando um acumulo de células
hematopoiéticas primitivas e neoplasicas, chamadas células blasticas ou apenas blastos

(Hoffbrand e Moss, 2016).
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A leucemia aguda, de acordo com o tipo celular afetado é classificada em Leucemia
Linfobldstica Aguda (LLA), causada pelo acumulo de linfoblastos na MO, e Leucemia
Mieloide Aguda (LMA), que tem origem nas células granulociticas e monociticas. A LLA é o

tipo de cancer mais comum na infancia (Hofforand e Moss, 2016).

A mieloide é a forma mais comum de leucemia aguda em adultos e sua incidéncia
aumenta com a idade, com mediana aos 65 anos. Constitui uma fragao pequena (10 a
15%) das leucemias na infancia. As anomalias citogenéticas e a resposta ao tratamento

inicial tém grande influéncia no progndstico (Hoffbrand e Moss, 2016).

Nas ultimas décadas, houve uma significativa avanco no tratamento das leucemias,
porém, em virtude das diferencas no acesso ao tratamento, observa-se uma consideravel
diferenca entre popula¢gdes com relagdo a sobrevida. Para os adultos, as maiores
sobrevidas relativas em cinco anos (cerca de 60%) sdo observadas em paises da América
do Norte, Oeste da Asia, Europa e Oceania. J& para as leucemias infantis, a sobrevida é
bem maior, chegando a mais de 90% em lugares como Austria, Bélgica, Canad3,
Alemanha e Noruega. De acordo com a Organiza¢dao Mundial de Saude, foram estimados
cerca de 352 mil novos casos e 265 mil ébitos por leucemia no mundo para o ano de 2012

(Ervik et al., 2017).

No Brasil, para o periodo de 2000 a 2005, a sobrevida relativa em cinco anos de
leucemia em adultos foi de 20%. Para as leucemias infantis, a sobrevida, no mesmo
periodo, chega a 70% (Inca, 2015). Segundo estimativa de incidéncia de leucemia no
Brasil, no ano de 2016, houve 5.540 novos casos em homens e 4.530 em mulheres. Esses
valores correspondem a um risco estimado de 5,63 casos novos para cada 100 mil

homens e 4,38 para cada 100 mil mulheres (Inca, 2015).

No Brasil, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, a leucemia em homens
¢é a sexta neoplasia mais frequente na Regido Norte (3,81/100 mil). Nas Regides Sudeste
(6,03/100 mil) e Nordeste (4,41/100 mil), ocupa a nona posi¢do. Na Regido Sul (8,55/100
mil), ocupa a décima posicdo. Na Regido Centro-Oeste (4,38/100 mil), ocupa a 112
posicdo. Para as mulheres, é o sétimo mais frequente na Regido Norte (3,01/100 mil) e o
oitavo na Regido Sul (6,62/100 mil). Na Regido Nordeste (3,71/100 mil), ocupa a décima
posicdo. E o 112 mais frequente na Regido Centro-Oeste (3,62/100 mil), e, na Regido

Sudeste (4,45/100 mil), ocupa a 122 posig¢ao (Inca, 2015).
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2.2.2 Leucemia Mieloide Aguda: Alteracdes Citogenéticas e Moleculares

As leucemias mieloides agudas (LMAs) sdao um grupo heterogéneo de doencgas
neopldsicas com grande variabilidade no curso clinico e resposta terapéutica, assim como
em sua base genética e molecular, onde mais de 300 translocacdes cromossdmicas e
mutagdes génicas ja foram descritas (Hoffbrand e Moss, 2016). Estima-se que mais de um
evento mutagénico seja necessario para a génese da doenca, envolvendo mecanismos de
proliferacdo celular (mutagdes de classe |, como por exemplo, BCR-ABL, FLT3, RAS, c-Kit,
PTPN11, NF1, TEL-PDGRR) e bloqueio da diferenciacdo (mutacdes de classe Il, como por
exemplo, CBFR-MYH11, AML1-ETO, TEL-AML1, PML-RARA, MLL, NUP98-HOXA9, PU.1,
C/CEPa, AML1, AMLAMP19, CEBPA, NPM1) (Reilly, 2005; Renneville et al., 2008; Arber et
al., 2016).

Estudos tém demonstrado que as LMAs com cariétipo normal e mutagdao nos genes
NPM1 e/ou CEBPA possuem progndsticos favordveis, enquanto que mutagdes no gene
FLT3 possuem progndstico desfavordvel. Jd& os casos em que ocorrem mutacdes
simultdneas nos genes FLT3 e NPM1, possuem prognostico intermediario (Velloso et al.,

2011; Dovey et al., 2017).

Baseando-se nesses conhecimentos, a Organizacao Mundial da Saude (OMS), em
2016, na atualizacdo da quarta edicdo do “WHO Classification of Tumours of
Haematopoietic and Lymphoid Tissues”, classificou a LMA em vdrios grupos, incluindo as
LMAs com anormalidades genéticas recorrentes, que abrangem onze subtipos sendo dois

deles entidades ainda provisdrias, como exposto na Tabela 2.1 (Arber et al., 2016).

Tabela 2.1: Classificacao da Organizacao Mundial da Saude, 2016, para as
leucemias mieloides agudas.’

Leucemia mieloide aguda (LMA) e neoplasias relacionadas

LMA com anormalidades genéticas recorrentes
LMA com t(8;21)(q22;922.1);RUNX1-RUNX1T1
LMA com inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922);CBFB-MYH11
LPA com PML-RARA
LMA com t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A
LMA com t(6;9)(p23;g34.1); DEK-NUP214
LMA com inv(3)(q21.3926.2) ou t(3;3)(g21.3;926.2); GATA2, MECOM
LMA (megacariotica) com t(1;22)(p13.3;q13.3);RBM15-MKL1
Entidade Proviséria: LMA com BCR-ABL1




Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica 9

LMA com NPM1 mutado
LMA com mutagdes bialélicas de CEBPA
Entidade Provisdria: LMA com RUNX1 mutado
LMA com alterag6es relacionadas a mielodisplasia
Neoplasmas mieloides relacionados a terapia
LMA, ndo especificada
LMA com minima diiferenciacao
LMA sem maturacao
LMA com maturagao
Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia monoblastica/monocitica aguda
Leucemia eritroide pura
Leucemia megacaridtica aguda
Leucemia basofilica aguda
Panmielose Aguda com Mielofibrose
Sarcoma mieloide
Prolifera¢cdes mieloides relacionadas a sindrome de Down
Sindrome Mieloproliferativa Transitoria (SMT)
Leucemia mieloide associada a sindrome de Down

1Adaptado de Arber et al. (2016).

2.3 Célula Natural Killer

2.3.1 Ontogenia
Durante o desenvolvimento intra-uterino, a hematopoiese ocorre no saco vitelino. No
entanto, durante a vida pds-natal, passa a ocorrer na MO e, tradicionalmente, pensava-se
gue a diferenciacdo e maturacao das células NK também ocorresse principalmente neste
mesmo sitio, pois a ablacdo seletiva da MO de camundongos interrompia o

desenvolvimento de células NK (Fraser e Baron, 2009).

Embora subconjuntos de células estromais e células progenitoras derivadas da MO
possam produzir as citocinas necessdrias e apoiar o desenvolvimento de células NK a
partir de Células Tronco Hematopoéticas (CTHs) humanas, ndo ha evidéncia definitiva que

exclua a possibilidade de maturacao de células NK extramedulares (Yu et al., 2013).

De fato, as citocinas que podem suportar o desenvolvimento de células NK in vitro,
incluindo FL (flt3 ligand), KL (c-kit ligand), IL.-7 e IL-15, sdo produzidas por células
estromais derivadas de figado humano, baco e érgdos linféides secundarios (Drexler e
Quentmeier, 2004; Link et al., 2007; Freud et al., 2014). Além disso, mondcitos, células
dendriticas e células T também podem produzir IL-15 e/ou IL-2 (Dubois et al., 2002;
Budagian et al., 2004; Miranda-Carus et al., 2005). Assim, cada uma dessas populacdes

celulares, normalmente presentes em érgdo e tecidos extramedulares, podem atuar no
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desenvolvimento de células NK in vivo. Curiosamente, dados recentes sugerem que
neutréfilos também podem ser necessarios para o desenvolvimento de células NK (Jaeger

etal., 2012).

As células NK apresentam diferentes estagios de desenvolvimento, com perfis
fenotipicos especificos. Diferentes células NK, em estagios intermediarios de maturacao,
foram identificadas em drgdos linfoides secunddrios humanos com evidéncia de que a
maturagdo continua de células NK in situ provavelmente ocorre de forma progressiva com
aquisicao e perda de antigenos, semelhante ao observado no desenvolvimento de células
B e T na MO e timo, respectivamente. Esses dados fornecem um forte suporte para um
modelo pelo qual células em estagios intemediarios de maturacdo, oriundas da MO,
iniciem um trafego precoce através do sangue e se desenvolvam em células NK maduras

dentro de 6rgdos linfdides secundarios (Freud e Caligiuri, 2006; Freud et al., 2014)

Com base na expressao dos marcadores CD34, CD94 e CD117, a maturacdo das células
NK humanas pode ser dividida em cinco estagios e um sexto estdgio representativo de
células NK de memodria, as quais compdem um possivel estagio terminal de maturacao,
como ilustrado na Figura 2.2 (Yu et al., 2013). O desenvolvimento de células NK de
memoéria até o momento apresenta pelo menos trés rotas distintas de formacao

conforme descritas por Min-Oo et al (2013).
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STAGE1 STAGE2  STAGE 3 STAGE 4 STAGE 5
(CD56brighty  (CD564im)
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CD34(+) CD34(+) CD34(+) CD34(-) CD34(-) CD34(-)
CD38(lo) CD117(-) CD117(+)  CD117(+)  CD117(+/-) CD117(-)
CD45RA(-) CD94(-) CD94(-) CD94(-) CD94(hi) CD94(+/-)
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Figura 2.2. Representacdo esquematica dos estagios celulares intermedidrios no
desenvolvimento de células NK humana (Yu et al., 2013).

2.3.2 Fisiologia e Fun¢éo

As células NK sdo linfécitos efetores inatos que reconhecem e eliminam, através de
lise celular, células infectadas por virus e células neopldsicas sem sensibilizacdo prévia ou
restricdo de MHC (Bodduluru et al., 2015). Como todas as populacdes de leucdcitos, as
células NK derivam de células tronco hematopoiéticas que residem na MO.
Funcionalmente, as células NK sdo uma fonte importante de citocinas imunorreguladoras
e interagem com outras células do sistema imunoldgico para desencadear uma resposta

imune adaptativa ou antigeno-especifica (Leung, 2014).

As células NK humanas sdao uma populacdo heterogénea. Embora todas as células NK
humanas de sangue periférico expressem o receptor de ativacdo CD161 (NKR-P1A), ha a
identificacdo de duas populagdes distintas de células NK humanas baseadas na densidade

de expressado de receptores de superficie CD56 (Figura 2.3)(Farag e Caligiuri, 2006).

Cerca de 5% a 15% dos linfécitos no sangue humano sdo células NK (CD56+,
CD3/14/19-), 90% dos quais sdo CD56dim, com a maioria deles sendo CD16+, que sao
responsaveis pela imunidade inata precoce e pela citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (CCDA), sendo células essencialmente citotdxicas e com baixos niveis de

producdo de citocinas (Ames e Murphy, 2014).
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Aproximadamente 10% das células NK de sangue humano s3o CD56°"&"

e participam
na resposta inflamatdria tardia (> 16 horas) através da secregdo de interferon gama
(IFNy), TNFa, fator estimulador de col6nias de granuldcitos (G-CSF), fator estimulador de
colénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) e IL-3, caracterizadas pela

imunomodulagdo e elevada producdo de citocinas (Leung, 2014).
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2R b
\
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High Cytokine Production +++Natural Cytotoicity

Figura 2.3. Subtipos de células NK humanas. Fonte: (Cooper et al., 2001).

2.3.3 Fendtipo

As células NK humanas sdo positivamente identificadas pela sua expressdo de CD56 e

falta de marcadores de células T, tais como CD3 ou receptor de célula T (TCR).

bright

Subconjuntos de NK podem ser adicionalmente descritos em populacdes CD56 e

CD56%™ com base na intensidade relativa dos dados obtidos para CD56 em andlise por

citometria de fluxo (Ames e Murphy, 2014).

Como ja ressaltado, as células CD56%™ compreendem a maioria das células NK

circulantes no sangue. Estas células sdao altamente citotdxicas, mas produzem menor

bright

guantidade de citocinas quando comparadas com células CD56 . Além disso, quase

todas as células NK CD56™ expressam moléculas KIR (Killer Immunoglobulin-like

Receptor), bem como o receptor Fcy (Fc-gamma receptor) CD16. Estes receptores

contribuem para a alta citotoxicidade das células NK CD56%™, tornando-as sensiveis a
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alvos com baixa expressao de MHC e células ligadas com anticorpos, respectivamente

(Leung, 2014).

bright

Por outro lado, as células NK CD56 compdem uma pequena proporg¢ao de células

NK circulantes no sangue, mas sdao encontradas em maior abundancia nos ganglios

linfaticos. Quando estimuladas, as células CD56°"€"

sdo pouco citotdxicas mas produzem
grandes quantidades de citocinas, principalmente, interferon-gama (IFN-y). Estas células
também possuem caréncia na expressao de CD16 e KIR, o que pode contribuir para o seu
menor potencial citotéxico. Devido a sua presenga nos linfonodos e a alta producdo de

citocinas, acredita-se que as células CD56°"&"

desempenham um papel importante na
formulagao de respostas imunes, regulando células dendriticas e células T do tipo 1 (Th1)

(Magri et al., 2011; Freud et al., 2014).

2.3.4 Receptores

As células NK ndo realizam rearranjo génico e criagdo de receptores de
reconhecimento antigeno-especifico, mas elas tém a capacidade de reconhecer moléculas
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe | sobre as células-alvo
através de uma Unica classe de receptores, os receptores KIR, que podem inibir ou ativar
a funcdo da célula NK. Receptores KIR inibitdrios, possuem uma cauda citoplasmatica
longa, por isso receberam em sua denominagao a letra "L” (Long), por exemplo KIR2DL1,
ja receptores KIR de ativacdo possuem uma cauda citoplasmatica curta, e recebem em
sua denominacdo a letra “S” (Short), como por exemplo KIR2DS1. (Malhotra e Shanker,

2011; Mentlik James et al., 2013).

Os receptores KIR para moléculas de auto MHC classe | sdo cruciais para distinguir
células normais de células autélogas transformadas ou infectadas. Neste contexto,
investigadores diferentes demonstraram que as células NK podem matar seletivamente
as células autdlogas que perderam ou apresentam baixa expressdo de moléculas de auto
MHC classe | préprio (Malhotra e Shanker, 2011; Mentlik James et al., 2013). No entanto,
a expressao de MHC classe | ndo é sempre necessaria para evitar a lise por células NK e a
inibicdo por MHC de classe | nem sempre é suficiente para impedir a citotoxicidade NK,
pois aspectos relacionados a atividade efetora das células NK s3o profundamente
influenciados pela atuagcdo concomitante dos demais receptores funcionais presentes na

membrana celular (Davies et al., 2014; Bodduluru et al., 2015).
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Sabe-se que cada célula NK expressa um repertdrio de receptores ativadores e
inibidores. Sua citotoxicidade é regulada pela combinagdo de receptores de ativagdo (em
particular, de receptores de citotoxicidade naturais NKp46, Nkp30 e NKp44 e a proteina
de membrana NKG2D), receptores de superficie celular inibitdrios KIR e, principalmente,
o receptor heterodimérico tipo lectina C (NKG2A). Estes receptores determinam a
atividade das células NK frente as células-alvo e também regulam a producao de citocinas

durante a sua fase efetora de ativagao (Figura 2.4) (Davies et al., 2014).

IFNa IL1 L2 IL12
3 LI5S IL18 IL21 3¢
Y L AAE -

NK cell

) KIR2DS1/S2 (HLA-C)
KIR2DS4 (HLA-A, -C)

KIR2DL1/2/3 (HLA-C)
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KIR3DL2 (HLA-A) KIR2DL4 (HLA-G, HS)
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) CD16 (IgG)
NKG2D (MIC, ULBP)
NCRs (B7-H6, NKp44L)

= DNAM-1 (PVR, Nectin-2)
LAIR-1 (collagen) 2B4 (CD48)
CD300A (PS) NKp80 NTBA (NTBA)
(AICL)

© 2014 American Association for Cancer Research

CCR Reviews AR

Figura 2.4. Receptores de superficie e os seus ligantes.

Receptores de citocina estdo apresentados no topo da ilustracdo de célula NK humana. Demais
receptores sdo classificados e codificados por cores com base na sua principal fungdo (receptores
inibitérios em vermelho, receptores ativadores em verde, co-receptores inibitdrios em listras vermelhas
e pretas, e co-receptors ativadores em listras verdes e pretas). Os ligantes sdo mostrados entre
parénteses. Muitos outros receptores conhecidos ndo sdo mostrados, incluindo receptores
guimiotaticos (CCR-2, -5, -7: CXCR-1, -3, -4, -6; CX3CR1; e Chem23R), receptores de adesdo (CD2 e
integrinas B1 e B2), e co-receptores de ativagdo (CD96, CS1 e TLR) (Leung, 2014).

2.3.5 Receptores de Ativagdo

Os padrbes de expressdo de receptores de ativacdo possuem maior ubiquidade,

especialmente em células NK CD56°™. O NKG2D e os receptores de citotoxicidade
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naturais (Natural Cytotoxicity Receptors - NCRs: NKp30, NKp44, NKp46) sdo considerados
como os principais receptores envolvidos no envio de um sinal de ativagdo quando as
células NK encontram uma célula-alvo em uma sinapse imunoldgica. No entanto, outros
receptores de ativagdo, tais como DNAM-1, o NKG2C/CD94, 2B4 e uma classe de
receptores KIR ativadores também desempenham um papel na ativacdo de células NK

(Ames e Murphy, 2014).

Em contraste com os receptores inibitdrios, co-receptores associados com as
proteinas acima citadas expressam Imunorreceptores Ativadores Baseados em Tirosina
(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs - ITAMs) para transmitir um sinal de
ativacdo. Os ligantes para muitos receptores de ativacdo NK sdo moléculas MHC-Ib que se
apresentam aumentados durante periodos de estresse celular. Por exemplo, os ligantes
para NKG2D do tipo MIC-A/B, bem como a familia de proteinas de ligagdo UL16 (UL16-
binding protein — ULBP16) podem estar aumentados durante periodos de rapida

proliferacdo (Jung et al., 2012; Aggarwal et al., 2016).

Os ligantes para o NKp30 sdo expressos em células sob estresse e os ligantes para o
BAT-3 e o B7-H6 sdo expressos em células transformadas. O receptor NKp30 também
reconhece o antigeno de citomegalovirus pp65. Entretanto, para o NKp44 foi
demonstrada afinidade de ligacdo para glicoproteinas de envelope do virus do Oeste do
Nilo (WNV, do inglés West Nile Virus) e virus da Dengue, enquanto que para o receptor
NKp46 foi encontrada afinidade de ligagcdo para vimentina (proteina do citoesqueleto) na
superficie de células infectadas por Mycobacterium tuberculosis. Contudo, para ambos,
NKp44 e NKp46, ha registros de afinidade de ligacdo para hemaglutinina (glicoproteina
situada no envelope viral) de virus influenza. Os receptores NKp46 e NKp30
demonstraram afinidade de ligacdo por proteoglicanos de heparam sulfato (Heparan
Sulfate Proteoglycan - HSPG), proteinas presentes na superficie celular e na matriz
extracelular, que modulam a atividade de um grande nimero de ligantes extracelulares.
No entanto, outros ligantes continuam ndo identificados (Garg et al., 2006; Hershkovitz et

al., 2009; Pegram et al., 2011; Mayes et al., 2017).

Experimentos em que estes receptores de citotoxicidade naturais sdo bloqueados
resultam em uma diminuicdo da citotoxicidade contra células tumorais que ndo
expressam hemaglutinina de influenza, sugerindo que tumores expressam ligantes para

receptores de citotoxicidade naturais ainda ndo identificados, uma vez que a
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citotoxicidade continua presente mesmo na auséncia de ligantes conhecidos e no

bloqueio de receptores NKps (Lakshmikanth et al., 2009; Bar-On et al., 2017).

O estimulador mais potente das células NK pode ser considerado o CD16 FcyRIIIA.
Sinais de CD16 através de ITAMs presentes no dominio CD3Z (CD3 cadeia zeta), as quais
sao proteinas citoplasmaticas acessorias, transmitem um sinal de ativa¢do potente. Outro
aspecto relevante é o reconhecimento de anticorpos IgG ligados as células-alvo que
permite as células NK lisar as células revestidas com anticorpo através do processo de
Citotoxicidade Celular Dependente de Anticorpo (CCDA). Assim, células NK juntamente
com o sistema complemento, atuam como mediadores finais para eliminar células
patogénicas reconhecidas pela resposta imunoldgica humoral mediada por anticorpos

(Venton et al., 2016).

2.3.6 Receptores de InibicGo

As células NK humanas reconhecem moléculas MHC classe | (HLA-A, B ou C) através de
receptores KIR (do inglés Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor). Receptores nesta
familia de moléculas sdo expressos em células NK maduras e se ligam ao HLA de modo
independente do antigeno apresentado. Virus ou tumores podem diminuir a expressao
HLA, a fim de evitar a deteccdo por linfdcito T citotoxico. No entanto, as células NK sdo
mais sensiveis as células nestes estados. Interagdes KIR-HLA primeiramente atuam no
envio de um sinal inibitério para a célula NK através do motivo de inibicao a base de
tirosina do imunorreceptor (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif — ITIM),
localizado no dominio citoplasmatico de receptores inibitorios ou co-receptores. Deste
modo, as células que exibem niveis mais baixos de HLA serdao mais susceptiveis a lise pela
célula NK. Estruturalmente distintos dos receptores KIR, os receptores CD94/NKG2A,
guando ligados a moléculas de MHC-Ib (HLA-E), enviam um sinal inibitério semelhante

através da via do ITIM (Ames e Murphy, 2014).

A capacidade de resposta a sinais de ativacdo estd relacionada ao padrdo de
receptores inibitdrios expressos em cada célula NK. As células detentoras de receptores
NK inibitdrios capazes de se ligarem ao MHC préprio tornam-se responsivas, enquanto
que aquelas que ndo expressam estes marcadores permanecem hiporresponsivas. No

entanto, este estado hiporreativo pode ser substituido através de ativacdo e, por
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conseguinte, as células NK “ndo licenciadas” podem contribuir para respostas

antitumorais ou antivirais sob condi¢des apropriadas (Jewett et al., 2012; Sun et al., 2012)

Como exemplo tem-se o KIR3DL1, que liga-se as moléculas de HLA-A ou B
independentemente da presenca do epitopo Bw4, ocorrendo a ligagdo mesmo na
auséncia do epitopo nas células do individuo. Deste modo, as células NK que expressam
KIR3DL1 em um individuo com auséncia do epitopo Bw4, serdo propensas a
autorreatividade, reconhecendo células préprias saudaveis como alvos, uma vez que
estas células ndo apresentam um sinal inibitdrio eficaz. No entanto, por ndo encontrarem
antigeno proprio correspondente durante o desenvolvimento, estas células permanecem
hiporresponsivas e, assim, evitam autorreatividade. Este processo, agora denominado
“licenciamento” (Licensing) ou “Educacdo de Célula NK” (Natural Killer Cell Education), é
reconhecido como o mecanismo pelo qual as células NK alcancam a autotolerancia, muito
parecido como o desenvolvimento de células T no timo ou de células B na medula éssea e
estd mais extensivamente caracterizado em modelos animais (Orr e Lanier, 2010; Tarek et

al., 2012).

2.3.7 “Licenciamento” (Licensing)

O “licenciamento” é um importante conceito de ativacdo de células NK no qual
admite-se que as células necessitem de “autorizacao ou licenga” pelo MHC de classe | do
ligante antes de se tornarem capazes de serem ativadas pela auséncia deste ligante em
outras células. Varios experimentos em modelo animal (murino) estabeleceram o papel
do MHC de classe | na prestacdo de células NK funcionais (“licenciadas”). Por outro lado, a
falha em envolver receptores inibitérios durante o desenvolvimento é causada por falta
de interacdo com MHC de classe |, resultando na gera¢cdao de um subconjunto de células
anérgicas ou hiporresponsivas (KIRs "nado licenciados"). Embora os mecanismos
moleculares subjacentes as intera¢des entre a MHC de classe | e receptores inibitérios de
NK, que conferem capacidade de resposta das células, permanecam apenas parcialmente
definidos, sabe-se que ITIM no repertdrio de receptores inibitdrios é essencial. Do mesmo
modo, os estudos em seres humanos parecem confirmar os resultados obtidos em
modelos murinos e o reconhecimento do complexo HLA de classe | por receptores KIR
também esta envolvido no licenciamento de células NK, conferindo as células capacidade

efetora durante seu desenvolvimento (Jewett et al., 2012; Malmberg et al., 2017).
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Os receptores KIR realizam o reconhecimento de diferentes moléculas junto ao MHC
de classe I. O KIR2DL2 e o KIR2DL3 reconhecem aldtipos de HLA-C caracterizados por
Asn80 (oriundo da combinacdo com HLA-C1); o KIR2DL1 e, de forma mais fraca, o KIR2DL2
e 0 3, reconhecem alétipos de HLA-C caracterizado por Lys80 (quando agrupados com
HLA-C2); e o receptor KIR3DL1 reconhece alétipos de HLA-A e HLA-B com o epitopo Bw4
(Parham e Moffett, 2013).

Assim, o licenciamento de células NK ¢é fator essencial para a aquisicdo de
funcionalidade efetora, uma vez que, ao encontrarem células com a expressao diminuida
ou alterada de moléculas de MHC classe |, as células NK “licenciadas” ndo estdo mais
sujeitas a sinais inibidores, exceto aqueles iniciados pelo engajamento com receptores
MHC de classe | especificos, promovendo a citotoxicidade celular e a producdo de citocina

(Davies et al., 2014).

Estes resultados conduziram a estudos clinicos que investigam o impacto da sele¢do de
doadores de transplante de células tronco hematopoiéticas para transplante com tipos de
HLA e KIR que favorecam a ativacdo das células NK e, assim, promovam um efeito

antileucémico maior (Choi et al., 2014; Lee et al., 2016; Dolstra et al., 2017).

2.3.8 Genotipagem KIR

Malignidades hematoldgicas e respostas a terapias tém sido associadas ao genétipo
KIR por meio de um numero de mecanismos diferentes. A tipagem de receptores KIR nao
€ apenas util para a selecdo de doadores alogénicos, mas também para progndsticos em
terapia NK autdloga e caracterizacdo de expressao génica. Entre os receptores de NK
conhecidos, a familia de receptores KIR é altamente polimdrfica e principal determinante
da resposta NK. A tipagem clinica de receptores KIR inclui a genotipagem e a
categorizacdo de haplétipos A/B, a fenotipagem para a expressdo do gene e o nimero de

células KIR" e a alelotipagem. (Chan et al., 2013; Leung, 2014)

A diversidade de receptores KIR é dependente do conteldo genético e apenas cerca
de 5% das pessoas possuem todos os 15 membros da familia de genes, os demais

possuem caréncia de um ou mais genes. A diversidade de conteldo genético é baseada
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principalmente na diversidade de hapldtipos B, que normalmente contém mais

receptores KIR de ativagao (Figura 2.5) (Pyo et al., 2010; Parham e Moffett, 2013).

Os dois genes de indicacdo para hapldétipos A sdo: KIR2DL3 e KIR3DL1. Eles sdo
segregados com KIR2DL2 e KIR3DS1 como alelos centroméricos (Cen) e teloméricos (Tel),
respectivamente. Com base neste padrdo, a caracterizacdo de hapldtipo B pode ser
obtida, a saber: KIR2DL3+/KIR2DL2-, Cen-A/A.; KIR2DL3+/KIR2DL2+, Cen-A/B; KIR2DL3-
/KIR2DL2+, Cen-B/B; KIR3DL1+/KIR3DS1-, Tel-A/A; KIR3DL1+/KIR3DS1+, Tel-A/B; e
KIR3DL1-/KIR3DS1+, Tel-B/B (Dorak, 2007; Pende et al., 2009).

Devido ao fato de receptores KIR serem codificados no cromossomo 19 e ligantes HLA
no cromossomo 6, estas familias de genes sdo segregadas de forma independente. Deste
modo, os gendtipos HLA ndo podem ser utilizados para prever o conteido KIR e a

incompatibilidade autéloga KIR-HLA é possivel (Dorak, 2007; Pende et al., 2009).

A diversidade de expressdo do gene é outro aspecto importante na tipagem de
receptores KIR. Por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain
Reaction) em tempo real e citometria de fluxo, uma variabilidade maior que 10 vezes foi
observada na expressdo entre doadores. Atualmente, o método mais facil de quantificar
as células NK que expressam apenas um gene KIR inibitério (ou seja, negativo para todos
0s outros receptores inibitérios de MHC) é a citometria de fluxo multicolor. Embora o
numero de células que expressem apenas um gene KIR correlacione-se com a presenca de
ligantes préprios, a variabilidade entre doadores torna estas células inaceitaveis para uso

clinico (Dorak, 2007; Pende et al., 2009).

O polimorfismo de alelos, que tem sido observado em todos os genes KIR inibitérios,
também é fator importante na tipagem de receptores KIR. Por exemplo, na familia
KIR2DL1, foram observados 25 alelos e cada um exerce diferente influéncia nos
mecanismos de inibicdo das células NK e durabilidade de expressdao de superficie apds
interacdo com o ligante. Estas diferencas correlacionam-se com a intensidade da
sinalizacdo de inibicdo através da tirosina fosfatase SHP2 e B-arrestina-2, resultando em

diferencas na formacao de sinapses imunes (Bari et al., 2013; Parham e Moffett, 2013).

Com base nestas informacgdes, investigacdes mostraram que os pacientes que
receberam um enxerto de doador contendo o alelo KIR2DL1, funcionalmente mais forte

devido a presenca de arginina na posicdio 245 do aminoacido (KIR2DL1-R245),
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apresentaram maior sobrevida e menor taxa de recaida do que os pacientes que
receberam um enxerto de doador contendo apenas o alelo KIR2DL1, funcionalmente mais

fraco com cisteina na mesma posi¢ao (KIR2DL1-C245) (Bari et al., 2013).

O efeito do polimorfismo alélico do KIR2DL1 foi semelhante em pacientes com
leucemia mieloide aguda ou leucemia linfoblastica aguda entre todos os grupos de alelos.
Os pacientes que receberam um enxerto KIR2DL1-R245-positivo com incompatibilidade
HLA-C receptor-ligante apresentaram a melhor sobrevida e o menor risco de progressao
da leucemia em comparagdo com aqueles que receberam enxerto do KIR2DL1-C245 (Bari

et al,, 2013).

Em outro estudo, analisando a pega do enxerto em Transplante Alogénico de Células-
tronco Hematopoiéticas (alo-TCTH), é mostrado que doadores com o gendtipo KIR2DS1
possuem associacdo com a reducdo do risco de recaida de LMA apds ambos os

transplantes: ndo aparentado e aparentado (Stringaris et al., 2010; Venstrom et al., 2012).

Além disso, o gendtipo KIR pode prever a resposta ao tratamento para malignidades
hematoldgicas; por exemplo, o gendtipo KIR3DS1 prevé o aumento da taxa de recaida
apos transplante de células-tronco autélogas no mieloma, enquanto que os pacientes que
ndo possuem o receptor de ativacdo KIR3DS1 possuem melhores resultados (Davies et al.,

2014).

O gendtipo KIR dos pacientes parece também determinar a resposta a terapia com
inibidores de tirosina-quinase em individuos recentemente diagnosticados com LMC
tratados com imatinib, onde o gendtipo KIR2DS2 conferiu menor probabilidade de
remissdo citogenética completa e reducao da sobrevida global, que poderiam ser

superados com a utilizacdo de dasatinib (Ali et al., 2012; Marin et al., 2012).



NhcvLimTTryTrmr LALLAELS LA D B M B AR |

KIR2DSS 4333000 bbb b s i
[STRTT AT
KIRIDS1 KIR2DS2 ettt
KIR2DS  Hsefpefraacfeaaeey
KIR2DS3 jpefrspssepssstp

KIR3DL3 ~ KIR2DS2  KIR2DL2  KIR2DL5  KIR2DS3 KIR2DSS KIR2DL1 KIR2DL4  KIR3DL1 KIR3DS1  KIR2DS1 KIR2DS4 KIR3DL2

Activating

Inhibitory

&

secne A N I I
o I I 5
MHC Class | MHC Class|  MHC Class| MHC Class | MHC Class | MHC Class |
Ligands HLA-C HLAC HLA-G HLA-Bw4 HLA-C HLA-C
STTINSD S77IN80 (weak) (weak)

Figura 2.5. Gendtipo KIR e a fungdo do receptor

Esquema simplificado do l6cus do gene KIR (modificado a partir do http://genome.ucsc.edu/ - UCSC genome
browser, hgl9, 2009). Pelo menos 37 haplétipos foram identificados até agora. No entanto, o gendtipo KIR
pode ser dividido em dois grupos, dependendo se o individuo é homozigoto para o gendtipo A (AA), caso
em que eles s6 expressam um receptor KIR de ativacdo (KIR2DS4), ou se eles tém pelo menos um haplétipo
B (Bx). O hapldtipo B é definido pela presenga de um numero varidvel de ativadores e inibidres KIR

adicionais (KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 e KIR3DS1) (Davies et al., 2014)

2.4 Antigeno Leucocitdario Humano G soluvel (sHLA-G)

2.4.1 Caracterizag@o
O Antigeno Leucocitario Humano G (HLA-G) pertence as moléculas de MHC de Classe |
nao classicas (HLA-1). O papel do HLA-G foi descrito pela primeira vez no ambito da
tolerancia materno-fetal e, atualmente, sabe-se que o HLA-G possui um papel
significativo no desenvolvimento de tolerancia na sequéncia de transplantes de érgdos e
de transplantes de medula éssea. Além disso, o HLA-G pode também contribuir para a
propagacao de infec¢Oes virais e para a proliferacao de células cancerosas, atuando como

inibidor da resposta imune (Hunt et al., 2005; Gonzalez et al., 2012).

O HLA-G possui sete diferentes isoformas descritas: HLA-G1 a HLA-G4 ligados a
membrana celular e HLA-G5 a HLA-G7 dissolvidos no plasma sanguineo (Carosella et al.,

2015).

A modulacdo da resposta imunolégica promovida por moléculas de HLA-G ocorre
através de diferentes mecanismos, envolvendo tanto a supressao da atividade citotdxica

das células NK e linfécitos T CD8+, assim como via inibicdo da proliferacdo de células T
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(Figura 2.6) (Rouas-Freiss et al., 2003; Le Rond et al., 2004; Rouas-Freiss et al., 2007;
Amiot et al., 2011; Locafaro et al., 2014).

O HLA-G desempenha a sua acdo inibidora através da interacdo com receptores ILT2
(CD85j/LILRB1), ILT4 (CD85d/LILRB2), expressos por células NK, linfécitos T e células
apresentadoras de antigeno e KIR2DL4 (CD158d), expresso por células NK. Receptores
ILT2 também sdo observados em mondcitos, linfécitos B e T, células dendriticas e células
NK, enquanto o ILT4 estd presente principalmente em células da linha mielomonocitica. A
expressdo do receptor KIR2DL4, que desenvolve tanto atividade inibitéria quanto

estimulatodria, é limitada as células NK (Carosella et al., 2003; Biedron et al., 2015).

A expressdo de HLA-G é restrita principalmente a interface materno-fetal no
citotrofoblasto, na placenta, amnio, mas estando também presente em alguns tecidos
adultos sauddveis como timo, cérnea, células epiteliais brénquicas e pancreas (Goldman-
Wohl et al., 2000; Lefebvre et al., 2000; Hviid et al., 2004; Brugiére et al., 2009; Li et al.,
2015).

Dentre os diferentes tipos de células que expressam HLA-G, encontram-se as células-
tronco mesenquimais, alguns mondcitos ativados, precursores eritroides e células
endoteliais. O HLA-G solivel também é encontrado nos fluidos corporais, tais como
plasma, fluido cerebrospinal, ascites malignas, derrame pleural e esperma (Hunt e
Geraghty, 2005; Ilvanova-Todorova et al., 2009; Zilberman et al., 2012; Morandi et al.,
2013; Yao et al., 2014).

Ao longo da ultima década, tem sido avaliada a expressdo de HLA-G em diferentes
estados patoldgicos, tais como neoplasias, infec¢des virais, complicacdes gestacionais,
doencas autoimunes e doencgas inflamatdrias (Cordero et al., 2009; Brenol et al., 2012; Da

Silva et al., 2014).
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Figura 2.6. Funcdes imunes inibitérias do HLA-G.

Células efetoras do sistema imunoldgico humano sdo apresentadas, juntamente com os respectivos efeitos
inibitdérios envolvidos quando em interagdao com células expressando moléculas de HLA-G ou em interagdo
com HLA-G soluvel (Carosella et al., 2015).

2.4.2 Receptores de sHLA-G
Os receptores conhecidos para o HLA-G incluem receptores inibitérios (ILT4 e ILT2),
receptores ndo inibitorios (CD8 e CD160) e o receptor KIR2DL4 com atividade que

permanece ambigua em relacdo ao HLA-G (Tabela 2.2) (Carosella et al., 2015).
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Tabela 2.2: Receptores de HLA-G e Funces Associadas.

Receptores de Dominios de Estrutura HLA-G Expressdo Funcdo
HLA-G Ligagcdo HLA-G Preferida
ILT2 Alpha3 /B2M  Dimeros / Células T, Células NK, Inibitdria
(LILRB1, CD85j) multimeros B, Mondcitos,
Células Dendriticas
ILT4 Alpha3 Dimeros / Mondacitos, Células Inibitaria
(LILRB2, CD85d) multimeros Dendriticas

Neutrdfilos ativados

Algumas Células ?
tumorais
KIR2DL4 Alphal ? Células NK Deciduais  Producdo de Citocinas
(CD158d) e Fatores de
Crescimento
CcDs Alpha3 Y CD8+T CD8+NK Apoptose
CD160 (BYS5) ? ? Células do Endotélio  Apoptose
Wascular
Desconhecido ? Y Células Eritroides Inibicdo EPO-R
? ? Linhas Celulares Regulagdo Positiva de

Receptores Inibitorios

1Adaptado de Carosella et al. (2015).

2.4.2.1 LILRB1/ILT2 e LILRB2/ILT4

Os receptores ILT2 (também conhecido como CD85j e LILRB1) e ILT4 (também
conhecido como CD85d e LILRB2) sdo os principais receptores de HLA-G em células

imunitarias periféricas (Carosella et al., 2015).

s

O receptor ILT2 é expresso em mondcitos, células dendriticas, células B e
subconjuntos de células Natural Killer e células T, ao passo que o ILT4 é quase

exclusivamente expresso por células da linhagem mielomonocitica (Carosella et al., 2015).

Ambos, 0 ILT2 e 0 ILT4, contém imunorreceptores intracelular inibitérios baseados em
tirosina (ITIMs) ligados as suas caudas citoplasmaticas inibindo respostas celulares através
de fosfatases, tal como o recrutamento de SHP-1 (contendo o dominio de tirosina-
fosfatase 1). Os receptores ILT2 e ILT4 ndo apenas se ligam ao HLA-G, podendo ligar-se
também a uma ampla gama de moléculas de MHC classe | por reconhecer o dominio a3 e
B2m destas estruturas. No entanto, ambos ligam-se preferencialmente ao HLA-G em

comparacao com outras moléculas de MHC de classe | devido a uma sequéncia hidréfoba
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Unica, presente em moléculas de HLA-G no dominio a3 (Shiroishi et al., 2003; Shiroishi et

al., 2006).

2.4.2.2 KIR2DL4

O receptor KIR2DL4 foi primeiramente descrito tendo o HLA-G como Unico ligante e
alguns autores relataram a sua fungdo inibitdria utilizando linhagens celulares, enquanto
outros relataram seu potencial como receptor de ativacdo (Rajagopalan et al.,, 2001;

Faure e Long, 2002; Carosella et al., 2015).

Esta divergéncia de informacdes pode ser proveniente do fato de que os receptores
KIR2DL4 sao expressos por células NK deciduais, mas ndo detectaveis na superficie celular
de células NK a partir de sangue periférico. Portanto, os dados relativos a interacao
KIR2DL4/HLA-G pode ser relevante para as células NK deciduais no contexto da gravidez e
nao por células NK periféricas em qualquer outro contexto (Koopman et al.,, 2003;

Carosella et al., 2015)

Assim, diante apenas de alguns estudos publicados no contexto da gravidez, o
receptor KIR2DL4 continua a ser um receptor, cuja interacdo com o HLA-G e as suas
consequéncias sdo, infelizmente, facilmente contestados por falta de expressivas

informacgdes para confirmacdo (Carosella et al., 2015).

2.4.2.3 CD8

O CD8 é conhecido por ser um co-receptor para as moléculas de MHC classe I. Em
particular, a ligacdo de CD8 ao MHC de classe | é importante para a ativacdo adequada de
células T CD8+. No entanto, a ligacdo de receptores CD8 a moléculas de HLA-G soluveis,
gue aumentam significativamente em uma variedade de condi¢cdes fisiolégicas e
patoldgicas, esta envolvida numa via de transducdo de sinal que conduz a uma apoptose
mediada pelo sistema Fas/FasL em células CD8+. A ligacdo de CD8 a moléculas HLA-G
acontece principalmente através de seu dominio HLA a3, como ocorre em receptores

ILT2 e ILT4 (Puppo et al., 2002; Contini et al., 2003; Holler e Kranz, 2003).

Em células NK também ocorre a expressdao de receptores CD8, sendo que para o
subconjunto de células NK CD56+/CD8+ é demonstrado um aumento da citotoxicidade
em comparagdo com o seu homologo CD8-. As células NK CD56+/CD8+ representam cerca

de 3% e as células NK CD56+/CD8-, cerca de 4% de todas as células mononucleares
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(Peripheral Blood Mononuclear Cell — PBMC) em doadores saudaveis (Addison et al.,

2005).

2.4.2.4 CD160/BY55

O receptor CD160 foi primeiramente descrito como BY55, um glicosilfosfatidilinositol
(GPI), receptor do tipo imunoglobulina, MHC de classe | dependente, expresso pelo
grande subconjunto de células NK CD56°™ em sangue periférico, bem como por células
Ty/§, células intestinais intraepiteliais e algumas células T CD8+ (Le Bouteiller et al., 2003;

Barakonyi et al., 2004).

Este receptor também é expresso por células endoteliais podendo ligar-se ao HLA-G
soluvel e, curiosamente através deste receptor em estudo sobre apoptose de células
endoteliais, o HLA-G exerceu efeitos anti-angiogénicos in vivo em coelhos. Porém, estas
experiéncias ainda necessitam ser confirmadas em seres humanos, bem como em ratos,
onde também identificou-se a presenca de receptores CD160 (Maeda et al., 2005; Fons et

al., 2006; Tsujimura et al., 2006).

2.4.3 Acdo do HLA-G em células NK

A funcdo inibitdria direta do HLA-G sobre células NK da decidua foi a primeira funcao
do HLA-G descrita e, posteriormente, também confirmada em células NK periféricas

(Rouas-Freiss, Goncalves, et al., 1997; Rouas-Freiss, Marchal, et al., 1997).

Estes primeiros estudos e todos aqueles que se seguiram demonstraram que, através
da interacdo com receptores ILT2 em células NK, o HLA-G apresentado por uma célula-
alvo (por exemplo, células do citotrofoblasto, células tumorais e linhagens transfectadas)
ou presente no microambiente na forma sollvel, inibiu a citotoxicidade NK, protegendo

assim a célula que expressa HLA-G (Goldman-Wohl et al., 2000).

A interacdo de HLA-G-ILT2 também foi demonstrada como responsavel por alterar a
secrecao de IFNy por células NK, por causar a inibicdo da mobilizacdo de calcio
intracelular e por promover regulacdo negativa em receptores de quimiocina, além de
modular a quimiotaxia de células NK CD56" " e CD56%™ de sangue periférico e de

amigdalas (Morandi et al., 2011). Dados obtidos em relagdo a sinapses imunoldgicas entre
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células NK e células tumorais, que expressam a isoforma de membrana HLA-G1 ou a
isoforma soluvel sHLA-G5, mostraram que a interagcao HLAG-ILT2 inibe os estagios tardios

e ndo iniciais de sinapses ativadoras em células NK (Favier et al., 2010).

As células NK também expressam KIR2DL4, outro receptor para HLA-G, relacionado a
regulacdo negativa da atividade citotéxica de células NK. Porém, as funcdes do HLA-G
sobre este receptor ndo se encontram esclarecidas fora do contexto gestacional (Favier et

al., 2010; Morandi et al., 2011; Carosella et al., 2015).

2.5 Microambiente Medular
2.5.1 Medula Ossea e Hematopoese

A hematopoese ocorre em mamiferos através de um processo gradual que se inicia no
saco vitelino entre a terceira e a quarta semana da gestagdo. Nesse momento, muito
antes da geracdo de CTHs definitivas, os progenitores mieloides desenvolvem-se a partir
do ectoderma primitivo do saco vitelino e ddo origem a macréfagos embriondrios. Em
torno da quinta semana de gestacdo, o figado é o principal sitio hematopoiético fetal. No
figado fetal, as CTHs se expandem, amadurecem e, pela primeira vez, ddo origem a
células eritroides, linfoides e mieloides maduras. O figado permanece o sitio
hematopoiético predominante durante as semanas 20 a 24 de gestacdo. A partir do
figado, as CTHs comeg¢am a colonizar também o timo e o bago fetal. Finalmente, durante
o segundo trimestre, a MO passa a ser a responsavel pela hematopoese mediada por
auto-renovagado das CTHs como o precursor final da hierarquia hematopoiética do adulto.

(De Kleer et al., 2014)

Na medula éssea encontra-se o nicho das CTHs. O termo "nicho da célula-tronco" foi
introduzido em 1980 e definido como uma estrutura que abriga essas células (Heissig et
al., 2005; Le Blanc e Mougiakakos, 2012). A medula éssea é dividida em pelo menos
guatro diferentes nichos que compdem o seu microambiente: endosteal, subendosteal,
central e perissinusoidal. Os ensaios histoldgicos e funcionais indicam que as CTHs e os
progenitores multipotentes preferencialmente colonizam as regides endosteal e
subendosteal, em estreita associacdo com a superficie dssea, onde estdo quiescentes.
Inversamente, progenitores comprometidos e células diferenciadas sdo distribuidos nas

regioes central e perissinusoidal, onde deixam de estar quiescentes, regenerando de
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forma continua a hematopoese (Gong, 1978; Wilson e Trumpp, 2006; Matsumoto e

Nakayama, 2013; Cordeiro-Spinetti et al., 2015).

Além de CTHs e sua progénie, a MO é composta de uma matriz diversificada de células
com fungdes especializadas que estao implicadas como contribuintes funcionais durante
a homeostase. Estes incluem células endoteliais vasculares, células perivasculares,
osteoblastos, nervos simpaticos, adipdcitos, macréfagos e muitos subconjuntos de células

estromais (Sasine et al., 2017).

2.5.2 Microambiente em Neoplasias Hematoldgicas

Atualmente, diversas pesquisas concentram-se no estudo do microambiente medular
e seu papel em relagdao ao desenvolvimento de neoplasias hematoldgicas. Diferentes
estudos demonstraram que a interacao de subconjuntos de células estromais da medula
dssea contribui para a sobrevivéncia de células leucémicas tanto in vitro como in vivo.
Estudos adicionais sugerem que o estado leucémico induz mudancas no microambiente
medular, que afetam tanto a hematopoese quanto a arquitetura da medula dssea

(Brower, 2016; Shahrabi et al., 2016)

Recentes trabalhos mostram que pacientes com leucemia aguda e doencas pré-
leucémicas, como sindrome mielodisplasica e neoplasias mieloproliferativas, apresentam
maiores niveis de angiogénese e vascularizacdo na medula dssea. Um estudo onde foram
comparadas bidpsias de medula éssea de criangas com LLA com as de controles saudaveis
revelou que a medula dssea dos pacientes apresentou padrdes microvasculares distintos,
incluindo aumento da densidade de microvasos (Ayala et al., 2009; Mizia-Malarz e Sobol-
Milejska, 2017)

Ha evidéncias que os fatores de crescimento também podem ajudar a modular a
sobrevivéncia de blastos leucémicos no microambiente da medula dssea. O Fator de
Crescimento do Endotélio Vascular (Vascular endothelial growth factor - VEGF) é expresso
tanto por linhagens celulares de LMA como por blastos. Estudos sugerem que os niveis de
VEGF sdo um indicador prognédstico em pacientes com LMA e a avaliacdo de um painel de
fatores de crescimento angiogénicos em adultos com LMA, recentemente diagnosticados,
sugeriu que niveis elevados de angiopoietina-2 correlacionam-se com a baixa resposta

inicial a terapia (Loges et al., 2005; Sison e Brown, 2011; Rashidi e Uy, 2015)
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Esses estudos sugerem que o microambiente estromal da medula éssea desempenha
um papel significativo no desenvolvimento de malignidades hematoldgicas e a capacidade
de imunomudulagdo e indu¢do da angiogénese, exercida por células leucémicas, podem,
portanto, ser o principal mecanismo envolvido na expansdo e evasdao imune exercida por

estas células (Sison e Brown, 2011; Alcasid et al., 2017)

2.5.3 Microambente e Células NK

Ha evidéncias de que tanto o sistema imune inato como o sistema adaptativo podem
reconhecer células leucémicas, permitindo sua eliminagdo ou manutenc¢do de um
equilibrio que previna o crescimento tumoral, conforme descrito na hipdtese de
imunomodulacdo do cancer (Schreiber et al., 2011). As células leucémicas sao suscetiveis
ao reconhecimento por células T e células NK devido a expressao de antigenos associados
a leucemia, moléculas de MHC e ligantes coestimuladores para receptores ativadores em

células NK (EI-Shami e Smith, 2008; Barrett e Le Blanc, 2010).

No entanto, as células leucémicas podem escapar da vigilancia imune de células NK
através de uma série de mecanismos que contribuem para uma resposta imune anti-
leucémica disfuncional, incluindo células NK ndo competentes, propriedades evasivas de
células-alvo, interagdes com células imunossupressoras e imunomodulagao por agentes
integrantes do microambiente tumoral (Lowdell et al., 2002; Lion et al., 2012; Alcasid et

al., 2017).

Além disso, algumas caracteristicas das células NK mostraram-se associadas ao
desfecho de paciente com LMA, principalmente prevendo a recaida ap6s a terapia padrao
e/ou apds o Transplante de Células-Tronco Hematopoiéticas (TCTH). Neste contexto,
demonstrou-se que a atividade citotdxica das células NK contra células leucémicas esta
inversamente correlacionada com a progressdo da doenca e a taxa de recaida,

fornecendo um pardmetro progndstico util para a LMA (Tabela 2.3) (Lowdell et al., 2002)

Na LMA s3o comumente encontradas alteracbes na expressdao de receptores e
ligantes que prejudicam substancialmente a atividade citotéxica mediada por células NK.
A maioria dos pacientes com LMA tem uma expressdao diminuida de Receptores de

Citotoxicidade Natural ativadores de células NK (NCRs - Natural Cytotoxicity Receptors,
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isto €, NKp30, NKp44 e NKp46) (Costello et al., 2002; Fauriat et al., 2007; Szczepanski et
al., 2009).

As proprias células leucémicas na LMA também contribuem para a diminuigao da lise
celular mediada por células NK, por expressdo diminuida ou ausente de ligantes de
superficie para varios receptores ativadores de células NK, incluindo os NCRs e o NKG2D
(Salih et al., 2003; Nowbakht et al., 2005; Sanchez-Correa et al., 2011). Além disso, as
células leucémicas na LMA podem liberar ligantes para o NKG2D, como demonstrado pelo
aumento dos niveis séricos de genes A e B (MIC A/B) relacionados a cadeia | do MHC de
classe | em pacientes com LMA em comparagao com controles saudaveis. Esses ligantes
soltveis podem fornecer um estimulo sistémico croénico para células NK resultando em
reducdo da expressao do receptor e deterioracdo da citotoxicidade mediada por células

NK (Salih et al., 2003; Lion et al., 2012).

Além das anormalidades das células NK e dos mecanismos de escape das células
leucémicas na LMA, a interacdo de ambos os tipos celulares com outras células do
sistema imune presentes no microambiente medular fornecem um terceiro fator que
contribui para o escape imune, como ocorre, por exemplo, na atividade supressora
exercida por células dendriticas imaturas e linfécitos T regulatorios (Treg) sobre células

NK (Lion et al., 2012).

Tabela 2.3 Parametros prognésticos de células NK para LMA.

Parametro da célula NK Associagao Referéncia
Alta frequéncia de células NK circulantes | Prognéstico favoravel (Savani et al., 2007)
Atividade citotdxica de células NK Inversamente (Lowdell et al., 2002)

correlacionado com a
progressao da doenga e a
taxa de recaida

Poténcia de secregao de IFN- y de células | Progndstico favoravel (Martner et al.,
NK 2016)

Diminuicdo da expressao de NCRs em | Doeng¢a ativa e baixa (Fauriatetal., 2007)
células NK sobrevida

Dificuldade na lise de células dendriticas | Progressao da doenga (Fauriat et al., 2005)
imaturas por células NK

Supressdo por células T regulatdrias | Progressdo da doenga (Szczepanski et al.,
(Treg) 2009)
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Capitulo 3 — Justificativa

Considerando a importancia da célula NK em seu papel efetor na imunidade inata
frente a células neopldsicas e o potencial imunorregulatério do HLA-G na modulagdo de
diferentes condicGes e patologias, este estudo visa contribuir com a elucidacdo da
influéncia deste potencial regulador nos mecanismos fisiopatoldgicos da Leucemia

Mieloide Aguda e na citotoxicidade de células NK.

Neste contexto, o estudo da expressdo de HLA-G solivel em neoplasias hematoldgicas
oferece oportunidades para esclarecimento quanto a regulacdo de seus alvos e a
compreensao de seus mecanismos nos processos celulares, além da avaliacdo de seu
impacto e significado na fisiopatologia da LMA, possibilitando a descoberta de terapias
contra alvos especificos e uma maior elucidacdo dos aspectos imunoldgicos envolvidos na

doenca.
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Capitulo 4 — Objetivos

4.1 Objetivo Primario

Contribuir para o conhecimento do microambiente que proteje células neoplasicas no

contexto da LMA com vistas ao desenvolvimento de moléculas que possam romper a

“harmonia” deste ambiente e se tornar adverso ao desenvolvimento da malignidade.

4.2 Objetivos Secundarios

1.

Comparar o perfil fenotipico presente em células NK integrantes do

microambiente tumoral da LMA com o de individuos saudaveis;

Comparar a expressao de receptores para o HLA-G soluvel em células NK de
individuos saudaveis doadores de medula dssea e individuos diagnosticados com

LMA;

Avaliar o fenétipo das células NK nos individuos participantes do estudo;

Comparar os niveis de expressao de HLA-G soluvel dos individuos diagnosticados

com LMA com o grupo controle;

Identificar processos bioldgicos relevantes para a patogénese da LMA,;

Identificar a influéncia do HLA-G soltvel como potencial regulador de mecanismos

de citotoxicidade das células NK;
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7. Analisar o perfil de citocinas pré-inflamatdrias e anti-inflamatérias dosadas nos

10.

11.

12.

13.

individuos participantes do estudo;

Medir os niveis de TNF-a em pacientes e controles;

Medir os niveis de IL-6 e IL-10 em pacientes e controles;

Medir a expressdo dos receptores de citotoxicidade naturais (Natural Cytotoxicity

Receptors - NCRs: NKp30, NKp44, NKp46) em pacientes e controles;

Medir a expressao dos receptores para HLA-G (ILT-2, KIR2DL4, CD8 e CD160) em

pacientes e controles;

Medir a expressdo de receptores KIR inibitorios em pacientes e controles;

Medir a frequéncia dos subtipos de células NK em pacientes e controles.
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Evaluation of Natural Killer Cell Phenotype and Soluble HLA-G Expression in the Bone

Marrow of Patients with Acute Myeloid Leukemia (AML) at Diagnosis

Abstract

As central players of the innate immune system, natural killer (NK) cells can exert
direct and indirect antitumoral effects via their cytotoxic and immune regulatory
capacities, essential in the induction of an effective adaptive antitumoral immune
response. NK cells are considered to be relevant in the immune surveillance of cancer. In
acute myeloid leukemia (AML) patients, however, significantly impaired NK cell functions
can facilitate escape from immune surveillance and affect patient outcome. The results
showed a significantly lower frequency of NK cells in the bone marrow (BM) of AML
patients when compared to the healthy bone marrow donors (4.25% vs.7.18%, p < 0.001).
When comparing the normal BM with AML BM, in the latter there was a higher frequency
of CD56%™ CD16" NK cells (90.47% vs. 78.71%, p = 0.007); lower frequency of CD56%™
CD16™ NK cells (7.51% vs. 17.24%, p < 0.010) and CD56%™™ NK cells subsets (2.00% vs.
4.93%, n = 10, p < 0.014). As for IL-6, IL10 and TNF-a levels, in AML BM, they increased
significantly compared with healthy donnors. Although there was not significant statistical
difference, soluble HLA-G molecules presented higher levels in AML BM. New insights into
AML microenvironment might unravel new targets for therapy.

1. Introduction

The immune system has been studied intensively for many years in different
neoplasms, since it plays a fundamental role in the elimination of malignant cells,

according to the immunovigilance hypothesis of the tumor microenvironment.*

Observational studies have demonstrated specific infiltrative patterns of lymphocytes,

macrophages, and granulocytes in carcinomas of the breast, lung, gastrointestinal tract,
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and ovary, along with sarcomas, and skin cancers. In many instances, these infiltrates

have been associated with specific prognostic outcomes in patients.“’5

These findings, correlated with other studies, support a close interrelationship
between cellular subsets of the immune system and cancer development and
progression. Functional studies in murine models, as well as immunomodulatory

therapies in humans, also support these observations.®®

In hematological malignancies, the understanding of the immune system role is an
area of continuous research. Recent studies on lymphomas show that T cells,
macrophages and natural killer (NK) cells may play an important functional role in

follicular lymphoma, classical Hodgkin's lymphoma and diffuse large B-cell lymphoma.®™*?

In acute leukemia, specifically in the case of acute myeloid leukemia (AML), a
particular attention has been given to NK cells in several studies, in which it was identified

functional links between NK cell activities and AML progression.”"17

NK cells, as central agents of the innate immune system, may exert direct antitumoral
effects on the tumor microenvironment through its cytotoxic capacity or also through the
secretion of cytokines, which contributes indirectly to tumor control, supporting the

development of an efficient adaptive antitumor system.le' 18

Nevertheless, leukemic cells can escape NK cells immune surveillance through a
succession of mechanisms, which contributes to a dysfunctional anti-leukemic immune
response, namely: (1) NK cell abnormalities; (2) immunosuppressive and evasive
properties of target cells; (3) interactions with other immunosuppressive cells, and (4)

immunomodulation by tumor microenvironment soluble components.g’ 16,19

However, the interactions between the different components of the tumor
microenvironment represent the most important of the elements involved in the growth
and maintenance of leukemic cells, along with the interference of the immunovigilance
mechanisms, where immune cells that integrate the microenvironment experience an

. . . 1
immunomodulation process favorable to the tumor progression.®

Three stages of immunomodulation by the tumor microenvironment were described:

(1) recruitment of immune cells through the production of cytokines (monocyte
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chemoattractant protein-1 (MCP-1) and interleukin-8 (IL-8)); (2) immunomodulation via
secretion of cytokines regulating immune cells differentiation to promote the tumor
development (proinflammatory mediators such as IL-1, IL-6, tumor necrosis factor-o (TNF-
a), macrophage migration inhibitory factor (MIF), and soluble suppressor proteins acting
as anti-inflammatory mediators such as soluble human leukocyte antigen G (sHLA-G), IL-
10 and prostaglandin E2 (PGE2), and (3) immune response, in which the differentiated
immune cells generate cytokines, hormones, growth factors, tumor proliferation

promoting agents and tumor immune tolerance.”®*

Among the different elements present in the tumor microenvironment, the HLA-G has
been widely evaluated in the context of tumor immunomodulation, for it acts as a
negative regulator of the immune response through different mechanisms, including
inhibition of angiogenesis, restriction of antigen recognition and T cell migration, and

suppression of T and NK cells cytotoxicity.**?’

Human leukocyte antigen G (HLA-G) molecules corresponding to nonclassic class |
genes of the major histocompatibility complex, showing restrictive distribution and lower
polymorphism. Through the alternative splicing mechanism, the HLA-G gene generates
seven transcriptional isoforms, encoding four membrane-bound protein isoforms (HLA-
G1, HLA-G2, HLA-G3, and HLA-G4) and three soluble isoforms (sHLA-G5, sHLA-G6, and
sHLA-G7) ?® ?°. Soluble HLA-G isoforms are found in body fluids such as plasma,

30-34

cerebrospinal fluid, malignant ascites, pleural effusion and sperm . Both soluble and

membrane bound isoforms can be detected in tumor pathologies such as melanomas,

breast cancer, lung carcinomas, renal, gliomas, lymphomas, and leukemias.?® 339

It has also been shown that a shedding form of HLA-G1 protein (sHLA-G1), which is
cleaved by metalloproteinases, coexists with HLA-G5 soluble isoforms generated by the

translation of spliced mRNA.*% 4

The HLA-G5 is composed of al, a2, and a3 domains,
whereas the HLA-G6 is composed of al and a3 domains, allowing an association with
light-chain b2-microglobulin and CD8 molecules. A new variant, the HLA-G7, has been
recently described and it is composed of only al domains, but there is a lack of
knowledge in its functions 8 The HLA-G5 is the full-length soluble isoform, in the same

way that HLA-G1 is for membrane-bound isoforms, and it has the same properties as
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those of other soluble isoforms. The interest in sHLA-G molecules is increasing steadily. In
fact, these molecules are expressed during pregnancy by cytotrophoblastic cells that
invade the maternal decidua and are secreted by trophoblasts. Basal plasma levels were

42,43

detected in healthy subjects with no difference between the sexes. Secretion of sHLA-

G isoforms can be detected in the serum of transplanted patients during solid tumor

pathologies and hematological malignancies.27’ 28,44

The immunomodulatory role of HLA-G is well known in the context of pregnancy, as
well as during immune reactions through interactions with inhibitory receptors. The HLA-
G1 has been demonstrated to inhibit cytotoxic lysis by NK cells, as well as by lymphocyte
T CD8+ cells through direct interactions with ILT-2 and KIR2DL4 receptors or through
indirect interactions with CD94/NKG2A after induction of HLA-E expression.27’ 42, 45, 46
Moreover, sHLA-G isoforms appear to be able to induce the apoptosis of CD8+ T cells
through ligation with CD8, a characteristic shared with classic soluble HLA class |
molecules, according to some authors.”**”*° The HLA-G1 and the HLA-G5 are also able to
inhibit allogeneic T-cell proliferation and to interfere with the activation of immature CD8
+ T cells. Soluble proteins appear to be more frequently expressed than membrane-
bound isoforms in hematological malignancies, as demonstrated for lymphoproliferative

. 28,44, 48,50, 51
disorders.

More recently, it has been shown that the expression of HLA-G by circulating blasts
from AML and chronic myeloid leukemia (CML) cells was strongly associated with an

. 2-54
unfavorable outcome of the disease.”*”

Additionally, a correlation between soluble HLA-
G plasma levels and AML, acute lymphoblastic leukemia (ALL), and B-cell chronic

lymphocytic leukemia (B-CLL) was proposed.”” **>°

However, an extensive understanding of immune system cellular subsets at diagnosis
in AML is lacking. In this paper, using multiparameter flow cytometry, it is reported an
analysis of NK cells subsets in AML and identified the levels of some important cytokines
in the microenvironment, including IL-6, 1L-10, and TNF-a. It was also evaluated the
expression of sHLA-G molecules and relationships between relative proportions of NK

cells subsets and subcategories of AML at initial diagnosis.

2. Materials and Methods

2.1 Patients
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All protocols were approved by the institutional ethics committee and samples were
collected under written informed consent according to the Declaration of Helsinki. Bone
marrow samples from nineteen patients submitted to bone marrow aspiration and biopsy
due to suspected leukemia diagnosis were analyzed. Ten patients affected by AML were
included in this prospective and comparative study and analyzed for biological and clinical
characteristics. Samples from healthy individuals (n = 10) were obtained from bone
marrow donors at the beginning of the collection procedure to donation and were used
as controls. AML diagnosis was based on the standard cytological criteria according to the
French-American-British (FAB) classification. None of the patients received medical

interventions before the study.

2.2 Cells Isolation and Plasma Collection

Bone marrow mononuclear cells (BMMCs) from AML patients and controls were
isolated by the EuroFlow standard operating protocol for Bulk Lysis that is used for
minimal residual disease (MRD) panels and indicated to detect bearer cells of specific
surface antigens. The plasma was obtained from the EDTA-anticoagulated bone marrow
samples of both, AML patients and controls, by centrifugation (1000 g) at 4°C and
cryopreserved at -80°C for ELISA test and MILLIPLEX assay.

2.3 Cytogenetic Analysis

Cytological analysis was performed using standard G-band karyotyping technique.
Results were described according to the International System for Human Cytogenetic

Nomenclature *° at the Genetic Unit of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

2.4 Flow Cytometry Analysis

The BMMCs cells obtained with Bulk Lysis protocol were stained for 20 min at room
temperature in the dark with commercially available monoclonal antibodies (mAbs),
which is specific for the human antigens described in Table S. 1. Samples were acquired
using a FACS Canto Il flow cytometer (Becton Dickinson, CA, USA) and data were analyzed
with Infinicyt software v 1.8 (Cytognos S.L, Salamanca, Spain). The cells were identified

using a multiparametric approach based on the combination of mAbs.
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2.5 Detection of Soluble HLA-G

Levels of shed HLA-G1 and soluble HLA-G5 were determined by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) with a commercially available assay, the sHLA-G BioAssay™

kit (US Biological, Massachusetts, USA).

2.6 Determination of Cytokine Profile in Bone Marrow Plasma Samples

Levels of IL-10, IL-6, and TNF-a in the bone marrow plasma samples of patients
suffering from AML and healthy individuals were determined using a multiplex essay with
a customized MILLIPLEX MAP kit (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) on the Luminex®

200™ System (Luminex Corporation).

2.7 Statistical Analysis

All results are presented as mean values + standard deviation (SD). The comparison
of parameters between AML patients and controls was performed using the
nonparametric Mann-Whitney U test for continuous variable and Fisher’s exact test for
categorical data. The Spearman's rank correlation coefficient was utilized to determine
the statistical dependence between two variables. Differences were regarded as
significant at p < 0.05. The results were analyzed using Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS) version 18.0 (SPSS Inc. Chicago, USA).

3. Results and Discussion

It was studied NK cells characteristics in the BM of AML at diagnosis of 10 patients
referred to the Department of Hematology and Bone Marrow Transplantation of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. The median age was approximately 46 years, 60%
were male and the AML subtypes are described Table 1. The mean percentage of blasts in
the peripheral blood of patients was 42.0% * 36.94% (mean * SD, n = 10, range 4.0—
97.0%). Patients” BMMCs were analyzed by flow cytometry and the NK cells were defined
as CD37, CD14°, CD19,, and CD56" expression on CD45°"8™ cells.

Table 1. Clinical patients’ characteristics and cytogenetic analysis.

Patient FAB . Sex Age Blasts in BM Blasts in PB Karyotype FLT3-ITD
number  Classification (%) (%) Mutation
1 AML M 70 38 4 46XY Negative
2 AML - M3 F 37 84 4 / /
3 AML - M3 M 58 88 74 46XY /
4 AML F 17 82 78 46XX Negative
5 AML - M2 M 49 92 10 / /
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6 AML- M4 M 46 10 23 / /
7 AML - M3 F 25 95 71 / /
8 AML - M4 M 59 80 2 46XY Negative
9 AML - M4 M 46 57 57 46XY Negative
10 AML - M2 F 26 90 97 46XX Negative

Abbreviations: FAB, French-American-British classification; BM, bone marrow; PB, peripheral blood,
AML, acute myeloid leukemia.

NK cells are generally divided into 2 subsets, CD56”"™ and CD56°™ populations,
based on the relative intensity of the CD56 stain when analyzed by flow cytometry.
CD56%™ cells comprise the majority of circulating NK cells in the blood. These cells are

bright

highly cytotoxic but produce less cytokines when compared with the CD56 cells.

Furthermore, nearly all CD56%™ NK cells express the killer-cell immunoglobulin-like
receptors (KIR) as well as the Fcy-receptor CD16. These receptors contribute to the high
cytotoxicity of CD56%™ NK cells by making them sensitive to targets with low-MHC

expression and cells bound with antibody, respectively.”’>°

The results showed a significantly lower frequency of NK cells in the bone morrow of
AML patients compared to that observed in healthy donors (4.25% + 0.86%, n = 10, versus
7.18% + 0.84%, n = 10; p < 0.001) (Figure 1). Additionally, the percentages of NK cells
subsets were significantly different. The NK cells from the AML patients had higher
frequency of CD56%™ CD16" NK cells (90.47% + 7.62%, n = 10, versus 78.71% + 10.13%, n
= 10; p = 0.007) but lower frequency of CD56°™ CD16™ NK cells (7.51% + 7.25%, n = 10,
versus 17.24% + 9.21 %, n = 10; p < 0.010) and CD56%8™ NK cells subsets (2.00% + 1.07 %,
n =10, versus 4.93% + 2.40 %, n = 10; p < 0.014). These findings suggest the presence of a
NK cell subtype with a higher cytotoxic capacity in the microenvironment of the AML
disease, despite the lower concentration of NK cells in the patient bone marrow blood

samples.

Although the CD56""&" NK cells are strong cytokine-secreting cells and vital for the
initiation of adaptive immunity and cell proliferation, they are not attractive for the

generation of sustained anti-leukemic immunity.*°



Capitulo 5 — Artigo Cientifico 55

9 (9__
p<0.001
8 Gyl
T A
. ja @ Wa)
(N A
w 6 K)—l—@
g
G 5
z
5 4
2 o O
3
2
1
0
AML Patients HDs

Figure 7. Percentages of CD56° NK cells among the CD45""" cells in the bone marrow of AML

patients and healthy donors (HDs) are shown. Each dot represents a single AML patient or HD.
Lines indicate the median and interquartile range of positive cells detected in all patients and
donors analyzed (p < 0.001).

The proportion of NK cells expressing NKG2D, CD160, and KIR2DL1 receptors were
significantly diferente between the groups. In terms of surface density, the median
florescence intensity (MFI) on NK cells from the AML patients had higher expression of
KIR2DL1 receptor (1044.60 + 881.30 vs. 249.34 + 150,07) but lower expression of NKG2D
(1989.32 + 538.54 vs. 2616.05 + 578.65) and CD160 (839.62 + 222.85 vs. 1287.22 *
445.02) than NK cells from healthy donors as shown in Figure 2.

B NKG2D (p=0.016)
M CD160(p=0.016)
KIR2DL1 {p = 0.008)
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Figure 8. Expression of NKG2D, CD160 and KR2DL1 receptors in terms of surface density by median
florescence intensity (MFI) on NK cells from bone marrow blood samples of AML patients and HDs (p <
0.05).

The majority of AML patients has a downregulated NK cell surface expression of the
activating natural cytotoxicity receptors (NCRs; that is, NKp30, NKp44 and NKp46).8’ 16,61

However, the expression of NCRs on the NK cells obtained was similar between the AML



56 Capitulo 5 — Artigo Cientifico

patients and healthy donors (data not shown). Together with the activating NK cell

receptor NKG2D, the NCRs are the main receptors involved in NK cell-mediated

recognition and killing of leukemic target cells*® ®.

The AML cells themselves contribute to impaired NK cell-mediated killing by the
decrease or the absence of surface ligands expression for various NK cell activating

63-65

receptors, including NCRs and NKG2D. Furthermore, AML cells can shed ligands for

NKG2D, as demonstrated by the increased serum levels of MHC class | chain-related
genes A and B (MICA/B) in AML patients compared with healthy controls.®® ®” These
soluble ligands may provide a chronic systemic stimulus to NK cells, resulting in reduced

receptor expression and impaired NK cell-mediated cytotoxicity.®®

Additionally, the expression of the CD8 receptor has been associated with a more

functional profile of NK cells, as detected by the cytokine production and

68-70

degranulation. Moreover, sHLA-G isoforms appear to be able to induce the apoptosis

70,71

of CD8" T cells and NK cells through the ligation with CD8 , a characteristic shared

47,72

with classic soluble HLA class | molecules, according to some authors. In the results

presented in this paper, the percentage of CD8" NK cells was significantly diferent

(11.40% + 5.84% for AML patients vs. 4.43% + 2.29% for HDs) (Figure 3).

p=0.019

15

% of CD8+ NK cells

AML Patients HDs

Figure 9. CD8+ NK cells frequency detected by flow cytometry. Significant difference in
CD8+ expression on NK cells between AML patients and HDs (p = 0,019).
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Another activating receptor in NK cells, the CD160, that binds preferentially to HLA-C
and soluble HLA-G molecules have been studied because of its stimulatory effect of

cytokine secretion on NK cells.”*”

The CD160 is expressed on the cell surface of the
CD56"™ NK cell in the peripheral blood where it constitutes the major NK cell
subpopulation.’® This receptor seems to trigger the NK cell activation in a similar manner
to CD16 receptor. Upon specific engagement of CD160 by its physiological ligand, the NK
cells produce significant levels of IFN- y, TNF-a, IL-6, as well as IL-8 and MIP-1B, but

marginal amounts of IL-4 or IL-10.73

Besides the activating receptor status, the inhibitory receptor phenotype also has a
role in the escape of AML leukemic cells from NK cells. KIRs are a major NK cell receptor
family with important inhibitory potential. Through extensive genotyping of NK cell
inhibitory receptors, Verheyden et al.> showed that a noticeable proportion of leukemic
patients expresses a KIR phenotype in favor of NK cell imune escape, resulting from the
heterozygous combination of defined A and B haplotypes and characterized by a higher
number of different KIRs with major inhibitory capacity, in particular those with long

cytoplasmic domain (KIRDLs).

However, considering the inhibitory receptors for sHLA-G, KIR2DL4 and ILT2,
eventually expressed in NK cells, there was no significant difference in the percentage of
ILT2" NK cells between AML patients and controls, and there was no expression of

KIR2DL4 in both groups (data not shown).

The concentration of Soluble HLA-G (sHLA-G1 and sHLA-G5) molecules in BM plasma
samples from AML patients were higher (386,49 + 343,13 U/mL, n = 10) than in controls
(185,96 + 222,11 U/mL, n = 8) as shown in Figure 4. However, such difference was not

statistically significant with this sample size.
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Figure 10. Soluble sHLA-G levels in the BM plasma samples of AML patients (closed circles)
and HDs (open circles). The concentration of sHLA-G (shed HLA-G1 and HLA-G5) was
evaluated using specific sandwich ELISA. Results are expressed as arbitrary units (U)/mL of
sHLA-G. Mann-Whitney U test reveals no significant difference in sHLA-G levels between
patients and controls (p = 0.153).

The analysis of the association between the expression of sHLA-G and clinical
parameters, including patient age, gender, subtype of AML, and percentage of blasts at
diagnosis, revealed that sHLA-G expression is independent of all the abovementioned
variables. Notably, no correlation was found between age and sHLA-G levels in BM

plasma samples in healthy donors.

Although this study has been performed in a small cohort of patients, as far as it is
known, this is the first demonstration of sHLA-G levels in BM samples of AML patientes at

diagnosis.

The aberrant sHLA-G expression as a clinical biomarker for diagnosis or prognosis has
been intensively investigated in tumors and it is known that the sHLA-G isoforms seem to
be more frequent than membrane-bound isoforms in solid tumors (ovarian and breast

. . .. . . 4 77
cancer ascites), as well as in hematopoietic malignancies such as AML.>%>*

Because membrane-bound and sHLA-G molecules are well-known for their
immunoregulatory actions, their expression could favor tumor escape, as has been shown

in melanomas " and gliomas.*® % "

After, it was investigated whether the IL-6, IL10 and TNF-a levels in the bone marrow

plasma of AML patients and healthy donors were different. The results are shown in the
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Figures 5, 6 and 7, respectively. As can be seen, it is indeed demonstrated that a higher

concentration of the dosed cytokines, IL6 (85.37 + 124.14 pg/mL vs. 3.2 + 0.0 pg/mL), IL10

(46.62 + 51.37 pg/mL vs. 5.08 + 1.49 pg/mL) and TNF- a (30.08 + 8.34 pg/mL vs. 3.25 +

0.10 pg/mL) is found in the BM plasma from the AML patients than from healthy donors.
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Figure 11. Plasma levels of IL-6 in the bone marrow of AML patients compared with those
of HDs. The concentration was expressed in pg/mL and for healthy donors the values are
related to the secondary axis. A significant increase of IL-6 level on AML patients was
established (n = 6) compared to that in controls (n = 4), according to Mann-Whitney U
test (p = 0.008).
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Figura 12. Plasma levels of IL-10 in the bone marrow of AML patients compared with those
of HDs. The concentration was expressed in pg/mL and for healthy donors the values are
related to the secondary axis. A significant increase of IL-10 level on AML patients was
established (n = 5) compared to that in controls (n = 4), according to Mann-Whitney U test

(p=0.0

11).
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Figure 13. Plasma levels of TNF-a in the bone marrow of AML patients compared with those
of HDs. The concentration was expressed in pg/mL and for healthy donors the values are
related to the secondary axis. A significant increase of TNF-a level on AML patients was
established (n = 6) compared to that in controls (n = 4), according to Mann-Whitney U test
(p =0.010).

Cytokines and chemokines play a role in the pathogenesis of AML and can affect the
disease and host alike. The bone marrow microenvironment is a dynamic network of
growth factors, cytokines, chemokines, and stromal cells that can promote
leukemogenesis and progression of AML 80, Dysregulation of many cytokines including IL-
1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, TNF-a, IL-8, IL-10, IL-11, IL-12, IL-17, IL-18, IL-11, IL-22, IL-23, TGF-
B, and IFN-y has been implicated in all stages of tumor and leukemia development from

TR . . . .17, 80-
initiation and promotion to invasion and metastasis. /8083

Morever, a large number of molecules that are part of the leukemic
microenvironment can be related directly to the modulation of NK cytotoxic activity and

the expression of NK cell activating receptors.4' > 65,80

4. Conclusions

Results from this study further improve the knowledge on the characterization of the

bone marrow microenvironment and NK cells immunophenotype at diagnosis of AML.

Additionally, it was demonstrated for the first time that soluble HLA-G molecules are

present in BM plasma samples at the diagnosis of AML. The prognostic value of sHLA-G
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concentration in BM plasma samples from AML patients at diagnosis has to be

established in future studies.
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Supplementary material

Table S. 1. Antibodies used for flow cytometry analysis.

Antigen Supplier Fluorochromes Comment
CD3 Becton Dickinson FITC dump channel
CD8 Becton Dickinson APC phenotype
CD14 Becton Dickinson FITC dump channel
CD19 Becton Dickinson FITC dump channel
CD16 Becton Dickinson APC-H7 phenotype
CD45 Becton Dickinson PE-Cy5 phenotype
CD56 Becton Dickinson PE-Cy7 phenotype
CD85j (ILT2) Becton Dickinson PE phenotype
CD158a (KIR2DL1) Becton Dickinson APC phenotype
CD158b (KIR2DL2/3) Becton Dickinson PE phenotype
CD158d (KIR2DL4) Biolegend APC phenotype
CD158e1/k (KIR3DL1/2) Miltenyi Biotec PE phenotype
CD314 (NKG2D) Becton Dickinson PE phenotype
CD335 (NKp46) Becton Dickinson PE phenotype
CD336 (NKp44) Biolegend APC phenotype
CD337 (NKp30) Biolegend APC phenotype
CD160 Becton Dickinson PE phenotype
Ms IgG1, k Becton Dickinson APC Isotype
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Capitulo 6 — Consideracoes Finais

Os resultados deste estudo contribuem para o aprimoramento do conhecimento
referente a caracterizacdo do microambiente da medula éssea e do imunofenotipo das

células NK ao diagnédstico da Leucemia Mieldide Aguda.

Além disso, demonstramos pela primeira vez que as moléculas de HLA-G soluveis
(sHLA-G) estdo presentes no microambiente da medula éssea no diagndstico de LMA.
Contudo, o valor progndstico da concentracdo de sHLA-G em amostras de plasma de

medula éssea ao diagndstico de LMA precisa ser investigado em estudos futuros.
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Capitulo 7 — Perspectivas Futuras

O papel que o microambiente tumoral desempenha na imunomudacdo das células
integrates do istema imune tornou-se uma area de intensa pesquisa e emergente analise

para o desenvolvimento de futuras estratégias terapéuticas.

Novas iniciativas no tratamento de neoplasias, também objetivam a modulacdo do
sistema imune dos pacientes, no entanto, células NK também estdo envolvidas na
mediacdo dos efeitos de diversas terapias usadas para tratar doencas neopldsicas

hematoldgicas, através de uma grande variedade de mecanismos.

Portanto, uma melhor compreensao da biologia subjacente da atividade exercida por
proteinas solluveis, citocinas e quimiocinas em relacdo as células atuantes no
miroambiente tumoral pode nos fornecer uma ferramenta para tratamento dos pacientes
de forma mais eficaz e evitando a vulnerabilidade, declinio funcional e morbidade da

terapéutica atualmente disponivel.
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Anexo 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para doadores saudaveis

adultos.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N2 do projeto GPPG: 15-0633

Titulo do Projeto: Avaliagdo do Perfil Fenotipico de Células Natural Killer (NK) e
da Expressao de Antigeno Leucocitario Humano G (HLA-G) em Paciente com
Leucemia Miel6ide Aguda em Inicio de Diagnéstico

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é
estudar os mecanismos que influenciam no desenvolvimento da Leucemia
Mieldide Aguda, investigando caracteristicas das células Natural Killer, umas
das células que compdem o sistema imunolégico humano, como também da
molécula de HLA-G, uma molécula responsavel por diferentes efeitos sobre as
células do sistema imune. Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servigo de
Hematologia Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Para realizagdo deste estudo é necessario comparar um grupo de
pacientes que apresentam a caracteristica estudada com um grupo de pessoas
que nédo apresenta esta caracteristica. Vocé estéd sendo convidado, a participar
do grupo controle, ou seja, que ndo possui a doenga em questao.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em
sua participagdo sao os seguintes: Sera realizada uma coleta de cerca de 5,0
ml (volume equivalente a uma colher de chd) de sangue da medula. Esta
amostra sera obtida juntamente com a coleta de medula que sera realizada
para a doacado. Alguns dados necessarios para realizagdo do projeto seréo
obtidos através de analise de prontuarios, por isso solicitamos sua autorizagao
para este acesso.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participagdo na
pesquisa sdo decorrentes do procedimento de coleta, que pode provocar um
desconforto no local onde a agulha for introduzida, tanto no momento da coleta,
quanto posteriormente a ela. Podera surgir neste local uma area vermelha ou
até mesmo roxa (hematoma) na pele, mas que também desaparecerda com o
decorrer do tempo. E importante vocé saber que a participagdo na pesquisa
nao agrega riscos a este procedimento que ja é realizado para a doagao de
medula 6ssea.

Vocé néo tera beneficios diretos ao participar da pesquisa. Os possiveis
beneficios decorrentes da participagdo na pesquisa sdo de contribuicdo para o
aumento do conhecimento sobre o assunto estudado e os resultados poderédo
auxiliar a realizacdo de estudos futuros, podendo viabilizar o desenvolvimento
de possiveis abordagens terapéuticas que possam contribuir para um melhor
prognostico da doenga.

Sua participagdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, nao é
obrigatoria. Caso vocé decida nado participar, ou ainda, desistir de participar e
retirar seu consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que
vocé recebe ou possa vir a receber na instituicéo.

Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participagéo na
pesquisa e vocé ndo tera nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos, cujos custos serdo absorvidos pelo orgcamento da pesquisa.

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 1 de 2

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua
participagdo na pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem
nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem
a identificacdo dos participantes, ou seja, 0 seu nome ndo aparecera na
publicacdo dos resultados.

Ressaltando também que a amostra (0 sangue doado) sera descartado
ao final dos testes realizados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel Dra. Lucia Silla, pelo telefone (51) 33598850, com o pesquisador
Filipe Sehn pelo telefone (51) 33598850 ou com o Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51)
33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as
17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e
outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 2 de 2

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para pacientes adultos.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N2 do projeto GPPG: 15-0633

Titulo do Projeto: Avaliagao do Perfil Fenotipico de Células Natural Killer (NK) e
da Expressao de Antigeno Leucocitario Humano G (HLA-G) em Paciente com
Leucemia Mieléide Aguda em Inicio de Diagnéstico

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é
estudar os mecanismos que influenciam no desenvolvimento da Leucemia
Mieldide Aguda, investigando caracteristicas das células Natural Killer, umas
das células que compdem o sistema imunolégico humano, como também da
molécula de HLA-G, uma molécula responsavel por diferentes efeitos sobre as
células do sistema imune. Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servigo de
Hematologia Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Estamos realizando este convite, porque vocé possui suspeita de
diagnostico para leucemia e realiza acompanhamento médico regular junto ao
Servico de Hematologia Clinica do HCPA.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em
sua participagdo sdo os seguintes: Sera realizada uma coleta de dados
necessarios para realizagao do projeto que serdo obtidos através de andlise de
prontuarios e uma coleta de cerca de 5,0 ml (volume equivalente a uma colher
de cha) de sangue da medula. Esta amostra sera obtida de uma parte do
volume de medula que ja sera coletada para o exame de diagnédstico. Alguns
dados necessarios para realizagéo do projeto serdo obtidos através de analise
de prontuarios, por isso solicitamos sua autorizagao para este acesso.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na
pesquisa sdo decorrentes do procedimento de coleta, que pode provocar um
desconforto no local onde a agulha for introduzida, tanto no momento da coleta,
quanto posteriormente a ela. Podera surgir neste local uma area vermelha ou
até mesmo roxa (hematoma) na pele, mas que também desaparecera com o
decorrer do tempo. E importante vocé saber que a participagdo na pesquisa
nao agrega riscos a este procedimento que ja é realizado na rotina assistencial
e fazem parte do tratamento.

Vocé nao tera beneficios diretos ao participar da pesquisa. Os possiveis
beneficios decorrentes da participagcao na pesquisa sdo de contribuicao para o
aumento do conhecimento sobre o assunto estudado e os resultados poderéo
auxiliar a realizacdo de estudos futuros, podendo viabilizar o desenvolvimento
de possiveis abordagens terapéuticas que possam contribuir para um melhor
prognéstico da doenga.

Sua participagdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é
obrigatéria. Caso vocé decida nédo participar, ou ainda, desistir de participar e
retirar seu consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que
vocé recebe ou possa vir a receber na instituicéo.

Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participagdo na
pesquisa e vocé nado tera nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos, cujos custos serdo absorvidos pelo orgamento da pesquisa.

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 1 de 2
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Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua
participagdo na pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem
nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem
a identificacdo dos participantes, ou seja, 0 seu nome ndo aparecera na
publicacdo dos resultados.

Ressaltando também que a amostra (o sangue doado) sera descartada
ao final dos testes realizados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel Dra. Lucia Silla, pelo telefone (51) 33598850, com o pesquisador
Filipe Sehn pelo telefone (51) 33598850 ou com o Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51)
33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as
17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e
outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 2 de 2
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Anexo 3: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para responsdveis por pacientes

menores de idade.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - responsaveis

N2 do projeto GPPG: 15-0633

Titulo do Projeto: Avaliagao do Perfil Fenotipico de Células Natural Killer (NK) e
da Expressao de Antigeno Leucocitario Humano G (HLA-G) em Paciente com
Leucemia Miel6ide Aguda em Inicio de Diagndstico.

O paciente pelo qual vocé é responsavel estd sendo convidada a
participar de uma pesquisa cujo objetivo é estudar os mecanismos que
influenciam no desenvolvimento da Leucemia Mieléide Aguda, investigando
caracteristicas das células Natural Killer, umas das células que compdéem o
sistema imunolégico humano, como também da molécula de HLA-G, uma
molécula responsavel por diferentes efeitos sobre as células do sistema imune.
Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servico de Hematologia Clinica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Estamos realizando este convite, porque paciente pelo qual vocé é
responsavel possui suspeita de diagndstico para leucemia e realiza
acompanhamento médico regular junto ao Servigo de Hematologia Clinica do
HCPA.

Se vocé concordar com a participacdo na pesquisa, os procedimentos
envolvidos sdo os seguintes: Sera realizada uma coleta de cerca de 5,0 ml
(volume equivalente a uma colher de chd) de sangue da medula. Esta amostra
sera obtida de uma parte do volume de medula que ja sera coletado para o
exame de diagndstico. Alguns dados necessarios para realizagdo do projeto
serdo obtidos através de andlise de prontuarios, por isso solicitamos sua
autorizagao para este acesso.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na
pesquisa sdo decorrentes do procedimento de coleta, que pode provocar um
desconforto no local onde a agulha for introduzida, tanto no momento da coleta,
quanto posteriormente a ela. Podera surgir neste local uma area vermelha ou
até mesmo roxa (hematoma) na pele, mas que também desaparecera com o
decorrer do tempo. E importante vocé saber que a participagdo na pesquisa
ndo agrega riscos a este procedimento que ja é realizado na rotina assistencial
e fazem parte do tratamento.

Vocé néo tera beneficios diretos ao participar da pesquisa. Os possiveis
beneficios decorrentes da participagdo na pesquisa sdo de contribuicdo para o
aumento do conhecimento sobre o assunto estudado e os resultados poderéao
auxiliar a realizacdo de estudos futuros, podendo viabilizar o desenvolvimento
de possiveis abordagens terapéuticas que possam contribuir para um melhor
prognéstico da doenga.

A participagdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é
obrigatoria. Caso vocé decida ndo autorizar a participacdo, ou ainda, retirar a
autorizagdo ap6s a assinatura desse Termo, ndo havera nenhum prejuizo ao
atendimento que o participante da pesquisa recebe ou possa vir a receber na
instituicao.

Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participagdo na
pesquisa e ndo havera nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos, cujos custos serdo absorvidos pelo orgamento da pesquisa.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - responsaveis

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa, o
participante recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo
pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdao sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdao apresentados de forma conjunta, sem
a identificagdo dos participantes, ou seja, os nomes ndo aparecerdo na
publicacdo dos resultados.

Ressaltando também que a amostra (0 sangue doado) sera descartada
ao final dos testes realizados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel Dra. Lucia Silla, pelo telefone (51) 33598850, com o pesquisador
Filipe Sehn pelo telefone (51) 33598850 ou com o Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51)
33597640, ou no 22 andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as
17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e
seu responsavel e outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa:

Assinatura (se aplicavel)

Nome do responsavel

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:

Rubrica do responsavel Rubrica do pesquisador Pagina 2 de 2

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)



0 Anexos

79

Anexo 4: The Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology

(STROBE) Statement: Checklist of items that should be included in reports of

observational studies.

ltem Page
No Recommendation
Title and abstract 1 49 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term in
the title or the abstract
(b) Provide in the abstract an informative and balanced
summary of what was done and what was found
Introduction 49

Background/rationale 2 49 - 52

Explain the scientific background and rationale for the

investigation being reported

Objectives 3 52 State specific objectives, including any prespecified hypotheses

Methods 53

Study design 4 53 Present key elements of study design early in the paper

Setting 5 53 Describe the setting, locations, and relevant dates, including
periods of recruitment, exposure, follow-up, and data
collection

Participants 6 53 (a) Cohort study—Give the eligibility criteria, and the sources

and methods of selection of participants. Describe methods of
follow-up

Case-control study—Give the eligibility criteria, and the
sources and methods of case ascertainment and control
selection. Give the rationale for the choice of cases and
controls

Cross-sectional study—Give the eligibility criteria, and the

sources and methods of selection of participants

(b) Cohort study—For matched studies, give matching criteria
and number of exposed and unexposed
Case-control study—For matched studies, give matching

criteria and the number of controls per case

Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential
confounders, and effect modifiers. Give diagnostic criteria, if

applicable

For each variable of interest, give sources of data and details
of methods of assessment (measurement). Describe
comparability of assessment methods if there is more than

one group

Variables 7 53
Data sources/ 8* 54
measurement

Bias 9 /

Describe any efforts to address potential sources of bias

Study size 10 53

Explain how the study size was arrived at
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Quantitative variables 54 Explain how quantitative variables were handled in the
analyses. If applicable, describe which groupings were chosen
and why

Statistical methods 54 (a) Describe all statistical methods, including those used to

control for confounding

(b) Describe any methods used to examine subgroups and
interactions

(c) Explain how missing data were addressed

(d) Cohort study—If applicable, explain how loss to follow-up
was addressed

Case-control study—If applicable, explain how matching of
cases and controls was addressed

Cross-sectional study—If applicable, describe analytical

methods taking account of sampling strategy

(e) Describe any sensitivity analyses

Results 54
Participants 13* 54 (a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg
numbers potentially eligible, examined for eligibility, confirmed
eligible, included in the study, completing follow-up, and analysed
/ (b) Give reasons for non-participation at each stage
/ (c) Consider use of a flow diagram
Descriptive 14* 55 (a) Give characteristics of study participants (eg demographic,
data clinical, social) and information on exposures and potential
confounders
/ (b) Indicate number of participants with missing data for each
variable of interest
/ (c) Cohort study—Summarise follow-up time (eg, average and total
amount)
Outcome data 15* / Cohort study—Report numbers of outcome events or summary
measures over time
/ Case-control study—Report numbers in each exposure category, or
summary measures of exposure
54-61 Cross-sectional study—Report numbers of outcome events or
summary measures
Main results 16 54-61 (a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-
adjusted estimates and their precision (eg, 95% confidence
interval). Make clear which confounders were adjusted for and why
they were included
/ (b) Report category boundaries when continuous variables were
categorized
/ (c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into
absolute risk for a meaningful time period
Other analyses 17 / Report other analyses done—eg analyses of subgroups and

interactions, and sensitivity analyses
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Discussion 54

Key results 18 54-61 Summarise key results with reference to study objectives

Limitations 19 55 Discuss limitations of the study, taking into account sources of
potential bias or imprecision. Discuss both direction and magnitude
of any potential bias

Interpretation 20 54-61 Give a cautious overall interpretation of results considering
objectives, limitations, multiplicity of analyses, results from similar
studies, and other relevant evidence

Generalisability 21 61 Discuss the generalisability (external validity) of the study results

Other information /

Funding 22 / Give the source of funding and the role of the funders for the

present study and, if applicable, for the original study on which the

present article is based

*Give information separately for cases and controls in case-control studies and, if applicable, for exposed and
unexposed groups in cohort and cross-sectional studies.



