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RESUMO

A transplantag¢@o autdloga de células progenitoras do sangue periférico (CPSP)
como tratamento das doengas hematoldgicas constitui uma abordagem terapéutica
amplamente instituida. Contudo, e na tentativa de melhorar o progndstico destas
patologias, surgiram nos altimos anos, protocolos de imunoterapia nos quais se procede
a estimulagdo do enxerto com IL-2. No IPO do Porto desenvolveu-se um protocolo de
activagdo in vitro de progenitores hematopoiéticos periféricos autélogos com IL-2,
sendo este trabalho fruto de algumas das avaliagdes realizadas no decorrer da sua
aplicag@o.

No presente estudo incubaram-se as CPSP com IL-2, por um periodo de 24
horas, e avaliaram-se as alteragdes fenotipicas induzidas nos linfécitos T e nas sub-
populagdes de células NK. Compararam-se dois grupos de individuos, um de dadores e
outro de doentes, e ainda se analisaram fenotipicamente as referidas popula¢des nos
sangues periféricos.

Com este trabalho constatou-se que a mobilizagdo das CPSP nfo alterou
relevantemente o fenotipo destas células, quer dos dadores quer dos doentes, no que
concerne a expressdo de antigénios de activagdo, adesdo, receptores de citocinas e de
linhagem NK. No que respeita ao efeito da estimulagdo com IL-2 evidenciou-se, em
ambos os grupos estudados, um aumento importante na percentagem de linfécitos T e
de células NK, CD56++ e CD56+, a exprimirem CD69. No grupo dos dadores, ainda
destacou-se uma diminui¢do na percentagem de células NK CD56++ e CD56+ a
exprimirem CD122 e um aumento na percentagem de células CD56++ a exprimirem
CDI1T.

Assim, este estudo permitiu definir painéis de expressdo antigénica dos
linfocitos T e das células NK de sangues periféricos e de CPSP, antes e apos incubagéo
com IL-2. Foi ainda possivel comprovar a estimulagdo induzida por esta citocina, pois o
aumento da expressdo de CD69 nos linfocitos T e nas células NK evidéncia um estadio

de activagdo e como tal um suposto aumento da actividade citotdxica.



SUMMARY

Peripheral blood progenitor cell (PBPC) autologous transplantation has been
used as a treatment of haematological diseases and is a well established therapeutical
approach. However, in a attempt to improve the prognosis of these pathologies, recently
new imunotherapy protocols have been developed, in which the grafts are stimulated
with IL-2. In IPO Porto an in vitro 1L-2 activation of autologous peripheral
haematopoietic progenitors protocol was developed and this project is the result of some
of the evaluations made during the process.

In the present study, PBPC were incubated with IL-2 for a period of 24 hours
and the phenotypical changes induced in T lymphocytes and in NK cells sub-
populations were evaluated. Two groups of individuals were compared, one being
healthy donors and the other patients. The phenotypical changes referred to before were
also analised in the peripheral bloods.

In this study it was observed that the PBPC mobilization did not change the cell
phenotype, either in donors or in patients with regards to activation, adhesion, cytokine
receptors and NK lineage antigens expression. In relation to the IL-2 stimulation effect,
an important increase in the percentages of T lymphocytes and NK cells (CD56++ and
CD56+) expressing CD69 was detected in both groups. In the donor group, a decrease
in CD122+CD56++ and CD122+CD56+ NK cell percentages and an increase in
CD117+CD56++ NK cell percentages were also noticed.

This study allowed blood and PBPC T lymphocyte and NK cells antigenic
expression paterns to be defined before and after IL-2 incubation. It was also possible to
show the stimulation induced by this cytokine. The increase in T lymphocyte and NK
cell numbers expressing CD69 represents an activation status, probably associated with

an increase in cytotoxic activity.
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INTRODUCAQ

1- Hematopoiese

Nos individuos saudaveis, produzem-se diariamente um grande nimero de
células sanguineas diferenciadas. Todas as células sanguineas maduras derivam de
células estaminais localizadas na medula 6ssea.’ Estas células apresentam caracteristicas
de auto-renovagdo e de diferenciagfio, ou seja, sofrem uma série de divisdes e originam
as diferentes células maduras, contudo estes mecanismos ainda ndo foram
completamente desvendados. A compreensdo das complexas relagdes envolvidas na
produgdo das distintas células sanguineas tém evoluido gragas aos estudos
desenvolvidos por hematologistas, imunologistas e radiobiologistas.” Hoje em dia &
possivel distinguir precursores dos diferentes tipos de células, como por exemplo
linfocitos T, células NK, neutréfilos, eritrocitos, ete, e agrupa-los como provenientes de
diferentes linhagens celulares, linhagem linfoide, mieloide, eritroide, embora nem todas

estejam perfeitamente estabelecidas.

1.1- Ontogénese dos linfocitos T

As c€lulas de linhagem linfoide desempenham um importante papel na
vigilincia imunologica de alteragdes do proprio, assim como nas infecgdes por
microorganismos. Segundo a teoria da vigilancia imunoldgica de Burnet o aparecimento
das células tumorais dependeria da faléncia deste sistema.’ Da linhagem linfoide, os
linfocitos T e os linfécitos B foram os mais estudados. As suas capacidades de
reconhecer antigénios, € o0s mecanismos inerentes a estes fendomenos foram
exaustivamente investigados e hoje sfo reconhecidos como componentes celulares da
imunidade adaptativa.® Assim, os linfocitos T e B estdo implicados nos processos
imunes accionados apds prévia sensibilizagdo, sendo esta conseguida por vacinagio, por
doenga ou por contactos inaparentes.® Os linfécitos T sdo usualmente divididos em

duas sub-populagdes de acordo com o tipo de receptor de células T (TCR), sendo




denominados linfécitos T afp (TCRap), correspondendo a 90-95% dos linfocitos T do
sangue periférico, e linfécitos T y8 (TCRyS), que correspondem aos restantes 5-10%.’
Os linfécitos T aff ainda se sub-dividlem em duas populagdes, classificadas pela
expressdo dos antigénios CD4 e CDS$, linfécitos T CD4+ e linfocitos T CD8+.

A presenga, no compartimento periférico, de linfocitos T maduros e funcionais,
¢ o culminar de varios estadios de diferenciagdo ocorridos no timo. As células
estaminais migram para o timo, onde se deslocam do cortex para a medula e dai para a
periferia, num processo que demora aproximadamente trés dias. Durante o
desenvolvimento intra-timico, os timdcitos adquirem maturidade funcional, como
demonstram as mudangas na expressdo de antigénios da sua superficie celular.® As
células que alcangam o timo estdo comprometidas com a linhagem T, no entanto, esta
afirmagdo ¢ controversa pois esta predisposi¢do ndo ¢ irreversivel, ainda que estas
células apresentem cadeias constantes 3¢ no seu citoplasma. Por estas razdes, tanto sdo
consideradas células estaminais como células pro-T. No timo, o primeiro estadio de
diferenciagdo ocorre no cortex, onde adquirem CD2, denominando-se entdo, timocitos
pro-T. A alteragdo seguinte, ainda no cortex, é a expressdo citoplasmatica dos dois tipos
de TCR, observando-se a diferenciagio em células TCRaf e TCRyS, sendo estes
timdcitos designados por células pré-T. Nas células TCRaf observa-se a concomitante
expressdo de CD4 e CD8. Ja na medula, verifica-se a exteriorizagdo do CD3 e do
respectivo TCR, af3 ou y3. Posteriormente as células TCRa ou perdem a expressio de
CD4 ou a de CD8. Neste estadio terminou a diferenciagdo T, sendo estas células
consideradas linfécitos T maduros.” Na periferia observam-se duas sub-populagdes de
linfécitos T: TCRap, a maioria, e TRCyS.” A sub-populagiio TCRap divide-se ainda em
duas sub-populagdes, uma CD2+, CD3+ e CD4+ e outra CD2+, CD3+ e CD8+ (Fig. 1).
A primeira, linfocitos T CD4+, corresponde a cerca de 65% dos linfocitos TCRof e
estabelece ligacbes com as regides ndo polimorficas do complexo major de
histocompatibilidade (MHC) classe II (HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ,...). A segunda,
linfécitos T CD8+, corresponde aos restantes 35% e interage com as regides nio

polimérficas da molécula de MHC classe I (HLA-A, HLA-B, HLA-C,...).%*
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Fig. 1- Esquema da ontogénese dos linfécitos T.

Durante a diferenciagdo dos timocitos no timo, verificam-se dois importantes
eventos. Um, que das células pro-T que alcangam o timo, aproximadamente 90% ndo
atingem a periferia pois entram em apoptose. O segundo, que durante este processo os
timécitos “apreendem” a reconhecer os antigénios através da respectiva classe de MHC.
Segundo o modelo instrutivo, a diferenciagdo em linfocitos CD4+ ou em CD8+
processa-se de acordo com a classe de MHC que contacta com o TCR, ou seja, se o
TCR se ligar a um MHC de classe I, o timécito perdera a expressdo de CD4, originando
um linfécito CD8+, no caso de a ligagdo se efectuar com um MHC classe 11, originar-
se-4 um linfécito CD4+. O modelo estocastico propde que a selec¢do dos linfocitos
CD4+ e CD8+ ¢ independente do contacto com as duas classes de MCH, processando-

se a perda do respectivo antigénio de modo aleatério.’

Periferia




1.2- Ontogénese das células NK

As células “natural killer” (NK), desempenham o seu papel de defesa num
conjunto de processos que se convencionou designar por imunidade inata. Estas células
fazem parte da primeira linha de defesa do organismo gragas a sua actividade citolitica e
a sua capacidade de secregdo de citocinas imuno-reguladoras e correspondem a cerca de
15% do total de linfocitos periféricos.'” As células NK estdo implicadas em varias
actividades como a destrui¢do de células tumorais, a resisténcia a infec¢des viricas, a
regulaciio da hematopoiese e a fenémenos de doenga enxerto contra hospedeiro.'"

As células NK foram caracterizadas pela expressdo de CD56 e ha cerca de 15
anos, confirmou-se a existéncia de duas sub-populagdes de células NK, identificadas
pela diferente densidade de expressdo de CD56. A maioria das células NK humanas,
aproximadamente 90%, apresentam uma baixa intensidade de expressdo de CD56 e sdo
conhecidas por CD56+, as restantes células, cerca de 10%, exprimem intensamente o
antigénio CD56 e denominam-se CD56++."" Estudos preliminares indicam que a sub-
populagdo CD56++ e a CD56+ apresentam diferentes padrdes de expressdo de
antigénios de superficie, sugerindo que a caracteriza¢do detalhada das moléculas
expressas por cada uma das sub-populagdes contribuird para clarificar a relagdo
existente entre ambas. "

A origem das células NK ¢ ainda desconhecida. Estas células ndo se consideram
como provenientes de uma linhagem celular independente pois desconhece-se a sua
célula progenitora, o local onde ocorre a sua diferenciagdo e os rearranjos genéticos
envolvidos." Contudo ¢ possivel distinguir células NK maduras de outros linfécitos,
reconhecer alguns dos seus progenitores, ndo comuns a outras linhagens celulares, e
constatar o envolvimento da medula 6ssea ¢ a nfo dependéncia do timo no seu
desenvolvimento. Por tal, coloca-se a hipétese de as células NK representarem uma
terceira linhagem de linfécitos.'* No entanto, as fungdes exercidas pelas células NK e
pelos linfocitos T estdo interligadas e por vezes medeiam fenomenos idénticos, além de
partilharem a expressdo de alguns antigénios, sugerindo uma relagdo no seu
desenvolvimento e a existéncia de um precursor comum.’

De acordo com modelos in vitro, a diferenciagio das células NK poderia ser
dividida em trés estadios. O primeiro estadio seria representado por um célula

progenitora CD34+, sem expressdo de antigénios de linhagem ¢ com expressdo do




receptor de tirosina cinase (FlIt3) e do receptor do “stem cell factor” (c-kit)}(CD117). A
acgdo do ligando F1t3 e ou do ligado c-kit conduziria a diferencia¢do numa nova célula
com expressdo do receptor da IL-15, mantendo-se a expressdo de CD34. Por sua vez a
IL-15 seria responsavel pela matura¢do originando a célula funcional CD56++. A
relagdo ontogénica entre as células CD56++ e CD56+ ainda nio foi estabelecida. Como
tal, sugerem-se trés possibilidades de maturagdo para as células CD56+; a existéncia de
um precursor independente para as células CD56+, a influéncia de um sinal que induza
um precursor comum a diferenciar-se em CD56+ ou a maturagio das células CD56++

em células CD56+ (Fig. 2)."

Precursor 0
Células NK
. 2
Progenitor :
Células NK
—_—
Precursor alternativo Célula CD56+

Células CD36 ?

Fig. 2- Esquema da ontogénese das células NK.



2- Morfologia dos linfécitos T e das células NK

Morfologicamente, os linfécitos T maduros sdo pequenas células, de nicleo
bem definido com cromatina condensada e com um citoplasma onde se visualizam
muito poucos organelos. Apds activagdo antigénica, o seu volume aumenta, a cromatina
nuclear torna-se menos densa e no citoplasma visualizam-se varias mitocondrias e
reticulo endoplasmatico rugoso.'® Assim no sangue periférico observam-se dois tipos de
linfocitos T, os pequenos linfocitos e os grandes linfocitos, também denominados
linfécitos grande granulares.” Os linfocitos T com morfologia de linfocito grande
granular (LGG), correspondem a menos de 5% dos linfécitos CD4+ e 30 a 50% dos
linfécitos CD8+.”

As células NK sdo linfécitos grande granulares que apresentam um citoplasma
abundante, razdo citoplasma/nucleo elevada, nucleo arredondado e granulos azuréfilos.
Contudo, também podem ser agranulares ¢ o seu tamanho pode ser semelhante ao de
alguns linfocitos T. Estas caracteristicas estruturais estdo relacionadas com as sub-
populagdes CD56+ e CD56++.'° As primeiras apresentam morfologia de linfdcitos
grande granulares e as segundas exibem ou nfo este tipo de morfologia.'” Desconhece-
se se estas diferencas morfolégicas estdo relacionadas com a heterogeneidade das

células NK maduras ou se reflectem estadios de diferenciago ou de activagdo.'®




3- Identificagfio fenotipica dos linfécitos T

Todos os linfécitos T maduros expressam a sua superficie o complexo
TCR/CD3, e como tal a presenga de CD3 a superficie celular é utilizada para identificar
este tipo de linfocitos. A por¢do extra-citoplasmatica das cadeias ae B do TCR ¢
constituida por dois dominios semelhantes as imunoglobulinas. A porgéo
transmembranar da cadeia o ¢ formada por dois residuos de aminoacidos carregados
positivamente enquanto que a cadeia [} apenas apresenta um, sendo o dominio
intracelular de ambas as cadeias pequeno. As cadeias o ¢ B do TCR estdo associadas
com o complexo CD3.

O complexo CD3 consiste em trés proteinas da super-familia das
imunoglobulinas, CD3y, CD38 e CD3e, e num dimero de polipeptidos CD3Z (CD247).
As moléculas do complexo CD3 contém na sua porc¢do intracitoplasmatica imuno-
receptores ITAM (“tyrosine-based activation motifs”) que sdo responsaveis pela

transdugdo de sinais de activagfio apés a interacgio do TRC com os antigénios (Fig. 3).*
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Fig. 3- Diagrama esquemdtico do complexo receptor das células T/CD3. Adaptado de Kipps TI.
Functions of T lymphocytes: T-cell receptors for antigen. In: Beutler E, Lichtman MA, Coller BS, Kipps
TI, editors. Williams hematology. 5th ed. New York: McGraw-Hill, Inc; 1995. p. 938-45,

A molécula CD4 € uma glicoproteina expressa a superficie celular sendo a
porgdo extracelular desta molécula constituida por quatro dominios imunoglobulinicos.

A molécula CD8 também € uma glicoproteina. O CD8 ¢ constituido por duas cadeias




unidas por ligagdes dissulfito, que originam homodimeros o/ ou heterodimeros o/p.
Quer o CD8a, quer o CD8B possuem um dominio imunoglobulinico na sua regido
varidvel da por¢do N-terminal extracelular, sendo portanto membros da super-familia

1819 A expressdo, nos linfocitos T, dos antigénios CD4 e CDS,

das imunoglobulinas.
caracteriza duas sub-populag¢des, linfocitos T auxiliares (“helper””)(CD4+) e linfocitos T
citotoxicos (CD8+). As moléculas CD4 e CD8 sdo estruturalmente distintas embora
ambas actuem como co-receptoras na interacgdo MHC/TCR,*’ potenciando a
transducgdo do sinal do TCR pois aumentam a afinidade do complexo TCR para o
MHC e recrutam moléculas sinalizantes como a Lck (uma cinase da tirosina).?' Como
as moléculas CD4 e CD8 diferem na especificidade da ligagdo ao MHC, os linfocitos
CD4 apenas reconhecem antigénios apresentados pelo MHC classe II e os linfocitos
CDS8 os apresentados pelo MHC classe 12" Esta especificidade de ligagdo aos dois tipos

de MHC também se traduz nas distintas fungdes exercidas por estas duas sub-

populagdes de linfocitos.



4- Identificac¢io fenotipica das células NK

As células NK s@o vulgarmente caracterizadas pela presenga de CD56 e pela
auséncia de CD3. A molécula CD56 é uma isoforma da molécula de adesdo das células
neuronais (N-CAM).* Esta molécula ¢ uma glicoproteina de membrana pertencente a
super-familia das imunoglobulinas. A sua por¢do extra-celular é constituida por cinco
dominios semelhantes a imunoglobulinas e por dois segmentos de fibronectina tipo III.
Verifica-se que apos activagdo a densidade de CD56 nas células NK aumenta.”’ O
antigénio CD56 parece ndo participar directamente na lise das células alvo, contudo
recentes publicagdes sugerem que o CD56 poderd mediar a adesdo homotipica das
células NK as linhas celulares tumorais CD56+.'' O antigénio CD56 é regulado
positivamente nas células NK CD56+ apos activacdo in vivo e in vitro. Como tal, a
densidade de expressdo a superficie celular de CD56 ndo permite distinguir as células
NK CD56++ naive das células CD56+ activadas.'” O CD56 também & expresso em
linfocitos T maduros.?

As células NK também sdo caracterizadas pela expressdo do antigénio CD16
(FcyRIII). Este antigénio € uma glicoproteina e € o receptor de baixa afinidade para a
IgG.* Este antigénio esta envolvido num dos mecanismos de activagdo das células NK
sendo expresso nestas células numa forma transmembranar. O CD16 € uma molécula de
adesdo homofilica pertencente a super familia das imunoglobulinas. Este associa-se nio
covalentemente a homodimeros e a heterodimeros da familia de moléculas de
sinalizagdo C, formando o complexo oligomérico do receptor das células NK que
medeia a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC).** A maioria das
c€lulas NK, cerca de 90%, exprimem elevados niveis de CD16, correspondendo a sub-
populagdo CD56+, as restantes 10% exprimem pouco ou n3o exprimem o antigénio
CDI16 e correspondem & populagio CD56++% Como tal, a auséncia de CD3 e a
presenga de CD56 e/ou de CD16 s#o os critérios correntemente usados na identificagfio

das células NK no homem, ainda que nem o antigénio CD16 nem o antigénio CD56
LT

identifiquem todas as células NK humanas.
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5- Caracterizacao dos antigénios associados aos linfocitos T e as células NK

5.1- Antigénios de adesio e de activacio

Quer as células NK quer os linfocitos T exprimem & sua superficie moléculas de
adesdo e de activagdo. Alguns destes antigénios, nomeadamente o CD2, o0 CD7 e o
CD28 pertencem a super-familia das imunoglobulinas.

A molécula de CD2 ¢ expressa em praticamente todos os linfocitos T e em todas
as c€lulas NK, nestas ultimas observa-se a sua expressdo em cerca de 80% das
células.**?" O CD2 é uma glicoproteina transmembranar do tipo I e esta implicado na
adesdo e na activagdo de células T. O dominio terminal amina (dominio 1) da molécula
de CD2 € semelhante a regifio varidvel da imunoglobulina e estd envolvido na adesdo
pois medeia a liga¢do entre a molécula de CD2 e os antigénios CD58, CD48 e CD59. O
dominio 2 também consiste num dominio imunoglobulinico e contém um epitopo
relacionado com a activagdo que facilita a activacdo das células T.>’

A molécula de CD7 ¢ uma glicoproteina de superficie e é um dos primeiros
marcadores de diferenciagdo expresso nos linfocitos T imaturos. As células NK e os
linfocitos T maduros também expressam CD7, sendo que cerca de 80% das células NK
exprimem CD7.""?* O CD7 tem um unico dominio variavel imunoglobulinico no
terminal amina, seguido por uma regido rectilinea adjacente & membrana, uma regifo
hidrofébica membranar e por um dominio citoplasmatico de 39 residuos.”® O CD7
podera estar envolvido na adesdo e na activagdo dos linfocitos T e das células NK. Nas
células T af, a ligagéio ao CD7 conduz ao rdpido aumento da concentragio de calcio
intracelular, induz respostas proliferativas, modula a adesio das células T e aumenta a
expressdo dos receptores de IL-2 e a secregdo de IL-2. Nas células NK, a liga¢do ao
CD7 induz a proliferagdo celular e a produgdio de IFN-y e aumenta a capacidade de
lisarem as células alvo e a adesdo a fibronectina via integrinas B1. Numerosos estudos
in vitro sugerem que o CD7 desempenha um papel regulador, nomeadamente na
activagdo dos linfécitos T e das células NK e na produgdo de citocinas.”’

Entre as diferentes moléculas de adesdio conhecidas, os leucdcitos exprimem

quatro integrinas CD11/CD18 as quais contém uma sub-unidade B2 comum e sub-

11




unidades o distintas. As integrinas conhecidas sdo o “lymphocyte function associated
antigen-1” (LFA-1)(CD11a/CD18), a “macrophage antigen-1" (Mac-1)(CD11b/CD18),
o pl50,95 (CD11¢/CD18) e a recentemente descrita adB2 (o pressuposto
CD11d/CD18).*

O CD11a emparelhado com o CD18 e forma o heterodimero olLp2 da integrina,
usualmente denominado LFA-1. O LFA-1 € o principal responsavel pela adesdo entre
leucoeitos durante as respostas imunes e também intervém na transmigracdo endotelial
dos leucdcitos. Os seus ligandos sdo “Intracelular adhesion molecule-1” (ICAM-
1)(CD54), “Intracelular adhesion molecule-2” (ICAM-2)(CD102) e “Intracelular
adhesion molecule-3” (ICAM-3)(CD50).*

O CDllc ¢ expresso por mais de 80% das células NK e estd praticamente
ausente nos linfécitos T, onde € expresso por menos de 20% das células. Quando
associado ao CD18, o CDl1lc forma um heterodimero alB2 da integrina, designado
p150,95. Os ligandos do p150,95 sdo o fibrinogénio e o iC3b. Assim, este antigénio
promove a aderéncia ao fibrinogénio e as particulas revestidas por iC3b.”"

O CD28 ¢ o homodimero de uma glicoproteina unido por uma ligagéo dissulfito,
expresso na maioria dos linfécitos T. O CD28 é uma potente molécula co-estimuladora
na activagio de linfocitos T.*** Aquando a sua ligagdo observa-se um aumento da
proliferagéo e a secregdo de multiplas citocinas, especialmente IL-2. A IL-2 liga-se aos
receptores da IL-2 recém sintetizados induzindo os linfocitos T a iniciarem novo ciclo

334 Os ligandos do CD28 sdo as moléculas CD80 e CD86 presentes nas células

celular.
apresentadoras de antigénios. O CD28 medeia sinais co-estimulatérios que regulam a
inducdo da resposta antigénica dos linfocitos T, assim como previne e reverte
fenémenos de tolerdncia. A ligagdo da molécula CD28 pode ndo ser obrigatéria para a
activagdo primdria dos linfécitos T mas é essencial para a expansio in vivo e in vitro.
Este antigénio ¢ mais expresso em linfécitos CD4+ do que em linfocitos CD8+.*’
Contudo, a subpopulagio de linfocitos CD8+ pode ser classificada de acordo com a
expressdo ou ndo de CD28. Os linfécitos CD8+ CD28+ sdo a unica populagio presente
no sangue do corddo umbilical e sdo células quer de memoéria quer naive.
Contrariamente, os linfocitos CD8+ CD28- sdo células de memoria, produzem TNF-o. e

IFN-y e contém muita perforina e granzima A. De acordo com estas caracteristicas foi

proposto que as células CD8+ CD28- derivam das células CD8+ CD28+.%
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Nas células NK o CD28 praticamente ndo é expresso.”> No entanto estudos
como os de Galea-Lauri pressupdem que as células NK exprimem uma variante de
CD28 e que este esta envolvido na activagdo destas células.*®

O HLA-DR e os restantes antigénios pertencentes ao sistema HLA
desempenham um papel principal na apresentagio dos antigénios processados as células
T. O HLA-DR € uma regido ndo polimoérfica da molécula de HLA classe II. Este
antigénio ¢ uma glicoproteina transmembranar composta por duas sub-unidades, uma o
¢ outra 3, de respectivamente 36 e 27KDa. Apenas algumas células expressam HLA-DR
constitutivamente, de que sdo exemplos: linfocitos B, células dendriticas, células de
Langerhans e algumas células endoteliais; contudo apds activagdo o HLA-DR também
esta presente a superficie dos linfocitos T e das células NK. A expressdo do HLA-DR ¢é
regulada positivamente pela ac¢do de citocinas e pelo contacto célula a célula. A
principal citocina que inicia os eventos nucleares que conduzem ao aumento da

expressdo de HLA-DR é o IFN-}'.37

5.2- Receptores de citocinas

Actualmente conhecem-se varios receptores de citocinas agrupados em cerca de
seis superfamilias. Estes receptores estdo envolvidos na actividade das células
hematopoiéticas. Os receptores da IL-2 e 0 CD117 desempenham importantes papeis na
diferenciagdo e activagdo de linfocitos T e de células NK.**

O receptor de alta afinidade da IL-2 ¢ um heterotrimero constituido por trés

glicoproteinas: cadeia o (CD25)(p55), cadeia B (CD122)(p75) e cadeia y (CD132)(p64)

(Fig. 4). A cadeia a funciona apenas como um componente de ligagdo ndo possuindo a

343 Quando expresso isoladamente, o CD25 apresenta

capacidade de transduzir sinais.
baixa afinidade para a IL-2, tal como o Chi3p 28 Aparentemente a unica sub-
populagdo de linfécitos que exprime constitutivamente o receptor de elevada afinidade
para a IL-2 s@o as células NK CD56++. Estas células em presen¢a de baixas doses de
IL-2 apresentam uma elevada resposta proliferativa, observando-se a sua expansio in
vivo € in vitro."" As células NK CD56+ s6 exprimem o receptor de alta afinidade de IL-

2 ap6s indug@o e mesmo assim pouco proliferam em resposta a doses elevadas de IL-
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2.'° Os linfécitos T quando activados exprimem a cadeia o (CD25), que se associada as
cadeias B (CD122) e y(CD132) formara o receptor de elevada afinidade da I1.-2.%°
Todas as células NK, CD56++ e CD56+, exprimem o receptor de afinidade
intermédia da IL-2, IL-2Rpy.'” Este receptor ¢ composto pelo CD122 (IL-2Rp) e pelo
CD132 (IL-2Ry). O CD122 pertence a familia dos receptores de citocinas, contribui
para o aumento da afinidade receptor/IL-2 e sinaliza a transdugdo para o crescimento
celular. A expressdo de CDI122 observa-se em varios tipos de células, como por
exemplo células NK, linfécitos T e B, mondcitos, macrofagos, sendo esta expressdo
aumentada por estimulos extracelulares: mitogénios e antigénios.** Contudo o receptor
de afinidade intermédia da IL-2, apenas é expresso constitutivamente pelas células NK e
pelos linfécitos T com morfologia de linfécito grande granular (LGG).> Nas células NK

a saturagdo do receptor de afinidade intermédia da IL-2, com elevadas concentragdes de

IL-2 (1 a 10 nM), traduz-se num aumento da actividade citotoxica destas células mas
45

nédo conduz a sua proliferagéo.

Fig. 4- Esquema da ligagdo da IL-2 ao seu receptor de alta afinidade. Adaptado de Smith KA, et
al. Lowest dose interleukin-2 immunotherapy. Blood 1993;81:1414-23.

O c-kit, ou CD117 ¢ um receptor da familia das cinases da tirosina. Este
antigénio esta presente nas células progenitoras da medula 6ssea, estando praticamente
ausente nas células maduras.***” As células NK CD56++ exprimem este receptor, cuja
ligagdo ao ligando do c-kit (KL) aumenta a proliferagdo induzida pela IL-2."" Ja as

células NK CD56+ ndo exprimem c-kit e praticamente ndo proliferam em presenca de
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doses elevadas de IL-2."° Esta evidéncia corrobora a hipétese das células CD56++
serem menos diferenciadas que as CD56+ e de talvez serem suas precursoras.®’

Estudos em células isoladas da medula d6ssea, CD34+, referem que a IL-2
estimula a diferenciagdo da linhagem NK, embora conduza a uma diminuta
proliferagdo. A ac¢do conjunta da IL-2 com o KL, contrariamente, resulta na elevada
expansio das células NK sem contudo induzir diferenciacio.”’” O KL quando em
combinagdo com a IL-15 conduz a uma significativa expansdo das células NK a partir

das células hematopoiéticas progenitoras CD34+, mas sozinho ndo afecta a

diferenciagio das células NK.**

5.3- Antigénios de linhagem NK

O termo “receptores de células NK” refere-se, vulgarmente, ao conjunto de
receptores de estimulagédo e de inibigdo expressos pelas células NK, mas nalguns casos
estes receptores também sdo expressos noutros tipos de células.*”*" Os mecanismos
através dos quais as células NK reconhecem uma célula alvo, e a subsequente activagfio
ou inibigdo da sua actividade citolitica, sdo complexos e ndo inteiramente conhecidos. A
ligagdo das moléculas de MHC classe I aos receptores NK (NKRs) ¢ crucial para a
distingdo entre células normais e células transformadas ou estranhas ao organismo.
Existem NKRs que desempenham fungdes inibidoras e outros com fungdes
estimuladoras.”'** Até a data, nos humanos, reconhecem-se trés super-familias de
NKRs: a super-familia dos receptores de células “killer” semelhantes as
imunoglobulinas (KIR), a super-famila das lecitinas tipo C (KLR) e a familia dos
receptores de citotoxicidade natural (NCRs).""

Os KIR séo glicoproteinas de membrana de tipo II e reconhecem as moléculas
de HLA-A, HLA-B e HLA-C, sdo exemplos destes receptores o CD158a e o NKBl.m
Os KIR podem ser divididos de acordo com o niimero de dominios extracelulares
semelhantes a imunoglobulinas que possuem, dois (p58) e trés (p70 e p140), assim
como pela actividade que desempenham, activagiio ou inibi¢do.”

Os KLR sio glicoproteinas de membrana do tipo II .*° Nesta super-familia estdo

incluidos os receptores CD69, CD94, CD161 e NKG2. Estes receptores estdo
10,56

implicados no reconhecimento do HLA-E.
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Os ligandos para a famila dos NCRs ainda se desconhecem. Recentemente
foram descritas outras classes de NKRs sendo uma das quais os transcritos semelhantes
as imunoglobulinas (ILTs).'*’

Apesar da heterogeinidade estrutural das distintas familias de NKRs os
mecanismos pelos quais induzem a activagdio ou a inibigdo da funcfio citotoxica das
células NK sdo comuns. Assim, os receptores de inibigdo possuem dois “tyrosine-based
inhibition motifs” (ITIM) na por¢do citoplasmatica. Apds a ligagdo do receptor a célula
alvo os residuos de tirosina do ITIM sdo fosforilados e recrutam as fosfatases SHP1 e
ou SHP2 as quais sdo responsaveis pela inibigdo da actividade NK. Os NKRs de
activagdo actuam via um péptido transdutor associado, KARAP/DAP-12, o qual é
caracterizado por um “tyrosine based activation motif® (ITAM) intra-
citoplasmatico.’>**

A molécula de CD158a pertence a familia dos KIRs e é uma glicoproteina
transmembranar, com duas cadeias semelhantes a imunoglobulinas de 50 e 58 kDa. E
expressa nas células NK e em alguns linfocitos T e medeia a activagio ou a inibigdo da
fungdo citolitica, consoante as cadeias envolvidas, apos a ligagdo a moléculas HLA-C

das células alvo.t*®!

A molécula de 58 kDa possui, na sua porg¢do citoplasmatica, um
ITIM, estando por isso relacionada com fendmenos inibitérios da funcéo citolitica. Em
contraste, a molécula de 50 kDa apresenta um dominio citoplasmatico pequeno, sem
ITIM, e aquando a ligagdo com os seus ligandos conduz a activacio dos mecanismos
citotoxicos das células onde se encontra presente.®

O NKBI € uma glicoproteina de 70 kDa e possui trés dominios
imunoglobulinicos na porgdo extracelular. Este antigénio é um NKRs e pertencente a
super-familia das imunoglobulinas (KIR). Observa-se a sua expressio em algumas
células NK e numa pequena fracgdo de linfocitos T. O NKB1 interage com moléculas de
HLA-B, com o epitopo Bw4, das células alvo e inibe a citotoxicidade celular
possivelmente pela transmissdo de sinais negativos.***

O CD69 ¢ um dos primeiros antigénios de superficie adquirido durante a
activagdo dos linfocitos. A sua expressdo ¢ induzida numa grande variedade de células
hematopoiéticas como linfécitos T activados e B, células NK, neutréfilos e eosinéfilos e
¢ expresso constitutivamente em timocitos maduros, mondcitos e plaquetas. O CD69 é

uma proteina integral do tipo II, constituida por duas cadeias unidas por ligacdes

dissulfito e pertence a super-familia do tipo C-lecitinas. A expressio do CD69 ¢é
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regulada pelo TNF-a e pode ser induzida nos linfocitos T pela trombina.®’ Nas células
NK, o CD69 ¢ rapidamente expresso apos activagdo e induz a proliferacio celular via
tirosina cinase e medeia a activagdo da actividade citolitica.®*® Uma vez expresso nos
linfécitos T, o CD69 funciona como uma molécula co-estimuladora induzindo a
proliferagdo e a citotoxicidade celular.®® A expressdo de CD69 nos linfécitos T é muito
precoce e medeia a selecgdo positiva de linfocitos CD4+ e de linfocitos CD8+.%
Borrego et al, descreveram o envolvimento do CD69 na producio de TNF-o e na
expressdo de outros antigénios de activagdo como o CD25 ¢ CD54 através de um
mecanismo dependente da mobilizagdo de calcio. Também demonstraram que a
citotoxicidade mediada pelo CD69 pode ser inibida pelo receptor do CD94.%

O antigénio CD94 ¢ selectivamente expresso nas células NK e num pequeno
nimero de linfécitos T, CD8+/ap+ ou y6+.°% O antigénio CD94, uma proteina de 25
kDa, forma complexos com glicoproteinas de 43 ou 39 kDa através de ligagdes
covalentes. O heterodimero CD94/p43 forma o receptor responsavel pela inibigio da
actividade citolitica das células NK enquanto que o heterodimeros CD94/p39 induz a
activagdo dos mecanismos citotoxicos. A NKG2A e o NKG2B sio algumas das
moléculas p43 e 0 NKG2C e o NKG2E sdo exemplos de moléculas p39.2477 A
ligagdo do receptor CD94 aumenta a proliferagdo das células NK CD56++ em resposta
a IL-2 e a IL-15, contudo nas células CD56+ a ligagdo deste receptor ndo se traduz no
aumento da resposta proliferativa. Também a produgio de IFN-y é estimulada nas
células NK CD56++ pela ligagdo do receptor CD94 em presenca de IL-2, ndo se
verificando este efeito nas células NK CD56+.%*

O antigénio CD161 (ou NKR-P1A) é uma glicoproteina de membrana tipo II
com propriedades caracteristicas das lecitinas tipo C (KLR). Apresenta-se na forma de
um homodimero de duas cadeias, p40 e p44, unidas por duas ligagdes dissulfito. Este
antigénio € expresso sobretudo em células NK maduras, embora esteja presente em
alguns linfécitos CD4+ ou CD8+ e ainda numa porgdo de linfocitos TCRyS.”
Resultados preliminares indicam que o CD161, em algumas células NK, podera regular
a actividade citolitica induzida pelos receptores p50 (CD158a). O mecanismo pelo qual
estes receptores regulam a activagdo das células NK ainda é desconhecido, mas
observou-se que a ligagdo do CD161 conduz a mobilizacdo de célcio intercelular e ao

influxo de célcio extracelular, sugerindo o envolvimento de proteinas com ligagdo a
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guanosina trifosfato.” Também Cerny et al relataram que a ligagdo do CD161 induz a
fosforilagdo da tirosina indicando o possivel papel das cinases da familia Src.”

As sub-populagdes de células NK apresentam distintas expressdes de alguns
NKRs como KIRs, heterodimero CD94-NKG2A e ILT-2. As células NK CD56++ ndo
exprimem ou exprimem poucos KIRs e ILTs e expressam muito CD94-NKG2A.,
verificando-se o contrario para as células NK CD56+.%

Para além dos receptores NK estas células exprimem outros receptores tais como
o CD57 e enzimas associados a fungdo citotoxica. O CD57 é o determinante
carbohidratado sulfatado de um glicoproteina das células neuronais.” O antigénio CD57
foi usado no passado como um marcador de células NK. Este antigénio é expresso em
apenas 50 a 60% das células NK periféricas e s6 50% dos linfécitos periféricos que o
exprimem sdo células NK, sendo os restantes 50% linfécitos T.!"" A maior parte destes
linfécitos T sdo CD8+ e uma pequena parte sdo linfécitos CD4+/CD45RO. Em alguns
modelos animais, provou-se a interven¢do do CD57 em fendmenos de adesdo célula a
célula, contudo as principais fungdes mediadas por este antigénio sdo ainda
desconhecidas.”

As células com caracteristicas de linfocitos grande granulares, de que sdo
exemplos alguns linfocitos T e células NK, possuem grinulos citosolicos. Estes
gréanulos contém moléculas com capacidade citolitica como: perforina, granzima A e
granzima B. A granzima B ¢é uma protease e ¢ a principal responsavel pela indugfo da
fragmentacdo do DNA das células alvo nos processos citotéxicos mediados pelas
células NK e pelos linfocitos T. Esta granzima quebra membros da familia ICE/ced3 da
protease da cisteina iniciando uma cascata apoptdtica. A granzima B e a granzima A
actuam em sinergismo observando-se o aumento das respectivas actividades citoliticas e

nucleoliticas quando presentes concomitantemente.’®"
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6- Citotoxidade mediada por linféocitos T e por células NK

As populagdes de linfocitos citotoxicos (LC), compostas pelos linfécitos T
citotoxicos (LTC) e pelas células NK, desempenham um papel crucial na defesa do
organismo. Os principais alvos dos linfocitos citotoxicos sdo células tumorais do
proprio ou células que foram infectadas por patogénicos intracelulares. Quer os LTC,
quer as células NK, utilizam os mesmos mecanismos liticos, no entanto, desenvolveram
diferentes estratégias para o reconhecimento das células alvo.*

Os LC apresentam como caracteristica comum a presenga de granulos
citosolicos. Estes granulos sdo constituidos por diferentes componentes, de que sio
exemplos a perforina, proteina formadora de poros de estrutura semelhante s proteinas
do complemento, e as granzimas, pertencentes a familia das esterases da serina. O
mecanismo pelo qual os linfocitos citotoxicos lisam as células alvo esté ja estabelecido.
Inicialmente ocorre a estabilizagdo da ligagdo célula citotéxica/célula alvo conseguida
através de moléculas de adesdo expressas & superficie celular dos LC, de que sdo
exemplos o LFA-1 (CD11a/CD18) e CD2."" Apés a conjugagdo do linfocito citotoxico
com a célula alvo, os granulos citoplasmaticos orientam-se para o local da célula onde
ocorreu essa ligagdo. Uma fracgdo desses granulos € exocitada e o seu contetdo litico
atinge as c€lulas alvo. Neste ponto, o linfécito pode separar-se da célula e actuar noutro
alvo e o processo litico prossegue por ac¢do do conteiido dos granulos (Fig. 5). A
perforina polimeriza na membrana celular da célula alvo e origina a formagdo de poros
que alteram o equilibrio osmético pois permitem a entrada de agua e ides para o citosol
da célula alvo provocando o seu entumescimento e posterior lise. As granzimas
desencadeiam uma cascata de caspases que culminam na degradagio do ADN, num

processo similar ao ocorrido no fenémeno apoptético induzido pela ligagdo ao Fas.”™
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Fig. 5- Esquema do reconhecimento e da lise das células alvo pelo LTC. Adaptado de Clayberger C,
Krensky AM. T-cell immunity. In: Hoffman R, Benz EJ, Shattil SJ, Furie B, Cohen HJ, Silberstein LE, et
al, editors. Hematology, basic principles and practice. 3th ed. Philadelphia: Churchill Livingstone; 2000.
p. 90-100.

Os linfécitos T citotéxicos também expressam ligandos do Fas podendo accionar
a apoptose por esta via, mas o processo via exocitose granular ocorre
preferencialmente.” A ligagfo ao Fas induz a trimerizagdo das moléculas Fas presentes a
superficie das células alvo, o que as leva a associarem-se com uma molécula transdutora
que recruta e activa a caspase 8 ou 10. As moléculas de Fas (CD95) sdo um tipo de
receptores do TNF (“tumor necrosis factor”) assim como o sdo os TNFR-1 (CD120a).
Este altimo tipo de receptores acciona a apoptose de modo idéntico ao receptor Fas, o
TNF libertado pelos linfocitos liga-se ao TNFR-1 provocando a sua trimerizago.
Posteriormente estes receptores associam-se com proteinas adaptadoras que
desencadeiam a cascata de caspases.”’
Recentemente foi caracterizada uma nova populagido de linfécitos T citotdxicos,

as cé€lulas NKT. Estas células sdo caracterizadas pela expressio do rearranjo

TCRVa24JQ e de NKI1.1, e podem exprimir CD4 ou CD8.* A sua ac¢io ¢€
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independente do MHC e exercem actividade citotoxica quer via ligando Fas (CD178)
quer pelo mecanismo dependente da perforina.*’

O reconhecimento das células alvo pelas células NK pode ser realizado de dois
modos distintos. As células NK tém a capacidade de reconhecer anticorpos e de assim
accionarem um mecanismo denominado ADCC. Uma vez estabelecida a ligagdo IgG-
CD16 o mecanismo citotdxico dependente da perforina e das granzimas ¢ iniciado
através da activagio de ITAM.®' As células NK CD56++ exprimem pouco CDI16 e
como tal a citotoxicidade dependente de anticorpos é menor que nas células NK
CD56+, que exprimem muito CD16.

Uma segunda forma das células NK reconhecerem as células alvo é através da
diferente expressdo de moléculas de MHC classe I por parte das células alvo, de facto,
as células NK possuem na sua superficie os NKRs que interactuam com epitopos de
MHC classe 1. Algumas destas moléculas quando reconhecem esses epitopos enviam
sinais negativos a célula, impedindo o fenémeno de citotoxicidade, sdo os denominados
receptores de inibicdo. Assim se uma célula ndo exprimir ou exprimir moléculas de
MHC classe I diferentes das células do organismo, a ligagdo com os receptores de
inibicdo ndo se desencadeard, accionando-se 0o mecanismo citotoxico. As células NK
possuem diversos receptores de inibi¢do, sendo suficiente a ndo ligagdo de um destes
para accionar todo processo. Qutras moléculas, apés o reconhecimento do MHC enviam
sinais positivos, sdo os receptores de activagdo. Estas moléculas recrutam tirosinas
cinases conduzindo a activagdo do fendmeno citotéxico. Até ao momento desconhece-
se como € regulado o balango activag@o/inibigdo, particularmente como actua o HLA-C,
uma vez que se pode ligar quer a receptores de activagdo quer a receptores de inibicdo
presentes numa mesma célula NK_*'84

A evolugdo dotou-nos de duas populagdes de linfocitos citotoxicos que medeiam
fungdes semelhantes, linfocitos T citotoxicos e células NK. Contudo os mecanismos que
as activam sdo distintos e como tal desempenham as suas ac¢des em estadios diferentes
da resposta imune. As células NK respondem mais rapidamente que os linfécitos T pois
ndo necessitam de reconhecer antigénios, logo constituem a primeira linha de defesa do
organismo a agentes estranhos, controlando a infecgdo até o iniciar da ac¢do dos
linfécitos T. A acgdo destes tltimos, embora demore alguns dias a exercer-se apresenta

elevada especificidade.
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7- Transplantacdo hematopoiética e imunoterapia com IL-2

O transplante autoélogo de progenitores hematopoiéticos, de medula dssea ou de
sangue periférico, € realizado em doentes com hemopatias malignas, uma vez que
permite a recuperagdo hematoldgica apds a administragdo de quimioterapia de alta dose.
Este tipo de transplantes sdo uma alternativa aos transplantes alogénicos, com as
vantagens de terem uma maior aplicabilidade, ndo necessitam de dador compativel e a
idade limite aconselhada é maior, além de estarem associados a uma menor

8587 As células progenitoras do sangue periférico (CPSP) utilizadas em

mortalidade.
transplantes autélogos e alogénicos sdo mobilizadas com factores de crescimento como
por exemplo o “Granulocyte Colony Stimulation Factor”(G-CSF), e sdo colhidas por
aferese antes do condicionamento mielablativo. O niimero de transplantes autologos de
CPSP tém aumentado nos ultimos anos pois verifica-se uma recuperagio hematologica
mais rdpida do que a obtida com células progenitoras de medula.®** Apesar da
institui¢do da terapéutica de alta dose, as taxas de recaidas dos transplantes autélogos
sdo mais elevadas do que as observadas para os alogénicos, pois o proprio enxerto

8 Assim foram desenvolvidos protocolos

podera conter células tumorais.
experimentais de imunoterapia tendo em vista a eliminagio da doenga residual minima
(DRM) e o aumento da eficicia do tratamento.” A IL-2 ¢ um dos agentes
imunomodeladores mais testado e com sucessos comprovados em tumores s6lidos e em
doengas hematoldgicas, como leucemias agudas, linfomas n#o Hodgkin, doenga de

#2091 A estimulagdo das CPSP in vitro com IL-2 podera

Hodgkin e mielomas multiplos.
gerar efectores anti-tumorais citotoxicos os quais quando re-infundidos poderdo mediar
efeito enxerto contra tumor (GVT).”

A IL-2 foi o primeiro modificador da resposta bioldgica licenciado como droga
anti-tumoral.**** Esta interleucina é uma glicoproteina de 15,5 kDa produzida por
linfocitos T activados e € responsével pela proliferagdo, pela produgio de citocinas (sdo
exemplos IFN-y, TNF-o e a IL-1) e pelas actividades citoliticas das células T e NK.**%°

A incubagdo de linfécitos in vitro com IL-2 origina células citotoxicas
denominadas células LAK (“lymphokine activated killer”). Estas células possuem a
capacidade de lisar células tumorais por um mecanismo ndo dependente do MIIC.

Aquando o seu aparecimento in vitro apartir de CPSP autdlogas, erradicam as células

tumorais.”® A infusdo de IL-2 in vivo mantém a actividade destas células, continuando a
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sua fungo anti-tumoral a exercer-se, permitindo a eliminagéo da doenga residual apos o
transplante.”®

As células NK sdo também, importantes efectoras na resposta imune contra as
células tumorais residuais pds transplante. A cultura, por um curto periodo de tempo,
destas células com IL-2, na auséncia de outros estimulos traduz-se no rapido aumento
da sua actividade citolitica.'' Aparentemente, apés o contacto com a IL-2, as células NK
alteram a especificidade para com as células alvo, pois verifica-se que estas células
lisam eficazmente células resistentes a acgdo de células NK ndo estimuladas.'' No que
respeita a indugdo da proliferagdo das células NK pela IL-2 os resultados obtidos por
diferentes grupos nem sempre sdo concordantes. Alguns observaram um aumento do
numero de células NK apés a incubagio com IL-2 *® e outros ndo,” dependendo das
condi¢bes em que se processa a incubagdo como o tempo de incubagio, a concentragio

de IL-2 e a presenca de outras citocinas.
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OBJECTIVOS

A Unidade de Transplante de Medula em colaboragdo com o Servigo de Imuno-
Hemoterapia do IPO-Porto desenvolveram o projecto “Imunoterapia com interleucina-2
apds transplanta¢fo de progenitores hematopoiéticos periféricos autélogos activados por
interleucina-2 em doentes com hemopatias malignas™. Este projecto foi aprovado pela
Comissdo de Etica do referido centro e foi subsidiado pela Lusotransplante. Neste, foi
proposto avaliar o efeito da IL-2 in vitro e in vivo na reconstitui¢io hematopoiética e a
toxicidade relacionada com o tratamento em doentes com hemopatias malignas de mau
prognostico submetidos a autotransplante.

O presente trabalho estd integrado no projecto acima referido e o principal
objectivo foi avaliar as alteragdes fenotipicas de linfocitos T e de células NK e
respectivas sub-populagdes CD56++ e CD56+ das CPSP apés a estimulagdo in vitro
com IL-2. Para tal estudamos, nas citadas células dos dadores e dos doentes, a expressdo
de um conjunto de antigénios tais como: moléculas de adesdo e de activagio, receptores
de citocinas e antigénios de linhagem NK. |

Numa primeira abordagem caracterizaram-se fenotipicamente as referidas
células dos sangues periféricos dos dadores e dos doentes com o intuito de definir a
expressdo dos antigénios seleccionados em cada um dos grupos.

Com estas determinagdes pretendiamos:

- Comparar, entre os grupos, a expressdo antigénica das células dos sangues
periféricos e das CPSP.

- Compreender as diferengas entre as células dos sangues periféricos e as CPSP
dos doentes, possivelmente induzidas pela mobilizagio com G-CSF.

- Avaliar o efeito da IL-2 no fendtipo das CPSP em ambos os grupos.
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MATERIAIS E METODOS

1- Grupos estudados

Neste trabalho estudaram-se trés grupos distintos: “dadores de sangue
periférico”, “dadores de CPSP” e “doentes”. O grupo “doentes” consistiu num conjunto
de oito individuos com hemopatias malignas, seleccionados segundo os critérios
definidos no projecto “Imunoterapia com interleucina-2 apés transplantagio de
progenitores hematopoiéticos periféricos autélogos activados por interleucina-2, em
doentes com hemopatias malignas” descrito em anexo (Anexo I). Neste grupo
avaliaram-se os sangues periféricos pré-transplante, colhidos antes do inicio do
condicionamento, as CPSP pré-incubagdo com IL-2 e as CPSP ap6s incubagio com IL-
2, de ressalvar dois doentes, nos quais apenas se estudaram as referidas CPSP.

No grupo “dadores de CPSP” analisaram-se as CPSP antes e apds a incubagio
com IL-2, este grupo foi constituido por 8 individuos saudaveis, dadores de CPSP para
alotransplante. Este grupo funcionou como grupo controlo e foram utilizadas CPSP
obtidas apos descongelamento de colheitas de dadores para controlo de qualidade.

O grupo “dadores de sangue periférico” consistiu em 11 dadores voluntarios do
Banco de Sangue do IPO-Porto. Foram estudadas as primeiras dadivas dos referidos

individuos.
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2- Processamento das CPSP

2.1- Mobilizacdo e Colheita

As CPSP foram mobilizadas para o sangue periférico pelo G-CSF, aos doentes
foi administrada uma dose de 10 pg/kg/dia e aos dadores uma dose de 12 ug/kg/dia. A
partir do quinto dia de mobilizagdo ¢ durante trés dias consecutivos, procedeu-se a
colheita das CPSP por citaferase (COBE-Spectra, Hemoportugal) de forma a obter um
nimero minimo de 4x10° células CD34+ por kg peso do doente (segundo protocolos
instituidos no IPO-Porto, Servigo de Imuno-Hemoterapia/Unidade de Transplantes de
Medula).

O condicionamento e o transplante foram conduzidos segundo o protocolo

descrito em anexo (Anexo I).

2.2.- Criopreservacio

As CPSP foram criopreservadas até ao dia da sua utilizagdo. Assim, foram
diluidas a uma concentragio de 100 a 200x10° leucécitos/ml num meio de albumina
humana (Albumina Humana 5%, Octapharma) com uma concentragdo final de 10% de
DMSO (B BRAUN). Utilizaram-se sacos de congelagdo (Gambro). Imediatamente
apos, foram submetidos a uma congelagdo programada num congelador programavel
(Planer Kryo 10, LINDE SOGAS) e foram colocados em tanques de azoto liquido a
—-190°C.

2.3- Activacdo das CPSP com I1.-2

Antes do transplante, as CPSP foram incubadas com IL-2 por um periodo de 24

horas, numa estufa a 37°C a 5% de CO,. Para tal, no dia —1 do transplante parte das
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CPSP foram descongeladas (geralmente 2/3, a restante permanece congelada como
reserva) e foram rapidamente diluidas em meio X-VIVO (BIO-WHITTAKER)
suplementado com L-glutamina) (200mM, 10ml/11) (GIBCO™, Alfagene) e heparina
(50U/ml) (Heparina Leo, Leo Pharmaceutical Products). A concentra¢do celular foi
ajustada para valores compreendidos entre 5x10° e 10x10° cel/ml e a IL2
(PROLEUKIN, CHIRON) foi adicionada de forma a obter 1000 Ul/ml.

No grupo dos doentes, utilizaram-se sacos de 31 (Lifecell, BAXTER), no grupo
dos dadores de PBPC como se tratava de uma escala experimental, usaram-se sacos de
500 ml (Lifecell, BAXTER).

No grupo dos doentes, no final da incubagéo, procedeu-se ainda a concentragio
celular por métodos semi-automaticos num processador celular (COBE 2991) até um
volume de 300 a 500ml, de forma a obter um volume passivel de ser infundido.

Foram retiradas aliquotas das culturas para contagem celular e

imunofenotipagem.
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3- Imunofenotipagem

Neste trabalho avaliou-se a expressdo de diferentes marcadores celulares em
linfocitos T e em células NK. Na imunofenotipagem utilizou-se o método de lise
eritrocitdria e lavagem e as células foram marcadas com quatro combinagdes de
anticorpos monoclonais conjugados com diferentes fluorocromos.

As marcagdes dos sangues periféricos foram efectuadas num periodo de 24 horas
apés a colheita e as marcagdes das CPSP realizaram-se imediatamente apos a

descongelacdo e no final da incubagdo com IL-2.

Quadro 1 - Combinagdes de anticorpos monoclonais utilizados na imunofenotipagem e respectivos

volumes usados.

B . . ' Clone
[ PR [ Rt ik 2l <= z |-

CD7 5 |DK24 |cD2? 5 |MT910 |CD356’ 4 |N901 |CD3! 3 |SK7
CD57" 10 |HNK-1 |CDI11c® 10 |BUI5 CD56’ 4 |N901 |CD3! 3 |SK7
CD94’ 10 | HP-3D9 | NKB1' 10 [Dx9 CD56’ 4 |N901 |cCD3! 3 |SK7
CDI158a' | 10 [HP-3E4 |CDI161" 10 |DX12 CD56’ 4 |N901 |CD3' 3 |SK7
CD11a® | 10 [253.1 |[HLA-DR' | 10 [L243 CD56’ 4 |N901 |cCD3! 3 |SK7
CD16" 10 |JK.32 |CD69' 10 [L78 CD56’ 4 |N901 |CD3! 3 [SsK7
CDI117° 10 |NU-ckit | CD25' 10 |2A3 CD56’ 4 |N901 |CD3! 3 |SK7
CDI122° | 10 |MIK-Bl |CD3? 10 |UCHT1 |CD56" 4 [N901 |CD45' 5 |2D1
CD45' 10 |2DI1 CD34! 10 [Mylo [cD19* | 10 |SJ25Cl |CD3! 3 |SK7
CD4* 5 |[MT310 |CD28! 10 [L293 CD8**' | 10 [SKI CD3! 3 |SK7
CcD122° | 10 |MIK-B1 | CD25" 10 [2A3 CD4*! 10 | SK3 CDS! 5 |[sKi1
CD94’ 10 |HP-3D9 | Granz. B® 5 |GBI11 CD56’ 4 [N901 [CD3! 3 |SK7

Legenda: FITC- fluoresceina, PE- ficoeritrina, PC5- ficocianina, APC- aloficocianina, *- PerCP Cy5.5,
**- PerCP.1- Becton Dickinson, 2- Dako, 3- Pharmingen, 4- Immune Source, 5- Cytognos, 6- CLB, 7-

Immunosort, 8- Immunotech. Vol.- Volume em pl.

3.1- Técnica de Marcacio

Os volumes de anticorpo monoclonal mencionados no Quadro 1 referem-se aos
volumes utilizados na marcagio de 5 a 10x10° células. Apés a adigio dos respectivos

anticorpos monoclonais, as células permaneceram a temperatura ambiente no escuro,
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por um periodo de 15 minutos, de forma a garantir a completa ligagdo do anticorpo a
superficie celular. De seguida, foram sujeitas, durante 10 minutos e nas mesmas
condigdes de temperatura e obscuridade, & ac¢do de um reagente de lise de eritrocitos,
FACS™ Lysing Solution (2 ml)(BD- ENZIfarma). Decorrido este tempo, as células
foram centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos e os sobrenadantes foram rejeitados,
garantindo desta forma a completa remogdo dos anticorpos ndo ligados. Finalmente
fixaram-se as células com 300 pl de CELLFix™ (BD- ENZIfarma).

Para a marcagéo intracitoplasmética com granzima B, apos a incubagiio com o0s
restantes anticorpos (CD94, CD56 ¢ CD3) e da lise dos eritrocitos, as células foram
permeabilizadas com 100 pL de meio de fixagfo (solugio A; Caltag Laboratories)
durante 15 minutos, no escuro, a temperatura ambiente. Seguiu-se uma lavagem com
FACSFlow (BD- ENZIfarma), centrifugagdo a 1500 r.p.m. durante 5 minutos, e rejeicéo
do sobrenadante. As células foram entdo, ressuspendidas em 100 ul de meio de
permeabilizagdo (solugdo B; Caltag Laboratories) e incubadas com o anticorpo
granzima B durante 15 minutos. Findo este tempo, procedeu-se a uma lavagem com

FACSFlow e a fixagdo com CELLFix™ (como descrito anteriormente).

3.2- Citometria de fluxo

3.2.1- Aquisi¢do

A avaliagdo da expressdo dos marcadores celulares foi realizada por citometria
de fluxo. Utilizou-se um FACS Calibur (BD- ENZIfarma) equipado com dois lasers, um
de Argon e outro de Néon, o que permitiu a visualizagdo simultdnea de quatro
fluorescéncias. O softwear usado na aquisi¢do das amostras foi o CELLQuest 3.3 (BD-
ENZIfarma).

Para cada amostra adquiriram-se 90000 eventos do total de células, garantindo
assim a representatividade de cada uma das populagdes estudadas: linfocitos T, células

NK, CD56++ e CD56+.
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3.2.2- Analise

A analise da expressdo dos antigénios foi efectuada no programa PAINT-A-
GATE™ PRO 3.0.0 (BD- ENZIfarma). As diferentes populagdes estudadas foram
seleccionadas por sucessivas regides. De seguida, referem-se as estratégias utilizadas

para o estudo de cada populagio.

3.2.2.1- Analise das populag¢des leucocitarias

Com a combinagdo CD45/CD34/CD19/CD3 pretendia-se, por um lado
seleccionar os leucocitos através da expressdo de CD45 e assim eliminar restos celulares
€ garantir uma maior pureza nas regides analisadas, e por outro lado determinar as
percentagens de linfécitos T (CD3+) e B (CD19+), e de células progenitoras (CD34+).
No “dot plot” CD45/”Side Scatter” (CD45/SSC) fez-se uma regido nas células CD45
positivas, nesta regido, no “dot plot” “Forward Scatter”/”Side Scatter” (FSC/SSC)

seleccionou-se a regido dos linfécitos e nesta regifio avaliou-se a expressdo de CD34,

CD19 e CD3 (Fig. 6).
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Fig. 6- Exemplo da analise sequencial realizada para o estudo das populagdes leucocitdrias. a) Selec¢do
das células CD45+. b) Regido dos linfécitos. ¢) Selecgdo das células CD34+. d) Selecgdo das células
CD19+. e) Selec¢do das células CD3+.
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3.3.2.2- Analise dos linfocitos T

A populagdo de linfécitos T foi identificada pela expressdo de CD3. Assim, no
“dot plot” FSC/SSC seleccionou-se a regido dos linfécitos (Fig. 7.a). nesta regido ¢ ja
no “dot plot” CD3/SSC fez-se uma nova regido nas células CD3 positivas (Fig. 7.b), de
forma a poder estudar a expressdo dos restantes marcadores celulares.

Nas células marcadas com a combinagdo CD122/CD25/CD4/CD8, nio se
caracterizou a populagdo de linfocitos T baseada na expressdo de CD3, mas sim na
expressdo de CD4 e de CD8. Efectuou-se uma regifio na regido dos linfocitos
(FSC/SSC), e nesta regido, no “dot plot” CD4/SSC seleccionaram-se as células CD4
positivas e no “dot plot” CD8/SSC seleccionaram-se as células CD8 positivas, sendo
depois avaliada a expressdo de CD122 ¢ de CD25 em cada uma das sub-popula¢des
CD4 e CDS8.
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Fig. 7- Exemplo da analise sequencial realizada para o estudo dos linfcitos T. a)- Regido dos linfécitos.
b)- Selecgdo das células CD3+. c)- Selecgdo das células positivas para FL1, neste caso as células CD94+.
d)- Selecgdo das células positivas para FL2, neste caso as células NKB1+. e)- Seleccdo das células

positivas para FL3, neste caso as células CD56+.
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3.3.2.3- Analise das células NK

As sub-populagdes de células NK, foram identificadas pela nio expressdo de
CD3 e pela intensidade de expressdo, forte e fraca, de CD56, respectivamente CD56++
e CD56+. Ento, definiu-se a regido dos linfocitos no “dot plot” FSC/SSC (Fig 8a),
nesta regido no “dot plot” CD3/SSC escolheram-se as células negativas para CD3 (Fig.
8b). Ja no “dot plot” CD56/SSC seleccionaram-se as células positivas para CD56, entre
estas definiram-se duas regides, as células NK CD56++ (expressam CD56 com muita
intensidade) e as células NK CD56+ (expressam CD56 com pouca intensidade) (Fig.
8c). Nestas duas sub-populagdes de células NK estudou-se a expressdo dos restantes
marcadores.

A quantificagdo da percentagem total de células NK, de células NK CD56++ e
de células NK CD56+ foi referida como a mediana das percentagens obtidas em cada
ensaio.

A combinagdo CD122/CD3/CD56/CD45, permitiu a seleccionar as células
positivas para CD45 antes da defini¢do das regides anteriormente descritas, deste modo

eliminaram-se e quantificaram-se os restos celulares.
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Fig. 8- Exemplo da analise sequencial realizada para o estudo das células NK. a)- Regido dos linfécitos.

b)- Selecgdo das células CD3-. ¢)- Selecgdio das células CD56++ e CD56+.
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3.4- Analise estatistica

Neste trabalho os valores das populagdes e sub-populagdes em estudo, bem
como dos antigénios expressos sdo apresentados, salvo indicagdo do contrario, em
percentagens das medianas, sendo referido o valor minimo e maximo.

Nos grupos estudados: doentes, dadores de CPSP e dadores de sangue periférico,
compararam-se as idades e os sexos recorrendo respectivamente ao teste de Mann-
Whitney e ao teste de X°.

Na analise das populagdes celulares e da expressio de antigénios utilizaram-se o
teste de Wilcoxon e o teste de Mann-Whitney, respectivamente para dados
emparelhados e para dados ndo emparelhados, valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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RESULTADOS

1- Caracteriza¢io dos grupos estudados

No Quadro 2 caracterizaram-se os grupos estudados no que respeita ao nimero
de individuos, & mediana das idades e ao sexo; no grupo dos doentes também se referem

as patologias.

Quadro 2- Caracterizagdo dos diferentes grupos estudados.

3
, - DH 2 40 Anos
Doentes IMA 5 5/3 (19-54)
MM 1
Dadores 37 Anos
cesp | T IR (24-54)
Dadores 23 Anos
s | T il % (18-42)

Legenda: LNH- Linfoma nio Hodgkin, DH- Doenga de Hodgkin, LMA- Leucemia
Mieloide Aguda, MM- Mieloma Multiplo. N°- Numero.

Como se pode observar, dos oito doentes estudados, trés padeciam de Linfoma
ndo Hodgkin (LNH), dois de Doenga de Hodgkin (DH), dois de Leucemia Mieloide
Aguda (LMA) e um de Mieloma Multiplo (MM). Cinco doentes eram do sexo
masculino e trés eram do sexo feminino. Verificou-se que a mediana de idades foi de 40
anos (19-54 anos).

Estudaram-se oito dadores de CPSP, sendo seis do sexo masculino e dois do
sexo feminino, as suas idades variaram entre os 24 e os 42 anos, com mediana de 37

anos.
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No grupo dos dadores de sangue, foram incluidos 11 individuos, quatro do sexo
masculino e sete do sexo feminino, a mediana de idades foi de 23 anos (dos 18 aos 42
anos).

O numero de individuos incluido nos grupos controlo, devido a dificuldades de
amostragem, ndo foi o dobro do numero de doentes. Contudo, a homogeneidade entre
grupos, no que respeita a idades e sexo, foi garantida (sem diferengas estatisticamente

significativas).
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2- Representatividade das populacdes leucocitarias

2.1- Percentagens das populacdes linfocitarias dos sangues periféricos

Nos sangues periféricos, dos grupos dos doentes e dos dadores, quantificaram-se

as percentagens das populagdes de linfocitos, linfocitos T, linfécitos B, células NK, e
das sub-populagdes de células NK: CD56++ e CD56+. Procedeu-se ainda, a analise

comparativa entre grupos.

Quadro 3- Percentagens das populagdes linfocitarias dos sangues periféricos dos doentes e dos dadores.

Linf, Linf. T Linf. B | Céls. NK | CD56++ | CD56+
Dadores| 31,8 72,6 12,4 2.5 6,2 93.8
(21,3-51,4) | (63,8-81,3) (8,3-24,3) (0,9-5,3) (3,0-14,8) |(82,5-97.1)
Doentes| 16,7 66,7 3.8 1,6 10,4 88.6
(13,9-18,3) | (46,4-962) | (0,0-27,72) | (0,3-2,6) | (2,7-26,5) |(73,5-97.3)
p 0001 | ... | .. | e e

Legenda: Linf.- % de linfocitos na regifio dos leucdcitos. Linf. T- % de linfocitos T na regido dos
linfocitos. Linf. B- % de linfocitos B na regido dos linfocitos. Céls. NK- % de células NK na regido dos
leucocitos. CD56++- % de células NK CD56++ na regido das células NK. CD56+- % de células NK

CD56+ na regidio das células NK, p- Valor de p obtido para a comparago entre dadores e doentes.

Como se pode observar no Quadro 3, nos dadores os linfocitos T foram a
populagdo linfocitaria predominante, 72,6% do total de linfocitos, seguindo-se os
linfocitos B, 12,4% do total de linfécitos e as células NK, 2,5% do total de leucdcitos,
analiticamente 7,9% do total de linfocitos. A sub-populagio de células NK, CD56++,
corresponde a 6,2% do total de células NK e a sub-populagdo CD56+ a 93,8%. No
grupo dos doentes observamos uma menor percentagem de linfécitos, 16,7%, do que no
grupo dos dadores, 31,8%, sendo que as restantes populagdes linfocitdrias estavam
presentes em idénticas percentagens nos dois grupos. Assim, quando comparados o0s
dadores e doentes, se verificaram diferengas estatisticamente

grupos, apenas

significativas na percentagem de linfocitos.
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2.2- Concentracoes das populagdes linfocitarias dos sangues periféricos

Nos sangues periféricos, uma vez que se conhece a concentra¢do de leucdcitos
(n° de células/ul), foi possivel determinar o niimero absoluto de linfocitos e das suas

sub-populagdes.

Quadro 4- Concentragdes (n°® células/|ul) das populagdes linfocitarias dos sangues periféricos dos dadores

e dos doentes.

Linf. Linf. T | Linf B |Céls. NK| CD56++ | CD56+
Dadores| 2030 1652 264 168 10 159
(1200-3300) | (845-2183) | (99-803) | (80-304) | (5-27) | (70-290)
Doentes 510 363 16 45 4 42
(410-1210) | (212-1160) | (5-191) | (19-84) 2-7) (20-80)
p 0,001 0,003 0,003 0,002 0,009 0,002

Legenda: p- Valor de p obtido para a comparagio entre dadores ¢ doentes.

A comparagdo das concentragdes celulares dos dois grupos revelou que todas as
populagdes e sub-populagdes foram significativamente menores nos doentes que nos
dadores. Como a percentagem de linfocitos foi menor nos doentes, possivelmente
conduziu a que as concentragdes das sub-populagdes também diminuissem, traduzindo-

se numa diferenga estatisticamente significativa entre os dois grupos.

2.3- Percentagens das populacdes leucocitarias das CPSP

Nas CPSP a concentragdo das populagdes leucocitdrias e de células NK foi
varidvel pois depende de multiplos factores como: niimero de volémias efectuadas,
eficiéncia da aferese etc. Assim, determinou-se a proporgdo das distintas populagdes no
grupo dos doentes e no grupo dos dadores, e averiguaram-se as diferengas. Foi ainda

analisada a percentagem de progenitores hematopoiéticos (células CD34+).
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Quadro 5- Percentagens das populagdes leucocitarias das CPSP dos dadores e dos doentes.

Linf. | Linf. T | Linf. B |Céls. Prog.|Céls. NK |CD56++| CD56+

Dadores| 54,6 66,7 22,4 1,3 2,8 6.9 93,1
(19,2-66,8)((55,2-71,7)[(12,0-32,6)| (0,1-2,5) (0,6-4,4) |(1,9-10,6) |(89,4-98,1)

Doentes| 34,4 68,5 15,6 0.8 2,7 8.9 91,1
(30,3-79,2)((36,6-81,1)| (0,8-55,6) | (0,1-2,3) (1,0-7,7) |(4,6-23,9) |(76,1-95.4)

P ns ns ns ns ns ns ns

Legenda: Linf.- % de linfécitos na regidio dos leucécitos. Linf. T- % de linfocitos T na regido dos
linfécitos. Linf. B- % de linfécitos B na regido dos linfécitos. Céls. Prog.- % de células CD34+ na regifio
dos linfocitos, Céls. Céls. NK- % de células NK na regido dos leucécitos. CD56++- % de células
CDS56++ na regido das células NK. CD56+- % de células CD56+ na regido das células NK, p- Valor de p

obtido para a comparag@o entre dadores e doentes,

Nos dadores, os linfécitos T foram a populagéo linfocitaria predominante, 66,7%
do total de linfécitos. Os linfécitos B foram a segunda populagdo mais representada,
22,4% dos linfocitos, seguida pelas células NK, 2,8% do total de leucdcitos,
analiticamente 5,1% do total de linfécitos. A sub-populagdo CD56++ correspondeu a
6,9% das células NK e a sub-populagdo CD56+ a 93,1%.

Como se pode observar no Quadro 4, a propor¢do das populagdes e sub-
populagdes estudadas ndo diferiu nos dois grupos. No entanto, verifica-se a tendéncia
dos doentes apresentarem menos linfocitos e linfécitos B e mais células CD56++ do que

os dadores.

2.4- Comparacio _das percentagens das populacdes linfocitdrias e das células NK dos

sangues periféricos e das CPSP dos doentes

Nos doentes, compararam-se as percentagens das diferentes populagdes e sub-
populagdes dos sangues periféricos (Quadro 3) e das CPSP (Quadro 5). Deste modo,
detectar-se-ia a possivel influéncia do G-CSF, utilizado para a mobiliza¢do das células
progenitoras, na propor¢do das distintas populagdes e sub-populagdes. De ressalvar o

facto das CPSP serem analisadas ap6s congelagdo e descongelagdo e os sangues
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periféricos a fresco, o que por si s6 implica possiveis alteragdes na distribui¢do das
populagdes por perda selectiva de algumas populagdes.

Verificou-se que a percentagem de linfocitos foi maior nas CPSP, 34,4% que no
sangue periférico, 16,7% (p=0,028), mas que a propor¢io de linfocitos T e B, assim
como a de células NK e sub-populagdes, manteve-se idéntica apos a mobilizagio
(Quadro 3 e Quadro 5).

Nos dadores ndo foi possivel efectuar esta compara¢do uma vez que os dadores
incluidos no grupo dos dadores de sangues periféricos ndo foram os mesmos dos

incluidos no grupo dos dadores de CPSP.
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3- Caracterizagio fenotipica dos linfocitos T

3.1- Fenotipo dos linfocitos T dos sangues periféricos

Nos sangues periféricos, dos dadores ¢ dos doentes, foram avaliadas as
principais sub-populagdes de linfocitos T, linfocitos CD4+ e linfocitos CD8+, e foi
determinada a razdo CD4/CD8. Os dadores apresentaram uma razdo de 1,7 (0,9-3,7) que
¢ considerada normal e os doentes apresentaram uma razdo invertida 0,7 (0,4-1.4),
sendo esta diferenga estatisticamente significativa (p=0,005).

A maioria dos linfécitos T dos dadores expressaram CD28, e cerca de 30%
expressaram CD11a e CD25. Aproximadamente 40% dos linfocitos CD4+ exprimiram
CD25, enquanto que os linfocitos CD8+ nfo apresentaram expressdo deste marcador,
assim como o CD28 que foi mais expresso nos linfocitos CD4+ do que nos CD8+. Os
restantes antigénios apresentados no Quadro 6a), praticamente nfo foram expressos. Os
antigénios de linhagem NK (Quadro 6b) quase ndo foram expressos pelos linfocitos T,
apenas se observou a expressio de CD16, de CD56 e de CD161 em 25% destas células.

Foi feita a analise comparativa das percentagens de células positivas para cada
antigénio, nos dadores e nos doentes. Como se pode observar no Quadro 6, os linfécitos
T dos doentes apresentaram alteragdes em relagfo a alguns dos antigénios de activagio,
adesdo e receptores de citocinas e de linhagem NK. As sub-populagdes de linfocitos,
CD4+ e CD8+, dos dadores e dos doentes expressaram de igual modo os antigénios de
citocinas CD25 e CD122. A Fig. 9 salienta as diferengas estatisticamente significativas

dos linfocitos T de dadores e de doentes.
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(b) nos linfocitos T dos sangues periféricos dos dadores e dos doentes.

Dadores Doentes p
CDlla 34,4 (25,6-54,4) 57,8 (45,7-83,4) |0,003
CDll1c 3,4 (0,9-15,3) 14 (1,6-22,2) ns
CD25 28.5 (14,8-49,7) 10,4 (3,5-23,9) 0,015
CD28 88,2 (71,3-92,3) 60,5 (38,8-87.8) |0,016
CD122 0,2 (0,0-6,0) 0,2 (0,0-0,7) ns
HLA-DR 10.4 (4,3-20,2) 49,6 (22,9-78,4) 0,001
CD4+CD25+ 42,2 (21,9-99,9) 25 (5,1-57,6) ns
CD4+CD28+ 57 (40,4-73,0) 37,5 (20,6-53,4) [0,013
CD4+CD122+ 0,3 (0,0-1,8) 0,6 (0,1-1,1) ns
CD8+CD25+ 4,4 (1,3-92,6) 4,8 (1,8-12,1) ns
CD8+CD28+ 23,3 (13,9-31,9) 19,7 (16,4-31,4) ns
CD8+CD122+ 11,1 (0,8-23,0) 2 (0,3-17.,6) ns
Dadores Doentes p
CD16 0,1 (0,0-1,1) 0,2 (0,1-0,6) ns
CD56 24,2 (4,2-45,0) 21,6 (8,8-53,5) ns
CR57 11,6 (4,9-19,7) 32,8 (12,9-52,8) (0,012
CD69 1,1 (0,6-12,2) 5,6 (2,6-8,7) 0,007
CD9% 5,5 (2.9-14,0) 5,1 (2,3-1,7) ns
CD158a 0,9 (0.2-6,3) 1 (0,3-6,6) ns
CD161 24,7 (12,9-32,1) 29,3 (15,6-48,2) ns
NKB1 0,9 (0,2-4,4) 0,7 (0,2-2,8) ns
Granz B 13.7 (5,8-38,3) 52,9 (18,7-74.4) [0,015

Legenda: p- Valor de p obtido para a comparag@o entre as células dos dadores e dos doentes.

Quadro 6- Expressdo de antigénios de activagdo, adesdo e receptores de citocinas (a) e de linhagem NK
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Fig. 9- Diferencas fenotipicas entre os linfécitos T, dos sangues periféricos, dos dadores e dos doentes.

Nos dadores, 11,6% dos linfocitos T exprimiram CD57 e 1,1% exprimiram
CD69, nos doentes estes antigénios foram expressos numa maior percentagem de
células respectivamente em 32,8% e 5,6%. A granzima B foi expressa em 13,7% dos
linfocitos T dos dadores e em 52,9% dos linfécitos T dos doentes. 34,4% dos linfécitos
dos dadores e 57,8% dos linfocitos T dos doentes exprimiram CD11a. Nos linfécitos T
dos dadores a expressdo de HLA-DR foi de 10,4%, significativamente menor que nos
linfécitos dos doentes onde se observou a expressdo deste antigénio em 49,6% das
células. Verificou-se, entdo que os linfocitos T dos doentes exprimiram mais CD57,
CD69, granzima B, CD11a e HLA-DR que os dos dadores.

O CD25 e o CD28 foram expressos respectivamente em 10,4 e 60,5% dos
linfécitos T dos doentes e em 28,5 € 88,2% dos linfocitos T dos dadores. De destacar
que foi na sub-populagdo de linfocitos CD4+ que observamos a diferente expressdo de
CD28 entre grupos. Assim observamos uma menor percentagem de linfocitos T do

grupo dos doentes a apresentarem CD28 do que do grupo dos dadores.
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3.2- Fenotipo dos linfocitos T das CPSP

Nas CPSP, constatamos que os dadores apresentavam uma razio CD4/CDS8

normal 1,4 (0,9-2,2), contudo nos doentes observamos a inversdo desta razdo, 0,8 (0.2-

1,2); sendo estas diferengas estatisticamente significativas (p=0,036).

Quadro 7- Expressdo de antigénios de activagiio, adesdo e receptores de citocinas (a) e de linhagem NK

(b) nos linfocitos T das CPSP dos dadores e dos doentes.

Dadores Doentes P
CDl1a 41 (22,5-74.8) [60,2 (25,3-83,9) ns
CDl1l1c 7,1 (3,6-99,4) 10,4 (2.8-31,2) ns
CD25 17 (2.2-49.,6) 16,1 (5,5-37,6) ns
CD28 85,6 (70,2-92,4) 69,2 (36,2-90,8) ns
CD122 1.4 (0,7-13,7) 4.2 (0,2-11,6) ns
HLA-DR 16 (5,1-31,6) 49.2 (24,4-70,9) 0,002
CD4+ CD25+ | 29,7 (11,8-51,6) 10 (3,1-46,2) ns
CD4+ CD28+ | 45,6 (39,1-65,0) [40,6 (13,1,8-48,7) ns
CD4+ CD122+ 1,2 (0,6-2,8) 0.4 (0,0-0,9) 0,003
CD8+ CD25+ | 5,2 (3,1-9,3) 3,7 (0,4-9,8) ns
CD8+ CD28+ | 30,6 (18,1-40,0) 21 (15,8-40.8) ns
CD8+ CD122+| 7.2 (2,3-11,6) 1,4 (0,1-16,6) ns
b
Dadores Doentes p
CD16 0,6 (0,2-3,2) 5.9 (1,5-12,8) 0,002
CDs56 20,8 (9,1-31,9) 17,4 (4,6-37.8) ns
CD57 12.4 (7,6-21,0) 23,1 (12,9-41,1) 0,009
CD69 3,9 (2,1-7,6) 10,5 (3,2-17.8) 0,016
CD9%4 5.3 (4,4-12,6) 10,9 (5,4-30,5) 0,036
CD158a 2,7 (2,0-5,8) 6.4 (1,1-13,5) ns
CD161 12,6 (4,7-29,12) 14,9 (8,5-56,8) ns
NKBI 1,1 (0.2-2,4) 10,2 (1,0-20,7) 0,003
Granz B 14,8 (12,0-33,2) 39,5 (28,8-67.3) 0,002

Legenda: p- Valor de p obtido para a comparagéo entre as células dos dadores e dos doentes.
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Como se observa no Quadro 7, a maioria dos linfocitos T das CPSP dos dadores
exprimiram CD28 enquanto que cerca de 40% exprimiram CD11a. Na sub-populagio
CD4+, aproximadamente 30% das células exprimiram CD25 e 45,6% exprimiram
CD28. Cerca de 30% dos linfocitos CD8+ exprimiram CD28. O CD56 foi pouco
expresso nos linfécitos T, apenas 20% destas células o exprimiram. Os restantes
antigénios do Quadro 7a) e os antigénios de linhagem NK praticamente nio foram

expressos nos linfocitos T das CPSP dos dadores.
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Fig. 10- Diferencas fenotipicas entre os linfécitos T, das CPSP, dos dadores e dos doentes.

Quando comparada a expressdo antigénica dos linfocitos T, dos dadores e dos
doentes (Fig. 10), verificou-se que os linfécitos T dos doentes estavam mais activados
que os linfécitos T dos dadores, pois apresentavam maior expressio de CD69,
respectivamente 10,5% e 3,9% e de HLA-DR, respectivamente 49,2% e 16,0%. Na sub-
populagdo CD4+ dos dadores, 5,2% dos linfocitos exprimiram CD122, enquanto que
apenas 3,7% desses linfocitos dos doentes o exprimiram.

Quanto aos receptores de linhagem NK, em geral foram expressos numa maior
percentagem de células dos doentes do que dos dadores. Assim, o antigénio CD16 foi
expresso em 0,6% dos linfocitos T dos dadores e em 5,9% dos linfécitos dos doentes.
12,4% dos linfocitos dos dadores exprimiram CD57 e nos doentes foi expresso em
23,1%. O CD94 e o NKpB1 foram expressos em respectivamente, 5,3 e 1,1% dos

linfécitos T dos dadores e em 10,9 e 10,2% dos linfécitos dos doentes. No que respeita a
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granzima B, foi expressa por 14,8% dos linfocitos T dos dadores e por 39,5% dos
linfécitos dos doentes.

Os restantes antigénios estudados, CD11a, CD11c¢, CD25, CD28, CD122, CD36,
CD158a e CDI161 foram expressos de forma semelhante nos linfécitos T dos dois
grupos. Nos restantes antigénios estudados, nas duas sub-populagdes de linfocitos T,
CD4+ e CD8+, também ndo se observaram diferengas estatisticamente significativas

entre grupos.

3.3- Comparacdo do fendtipo dos linfécitos T dos sangues periféricos e das CPSP dos

doentes

A mobilizagdo das células progenitoras para o sangue periférico foi conseguida
com a administragdo de G-CSF. A acgdo deste factor de crescimento podera conduzir a
alteragdes nas caracteristicas fenotipicas das diferentes linhagens celulares, e como tal
nos linfécitos T. Compararam-se por isso, os fenétipos dos linfécitos T dos sangues
periféricos € das CPSP dos doentes. Nos dadores ndo se procedeu a esta comparagio,
pois os dadores dos sangues periféricos ndo foram os mesmos que os das CPSP.

No que concerne a razdo CD4/CD8, ndo se observaram variagdes significativas
nas sub-populagées de linfocitos T, CD4+ e CD8+. Esta razdo encontrava-se invertida,

quer no sangue periférico, quer nas CPSP, respectivamente 0,7 (0,4-1.4) € 0,8 (0,2-1,2).

% células positivas

Fig. 11- Diferengas fenotipicas entre os linfécitos T, dos sangues periféricos e das CPSP, dos doentes.
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Entre os linfécitos das CPSP e dos sangues periféricos, apenas se observaram
diferencas fenotipicas na expressdo de antigénios de linhagem NK. Deste grupo de
antigénios observou-se que o CD16, CD69, CD94, CD158a e NKB1 foram expressos
em, nomeadamente, 5,9; 10,5; 10,9; 6,4 ¢ 10,2% dos linfocitos T das CPSP e em: 0,2;
5,6; 5,1; 1,0; e 0,7% dos linfécitos T do sangue periférico, (p=0,028 para todas as
comparagdes referidas anteriormente). Verificou-se portanto, que grande parte dos
antigénios de linhagem NK estudados foram expressos em maior percentagem nos
linfécitos T das CPSP, ainda que sempre, numa pequena percentagem de células (Fig.
11).

A expressdo dos restantes antigénios, CD11a, CD11¢, CD28, HLA-DR, CD56,
CD57, CD161 e granzima B nos linfocitos T, bem como a expressdo de CD25, CD28 e
CD122 nas subpopulagdes CD4+ e CD8+, ndo apresentaram diferengas estatisticamente

significativas nos sangues periféricos e nas CPSP.
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4- Caracterizacio fenotipica das sub-populacdes de células NK

4.1- Fenotipo das sub-populagdes de células NK dos sangues periféricos

As células NK, como referido na introdugdo, dividem-se em duas sub-
populagdes, caracterizadas pela diferente intensidade de expressdo do antigénio CD56:
células CD56++ (forte intensidade de CD36) e células CD56+ (fraca intensidade de
CD56). A expressdo dos distintos antigénios foi analisada separadamente em cada uma

das sub-populagdes, e foram comparados os grupos dos dadores e dos doentes.

4.1.1- Fenotipo das sub-populagdes de células NK dos sangues periféricos dos dadores

Nos sangues periféricos dos dadores, a maioria das células CD56++ exprimiram
os antigénios de linhagem NK, CD94 ¢ CD161. Os antigénios de adesiio CD2, CDl1lae
CD11c foram expressos em praticamente todas estas células, o CD122 também, assim
como o CD7. O CD25 e o antigénio de activagdo HLA-DR foram expressos apenas em
algumas células (Quadro 8).

Nas células CD56+, os antigénios de linhagem NK, CD16, CD9%4, CD161 e
granzima B foram expressos na maioria das células enquanto que o CD57 foi expresso
por metade destas células. Tal como nas células CD56 ++, os antigénios de adesdo CD2,
CD11ae CD11c¢ foram expressos em praticamente todas as células CD56+, bem como o
CD122 e 0 CD7 (Quadro 8).
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Quadro 8- Expressdo de antigénios de linhagem NK (a) e de activagdo, adesdo e receptores de citocinas

(b) nas sub-populagdes de células NK dos sangues periféricos dos dadores.

CD56++ CD56+ p
CD16 3,3 (0,0-94,3) 91,8 (0,0-99,8) 0,009
CD57 1.8 (0,0-9.9) 47.3 (19,6-69,5) 0
CD69 0.8 (0,0-21,6) 2,1 (0,8-18,7) ns
CD9% 96,6 (86,4-100,0) 56 (19.4-85,7) 0
CD158a 2.4 (0,0-10,8) 30,6 (7.8-63,6) 0
CDlel 59,5 (16,5-97,7) 80,3 (58,2-94,0) 0,02
NKB1 2.3 (0,0-7,4) 12.8 (0,4-48,3) 0,001
Granz B 14,3 (0,0-59,4) 85,7 (50,1-97,3) 0

b

CD56++ CD56+ p
CD2 93,9 (0,0-97,5) 83,6 (0-98,4) ns
CD7 90,9 (0,0-100,0) 97 (0-99,1) ns
CDl1a 100 (100,0-100,0) 99,8 (97,9-100,0) 0,001
CDll1c 97,6 (83,5-100,0) 69,7 (36,8-86.3) 0
CD25 23,9 (1,7-79,2) 1,7 (0,0-5,3) 0,001
CD117 0,3 (0,0-11,5) 0,8 (0,0-3,8) ns
CD122 95,6 (6,1-100,0) 86,8 (0,5-99,6) ns
HLA-DR 32.2 (0,0-60,2) 2,3 (0,2-28,7) 0,008

Legenda: p- Valor de p obtido para a comparagdo entre células CD56++ e CD56+.

A Fig. 12 ilustra as diferengas estatisticamente significativas entre as células
CD56+ e CD56++ dos dadores. Os antigénios de linhagem NK, CD16, CD57, CD158a,
CD161, NKpB1 e granzima B foram expressos em mais células CD56+, respectivamente
91.8; 47,3; 30,6; 80,3; 12,8 ¢ 85,7%, do que em células CD56++, que apresentaram
respectivamente 3,3; 1,8; 2,4, 59,5; 2,3; 14,3%, salientando-se a grande diferenga na
expressdo dos antigénios CD16 e granzima B. De todos os antigénios de linhagem NK,
s6 0 CD94 foi mais expresso nas células CD56++ (96,6%) do que nas CD56+ (56%).

Os antigénios CDI11¢, CD25, e HLA-DR foram expressos em mais células
CD56 ++ (97,6; 23,9 e 33,2%) do que em células CD56+ (69,7; 1,7 e 2,3%0).

Deste estudo constata-se que as células CD56++ expressaram menos antigénios

de linhagem NK que as células CD56+, com a excepcio do CD94 e do CD161.
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Fig. 12- Diferencas fenotipicas entre as células CD56++ e CD56+ dos sangues periféricos dos dadores.

4.1.2- Fenotipo das sub-populagdes de células NK dos sangues periféricos dos doentes

O Quadro 9 documenta a expressio dos antigénios estudados nas sub-
populagdes de células NK, dos sangues periféricos dos doentes.

Na sub-populagdo CD56++, o antigénio CD94, foi expresso em praticamente
todas as células e os antigénios CD161 e granzima B em cerca de 40% das células dos
doentes. Os antigénios de adesdo estudados, CD2, CD11a e CD11c¢ foram expressos
pela maioria das células CD56++, tal como o CD122, e o HLA-DR. O CD25 foi
expresso por algumas células.

As células CD56+ apresentaram uma elevada expressio de antigénios de
linhagem NK. Praticamente todas células foram positivas para o CD16, CD94, CD161 ¢
granzima B e algumas exprimiram CD57 e CD158a. Os antigénios de adesdo CD2,
CDlla e CD11c foram expressos em quase todas as células, bem como o CD7. O

CD122 e 0o HLA-DR exprimiram-se em algumas destas células (Quadro 9).
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Quadro 9- Expressido de antigénios de linhagem NK (a) e de activagdo, adesdo e receptores de citocinas

(b) nas sub-populages de células NK dos sangues periféricos dos doentes.

CD56++ CD56+ p
CD16 2,9 (0,0-23,5) 76,9 (0,1-90,0) 0,025
CD57 1 (0,0-2,5) 43 (35,6-69,3) 0,004
CD69 5,6 (0,0-15,3) 12 (2,4-47,0) ns
CD9% 98 (72,7-1,0) 73,3 (46,4-93,6) 0,025
CD158a 3.4 (0,0-10,8) 34 (9,7-68.5) 0,006
CDl161 40,6 (10,8-100,0) 73,3 (57.6-87,0) ns
NKB1 2,1 (0,0-5,0) 16,3 (3.8-41,5) 0,01
Granz B 34,5 (0,0-75,7) 79,1 (0,0-94,7) 0,047

b

CD56++ CD56+ p
CD2 91,1 (64,3-97,4) 73,4 (56,4-80,6) 0,037
CD7 93,3 (82,9-100,0) 91,9 (79,6-97.8) ns
CDl1l1a 100 (96.9-100,0) 99,9 (96,9-100,0) ns
CDll1c 90,1 (79,7-97.4) 77,5 (62,6-81,1) 0,016
CD25 30 (0,0-64,9) 6,5 (0,5-12,5) ns
CD117 0 (0,0-2,6) 6,1 (0,3-10,9) ns
CD122 91,8 (80,0-94,1) 39,1 (10,8-57,3) ns
HLA-DR | 72,4 (35,2-100,0) 27,7 (20,0-73,6) 0,037

Legenda: p- Valor de p obtido para a comparagéo entre células CD356++ e CD56+.

Na Fig. 13 estdo salientadas as diferengas estatisticamente significativas entre as

sub-populagdes NK dos sangues periféricos dos doentes. Verificou-se que, dos
antigénios de linhagem NK estudados, o CD16, CD57, CD158a, NKB1 e granzima B
foram expressos em mais células CD56+ (73,9; 43,0; 34;0; 16,3 e 79.1%) do que em
células CD56++ (2,9; 1,0;3.4; 2,1 e 34,5%). Ja o CD94 foi mais expresso nas células
CD56++ que nas CD56+, 98,0% e 78,3% (Fig. 13).

Os antigénios de adesdo CD2 e CD1Ic e de activagdo HLA-DR foram expressos

numa maior percentagem de células CD56++ (91,1; 90,1 e 72,4%) do que em células
CD56+ (73.4; 77,5 e 27,7%).
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Resumindo, as células NK CD56++ dos doentes encontravam-se menos
activadas e expressaram menos antigénios de linhagem NK do que as células CD56+,

apenas o CD94 foi mais expresso nas CD56++.
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Fig. 13- Diferengas fenotipicas entre as células CD56++ e CD56+ dos sangues periféricos dos doentes.

4.1.3- Comparagdo das sub-populagdes de células NK dos sangues periféricos dos

dadores e dos doentes

Quando comparadas as sub-populagdes de células periféricas dos sangues
periféricos dos doentes e dos dadores, apenas se observaram diferengas estatisticamente
significativas na expressdo de antigénios de activagdo. Como demonstra a Fig. 14, o
HLA-DR foi mais expresso nas células NK dos doentes, quer na sub-populagio CD56+,
27,7%, quer na sub-populagdo CD56++, 72,4%, do que nos dadores, 2,3% nas células
CD56+, (p=0,003) € 32,2 % nas CD56++, (p=0,007). A expressido do CD69 nas células
CD56+ foi maior nos doentes, 12%, do que nos dadores, 2,1%, (p= 0,021). Nas células
CD56++, o CD11c foi mais expresso nos dadores, 97,6%, do que nos doentes, 90,1%,
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(p= 0,035). Os valores minimos e maximos da mediana das percentagens encontram-se

referidos nos Quadros 8 e 9.
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Fig. 14- Diferengas fenotipicas das células CD56++ ¢ CD56+ dos sangues periféricos dos dadores e dos

doentes.

Quer nos dadores, quer nos doentes, observaram-se tendéncias comuns na
expressdo antigénica. Assim verificou-se uma maior expressdo de antigénios de
linhagem NK nas células CD56+, excepto o CD94 que foi mais expresso nas CD56++.
Ja o HLA-DR e o CD11c¢ foram mais expressos nas células CD56++ que nas CD36+.

4.2- Fenotipo das sub-populacdes de células NK das CPSP

4.2.1- Fenotipo das sub-populagdes de células NK das CPSP dos dadores

A analise fenotipica das sub-populagdes NK nas CPSP dos dadores é
apresentada no Quadro 10. Como se pode observar, o antigénio CD94 foi expresso em

quase todas as células CD56++ e os antigénios CD161 e granzima B em cerca de 20%
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das células, os restantes antigénios de linhagem NK nio foram expressos. Ainda nesta

sub-populagéo, a presenga de CD2, CD7, CD11a, CD11c e CD122 foi uma constante, e

a de HLA-DR foi aproximadamente de 40%.

Na sub-populagdo CD56+, a granzima B foi expressa em quase todas as células,
os antigénios CD16, CD57 e CD161 em cerca de 60% e o CD94 e o CD158a em cerca
de 35%. A maioria destas células exprimiu ainda CD2, CD7, CD11a e CDllc, e cerca
de 40% exprimiram CD122.

Quadro 10- Expressdo de antigénios de linhagem NK (a) e de activagdo, adesdo e receptores de citocinas

(b) nas sub-populagdes de células NK das CPSP dos dadores.

CD56 ++ CD56 + p
CD16 7,2 (0,0-48,2) 68,7 (0,4-922) 0,012
CD57 0,3 (0,0-6,5) 62,4 (24,6-77.1) 0,001
CD69 4.8 (0,0-66,7) 5.8 (0,7-32,1) ns
CD9%4 95,4 (75,0-97,5) 43,9 (15,2-67,7) 0,001
CD158a 3,4 (0,0-152) 30,5 (2,5-74,5) 0,005
CD161 21,4 (0,0-81,8) 58,1 (5.8-80,0) ns
NKBI 2 (0,0-4,7) 13,9 (0,0-21,0) 0,045
Granz B 22,9 (12,3-44,1) 89.8 (82,1-95.3) 0,001

b

CD56 ++ CD56 + p
CD2 88.6 (0,0-96,0) 71 (0,4-91,4) ns
CD7 86,3 (45,0-93,6) 92,6 (45,6-99,0) ns
CDl1a 99.2 (79,6-100,0) 94,7 (73,4-100,0) ns
CDlle¢ 91 (71,4-100,0) 75.8 (53,5-88.6) 0,021
CD25 0 (0,0-25,5) 1,2 (0,2-6,1 ns
CD117 0 (0,0-2,4) 0,4 (0,2-2,0) 0,031
CD122 90,5 (82.3-100,0) 39,3 (0,1-94,1) ns
HLA-DR 43 (20,7-78,5) 18,5 (3.4-50,2) 0,009

Legenda: p- Valor de p obtido para a comparagio entre células CD56++ e CD56+,

Quando comparadas as sub-populagdes CDS5S6++ e CD56+ (Fig. 15),

verificaram-se diferengas estatisticamente significativas na expressio dos antigénios de
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linhagem NK estudados, excepto no CD161. Assim, o CD16, CD57, CD158a, NKf1 e
granzima B foram mais expressos nas células CD56+ (68,75; 62.4; 30,5; 13,9 ¢ 89,8%)
que nas CD56++ (7,2; 0,3; 3,4; 2,0 e 22,9%). S6 o CD94 foi expresso em mais células
CD56++ (95,4%) do que em células CD56+ (43,9%).

Dos antigénios de activagéio avaliados, apenas o HLA-DR foi expresso de forma
estatisticamente diferente nas CD56++ (43,0%) do que nas CD56+ (18,5%). O CDl1c
foi mais expresso nas CD56++ (91%) do que nas CD56+ (75,8%).
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Fig. 15- Diferengas fenotipicas entre as células CD56++ e CD56+ das CPSP dos dadores.

4.2.2- Fenotipo das sub-populagdes de células NK das CPSP dos doentes

Nas CPSP dos doentes, os antigénios de linhagem NK foram expressos numa
pequena percentagem de células CD56++, excepto o CD94 que foi expresso em mais de
90% e a granzima B que foi expressa em quase 40% das células. De referir também, a
expressdo por um quarto das células, de CD16. Nesta sub-populagdo, os antigénios
CD2, CD7, CDl11a e CDllc foram expressos em praticamente todas as células e o
CD122 e 0o HLA-DR em cerca de metade.

As células CD56+ exprimiram na sua maioria, CD94 e granzima B. A expressdo
de CD16, CD57 e CD161 verificou-se em cerca de metade das CPSP e 0 CD158a em
sensivelmente 20%. Os antigénios de adesdo CD2, CD11a e CDl11c¢ e o antigénio CD7

60




foram expressos numa grande percentagem de células, mais de 75% e o antigénio de

activagdo HLA-DR foi expresso em cerca de 40% das células.

Quadro [ 1- Expressdo de antigénios de linhagem NK (a) e de activagio, adesdo e receptores de citocinas

(b) nas sub-populag¢des de células NK das CPSP dos doentes.

CD56++ CD56+ p
CD16 25,2 (7.8-41,4) 64,7 (35,2-95.2) 0,003
CD57 1,2 (0,0-13,5) 53.1 @5.1-73.3) 0,001
CD69 3.3 (1,5-6,6) 9,1 (3,2-44,7) 0,015
CD94 94,8 (73.5-99,0) 80,1 (52,0-94,7) 0,015
CD158a 2,3 (0,0-18,0) 22.2 (8,5-48,1) 0,008
CDl161 14 (0,0-31,5) 49,5 (2,0-90,5) ns
NKBI1 3,7 (1,3-14.4) 14,8 (4.5-34.4) 0,015
Granz B 37.4 (6,0-88.9) 90,9 (71,0-96.4) 0,011

b

CD56++ CD56+ p
CD2 93,7 (78,1-98.7) 80,3 (55,5-93.4) ns
CD7 92,7 (75.3-96,5) 96,3 (82,6-100,0) 0,037
CDlla 99.4 (92.3-100,0) 89.5 (51,4-100,0) ns
CDl1c 91,3 (78.5-97,7) 76 (62,6-87.0) 0,011
CD25 2 (0,0-34,7) 1 (0,6-8,6) ns
CD117 0 (0,0-7,1) 0,7 (0,2-2,5) ns
CD122 50,8 (0,0-87,9) 5,9 (1,1-18,2) ns
HLA-DR 59,6 (15.4-82,1) 44 (16,3-77,2) ns

Legenda: p- Valor de p obtido para a comparagio entre células CD56++ e CD56+.

Na Fig. 16 estdo realgadas as diferengas estatisticamente significativas entre a
expressdo antigénica das células CD56++ e das células CD56+ presentes nas CPSP dos
doentes. Observou-se que a expressdo dos antigénios de linhagem NK, CD16, CD57,
CD158a, NKBI e granzima B ¢ maior nas células CD56+ (64,7; 53,1; 22.2; 148 e
90,9%) do que nas células CD56++ (25.2; 1,2; 2,3; 3,7 e 37,4%). Deste grupo de
antigénios s6 o CD94 foi mais expresso nas CD56++ (94,8%) do que nas CD56+
(80,1%).
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As células CD56++ exprimiram mais CD7 (92,7%) e CD11c (91,3%) do que as
CD56+, respectivamente 80,3 e 76,0%. O CD69 foi expresso em mais células CD56+
(9,1%) do que em células CD56++ (3,3%).
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Fig. 16- Diferencas fenotipicas entre as células CD56++ e CD56+ das CPSP dos doentes.

4.2.3- Comparacdo das sub-populagdes de células NK das CPSP dos dadores e dos

doentes

As diferengas estatisticamente significativas da expressdo antigénica das células
NK das CPSP dos dadores e dos doentes estdo ilustradas na Fig. 17. Em ambas as sub-
populagdes, o CD122 foi mais expresso nos dadores (90,5% nas CD56++ e 39,3% nas
CD56+) do que nos doentes (50,8% nas CD56++ ¢ 5,9% nas CD56+). Nas células
CD56+, 0 CD9%4 foi mais expresso nos doentes (80,1%) do que nos dadores (43,9%).
Estas cé€lulas dos doentes ainda exprimiram mais HLA-DR (44,0%) do que as mesmas
células dos dadores (18,5%).

Resumindo, quer as células NK das CPSP dos doentes, quer as dos dadores,
apresentaram semelhangas na expressio de antigénios de linhagem NK. No entanto, as
células CD56+ exprimiram mais estes antigénios do que as células CD56++, excepto o

CD94 que foi mais expresso nas CD56++. O antigénio de adesdo CDI1lc, foi mais

expresso nas células CD56++ do que nas CD56+.
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Fig. 17- Diferengas fenotipicas, entre dadores e doentes, das células CD56++ e CD56+ das CPSP.,

4.3- Comparagdo do fenotipo das sub-populagdes de células NK dos sangues periféricos

¢ das CPSP dos doentes

Como ilustra a Fig. 18, observaram-se pequenas variagdes no fenétipo das
células CD56++ e CDS56+ dos dois produtos biolégicos. Assim, a granzima B foi
ligeiramente mais expressa nas células NK das CPSP (37,4% das CD56++ e 90,9% das
CD56+) do que nas dos sangues periféricos (34,5% das CD56++ e 79,15 das CD56+)
(p= 0,043 e p=0,028). O CDlla foi expresso em 100,0% das células CD56++ dos
sangues periféricos e em 99,4% das CPSP (p=0,043), nas células CD56+ dos sangues
observou-se uma expressdo de 99,9% e nas CPSP de 89,5% (p=0,042).

Pode-se concluir que, quer a sub-populacio CD56++, quer a CD56+,
praticamente ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas nos sangues

periféricos e nas CPSP.
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Fig. 18- Diferengas fenotipicas entre as sub-populagdes de células NK dos sangues periféricos e das

CPSP dos doentes.
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5- Efeito da incubacio com IL-2 nas CPSP

5.1- Representatividade das populacdes leucocitdrias apos a incubacio com IL.-2

No Quadro 12 estdo apresentadas as percentagens das populagdes leucocitarias,

nas CPSP dos dadores e dos doentes, ap6s a incubagio com IL-2.

Quadro 12- Percentagens das populagdes leucocitarias nas CPSP apés a incubagdo com 1L-2.

Linf. | Linf. T | Linf. B |Céls. Prog.|Céls. NK|CD56++| CD56+

Dadores| 44,1 61 274 0,5 1,6 7 93,1

(26,5-76,1)[(51,9-67,4)|(23,7-33.7)|  (0.3-1.8) | (1.3-4,0) | (4,0-9.2) |(90,8-96.3)

Doentes| 32,2 66,7 14,3 0,9 2.7 12,8 87.6

(15,5-77,5)|(41,7-87,0)| (0,0-30.7) | (0,1-2,5) | (0.9-5.0) |(5,5-22,0)(78,0-94,5)

p ns ns 0,011 ns ns ns ns

Legenda : Linf.- % de linfécitos na regifio dos leucdcitos, Linf. T- % de linfécitos T na regifo dos
linfécitos, Linf. B- % de linfécitos B na regido dos linfocitos, Cél. Prog.- % de células CD34+ na regido
dos linfocitos, Céls. NK- % de células NK na regido dos leucocitos, CD56++- % de células NK CD56++
na regido das células NK, CD56+- % de células NK CD56+ na regidio das células NK, p- Valores de p

obtidos para a comparagio entre dadores e doentes.

Nas CPSP dos dadores, apos a incubag@o com IL-2, a populagdo linfocitaria
predominante foi a de linfécitos T, cerca de 60%. Os linfécitos B representaram
aproximadamente 30% do total de linfocitos e as células NK 1,6% do total de
leucocitos, ou seja correspondem analiticamente a 3,6% do total de linfocitos. As
células progenitoras apenas representaram 0,5% da regido dos linfécitos. A comparacio
das populagdes e sub-populagdes das CPSP, dos dadores e dos doentes, apés a
incubagdo com IL-2 revelou que a representatividade das respectivas populagdes era
idéntica, com a excepgdo dos linfocitos B cuja expressdo foi menor nos doentes, 14,3%,
que nos dadores, 27,4% (p=0,011).

Quando comparadas as populagdes e sub-populagdes estudadas antes (Quadro 5)

€ apos a incubagdo com IL-2 (Quadro 12) , verificou-se que nos dadores a percentagem
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de linfocitos T sofreu uma ligeira diminuigdo, de 66,7% para 61,0% (p=0,018) e que a
de linfocitos B foi incrementada de 22,4% para 27,4% (p=0,018), nos doentes estas
populagdes mantiveram-se inalteradas. As restantes populagdes e sub-populagdes nio

sofreram alteragdes com a incubag@o com IL-2, nem nos dadores nem nos doentes.

5.2- Alteracdes fenotipicas nos linfocitos T apds a incubacio com I1.-2

Quadro 13- Expressdo de antigénios de activagdo, adesdo e receptores de citocinas (a) e de antigénios de

linhagem NK (b) nos linfécitos T das CPSP dos dadores e dos doentes apds a incubagiio com IL-2.

Dadores Doentes p
CDl1a 35,8 (16,0-53,1) 59,7 (44,9-79,5) 0,003
CDl1c 5,1 (3,59,7) 10,7 (3,2-29,7) ns
CD25 14,4 (9.4-28,1) 21,2 (9,6-37,2) ns
CD28 87.6 (82,8-96,9) 69,1 (37,6-77,7) 0,008
CD122 0,1 (0,0-1,6) 2.4 (0,1-9,9) 0,025
HLA-DR 15,6 (9,3-29,2) 44.8 (24,3-56,3) 0,002
CD4+ CD25+ 24,2 (17,5-40) 34,3 (9.8-48,2) ns
CD4+ CD28+ 39,7 (28,1-50,9) 37,9 (0,0-45,3) ns
CD4+ CD122+ 0,3 (0,1-0,6) 0,3 (0,1-3,8) ns
CD8+ CD25+ 3 (1,4-7,2) 3,7 (1,2-7,2) ns
CD8+ CD28+ 37,9 (32,4-55,7) 29.1 (14,6-38,7) 0,009
CD8+ CD122+ 0,3 (0,2-1,5) 0.5 (0,1-7,3) ns
Dadores Doentes p
CD16 0,3 (0,1-0,8) 5.1 (03-13,1) 0,005
CD56 10,1 (3,3-27,7) 16,2 (2,3-41,1) ns
CD57 9.6 (2,2-15,2) 25,6 (15,7-62,0) 0,001
CD69 28.8 (17,5-48,2) 44,6 (15,6-62,9) ns
CD9%4 7.1 (1,4-13,6) 8.3 (1,4-17,5) ns
CD158a 1,9 (0,8-4,0) 7.4 (0,5-14,1) 0,021
CD161 12,6 (5,7-22,6) 18,1 (7,5-42,3) ns
NKB1 1,2 (0,1-1,9) 8.5 (0,7-17,9) 0,008
Granz B 9,3 (2,6-20,1) 32,1 (23,4-67,2) 0,001

Legenda : p- Valor de p obtido para a comparagdo entre dadores e doentes.
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Os linfocitos T das CPSP dos dadores, apés a incubagdo com IL-2, exprimiram
na sua maioria CD28 e cerca de 30% exprimiram CD11a. Na sub-populagdo CD4+ o
antigénio CD25 foi expresso em aproximadamente um quarto das células e o0 CD28 em
cerca de 40%. Na sub-populagdo CD8+, 0 CD28 também foi expresso em cerca de 40%.
Os antigénios de linhagem NK quase ndo foram expressos pelos linfocitos T, com
excepgdo do CD69 que foi expresso em cerca de 30% das células.

Nos dadores, quando comparadas as CPSP antes (Quadro 7) e apés a incubagdo
com IL-2 (Quadro 13), observa-se que a razio CD4/CD8 diminui de 1,4 para 0,9
(p=0,018), ou seja, houve uma perda selectiva de linfécitos CD4+. Verificou-se uma
diminuigdo estatisticamente significativa na expressdo do CD122, CD16 e CD57, ainda
que a percentagem de células positivas para estes marcadores antes da incubagdo com
IL-2 ja fosse inferior a 10%, variagdes respectivamente de 1,4-0,1% (p=0,018), 0,6-
0,3% (p=0,034) e 12,4-9,6% (p=0,043). A expressdo do CD122, diminuiu apds a
incubagdo, quer na sub-populagdo CD4+, 1,2-0,3% (p=0,018), quer na sub-populagéio
CD8+, 7,2-0,3% (p=0,018).

Das alteragdes induzidas pela incubagdo com IL-2 no fenétipo do linfocitos T,
salienta-se 0 aumento da percentagem de linfocitos a exprimirem o antigénio CD69,
3,9-28,8% (p=0,018) e o aumento de CD28 na sub-populagio CD8+, 30,6-37,9
(p=0,018).
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Fig. 19- Efeito da incubagdo com IL-2 no fendtipo dos linfécitos T das CPSP dos dadores.
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A comparagdo anterior nos doentes apenas revelou um aumento na expressio de
CD69, de 10,5% para 44,6% (p=0,012) ¢ uma diminui¢do na expressdo de CD122 na
sub-populagdo CD8+, de 1,4% para 0,5% (p=0.,043) (Fig. 20). A expressdo dos restantes
antigénios estudados nédo foi alterada com a incubag¢do com IL-2 (Quadro 7 e Quadro

13).
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Fig. 20- Efeito da incubago com IL-2 no fenétipo dos linfécitos T das CPSP dos doentes.

Procedeu-se ainda, a comparagdo do fenotipo dos linfocitos T das CPSP dos
dadores e dos doentes, apos a incubagdo com IL-2 (Quadro 13). Como se pode observar,
a expressdo dos antigénios estudados foi diferente nos linfocitos T dos dois grupos.
Assim, nos doentes a expressdo de CD11a (59,7%), CD122 (2,4%) e HLA-DR (44,8%)
foi maior que nos dadores, percentagens respectivamente iguais a 35,8%, 0,1% e 15,6%.
Apenas o CD28 foi mais expresso nos dadores (87,6%) do que nos doentes (69,1%),
essencialmente na sub-populagdo CD8+ (dadores = 37,9%, doentes = 29,1%) (Fig. 21).

Quase todos os antigénios de linhagem NK, ainda que com pouca frequéncia,
foram mais expressos pelos linfocitos T dos doentes, CD16 (5,1%), CD57 (25,6%),
CD158a (7,4%), NKP1 (8,5%) e granzima B (32,1%) do que pelos dos dadores,
respectivamente 0,3%, 9,6%, 1,9%, 1,2% e 9,3%, (Fig. 21). Os restantes antigénios
estudados nos linfocitos T, CD11¢, CD25, CD56, CD69, CD94 e CD161 e nas sub-
populagdes CD4+ e CD8+, CD25 e CDI122, foram expressos em percentagens

semelhantes nos dadores e nos doentes (Quadro 13).
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Fig. 21- Diferencas fenotipicas entre os linfocitos T das CPSP dos dadores e dos doentes, apds a

incubagdo com IL-2.

As diferengas observadas, entre dadores e doentes, nas CPSP apds a incubagéo
com IL-2, foram idénticas as observadas nas CPSP antes da incubagdo. Os doentes
apresentaram maior expressdo de CD16, CD57, NKB1, granzima B e HLA-DR do que
os dadores. A diferenga observada entre dadores e doentes no que concerne a expressio
de CD9%4, CD69 nos linfocitos T e de CD122 na sub-populagdo CD4+ deixou de se
observar. No entanto, verificaram-se novas diferengas, nomeadamente na expressdo de

CD158a, CD11a, CD28 e CD122.
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5.3- Alteracdes fenotipicas nas células NK apds a incubacio com I1L.-2

5.3.1- Fenotipo das sub-populagdes de células NK das CPSP dos dadores, apos a

incubacdo com I1.-2

A andlise das CPSP dos dadores, apds a incubagdo com IL-2, revelou que os

antigénios CD94 e granzima B foram expressos pela quase totalidade das células NK

CD56++ e 0 CD69 em cerca de 70%, enquanto que os restantes antigénios de linhagem

NK, praticamente néo foram expressos.

Quadro 14- Expressdo de antigénios de linhagem NK (a) e de activagio, adesdo e receptores de citocinas

(b), nas sub-populagdes de células NK das CPSP dos dadores ap6s a incubagio com IL-2.

CD56++ CD56+ p
CDl16 3,6 (0,0-29,1) 44.6 (0,0-79.4) 0,03
CD57 3 (0,0-9.4) 62,6 (25.7-83.0) 0,002
CDé69 65,8 (42,5-95,2) 74,2 (52,7-92,2) ns
CD9%4 91,6 (81,2-97.8) 36,7 (19,5-57.,8) 0,002
CD158a 5,9 (0,0-11,3) 50,8 (12,0-73,4) 0,002
CD161 8,1 (0,0-71,7) 52,2 (0,0-79,6) ns
NKBI 3,8 (0,0-6,8) 20 (0,6-31,5) 0,018
Granz B 84,9 (70,1-97,3) 93,4 (80,3-98,6) ns

b

CD56++ CD56+ p
CD2 90,2 (86,1-93,9) 68,8 (39,6-87,4) 0,003
CD7 89,8 (80,6-97,0) 96,3 (88.7-98.6) ns
CDl11a 98.6 (96,1-100,0) 93,8 (70,0-99.8) ns
CDllc 92 (72,2-100,0) 66,8 (51,4-86,2) 0,009
CD25 2.3 (1,1-7,8) 2,2 (1,3-4,0) ns
CD117 69,6 (23,0-90,2) 1,2 (0,2-4,4) 0,002
CD122 0 (0,0-9,7) 0 (0,0-20,0) ns
HLA-DR 50,4 (35,3-78,0) 20,1 (3,1-49,2) 0,009

Legenda: p- Valor de p obtido para a comparagfo entre as células CD56++ e as células CD56+,
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Os antigénios CD2, CD7, CD11a e CD1Ic continuaram presentes na maioria das
células CD56++, o CDI117 foi expresso em cerca de 70% e o HLA-DR em cerca de
50% destas células.

Quanto a sub-populagdo CD56+, observou-se uma grande expressdo de
antigénios de linhagem NK, os antigénios estudados foram expressos em mais de
metade das células, com excepg¢do para o NKB1, que apenas foi expresso em 20% das
células. Os antigénios CD7 e CDl1la foram expressos em quase todas as células e
verificou-se uma expressdo de aproximadamente 70% de CD2 e CD11¢. O HLA-DR foi
expresso apenas em 20% das células.

Em cada uma das sub-populagdes de células NK dos dadores, comparou-se o
fenétipo das CPSP antes (Quadro 10) e apds (Quadro 14) a incubag¢do com IL-2. Nas
células CD56++, observou-se um aumento da expressdo de CD69, 4,8% para 65,8%
(p=0,028), de granzima B, 22,9% para 84,9% (p=0,018) e de CD117, 0,0% para 69,6%
(p=0,018). O CDI122 deixou de estar presente apds a incubagdo, inicialmente foi

expresso em 90,5% das células e no final ndo foi expresso, 0,0% (p=0,028) (Fig. 22).
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Fig, 22- Efeito da incubagdo com IL-2 no fenétipo das células CD56++ das CPSP dos dadores.

Nas células CD56+ constatou-se igual tendéncia na expressdo dos antigénios
CD69 e CDI122. A percentagem de células positivas para o0 CD69 aumentou de 5,8%
para 74,2% (p=0,018) e para o CDI122 diminuiu de 39,3% para 0,0% (p=0,028). A
variagdo da expressdo de NKf1, ainda que pequena foi estatisticamente significativa,

aumentou de 13,9% para 20,0% (p=0,018) (Fig. 23).
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Fig. 23- Efeito da incubagdo com IL-2 no fenétipo das células CD56+ das CPSP dos dadores.

Como se pode observar no Quadro 14, as duas sub-populagdes de células NK
apresentaram varias diferengas fenotipicas, especialmente na expressdo de antigénios de
linhagem NK. Os antigénios CD16, CD57, CD158a e NKB1 foram mais expressos nas
células CD56+ (44,6%; 62,6%; 50,8% e 20%) do que nas células CD56++ (3,6%; 3,0%;
5,9% e 3,8%). Desta linhagem de antigénios, apenas o CD94 foi mais expresso nas
células CD56++ (91,6%) do que nas células CD56+ (36,7%).

As células CD56++ expressaram mais antigénios de activagio e de adesdo do
que as CD56+. Assim, 90,2% das células CD56++ expressaram CD2, 92.0%
expressaram CDlle, 69,6% CD117 e 50,4% HLA-DR, enquanto que os mesmos
antigénios apenas foram expressos em respectivamente, 68,8%, 66,8%, 1,2% e 20,1%
das células CD56+. A Fig. 24, salienta as diferengas estatisticamente significativas
referidas.

Apds a incubagdo das CPSP com IL-2 as diferengas observadas entre as células
CD56++ e CD56+ foram semelhantes as encontradas antes deste tratamento. As células
CD56++ exprimiram mais CD94, CD11¢c ¢ HLA-DR e menos CD16, CD57, CD158a e
NKB1 do que as CD56+. Salienta-se que a expressdo de CD16, foi apenas de 44,6% nas
células CD56+ das CPSP apos a incubagdo com IL-2, enquanto que antes da incubagio
este antigénio foi expresso por 91,8% destas células.

Alguns antigénios como o CD161 e a granzima B, que nas CPSP antes da
incubacgdo, haviam sido mais expressos nas células CD56+ do que nas CD56++, apds a

incubagdo foram expressos de igual modo nas duas populagdes. Também o CD235 que
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antes da incubagdo foi menos expresso nas CD56+ do que nas CD56++, foi expresso de

modo idéntico pelas duas sub-populagdes de NK, apds a incubagdo.
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Fig. 24- Diferencas fenotipicas entre as células CD56++ e CD56+ das CPSP dos dadores, apés a

incubagdo com IL-2.

Apds a incubagdo com IL-2, surgiram novas diferencas entre as células CD56+ e
CD56++, nomeadamente o0 CD2 e o CD117 que foram mais expressos nas células
CD56++. Ressalta-se, apds a incubagdo com IL-2, a elevada expressio de CD117 nas
células CD56++, cerca de 70%, e a sua auséncia nas células CD56+ e em ambas as sub-

populagdes antes da incubagio.

5.3.2- Fenotipo das sub-populagdes de células NK das CPSP dos doentes, apos

incubagdo com [L-2

Apos a incubagdo com IL-2, procedeu-se a nova analise fenotipica das células
NK das CPSP dos doentes. A sub-populagdo CD56++ exprimiu na sua maioria CD94. A
granzima B foi expressa em cerca de 60% das células e 0 CD16 em cerca de 40%. Os

antigénios CD2, CD7, CD11a e CD11c foram expressos em quase todas as células
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CD56++, 0 CD69 em cerca de 45% e o HLA-DR em aproximadamente 30% das células

(Quadro 15).

Nas células CD56+ os antigénios de linhagem NK foram muito expressos.

Praticamente todas as células exprimiram CD16, CD94 e granzima B, o CD69 foi

expresso por 70%, e o CD57 e o CD161 foram expressos em cerca de metade das

células. Quanto aos restantes antigénios estudados, o CD2, CD7 ¢ CDlla foram

expressos pela maioria das células CD56+, o CD11c estava presente a superficie de

aproximadamente 70% e o HLA-DR encontrava-se em cerca de 40% das células.

Quadro 15- Expressdo de antigénios de linhagem NK (a) e de activagfo, adesdo e receptores de citocinas

(b) nas sub-populagdes de células NK das CPSP dos doentes ap6s a incubagdo com IL-2.

CD56++ CD56+ P
CD16 40 (2,6-43,4) 77,8 (64,6-89.1) 0,001
CD57 6,3 (1,4-18,9) 55,6 (32,6-80.5) 0,001
CD69 45,7 (19,8-85,9) 66,6 (46,5-87.8) ns
CD9%4 95,2 (75,9-100,0) 77,6 (48,8-94,9) 0,015
CD158a 5,7 (2,6-21,4) 19,1 (7,3-52,5) 0,021
CDl161 9,6 (0,0-42,9) 48,7 (2,4-73,7) 0,049
NKBI 2,8 (2,1-6,4) 14,3 (2,0-51,2) ns
Granz B 64,1 (46,0-89,9) 90,8 (84,8-99.8) 0,005

b

CD56++ CD56+ p
CD2 92,9 (78,9-97,9) 79,8 (64,5-94,5) 0,049
CD7 94,4 (85,9-96,2) 06 (88.,8-100,0) ns
CDl1a 100 (95,6-100,0) 98 (46,8-100,0) ns
CDllc 92,5 (74,8-96,9) 70,2 (50,2-92.1) 0,008
CD25 6,5 (2,8-19,1) 5,9 (0,8-23,6) ns
CD117 0 (0,0-13,3 0,2 (0,1-2,1) ns
Giol 12 6,6 (0,0-15,0) 1.4 (0,0-12,7) ns
HLA-DR 32 (14,5-76,7) 37.3 (24,9-67,9) ns

Legenda: p- Valor de p obtido para a comparagio entre as células CD56++ e as células CD56+.
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Comparou-se o fendtipo das células CD56++ ¢ CD56+ dos doentes antes
(Quadro 11) e apos (Quadro 15) a incubagdo com IL-2. Apenas se registaram variagdes
na expressdo de CD69. Na sub-populagdo CD56++ a expressdo de CD69 aumentou de
3,3% para 45,7% (p=0,018) e nas células CD56+ aumentou de 9,1% para 66,6%
(p=0,012). A expressdo de CD57 nas células CD56++ aumentou apds a estimulagio
com IL-2, contudo os valores observados sdo extremamente baixos, ainda que

estatisticamente significativos (1,2% - 6,3%, p=0,018).
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Fig. 25- Efeito da incubag@io com IL-2 no fendtipo das células CD356++ e CD56+ das CPSP dos doentes.

No Quadro 15 estdo referidas as percentagens de células positivas para os
antigénios estudados nas sub-populagdes CD56++ ¢ CD56+ das CPSP de doentes, apos
a incubagdio com IL-2. Como se pode observar, quase todos os antigénios de linhagem
NK (CDI16, CD57, CD158a, CD161 e granzima B) foram mais expressos nas células
CD56+ do que nas CDS56++. Assim estes antigénios foram expressos por
respectivamente 77,8%, 55,6%, 19,1%, 48,7% e 90,8% das células CD356+, e por
respectivamente 40,0%, 6,3%, 5,7%, 9,6% e 64,1% das células CD56++. Somente o
CD94 foi mais expresso nas células CD56++, 95,2%, do que nas CD56+, 77,6%.

A expressdo dos antigénios CD2 e CDllc, foi maior nas células CD56++,
respectivamente 92,9% e 92,5%, do que nas CD56+, 79.8% e 70,2%. Os restantes

antigénios estudados foram expressos de forma semelhante pelas duas sub-populagdes.
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A Fig. 26 ilustra as diferengas estatisticamente significativas entre as duas sub-

populagdes.
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Fig. 26- Diferengas fenotipicas entre as células CD56++ e CD56+ das CPSP dos doentes, apds a

incubagdo com IL-2,

Praticamente todas as diferengas observadas entre as células CD56++ e CD56+
das CPSP antes da incubagdo com IL-2 mantiveram-se apds a incubagdo,
nomeadamente a maior expressdo de CD16, CD57, CD158a e granzima B nas células
CD56+ do que nas células CD56++ e a menor expressdo de CD94, CD2 e CD11c nas
c€lulas CD56+ do que nas CD56++.

Alguns antigénios foram expressos de forma diferente nas sub-populagdes de
células NK das CPSP, antes da incubag@o com IL-2, respectivamente o antigénio NKp1,
mais expresso nas CD56+ e do HLA-DR, mais expresso nas CD56++, contudo apos a
incubag@o com IL-2 estas diferengas deixaram de se observar.

De todas as diferengas verificadas apds a incubagdo com IL-2, apenas uma nio
havia sido observada antes da incubagfo. A expressdo de CD161 foi maior nas células

CD56+ do que nas células CD56++.
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5.3.3- Comparagdo das sub-populagdes de células NK, dos dadores ¢ dos doentes, nas

CPSP, apos a incubagdo com I1.-2

Na Fig. 27, visualizam-se as diferengas estatisticamente significativas entre as
células CD56++ das CPSP dos dadores e dos doentes, apos a incubagdo com IL-2. As
células CD56++ dos dadores exprimiram mais granzima B e CD117, respectivamente
84,9% e 69,6%, do que as dos doentes, 64,1% e 0,0%, (p=0,018) e (p=0,002), de
salientar a total auséncia de expressdo de CD117 nas células dos doentes. Nos doentes,
40,0% das células CD56++ exprimiram CD16 e nos dadores apenas 3,6% delas o
exprimiram (p=0,018). O CD25 foi mais expresso nas células dos doentes (6,5%) do
que nas dos dadores (2,3%) (p=0,035%).
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Fig. 27- Diferengas fenotipicas entre as células CD56++ das CPSP dos dadores e dos doentes, apds a

incubagdo com IL-2.

A Fig. 28 real¢a as diferengas estatisticamente significativas entre as células
CD56+ das CPSP, dos dadores e dos doentes, apos a incubagdo com IL-2. Como se
pode observar, as referidas células dos doentes exprimiram significativamente mais
CD16 (77.8%), CD9%4 (77,6%), CD25 (8,9%) e HLA-DR (37.4%) do que as dos
dadores, respectivamente, 44,6%, 36,7%, 2,2% e 20,1%; (p=0,015), (p=0,008),
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(p=0,045) e (p=0,045). Apenas o CD158a foi mais expresso nas células dos dadores
(50,8%) do que nas dos doentes (19,1%) (p=0,037).
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Fig. 28- Diferencas fenotipicas entre as células CD56+ das CPSP dos dadores e dos doentes, apos a

incubagdo com IL-2.

Sumarizando, a IL-2 conduziu a alteragdes fenotipicas nas células NK dos
dadores e dos doentes, alteragdes essas nem sempre idénticas nos dois grupos. Assim,
verificou-se que o CD117, que passa de uma expressdo nula para uma expressido de
cerca de 70% nos dadores, nos doentes a sua expressdo continuou a ser nula apos a
estimulagdo com a IL-2. Tal como nos dadores (22,9%-84,9%), nos doentes, a
expressdo de granzima B nas células CD56++, aumentou (37,4% para 64,1%), no
entanto o teste estatistico utilizado ndo considerou significativa esta variagdo. Nio
significativa foi também, a variag8o ocorrida para o0 CD122, cuja expressdo diminuiu
nas células CD56++ dos doentes de 50,8% para 6,6%, diminui¢do esta também
observada nos dadores (90,5%-0,0%), embora neste grupo o teste estatistico utilizado a
considerasse significativa.

A tnica variacdo comum, estatisticamente significativa, quer para os dadores,
quer para os doentes, foi o incremento da expressdo de CD69 nas células CD56++ e nas

CD56+.
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DISCUSSAO

Nos ultimos anos assistiu-se a uma rapida evolugdo da imunoterapia, tendo-se
desenvolvido varias estratégias com o objectivo de eliminar DRM por estimulagio das
c€lulas NK e dos linfécitos T, entre as quais se destaca a utilizagio de IL-2, quer in vivo,
quer in vitro."" Em ambos os casos, foi comprovada a acgio desta citocina no aumento
da sobrevida livre de doenga apds transplantes de medula 6ssea autélogos.”’ Como para
muitas das citocinas conhecidas, a precisa acgiio da IL-2 nos mecanismos anti-tumorais
ainda ndo foi por completo desvendada, no entanto reconhece-se o seu papel no
aumento da actividade citotoxica dos linfocitos T citotoxicos e das células NK.'"! No
presente estudo, pretendeu-se analisar o efeito in vitro desta citocina no fendtipo das
células citotoxicas de CPSP de doentes e relacionar as possiveis alteragdes fenotipicas
com a actividade funcional dos antigénios celulares avaliados.

Neste trabalho procedeu-se a caracterizagdo fenotipica de linfécitos T e de sub-
populagdes de células NK, CD56++ ¢ CD56+, presentes em sangues periféricos e em
CPSP, de dois grupos de individuos, dadores e doentes com hemopatias malignas.
Tratou-se de um estudo sistematico onde se efectuaram diversas comparagdes entre
grupos, € no caso das células NK, entre sub-populagdes. A aplicagio de testes
estatisticos a todas as determinagdes antigénicas, pode ser criticada, uma vez que
habitualmente sé sdo consideradas expressdes positivas, expressdes superiores a 10-
15%. Assim, varias comparagdes que foram estatisticamente significativas poderdo ndo

ser discutidas, pois sdo relativas a expressdes negativas.

Inicialmente avaliamos as populagdes linfocitarias dos sangues periféricos do
grupo dos dadores e do dos doentes e procedemos 4 sua comparagio. Podemos constatar
que os dois grupos apresentaram percentagens semelhantes das populagdes linfocitarias
estudadas, linfocitos T e B, células NK e respectivas sub-populagdes, e que essas
percentagens sdo semelhantes as descritas na literatura.'"'%'% A vnica diferenca
encontrada entre grupos, refere-se a percentagem de linfocitos totais, consideravelmente
menor nos doentes que nos dadores. Tal observagdo nfo € surpreendente, uma vez que o
grupo de doentes ¢ constituido por doentes com hemopatias malignas ¢ como tal, com

alteragdes hematologicas nas distintas linhagens celulares.
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Nos dadores, as percentagens determinadas para cada uma das populagdes
leucocitarias presentes nas CPSP (linfécitos T e B, células progenitoras, células NK e
respectivas sub-populagdes) foram idénticas as observadas por outros grupos,
exceptuando a menor percentagem de células NK.'"™'"7 Assim verificamos que os
linfocitos T correspondiam a cerca de 70% dos linfécitos totais e que os linfocitos B
correspondiam a aproximadamente 20%. As células NK representavam 5,1% dos
linfocitos, sendo que destas cerca de 7% eram CD56++ ¢ as restantes 93% eram
CD56+. Nas CPSP, ndo observamos diferencas entre os grupos na percentagem de
linfécitos totais. Contudo, quando comparada a percentagem de linfocitos totais nos
sangues periféricos e nas CPSP dos doentes, verificamos que nas CPSP existiam mais
linfocitos que nos sangues periféricos. Esta ocorréncia deve-se ao processo de obtengdo
das CPSP, uma vez que durante as afereses colhem-se essencialmente células

mononucleares.

O estudo dos linfocitos T em sangues periféricos de dadores, teve como
objectivo encontrar um padrdo normal de expressdo para os diferentes antigénios
incluidos no nosso painel. Assim, estudamos a expressdo de CD11a, CD11c, CD25,
CD28, CD122, HLA-DR, CD16, CD56, CD57, CD69, CD94, CD158a, CD161, NKf1 e
granzima B nos linfécitos T e a expressdo de CD25, CD122 e CD28 nos linfécitos
CD4+ e CD8+. Os valores de expressdo antigénica observados nos linfécitos T do
grupo dos dadores foram semelhantes aos descritos por outros grupos para individuos
sauddveis, no entanto verificaram-se algumas excepg:(”)es.“’23 B STINAO TR
Assim, como referido na literatura, verificamos que o CD25 foi expresso por cerca de
30% dos linfocitos®”'*!™ ¢ que o CD28 se encontrava presente na maioria destas
células.**'™ O antigénio CD57 foi expresso por cerca de 10% dos linfocitos T tal como
descrito por Funaro et al e por Rondelli et al.”>'* A expressdo de CD16 pelos linfécitos
T dos dadores foi praticamente nula; grupos como os de Dunne et al e Robertson et al e
Tomasello et al, também observaram expressdes vestigiais deste antigénio.”’23"lm A
percentagem de linfocitos T a expressarem CD56 foi ligeiramente maior no nosso grupo
de dadores, cerca de 24%, do que as verificadas por outros grupos. Dunne et al e
Robertson et al apenas observaram menos de 5% dos linfocitos a expressarem
CD56'"'" e Rondelli et al, observaram cerca de 15%.'™ No nosso estudo a expressio

de CD11a encontrava-se diminuida no grupo de dadores comparativamente ao descrito,

contudo a expressdo deste antigénio é muito variavel pois é regulado por estimulos
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externos.'® O CD122 nio foi expresso nos linfocitos T dos dadores, no entanto esta
relatada a expressdo constitutiva deste receptor em linfocitos CD8+CD56+, embora ndo
em linfocitos CD4+.** Assim, como a populagio de linfocitos CD8+ correspondia a
34% dos linfécitos T dos dadores (dados ndo apresentados) seria de esperar que o
CD122 fosse pelo menos expresso por essa percentagem de células. No entanto,
Rondelli et al, também ndo observou a expressdo deste antigénio nos linfocitos T dos
sangues periféricos de um grupo de individuos saudaveis.'® Os KIR e os KLC podem
ser expressos em linfocitos T, contudo, a sua expressdo esta confinada a pequenas sub-
populacdes.*””™ No nosso trabalho, uma vez que se estudaram estes NKR na populacdo
total de linfocitos T, os valores encontrados foram inferiores a 10-15%.

Quando comparada a expressdo antigénica, dos linfécitos T dos sangues
periféricos, dos dadores e dos doentes, verificamos que esta era semelhante para a
maioria dos antigénios. Contudo observamos que os linfocitos T dos doentes
expressaram menos CD28 e CD25 e mais CD57 do que os dos dadores e que razdo
CD4/CD8 se encontrava invertida neste grupo. Como os referidos antigénios sdo
principalmente expressos, respectivamente, na sub-populacdo CD4+ e na sub-populagio
CDS8+ poder-se-do assim justificar as diferencas observadas entre os dois grupos.’***"
Ainda relativamente a expressdo de CD28, constatamos que os linfocitos CD4+ dos
dadores apresentam mais este antigénio a sua superficie do que os dos doentes, podendo
estar a menor expressdo de CD28 nos linfocitos CD4 dos doentes relacionada com
alguma anergia linfocitaria.'” A presen¢a de granzima B estava aumentada nos
linfocitos T dos doentes. Como foi referido anteriormente, os doentes apresentam mais
linfécitos CD8+ do que CD4+, o que justifica a maior detec¢do de granzima B nas
células deste grupo. A expressdo de HLA-DR foi maior nos linfécitos T dos doentes,
sugerindo que estes se encontrariam activados.”””

A avaliagio do fenotipo dos linfocitos T das CPSP dos dadores permitiu obter
valores de referéncia para os antigénios avaliados e assim compara-los com os descritos
por outros grupos. As expressdes dos antigénios CD16, CD25, CD28 e CDI122 nos
linfocitos T do nosso grupo de dadores foram semelhantes as determinadas por Rondelli
et al e por Dreger et al.'®"'"” Apenas obtivemos expressdes ligeiramente diferentes para
0 CD56 e para o CD57. Entre 12 a 20% dos linfécitos T das CPSP do nosso grupo de
dadores expressaram estes antigénios enquanto que Rondelli et al observaram 5% de

linfocitos a exprimirem os referidos antigénios. Podemos inferir que o nosso grupo de
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dadores possuiria mais linfécitos citotoxicos do que os do grupo estudado pelo citado
autor.

Quando comparamos a expressdo antigénica dos linfocitos T das CPSP dos
dadores e dos doentes, observamos diferengas semelhantes as verificadas para os
linfécitos dos sangues periféricos. Assim, observamos que os linfocitos T dos doentes
expressaram mais CD57 e mais NKR do que os dos dadores. Estes antigénios sdo
expressos maioritariamente pelos linfocitos CD8+.°%"*!'"Y Como a razdo CD4/CD8 se
encontra invertida no grupo dos doentes, estes apresentam mais linfocitos CD8+ do que
os dadores, logo observamos mais CD57 e NKR nestas células dos doentes. Pela mesma
razdo, a granzima B estava mais presente nos linfocitos T dos doentes do que nos
dadores. A expressdo dos antigénios CD25 ¢ CD28 foi idéntica nas células dos doentes
e dos dadores, contrariamente ao observado nas mesmas células dos sangues periféricos.
No entanto, a expressdo de CD28 foi ligeiramente superior nas células dos doentes,
ainda que ndo estatisticamente significativa. O HLA-DR também foi mais expresso nas
células dos doentes que nas dos dadores, como o observado quando comparados os
linfécitos T dos sangues periféricos.

Os linfécitos T das CPSP e dos sangues periféricos dos doentes foram
comparados verificando-se que a expressdo dos antigénios estudados foi semelhante em
ambos os produtos, apenas observamos diferengas na expressdo de NKR. Os linfocitos
T das CPSP exprimiram mais NKR ¢ CD16 do que os dos sangues periféricos. O G-
CSF podera ser o responsavel por estas alteragdes. Rondelli et al estudou o efeito deste
factor de crescimento no fenétipo das células mononucleares do sangue periférico e
constatou que este induzia a menor expressio de CD16, CD25, CD57 e CD122.'*
Relativamente a expressdo de CD16 o nosso estudo conclui o oposto do estudo deste

autor.

As células NK sdo usualmente divididas em duas sub-populagdes caracterizadas
pela distinta intensidade de expressdo do antigénio CD56. Assim, nos sangues
periféricos dos dadores observam-se cerca de 90% de células NK a expressarem
fracamente o antigénio CD56 e as restantes 10% a o expressarem intensamente.'® Tal
como descrito por estes autores e observado no nosso estudo, estas duas sub-populag¢des
sdo fenotipicamente distintas. As células NK CD56++ sio CD25+HLA-DR+CD94+
CD16-CD57- e quase ndo expressam KIR ¢ NKB1, enquanto que as células CD56+ sdo
CD16+CD57+CD25-HLA-DR- e exprimem os KIR e KLR. Destaca-se que o0 CD94 é
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mais expresso nas células CD56++ do que nas CD56+ e que a granzima B estava
presente em mais células CD56+ do que em células CD56++. Verificamos, ainda, que
praticamente todas as células NK, quer as CD56++ quer as CD56+, exprimiam CD2,
CD7,CDl1ae CD122, estando de acordo com os resultados publicados‘m'1 BRI
No caso do CD7 e do CDll1c, observamos, tal como Lima et al, que o CD7 é mais
expresso na sub-populagdo CD56+ do que na CD56++ e que o CD11c € mais expresso
na CD56++ do que na CD56+, contudo estas diferengas ndo foram estatisticamente
significativas no nosso grupo de dadores.”’ Verificamos, ainda, que a expressdo de
HLA-DR nas células NK CD56++ foi maior do que nas CD56+, tal como descrito por
Lima et al."” No entanto, o nosso grupo de dadores apresentou expressoes inferiores as
encontradas por este grupo, para individuos saudaveis, e s determinadas no nosso
grupo de doentes.'” Constatamos que o CD117 estava ausente & superficie das células
NK CD56++ e CD56+ dos dadores e dos doentes, embora esteja descrito que as células
CDS56++ exprimem constitutivamente este antigénio.*>*"%112

O fenotipo da sub-populagdo NK CD56++ foi idéntico nos sangues periféricos
dos dadores e nos dos doentes. Apenas observamos diferengas na expressio de HLA-
DR e de CDllc, mais células CD56++ dos doentes apresentaram HLA-DR a sua
superficie e menos células destes individuos expressaram CD11c. No caso do CDl1lc,
embora o teste estatistico considere a diferenga entre os grupos significativa, as
percentagens de células CD56++ que expressaram este antigénio foram muito elevadas
em ambos os grupos, 97,6% nos dadores e 90,1% nos doentes. O fendtipo da sub-
populagdo NK CD56+ dos sangues periféricos dos dadores e dos doentes, embora
semelhante, revelou diferengas na expressio de HLA-DR e CD69. Para o CD69 as
variagdes observadas foram em percentagens inferiores a 10-15%. Resumindo, apenas a
expressdo de HLA-DR foi notoriamente diferente nos dois grupos, tal como constatado
para a populagdo CD56++ e para os linfocitos T.

Nas CPSP dos dadores e dos doentes avaliamos o fenodtipo das sub-populagdes
de células NK, CD56++ e CD56+. Neste produto a proporgdo das distintas sub-
populagdes foi idéntica a observada nos sangues periféricos. O fenétipo das células
CD56++ e das CD56+ das CPSP dos dadores foi muito semelhante ao das citadas
células do sangue periférico, ou seja, as CD56++ sdo CD94+HLA-DR+CD16-CD57- ¢
praticamente ndo exprimem outros KIR e KLR. As células CD56+ sdo
CD16+CD57+CD25-HLA-DR- e exprimem KIR e KLR. As restantes semelhancas ¢

diferengas na expressdo antigénica das sub-populagdes CD56++ ¢ CD56+ foram iguais
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as verificadas para os sangues periféricos. De ressalvar o CD25 que néo foi expresso na
populagio CD56++. O CD2, o CD7 e as integrinas estudadas foram expressas em
praticamente todas as células NK, CD56++ e CD56+, dos doentes ¢ dos dadores ainda
que os teste estatisticos utilizados assinalassem algumas diferengas significativas. Tal
como nos sangues periféricos, 0 CD117 néo foi expresso nas células NK CD56++.

A comparagdo da sub-populagio NK CD56++ das CPSP dos dadores e dos
doentes demonstrou que o fendtipo das células dos dois grupos era semelhante. S6 a
expressdo de CD122 foi maior nos dadores do que nos doentes. A mesma comparagio
nas c€lulas CD56+ revelou que também o CD122 foi expresso em mais células dos
dadores do que dos doentes e que 0 CD94 ¢ o0 HLA-DR foram expressos em menos
células dos dadores do que dos doentes. Podemos entdo especular que as células NK dos
dadores estariam mais receptivas ao estimulo da IL-2 do que as dos doentes pois uma
maior percentagem de células apresentava o receptor desta interleucina a sua superficie.

No grupo dos doentes comparamos o fenétipo das duas sub-populagdes de
células NK nos sangues e¢ nas CPSP. Quer nas células CD56++ quer nas CD56+
verificamos que mais células dos sangues periféricos do que das CPSP expressaram
CDlla e que mais células das CPSP do que dos sangues periféricos continham
granzima B, embora as percentagens observadas fossem muito proximas, em ambos os
casos. Tal observagdo permite-nos afirmar que a ac¢do do G-CSF e todo o processo de
mobilizagdo e colheita envolvido na obten¢io de CPSP nio modificou substancialmente
o fenotipo das células NK. Miller et al, também constatou que o G-CSF praticamente
ndo alterou a expressdo fenotipica destas células, apenas observou uma diminui¢io na
densidade de expressio de CD36.'""”° Este autor relata ainda, que este factor de
crescimento diminui a proliferagdo e a actividade citotdxica das células NK mas que
apos a incubagdo com IL-2 durante 5 semanas as células retomam as suas caracteristicas
iniciais.'"

Nas nossas condigdes de cultura, a incubagio das CPSP dos dadores com I1L-2
conduziu a uma ligeira diminui¢do de linfocitos T e a um pequeno aumento de
linfécitos B, ja nas CPSP dos doentes ndo alterou a representatividade das populagdes
linfocitarias. Estas observagdes poderdo ser justificadas pelo menor volume da cultura
das células dos dadores. No entanto a comparagdo das CPSP de dadores e de doentes
apos a incubacdo apenas evidenciou diferengas na percentagem de linfocitos B

presentes e ndo na de linfocitos T. A referir, ainda que ndo significativa, a diminuigio
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da percentagem de células progenitoras em ambos 0s grupos, principalmente no grupo
dos dadores.

A IL-2 estimula a actividade citolitica dos linfécitos T e das células NK.**%
Com o nosso estudo foi possivel observar o efeito desta citocina na expressdo de
receptores celulares envolvidos nos mecanismos citotoxicos. Assim, apos a incubacio
com IL-2, observamos uma maior percentagem de linfocitos T dos dadores e dos
doentes, bem como de células NK dos dadores e dos doentes, a exprimiram CD69, ou
seja, 0 CD69 foi expresso em mais células citotoxicas. Este antigénio € dos primeiros a
ser expresso apos activagdo e funciona como uma molécula co-estimuladora na
proliferagio celular e nos mecanismos citotéxicos.”® O aumento da expressio de CD69
apos a incubacdo com IL-2 confirma as acg¢des atribuidas a esta citocina. Para além
desta variagdo, observamos outras alteragdes fenotipicas, nas distintas células
citotoxicas estudadas, sugestivas do papel desta citocina no aumento da actividade
citolitica.

Nos linfocitos T dos dadores e dos doentes verificamos uma diminui¢do na
expressdo de CDI122 nas células CD8+, contudo a percentagem de células que
exprimiam este receptor antes da incubagdo ja era muito reduzida (inferior a 10%). Nos
linfécitos T dos dadores o CD122 também foi menos expresso nas células CD4+. Ainda
nas CPSP dos dadores, os antigénios CD16 e CD57 detectaram-se numa menor
percentagem de linfocitos T, embora as respectivas expressdes fossem muito pequenas
mesmo antes da incubagdo. A expressio de CD28 nos linfocitos CD8+ aumentou
ligeiramente ap6s a incubagdo com IL-2. Considerando a hipdtese dos linfocitos
CD8+CD28+ serem precursores dos linfocitos efectores, incluindo os linfocitos T
citotoxicos, a IL-2 podera ter induzido a diferenciagdo em linfocitos CD8+CD28+ que
posteriormente poderdo originar linfécitos CD8+CD28- citotoxicos.*

Observamos que os resultados da comparagdo do fenotipo dos linfocitos T das
CPSP dos dadores e dos doentes apds a incubagdo com IL-2 foram semelhantes aos da
comparagdo entre os mesmos grupos nas CPSP antes da incubagdo. Uma vez que os
doentes possuiam mais linfécitos T citotoxicos (maioritariamente CD8+) do que os
dadores, os antigénios CD16, CD57, CD158a, NKB1 e granzima B foram mais
expressos nos linfécitos T dos doentes do que dos dadores. J4 0 CD28 como ¢ expresso
essencialmente pela sub-populagdo CD4+ foi menos expresso nos linfocitos T dos
doentes do que nos dos dadores. Também constatamos que o HLA-DR foi sempre

expresso num maior numero de células dos doentes do que dos dadores,
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independentemente da mobilizagdo com G-CSF e da incubagio com IL-2. Tal
observagdo sera provavelmente uma consequéncia dos mecanismos fisiologicos

associados as patologias hematoldgicas deste grupo de individuos.”

Nas células NK dos dadores, quer na sub-populagdo CD56++, quer na sub-
populagdo CDS56+, observamos, apés a incubagdo com I[L-2, uma diminuigio na
percentagem de células a expressarem CD122. Assim como relatado por outros grupos,
esta evidéncia podera resultar da ligagdo da citocina com o seu receptor, tornando-o
inacessivel ao anticorpo utilizado na marcagéo fenotipica.*” Na sub-populagio de células
NK CD56++ dos dadores verificamos ainda, o aumento da expressdo de CD117 e de
granzima B. Autores como Spitzer et al referiram que a IL-2 aumenta a actividade ¢ a
expressdo de granzima B nas células NK, ou seja, aumenta a citotoxicidade celular
destas células uma vez que a granzima B ¢ responsavel pela destruigio do DNA das

; 4
células alvo.*>767%114

No nosso trabalho, o aumento de granzima B apds a incubagio
com IL-2 apenas se observou nas células CD56++. Possivelmente as células CD56++
sdo mais susceptivel a ac¢do desta citocina do que as células CD56+ uma vez que sdo as
linicas a expressar constitutivamente o receptor de alta afinidade e afinidade intermédia
da IL-2."""* O CD117 esta presente nas células hematopoiéticas imaturas ¢ também &
expresso constitutivamente pelas células NK CD56++, o que apoia a hipétese destas
células serem precursoras das células NK CD56+."*" As células CD56++ das CPSP do
nosso grupo de dadores, contrariamente ao descrito, ndo apresentavam CDI117.
Contudo, apos a incubagdo com IL-2 este antigénio foi expresso em 70% das células
CD56++. Podemos, por esta razdo especular que as células NK CD56++ presentes antes
da incubagdo estariam num estado de maturagdo ja avangado, ndo expressando por isso
CDI117. O aparecimento deste antigénio, ap6s a incubagdo com IL-2, podera estar
associado a diferenciagdo das células progenitoras CD34+, em células CD56++. Quanto
as células CD56++ analisadas antes da incubagio, poderdo ter sofrido um processo de
matura¢do ¢ evoluido para CD56+. Virios grupos conseguiram gerar células NK
CD56++ in vitro a partir de células progenitoras com o estimulo desta citocina. As
condicdes requeridas variaram, desde o tempo de incubagdo, a concentragdo de IL-2,
sendo que alguns relatam a necessidade de outros factores tais como células do estroma,
IL-12, IL-15, SCF, etc.''*'** De comum em todos os trabalhos salienta-se o estudo em
células progenitoras isoladas. No nosso trabalho as CPSP foram incubadas com IL-2

sem prévia manipulagio, ou seja, a presenga de outros estimulos nfo foi controlada.
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Nos doentes, apds a incubagdo com IL-2, ndo verificamos o aumento de CD117
nas células CD56++, contudo, observamos que o CD16 foi expresso em mais células
dos doentes do que nas dos dadores. O CD16 ndo é normalmente expresso nas células
NK CD56++ mas estd presente nas CD56+ e o aumento da sua expressio estd
relacionado com a maturagio das células NK.'**'** Podemos especular, que as células
CD56++ dos doentes seriam mais diferenciadas do que as dos dadores e que o niimero
de progenitores hematopoiéticos a responder ao estimulo da IL-2 seria menor. Assim, as
células CD56++ dos doentes, analisadas apos a incubagio ndo expressaram CD117 e o
CD16 foi expresso em mais células (ainda que esta tltima diferenca ndo fosse
estatisticamente significativa), o que apoia a hipdtese da IL-2 induzir a maturagio das
c€lulas CD56++ em células CD56+. Nas CPSP dos doentes, na sub-populagio CD56++,
observamos, além do aumento de células a exprimirem CD69, um aumento na
percentagem de c€lulas a exprimirem CD57. Contudo, esta expressio esteve confinada a
uma reduzida percentagens de células.

Nas células NK CD56+ das CPSP dos dadores, a incubagio com IL-2
conduziu, além do aumento do nimero de células a expressarem CD69 e CD122, a um
aumento do numero de células a expressarem NKB1. Este KIR est4 associado a ITIM e
medeia sinais inibitérios. A expressdo de KIR nas células NK indica a maior aptiddo
para o desempenho de fenémenos citotéxicos, uma vez que estes receptores estdo
envolvidos no reconhecimento das células alvo.'”® Assim, a IL-2 induziu a eXpressio
deste receptor nas células NK CDS56+, possivelmente aumentando a capacidade
citolitica destas células. A ac¢do da IL-2 no aumento da expressdo de KIR ja fora
descrita por outros grupos.’ "'

Com anteriormente referido, a incubagdo das células CD56+ das CPSP dos
doentes com IL-2 apenas induziu a uma importante alteragfio fenotipica, o aumento na
percentagem de células a expressarem CD69.

Anteriormente, comentamos as variagdes fenotipicas induzidas pela IL-2 nas
células NK das CPSP. Como conclusdo, podemos afirmar que quer as células dos
dadores, quer as células dos doentes, responderam favoravelmente a ac¢fio da referida
citocina; em todas as células verificamos a expressdo de um antigénio de activagdo, o
CD69. No entanto, ndo podemos deixar de salientar, que as células dos dadores
apresentaram alteragdes indicativas de uma resposta mais acentuada ao estimulo
citocinico. Entre estas, evidencia-se o aumento das percentagens de células CD56++ a

exprimirem CD117 e granzima B o que originou diferengas fenotipicas entre dadores e
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doentes quando analisados os dois grupos apos incubagdo com IL-2. J4 o aumento da
expressdo de NKPB1 nas células CD56+ dos dadores ndo se traduziu numa diferenga
fenotipica entre grupos apos a incubagdo, pois percentagens semelhantes das células dos
doentes expressavam este KIR antes e apds a incubagio. A maior expressdo de CD122,
antes da incubagdo, nas células NK CD56++ e CD56+ dos dadores, relativamente as dos
doentes, deixou de se observar. Este antigénio, apds a incubagdo com IL-2, deixou de
ser expresso por ambas as sub-populagdes das CPSP dos dadores, e nos doentes
continuou a ndo ser expresso em ambas as sub-populagdes. O antigénio CD16, apds a
incubagdo com IL-2, foi expresso em mais células CD56++ e CD356+ dos doentes do
que dos dadores Aparentemente, as células NK dos doentes foram menos receptivas a
ac¢do da IL-2, observaram-se menos alteragdes fenotipicas possivelmente devido a
menor expressdo do receptor da IL-2, CD122.

Resumindo, podemos especular que nos dadores a IL-2 induziu a diferenciacido
das células progenitoras em células CD56++, e das células CD56++ em células CD56+.
A apoiar esta teoria apontamos o aumento de CD117 na populagdo CD56++ e a
diminuigdo de CD122. No grupo dos doentes, pensamos que a ac¢do desta citocina foi
mais ténue. Esta apenas poderd ter conduzido a maturagdo das células NK, como
comprova a maior expressio de CD16 em ambas as sub-populagdes dos doentes

relativamente as dos dadores.

Os nossos resultados demonstram que a curta incubagdo in vitro das CPSP com
IL-2 permite activar os linfocitos T e as células NK. Assim este trabalho corrobora
estudos anteriores que apontam a IL-2 como uma potente efectora em protocolos de
terapia celular envolvendo linfécitos T e células NK.**'*'*" No futuro, ensaios de
citoxicidade permitirdo relacionar a activagdo destas células com o aumento da sua

capacidade citotoxica.

39



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1- Abboud CN, Lichtman MA. Structure of the marrow. In: Beutler E, Lichtman MA,
Coller BS, Kipps TJ, editors. Williams hematology. 5th ed. New York: McGraw-Hill,
Inc; 1995. p. 25-38.

2- Williams DA. Stem cell model of hematopoiesis. In: Hoffman R, Benz EJ, Shattil SJ,
Furie B, Cohen HJ, Silberstein LE, et al, editors. Hematology, basic principles and
practice. 3th ed. Philadelphia: Churchill Livingstone; 2000. p. 126-38.

3- Jan Klein. History of immunology. In: Immunology, the science of self-nonself
discrimination. New York: John Willey and Sons, Inc; 1982. p. 20-37

4- Cambiaggi A, Vivier E. Cellular aspects of lymphoid differentiation: T and NK cells.
In: Degos L, Linch DC, Lowenberg B, editors. Textbook of malignant haematology. 1%
ed. London: Martin Dunitz; 1999. p. 49-61.

5- Lydyard PM, Grossi CE. Cells, tissues and organs of the immune system. In: Roitt
M, Brostoft J, Male D, editors. Immunology. 6th ed. Edinburgh: Mosby; 2001. p. 15-45.

6- Stobo JD. Lymphocytes. In: Stites DP, Stobo JD, Wells JV, editors. Basic and
clinical immunology. 6th ed. Norwalk: Appleton & Lange; 1987. p. 65-81.

7- Lebien TW. Lymphocyte ontogeny and homing receptors. In: Beutler E, Lichtman
MA, Coller BS, Kipps TJ, editors. Williams hematology. 5th ed. New York: McGraw-
Hill, Inc; 1995. p. 921-29.

8- Kipps TJ. Functions of T lymphocytes: T-cell receptors for antigen. In: Beutler E,
Lichtman MA, Coller BS, Kipps TJ, editors. Williams hematology. 5th ed. New York:
McGraw-Hill, Inc; 1995. p. 938-45.

9- Clayberger C, Krensky AM. T-cell immunity. In: Hoffman R, Benz EJ, Shattil SJ,
Furie B, Cohen HJ, Silberstein LE, et al, editors. Hematology, basic principles and
practice. 3th ed. Philadelphia: Churchill Livingstone; 2000. p. 90-100.

10- Cooper MA, Fehniger TA, Caligiuri MA. The biology of human natural killer-cell
subsets. Trends Immunol. 2001:22:633-40.

11- Robertson MI, Ritz J. Biology and clinical relevance of human natural killer cells.
Blood 1990,76:2421-38.

12- Gaddy J, Broxmeyer HE. Cord blood CD16+56- cells with low lytic activity are
possible precursors of mature natural killer cells. Cell. Immunol. 1997;180:132-42.

13- Lima M, Teixeira MA, Queirés ML, Leite M, Santos AH, Justica B, et al.
Immunophenotypic characterization of normal blood CD56"° versus CD56™ NK-cell
subsets and its impact on the understanding of their tissue distribution and functional
properties. Blood Cells, Molecules and Diseases 2001;27:731-43.2??

91



14- Trinchieri G. Functions of natural killer cells. In: Beutler E, Lichtman MA, Coller
BS, Kipps TJ, editors. Williams hematology. 5th ed. New York: McGraw-Hill, Inc;
1995. p. 956-59.

15- Kay NE, Douglas SD. Lymphocytes and plasma cells. In: Beutler E, Lichtman MA,
Coller BS, Kipps TJ, editors. Williams hematology. 5th ed. New York: McGraw-Hill,
Inc; 1995. p. 907-15.

16- Trinchier1 G. Functions of natural killer cells. In: Beutler E, Lichtman MA, Coller
BS, Kipps TJ, editors. Williams hematology. 5th ed. New York: McGraw-Hill, Inc;
1995. p. 956-59.

17- Robertson MJ. Natural killer cell clinical studies: surface antigens of human natural
killer cells in health and disease. In: Kishimoto T, Kikutani H, von der Borne AEGKr,
Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al. Leukocyte typing VI- white cell
differentiation antigens. New York: Garland Publishing, Inc; 1998. p. 327-29.

18- Piatier-Tonneau D. CD4 workshop panel report. In: Kishimoto T, Kikutani H, von
der Borne AEGKr, Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al. Leukocyte typing VI-
white cell differentiation antigens. New York: Garland Publishing, Inc; 1998. p. 49-54.

19- Nakauchi H. CD8 workshop panel report. In: Kishimoto T, Kikutani H, von der
Borne AEGKr, Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al. Leukocyte typing VI- white
cell differentiation antigens. New York: Garland Publishing, Inc; 1998. p. 65-7.

20- Trowsdale J. Antigen presentation. In: Roitt M, Brostoff J, Male D, editors.
Immunology. 6th ed. Edinburgh: Mosby; 2001. p. 105-18.

21- Monroe JG, King LB. Regulation of activation of B and T lymphocytes. In:
Hoffman R, Benz EJ, Shattil SJ, Furie B, Cohen HJ, Silberstein LE, et al, editors.
Hematology, basic principles and practice. 3th ed. Philadelphia: Churchill Livingstone;
2000. p. 100-14.

22- Verfaillie CM. Anatomy and physiology of hematopoiesis. In: Hoffman R, Benz EJ,
Shattil SJ, Furie B, Cohen HIJ, Silberstein LE, et al, editors. Hematology, basic
principles and practice. 3th ed. Philadelphia: Churchill Livingstone; 2000. p. 139-54.

23- Tomasello E, Revello V, Poggi A. CD16 workshop panel report. In: Kishimoto T,
Kikutani H, von der Borne AEGKr, Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al.
Leukocyte typing VI- white cell differentiation antigens. New York: Garland
Publishing, Inc; 1998. p. 269-71.

24- Voss SD, Daley J, Ritz J, Robertson MJ. Participation of the CD94 receptor
complex in costimulation of human natural killer cells. J. Immunol. 1998;160:1618-26.

25- Cooper MA, Fehniger TA, Turner SC, Chen KS, Ghaheri BA, Ghayur T, et al.

Human natural killer cells: a unique innate immunoregulatory role for the CD56""&"
subset. Blood 2001;97:3146-51.

92



26- Robertson MIJ, Caligiuri MA, Manley TJ, Levine H, Ritz J. Human natural killer
cell adhesion molecules- differential expression after activation and participation in
cytolysis. J. Immunol. 1990;145:3194-201.

27- Kato K. CD2 workshop panel report. In: Kishimoto T, Kikutani H, von der Borne
AEGKT, Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al. Leukocyte typing VI- white cell
differentiation antigens. New York: Garland Publishing, Inc; 1998. p. 39-43.

28- Bowen MA. CD7 workshop panel report. In: Kishimoto T, Kikutani H, von der
Bome AEGKTr, Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al. Leukocyte typing VI- white
cell differentiation antigens. New York: Garland Publishing, Inc; 1998. p. 62-3.

29- Lee DM, Patel DD, Haynes BF. CD7 Workshop: Study of the effects of CD7
monoclonal antibodies on proliferative responses and cytokine production of human
peripheral blood mononuclear cells. In: Kishimoto T, Kikutani H, von der Borne
AEGKTr, Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al. Leukocyte typing VI- white cell
differentiation antigens. New York: Garland Publishing, Inc; 1998. p. 64-5.

30- Hogg, N. CD11a workshop panel report. In: Kishimoto T, Kikutani H, von der
Borne AEGKTr, Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al. Leukocyte typing VI- white
cell differentiation antigens. New York: Garland Publishing, Inc; 1998. p. 343-5.

31- Hogg, N. CD11c wokshop panel report. In: Kishimoto T, Kikutani H, von der Borne
AEGKT, Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al. Leukocyte typing VI- white cell
differentiation antigens. New York: Garland Publishing, Inc; 1998. p. 347-8.

32- Azuma M, Oki S. CD28 workshop panel report. In: Kishimoto T, Kikutani H, von
der Borne AEGKr, Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al. Leukocyte typing VI-
white cell differentiation antigens. New York: Garland Publishing, Inc; 1998. p. 71-3.

33- Hombach A, Wieczarkowiecz A, Marquardt T, Heuser C, Usai L, Pohl C, et al.
Tumor-specific T cell activation by recombinant immunoreceptors : CD3( sinaling and
CD28 costimulation are simultaneously required for efficient IL-2 secretion and can be

mtegrated into one combined CD28/CD3( signaling receptor molecule. J. Immunol.
2001;167:6123-31.

34- Marti F, Krause A, Post NH, Lyddane C, Dupond B, Sadelain M, et al. Negative-
feedback regulation of CD28 costimulatory by a novel mitogen-activated protein kinase
phosphatase, MKP6. J. Immunol. 2001;166:197-206.

35- Fiorentini S, Licenziati S, Alessandri G, Castelli F, Caligaris S, Bonafede M, et al.
CD11b expression identifies CD8" CD28" T lymphocytes with phenotype and function
of both naive/memory and effector cells. J. Immunol. 2001;166:900-7.

36- Galea-Launi J, Darling D, Gan S, Krivochtchapov L, Kuiper M, Gaken J, et al.

Expression of a variant of CD28 on a subpopulation of human NK cells: implications
for B7-mediated stimulation of NK cells. J. Immunol. 1999;163:62-70.

93



37- Rodey GE, Lalezari P. HLA and neutrophil antigen and antibody systems. In:
Hoffman R, Benz EJ, Shattil SJ, Furie B, Cohen HJ, Silberstein LE, et al, editors.
Hematology, basic principles and practice. 3th ed. Philadelphia: Churchill Livingstone;
2000. p. 2220-41.

38- Bagby GC, Heinrich MC. Growth factors, cytokines, and the control of
hematopoiesis. In: Hoffman R, Benz EJ, Shattil SJ, Furie B, Cohen HJ, Silberstein LE,
et al, editors. Hematology, basic principles and practice. 3th ed. Philadelphia: Churchill
Livingstone; 2000. p. 154-202.

39- Sasaki Y, Sugamura K. CD25 workshop panel report. In: Kishimoto T, Kikutani H,
von der Borne AEGKTr, Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al, editors. Leukocyte
typing VI- white cell differentiation antigens. New York: Garland Publishing, Inc;
1998. p. 802-4.

40- Nagler A, Lanier LL, Phillips JH. Constitutive expression of high affinity
interleukin 2 receptors on human CD16 natural killer cells in vivo. J. Exp. Med.
1990;171:1527-33.

41- Wang H, Smith KA. The interleukin 2 receptor- functional consequences of its
bimolecular structure. J. Exp. Med. 1987;166:1055-69.

42- Caligiuri MA, Zmuidzinas A, Manley TJ, Levine H, Smith KA, Ritz J. Functional
consequences of imterleukin 2 receptor expression on resting human lymphocytes-
identification of a novel natural killer cell subset with high affinity receptors. J. Exp.
Med. 1990;171:1509-26.

43- Smith KA. Lowest dose interleukin-2 immunotherapy. Blood 1993;81:1414-23.

44- Oda K, Sugamura K. CD122 workshop panel report. In: Kishimoto T, Kikutani H,
von der Borne AEGKTr, Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al, editors. Leukocyte
typing VI- white cell differentiation antigens. New York: Garland Publishing, Inc;
1998. p. 830-2.

45- Matos ME, Schnier GS, Beecher MS, Ashman LK, Williams DE, Caligiuri MA.
Expression of a functional c-kit receptor on a subset of natural killer cells. J. Exp. Med.
1993;178:1079-84.

46- Ashman LK, Cambareri AC, Nguyen L, Buhring HJ. CD117 workshop panel report.
In: Kishimoto T, Kikutani H, von der Borne AEGKr, Goyert SN, Mason DY, Miyasaka
M, et al, editors. Leukocyte typing VI- white cell differentiation antigens. New York:
Garland Publishing, Inc; 1998. p. 816-8.

47- Carson WE, Fehniger TA, Caligiuri MA. CD56"" natural killer cell subsets:
characterization of distinct functional responses to interleukin-2 and the c-kit ligand.
Eur. J. Immunol. 1997;27:354-60.

48- Yu H, Fehniger TA, Fuchshuber P, Thiel KS, Vivier E, Carson WE, et al. Flt3
ligand promotes the generation of a distinct CD34+ human natural killer cell progenitor
that responds to interleukin-15. Blood 1998;92:3647-57.

94




49- McMahon CW, Raulet DH. Expression and function of NK cell receptors in CD8+
T cells. Curr. Opin. Immunol. 2001;13:465-70.

50- Mingari MC, Moretta A, Moretta L. Regulation of KIR expression in human T
cells: a safety machanism that may impair protective T-cell responses. Immunol. Today
1998;19:153-7.

51- Bakker ABH, Phillips JH, Figdor CG, Lanier LL. Killer cell inhibitory receptors for
MHC class I molecules regulate lysis of melanoma cells mediated by NK cells, & T
cells and antigen-specific CTL. J. Immunol. 1998;160:5239-45.

52- Sivori S, Vitale M, Bottino C, Marcenaro E, Sanseverino L, Parolini S, et al. CD94
functions as a natural killer cell inhibitory receptor for different HLA class I alleles:
identification of the inhibitory form of the CD94 by the use of novel monoclonal
antibodies. Eur. J. Immunol. 1996;26:2487-92.

53- Moretta L, Biassoni R, Bottino C, Mingari MC, Moretta A. Human NK-cell
receptors. Immunol. Today 2000;21:420-2.

54- Moretta A, Biassoni R, Bottino C, Mingari MC, Moretta L. Natural cytotoxicity
receptors that trigger human NK-cell-mediated cytolysis. Immunol. Today
2000;21:228-34.

55- Battistini L, Borsellino G, Sawicki G, Poccia F, Salvetti M, Ristori G, et al.

Phenotypic and cytokine analysis of human peripheral blood v8 T cells expressing NK
cell receptors. J. Immunol. 1997;159:3723-30.

56- Natarajan K, Dimasi N, Wang J, Mariuzza RA, Margulies DH. Structure and
functionn of natural killer cell receptors: multiple molecular solutions to self, nonself
discrimination. Annu. Rev. Immunol. 2002;20:853-85.

57- Jacobs R, Hintzen G, Kemper A, et al. CD56 bright cells differ in their KIR
repertoire and cytotoxic features from CD56 dim NK cells. Eur. J. Immunol.
2001;31:3121-7.

58- André P, Brunet C, Guia S, Gallais H, Sampol J, Vivier E, et al. Differential
regulation of killer cell Ig-like receptors and CD94 lecitin-like dimers on NK and T
lymphocytes from HIV-1-infected individuals. Eur. J. Immunol. 1999;29:1076-85.

59- Miller JS. Biology of natural killer cells in cancer and infection. Cancer Invest.
2002;20:1-14.

60- Warren HS, Kinnear BF. CD158a and b workshop panel report: Killer-inhibitory
receptors and natural killer cell proliferation. In: Kishimoto T, Kikutani H, von der
Borne AEGKr, Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al, editors. Leukocyte typing
VI- white cell differentiation antigens. New York: Garland Publishing, Inc; 1998. p.
292-4.

61- Tanaka J, Mori A, Ohta S, Yamamoto Y, Kobayashi S, Hashino S, et al. Expression
of HLA-C-specific natural killer cell receptors (CD158a and CD158b) on peripheral

95



blood mononuclear cells after allogeneic bone marrow transplantation. Br. J. Haematol.
2000;108:778-83.

62- Carretero M, Melero I, Pérez-Villar JJ, Navarro F, Lopez-Botet M. CD158a and b
workshop panel report: The HP-3E4 monoclonal antibody identifies different Ig-SF
natural killer-cell receptors. In: Kishimoto T, Kikutani H, von der Borne AEGKr,
Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al, editors. Leukocyte typing VI- white cell
differentiation antigens. New York: Garland Publishing, Inc; 1998. p. 294-5.

63- D" Andrea A, Chang C, Franz-Bacon K, et al. Molecular cloning of NKB1. A natural
killer cell receptor for HLA-B allotypes. J. Immunol. 1995;155:2306-10.

64- Gumpzer JE, Valiante NM, Parham P, et al. Heterogenous phenotypes of expression
of the NKpB1 natural killer cell class I receptor among individuals of different human
histocompatibility leukocyte antigens types appear genetically regulates, but not linked
to major histocompatibility complex haplotype. J. Exp. Med. 1996;183:1817-27.

65- Tomasello E. CD69 workshop panel report. 277-279. In: Kishimoto T, Kikutani H,
von der Borne AEGKr, Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al, editors. Leukocyte
typing VI- white cell differentiation antigens. New York: Garland Publishing, Inc;
1998. p. 277-9.

66- Borrego F, Robertson MJ, Ritz J, Pena J, Solana R. CD69 is a stimulatory receptor
for natural killer cell and its cytotoxic affect is blocked by CD94 inhibitory receptor.
Immunology 1999;97:159-65.

67- Hare KJ, Jenkinson EJ, Anderson G. CD69 expression discriminates MHC-
dependent and —independent stages of thimocyte positive selection. J. Immunol.
1999;162:3978-83.

68- Lopez-Botet M. CD94 workshop panel report. In: Kishimoto T, Kikutani H, von der
Borne AEGKTr, Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al, editors. Leukocyte typing
VI- white cell differentiation antigens. New York: Garland Publishing, Inc; 1998. p.
279-82.

69- Aramburu J, Balboa MA, Ramirez A, Silva A, Acevedo A, Sanchez-Madrid F. A
novel functional cell surface dimer (Kp43) expressed by natural killer cells and T cell
receptor-y/8" T lymphocytes, inhibition of the IL-2-dependent proliferation by anti-
Kp43 monoclonal antibody. J. Immunol. 1990;144:3238-47.

70- Miller JS. The biology of natural killer cells in cancer, infection, and pregnancy.
Exp. Hematol. 2001;29:1157-68.

71- Miller JS, McCullar V. Human natural killer cells with polyclonal lectin and
immunoglobulinelike receptors develop from single hematopoietic stem cells with
preferential expression of NKG2A and KIR2DL2/L3/S2. Blood 2001;98:705-13.

72- Besostri B, Beggiato E, Bianchi A, Mariani S, Coscia M, Peola S, et al. Increased

expression of non-functional killer inhibitory receptor CD94 in CD8+ cells of myeloma
patients. Br. J. Haematol. 2000;109:46-53.

96



73- Poggi A, Revello V, Nanni L, Costa P, Moretta L. CD161 (human NKR-P1A)
workshop panel report In: Kishimoto T, Kikutani H, von der Borne AEGKr, Goyert SN,
Mason DY, Miyasaka M, et al, editors. Leukocyte typing VI- white cell differentiation
antigens. New York: Garland Publishing, Inc; 1998. p. 307-12.

74- Ohkawa T, Seki S, Dobashi H, Koike Y, Habu Y, Ami K, et al. Systematic
characterization of human CD8+ T cells with natural killer cell markers in comparison
with natural killer cells and normal CD8+ T cells. Immunology 2001;103:281-90.

75- Funaro A, Malavasi F. CD57 workshop panel report. In: Kishimoto T, Kikutani H,
von der Borne AEGKr, Goyert SN, Mason DY, Miyasaka M, et al, editors. Leukocyte
typing VI- white cell differentiation antigens. New York: Garland Publishing, Inc;
1998. p. 274-6.

76- Spitzer JH, Meadows GG. Modulation of perforin, granzyme A and granzyme B in
murine natural killer (NK), IL-2 stimulated NK, and lymphokine-activated killer cells
by alcohol consuption. Cell. Immunol. 1999;194:205-12.

77- Trapani JA. Granzymes: a family of lymphocyte granule serine proteases. Genome
Biol. [serial  online]  2001;2(12):reviews3014.1-3014.7.  Available  from:
http://genomebiology.com/2001/2/12/reviews/3014. Accessed November 23.

78- Amezaga MA, D'Andrea A, Kubin M, Trinchieri G. Cooperation of natural killer
cell stimulatory factor/interleukin-12 with other stimuli in the induction of cytokines

and cytotoxic cell-associated molecules in human T and NK cells. Cell. Immunol.
1994;156:480-92.

79- Spaeny-Dekking EHA, Hanna WL, Wolbink AM, Wever PC, Kummer AJ, Swaak
AJG, et al. Extracellular granzymes A and B in humans: detection of native species
during CTL responses in vitro and in vivo. J. Immunol. 1998;160:3610-6.

80- Valiante NM, Parham P. NK cells and CTL: opposite sides of the same coin. In:
Moretta L, editor. Molecular basis of NK cell recognition and function. Chemical
immunology. 2nd ed. Basel: KARGER; 1996. p. 147-63.

81- Male D. Cell-mediated cytotoxicity. In: Roitt M, Brostoff J, Male D, editors.
Immunology. 6th ed. Edinburgh: Mosby; 2001. p. 163-72.

82- Metelitsa LS, Naidenko OV, Kant A. Humam NKT cells mediate antitumor
cytotoxicity directly by recognizing target cell CD111d with bound ligand or indirectely
by producing IL-2 to activate NK cells. J. Immunol. 2001;167:3114-22.

83- Gogfrey DI, Hammond KJL, Poulton LD, Smyth MJ, Baxter AG. NKT cells: facts,
functions and fallacies. Immunol. Today 2000;21:573-83.

84- Soloski MJ. Recognition of tumor cells by the innate immune system. Curr. Opin.
Immunol. 2001;13:154-62.

85- Ager S, Scott MA, Mahendra P, et al. Peripheral blood stem cell transplantation
after high-dose therapy in patients with malignant lymphoma: a retrospective

97


http://genomebiology.eom/2001/2/12/reviews/3014

comparison with autologous bone marrow transplantation. Bone Marrow Transplant.
1995;16:79-83.

86- Nagler A, Ackerstein A, Or R, Naparstek E, Slavin S. Immunotherapy with
recombinant human interleukin-2 and recombinant interferon-o in lymphoma patients
postautologous marrow or stem cell transplantation. Blood 1997;89:3951-9.

87- Klingemann HG, Eaves CJ, Bammett MJ, Eaves AC, Hogge DE, Nantel SH, et al.
Transplantation of patients with high risk acute myeloid leukemia in first remission with
autologous marrow cultured in interleukin-2 followed by interleukin-2 administration.

Bone Marrow Transplant. 1994;14:389-96.

88- Lauria F, Raspadori D, Ventura MA, Rondelli D, Zinzani PL, Gherlinzoni F, et al.
Immunologic and clinical modifications following low-dose subcutaneous
administration of rIL-2 in non-Hodgkin’s lymphoma patients after autologous bone
marrow transplatation. Bone Marrow Transplant. 1996;18:79-85.

89- Ozerol 1, Ageitos A, Heimann DG, Talmadge JE. Impaired T and NK cell response
of bone marrow and peripheral blood stem cell products to interleukin (IL)-2. Int. J.
Immopharmacol. 1999;21:509-521.

90- Margolin KA, Besien K, Wright C, Niland J, Champlin R, Fung HC, et al.
Interleukin-2-activated autologous bone marrow and peripheral blood steem cells in the
treatment of acute leukemia and lymphoma. Biol. Blood and Marrow Transplant.
1999;5:36-45.

91- Areman EM, Rhodes PL, Mazumder A, Meehan KR. Differential effects of IL-2
incubation on hemotopoietic potential of autologous bone marrow and mobilized PBSC
from patients with hematologic malignancies. J. Hematother. 1999;8:39-44.

92- Verma UN, Areman E, Dickerson SA, Kotula PL, Sacher R, Mazumder A.
Interleukin-2 activation of chemotherapy and growth factor-mobilized peripheral blood
stem cells for generation of cytotoxic effectors. Bone Marrow Transplant. 1995;15:199-
206.

93- Bonig H, Laws HJ, Wundes A, Verheyen J, Hannen M, Kim Y-M, et al. In vivo
cytokines responses to interleukin-2 immunotherapy after autologous stem cell
transplantation in children with solid tumors. Bone Marrow Transplant. 2000;26:91-6.

94- Son Y, Dallal RM, Mailliard RB, Egawa S, Jonak ZL, Lotze MT. Interleukin-18
(IL-18) synergizes with IL-2 to enhance cytotoxicity, interferon-y production, expansion
of natural killer cells. Cancer Res. 2001;61:884-8.

95- Yu T, Caudell EG, Smid C, Grimm EA. IL-2 activation of NK cells: involvement of
MKK1/2/ERK but not p38 kinase pathway. J. Immunol. 2000;164:6244-51.

96- Charak BS, Choudhary GD, Tefft M, Mazumder A.. Interleukin-2 in bone marrow
transplantation: preclinical studies. Bone Marrow Transplant. 1992;10:103-11.

98




97- Silva MRG, Parreira A, Ascensdo JL. Natural killer cell numbers and activity in
mobilized peripheral blood stem cell grafts: Conditions for in vitro expansion. Exp.
Hematol. 1995;23:1676-81.

98- Satoh M, Seki S, Hahimoto W, Ogasawara K, Kobayashi T, Kumagai K, et al.
Cytotoxic yd or o T cells with a natural killer cell marker, CD56, induced from human

peripheral blood lymphocytes by a combination of IL-12 and IL-2. J. Immunol.
1996;157:3886-92.

99- Frey M, Packianathan NB, Fehniger TA, Ross ME, Wang WC, Stewart CC, et al.
Differential expression and function of L-Selectin on CD56™" and CD56%™ natural
killer cell subsets. J. Immunol. 1998;161:400-8.

100- Meehan KR, Badros A, Frankel SR, Cahill R, Areman E, Jenson M, et al. A pilot
study evaluating interleukin-2-activated hematopoietic stem cell transplantation for
hematological malignancies. J. Hemotherapy 1997;6:457-64.

101- Meehan KR, Verma UN, Cahill EM, Areman EM, Sacher RA, Foelber R, et al.
Interleukin-2-activated hematopoietic stem cell transplantation for breast cancer:

investigation of dose level with clinical correlates. Bone Marrow Transplant.
1997;20:643-51.

102- Candeias J, Ramos J, Barbosa IL. Subpopula¢des linfocitirias do sangue
periférico, valores de referéncia por citometria de fluxo. Arq. Medicina 1993;7:7-14.

103- Dunne J, Lynch S, OFarrelly C, Todryk S, Hegarty JE, Feighery C, et al. selective
expansion and partial activation of human NK cells and NK receptor-positive T cells by
IL-2 and IL-15. J. Immunol. 2001;167:3129-38.

104- Rondelli D, Raspadori D, Anasetti C, Bandini G, Re F, Arpinati M, et al.
Alloantigen presenting capacity, T cell alloreactivity and NK function of G-CSF-
mobilized peripheral blood cells. Bone Marrow Transplant. 1998;22:631-7.

105- Shantaram SJ, Lynch JC, Pavletic SZ, Tarantolo SR, Pirruccello SJ, Kessinger A,
et al. Decrease immune functions of blood cells following mobilization granulocyte

colony-stimulating factor: association with donor characteristics. Blood 2001;98:1963-
70.

106- Theilgaard-Monch K, Raaschou-Jensen K, Palm H, Schjodt K, Heilmann C,
Vindelov L, et al. Flow cytometric assessment of lymphocyte subsets, lymphoid
progenitors, and hematopoietic stem cells in allogeneic stem cell grafts. Bone Marrow
Transplant. 2001;28:1073-82.

107- Dreger P, Oberboster K, Schmitz N. PBPC grafts from healthy donors: analysis of
CD34+ and CD3+ subpopulations. Bone Marrow Transplant. 1996;17:522-7.

108- Rodriguez-Fernandez JL, Gomez M, Luque A, Hogg N, Sanchez-Madrid F,

Cabafias C. The interaction of activated integrin lymphocyte function-associated antigen
1 with ligand intercellular adhesion molecule 1 induces activation and redistribution of

99



focal adhesion kinase and proline-rich tyrosine kinase 2 in T lymphocytes. Mol. Biol.
Cell. 1999;10:1891-907.

109- Beverley P. Tumor immunology. In: Roitt M, Brostoff J, Male D, editors.
Immunology. 6th ed. Edinburgh: Mosby; 2001. p. 289-302.

110- Uhrberg M, Valiante NM, Young NT, Lanier LL, Phillips JH, Parham P. The
repertoire of killer cell Ig-like receptor and CD94:NKGA2 receptors in T cells: clones
sharing identical o TCR rearrangements express highly diverse killer cell Ig-like
receptor patterns. J. Immunol. 2001;166:3923-32.

111- Campbell JJ, Qin S, Unutmaz D, Soler D, Murphy KE, Hodge MR, et al. Unique
subpopulations of CD56" NK and NK-T peripheral blood lymphocytes identified by
chemokine receptor expression repertoire. J. Immunol. 2001;166: 6477-82.

112- Carson WE, Haldar S, Baiocchi RA, Croce CM, Caligiuri MA. The c-kit ligand
suppresses apoptosis of human natural killer cells through the upregulation of bcl-2.
Proc. Natl. Acad. Sci.USA 1994;91:7553-7.

113- Miller JS, Prosper F, McCullar V. Natural killer (NK) cells are functionally
abnormal and NK cell progenitors are diminished in granulocyte colony-stimulating
factor-mobilized peripheral blood progenitor cell collections. Blood 1997;90:3098-105.

114- Gardiner CM, Reen DJ. Differentialcytokine regulation of natural killer cell-
mediated necrotic and apoptotic cytotoxicity. Immunol. 1998;93:511-7.

115- Robertson MJ, Manley TJ, Donahue C, Levine H, Ritz J. Costimulatory signals are
required for optimal proliferation of human natural killer cells. J. Immunol.
1993;150:1705-14.

116- Mrézek E, Anderson P, Cligiuri MA. Role of interleukin-15 in the development of
human CD356+ natural killer cells from CD34" hematopoietic progenitor cells. Blood
1996;87:2632-40.

117- Yu H, Fehniger TA,Fuchsuber P, Thiel KS, Vivier E, Carson WE, et al. FIt3 ligand
promotes the generation of a distinct CD34" human natural killer cell progenitor that
responds to interleukin-15. Blood 1998;92:3647-57.

118- Fehniger TA, Caligiuri MA. Interleukin 15: biology and relevance to human
disease. Blood 2001;97:14-32.

119- Parrish-Novak J, Dillon SR, Nelson A, Hammond A, Sprecher C, Gross JA, et al.
Interleukin 2 and its receptor are involved in NK cell expansion and regulation of
lymphocyte function. Nature 2000;408:57-63.

120- Lotzova E, Savary CA, Champlin RE. Genesis of human oncolytic natural killer
cells from primitive CD34'CD33" bone marrow progenitors. J. Immunol.
1993;150:5263-9.

100



121- Shibuya A, Negayoshi K, Nakamura K, Nakauchi H. Lymphokine requirement for
the generation of natural killer cells from CD34" hematopoietic progenitor cells. Blood
1995;85:3538-46.

122- Silva MRG, Hoffman R, Srour EF, Ascensao JL. Generation of human natural
killer cells from immature progenitors does not require marrow stromal cells. Blood
1994;84:841-6.

123- Miller JS, Verfaillie C, McGlave P. The generation of human natural killer cells
from CD34"/DR™ primitive progenitors in long-term bone marrow culture. Blood
1992;80:2182-7.

124- Caligiuri MA, Murray C, Robertson MJ, Wang E, Cochran K, Cameron C, et al.
Selective modulation of human natural killer cells in vivo after prolonged infusion of
low dose recombinant interleukin 2. J. Clin. Invest. 1993;91:123-32.

125- Kogure T, Niizawa A, Hai LX, Fujinaga H, Shimada Y, Ochiai H, et al. Effect of
interleukin 2 on killer cell inhibitory receptors in patients with rheumatoid arthritis.
Ann. Rheum. Dis. 2001;60:166-9.

126- Williams NS, Klem J, Puzanov 1J, Sivakumar PV, Bennett M, Kumar V.
Differentiation of NK1.1", Ly49" NK cells from flt3™ multipotent marrow progenitor
cells. J. Immunol. 1999;163:2648-56.

127- Sosman JA, Stiff P, Moss SM, Sorokin P, Martone B, Bayer R, et al. Pilot trial of
interleukin-2 with granulocyte colony-stimulating factor for the mobilization of
progenitor cells in advanced breast cancer patients undergoing high-dose chemotherapy:
expansion of immune effectors within the stem-cell graft and post-stem-cell infusion. J.
Clin. Oncology 20001;19:634-44.

101



ANEXO 1




IMUNOTERAPIA COM INTERLEUCINA-2 APOS
TRANSPLANTAGAO DE PROGENITORES
HEMATOPOIETICOS PERIFERICOS AUTOLOGOS
ACTIVADOS POR INTERLEUCINA-2 EM DOENTES COM

HEMOPATIAS MALIGNAS

AUTORES:

Pedro Pimentel, Anténio Campos, Susana Roncén, Fernando

Campilho, Carlos Pinho Vaz, Isabel Barbosa, Alzira Carvalhais

LOCAIS DE REALIZACAO DO ESTUDO:

Unidade de Transplantes de Medula

Servigo de Imuno-Hemoterapia

103



RESUMO

A eficacia da autotransplantagdo de progenitores hematopoiéticos autélogos
no tratamento das hemopatias malignas esta limitada pela alta taxa de
recaida. Diversos estudos clinicos sugerem que a interleucina-2, induzindo a
activagao de células citotoxicas com acgéo sobre as células tumorais, pode
reduzir a probabilidade de recaida, quando utilizada em fase de doenga
residual minima. A incubacdo do enxerto de progenitores hematopoiéticos
com interleucina-2 durante 24 horas induz a activagdo de células efectoras
citotoxicas, ndo afecta o potencial hematopoiético do enxerto e potencia o

efeito da interleucina-2 in vivo.

Neste estudo propomos avaliar a viabilidade, toxicidade, efeito na
recuperacao hematopoiética e imunoloégica e eficacia terapéutica da
administragao de interleucina-2, iniciada logo apés infusdo de autoenxerto
pré-incubado com interleucina-2 in vitro durante 24 horas, e mantida durante

3 meses.
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INTRODUGAOQ
Em doentes com hemopatias malignas avangadas, a transplantagéo autéloga
de progenitores hematopoiéticos (autoTPH) € uma modalidade terapéutica

com eficacia bem estabelecida.

A causa principal de insucesso em doentes submetidos a autoTPH é a
recaida de doenga, sendo esta significativamente mais elevada do que em
doentes equivalentes submetidos a transplantacdo alogénica (aloTPH). A
maior taxa de recaida apds autoTPH podera ser atribuida a reinfusdo de
células neoplasicas clonogénicas, a persisténcia de células resistentes ao
tratamento de alta dose efou a auséncia do efeito enxerto contra tumor que

esta presente apoés aloTPH.

Nas leucemias, linfomas, doenga de Hodgkin e mieloma multiplo a existéncia
de um efeito imunoldgico enxerto contra tumor (EVT) apés aloTPH esta bem
demonstrado"™"™"¥. A auséncia deste processo na sequéncia da autoTPH
constitui, assim, um factor importante para a maior taxa de recaida,

comparativamente com a observada depois da aloTPH.

Diversos grupos tém ensaiado a possibilidade de induzir ou intensificar
mecanismos imunolégicos efectores contra células tumorais residuais, apos
quimioterapia de alta dose e autoTPH, altura em que a terapéutica
imunoldgica podera ser mais eficaz, considerando a fase de doenca residual

minima obtida com a terapéutica de alta dose que antecede a autoTPH.

A eficacia da interleucina-2 (IL-2) tem sido investigada no tratamento de
neoplasias ndo hematolégicas e de hemopatias malignas, como agente

imunomodulador. Em diversos estudos observaram-se respostas em doentes
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com leucemia aguda, linfoma, e mieloma mudltiplo refractarios a tratamento

convencional Vi

Diversos ensaios clinicos avaliaram o efeito da IL-2 em doentes com
hemopatias malignas, apés autoTPH.. Embora, na maioria dos casos, se
tivesse observado um efeito imunolégico significativo, as respostas
terapéuticas observadas foram, na maioria dos casos, modestas e pouco

X, i, i, xiii, xiv

convincentes.

Na maioria dos ensaios a IL-2 foi iniciada sé depois de obtida a recuperagéo
hematopoiética. Este facto podera condicionar o eventual efeito terapéutico,

considerando a fase tardia em que é introduzida.

Estudos pré-clinicos mostraram que a incubagdo de progenitores
hematopoiéticos com IL-2 induz a produgao de células citotdxicas capazes de
eliminar as células malignas, por meios imunolégicos, sem comprometer o
potencial regenerativo dos progenitores hematopoiéticos normais. A
associagéo de IL-2 in vivo e in vitro apds autoTPH parece facilitar o efeito

anti-tumoral deste agente biolégico.

Charak e cols avaliaram o efeito da IL-2 sobre a medula 6ssea. Verificaram,
em modelo animal, que a incubagédo de medula éssea com IL-2 durante 24
horas induzia a produgdo de células citotoxicas com actividade litica contra
células tumorais. Por outro lado, o potencial hematopoiético da medula dssea
mantinha-se apos incubagdo com IL-2. Assim, estes resultados sugerem que
a incubagdo de medula 6ssea com IL-2 pode ter um efeito depurador do

enxerto™.
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O mesmo grupo avaliou, em estudos pré-clinicos, o efeito anti-tumoral de (a)
infuséo de enxerto de medula éssea depois de incubada com IL-2, (b) de IL-2
in vivo apés autotransplante com medula n&o tratada e (c) de autotransplante
de medula activada com IL-2, seguida de IL-2 in vivo. Verificou-se que o
efeito anti-tumoral obtido com medula tratada, bem como com IL-2 apos
transplante, utilizados isoladamente, foi modesto. No entanto, nos casos em
que se associou medula pré-incubada com IL-2, seguida de IL-2 in vivo logo
ap6s o transplante o efeito anti-tumoral foi acentuado. Por outro lado, este
efeito deixou de se observar quando a infusdo de IL-2 se fez mais
tardiamente (uma semana depois da infusdo do enxerto activado). Estes
resultados sugerem, assim, um efeito sinergistico da infusdo do enxerto
activado com IL-2 e a utilizagdo de IL-2 in vivo precocemente, logo apds a
infusdo do enxerto activado Estes resultados indicam que a estimulagéao da
medula 6ssea in vitro com IL-2 foi necessaria para que este agente fosse
eficaz depois da transplantacao™"!. Os melhores resultados observaram-se
quando a infiltragdo medular era minima (ou seja, auséncia de doenca

detectavel no exame morfolégico).

Este mesmo grupo demonstrou que enxertos de medula 6ssea (autoMO) ou
de progenitores hematopoiéticos periféricos (autoPBPC) congelados podem
ser incubados com IL-2 durante 24 horas depois de descongelados, sem que

Xviii, Xix, xx

isso afecte o potencial regenerativo dos enxertos

Meehan e cols avaliaram a viabilidade e toxicidade da utilizagao de autoTPH
com enxertos activados com IL-2, seguida de IL-2 in vivo, em doentes com

carcinoma da mama e com hemopatias malignas.
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Sessenta e uma doentes com carcinoma da mama foram submetidas a
quimioterapia de alta dose, seguida de autoPBPC, utlilizando IL-2 in vitro
(incubagdo com IL-2 durante 24 horas) e in vivo (IL-2 subcutanea com inicio
no dia de infusdo do enxerto). A dose maxima tolerada de IL-2 foi de 6x10°
|U/m?/dia, durante 4 semanas (5 dias/semana, total de 20 doses). Nao se

observou atraso na recuperacao hematopoiética™.

Dezasseis doentes com hemopatias malignas foram submetidos a autoTPH
activado por IL-2, apds tratamento citotoxico de alta dose (busulfan +
ciclofosfamida ou irradiagdo corporal total + ciclofosfamida). Os doentes
receberam IL-2 na dose de 1,8x10° IU/m?/dia subcut, iniciada apés
recuperagéo hematopoiética, durante 1-4 semanas. A toxicidade registada foi

aceitavel "

Klingemann e cols efectuaram autoTPH com enxertos de medula 6ssea
incubada com IL-2 em cultura de longa duragéo, durante uma semana, em 10
doentes com leucemia mieloblastica aguda, seguida de administracdo de IL-2
a partir do dia do transplante, na dose de 2-6x10° IU/m?/dia, subcut, durante 7
dias. Os efeitos acessoérios atribuiveis a IL-2 foram ligeiros, obrigando a

suspenséao do tratamento em apenas um doente™

Em suma, estes estudos preliminares indicam a viabilidade de utilizacdo
clinica de IL-2 in vitro e in vivo, em neoplasias ndo hematoldgicas e em
hemopatias malignas, sem comprometer a recuperacido hematopoiética e
sem toxicidade exagerada. Nao ha dados suficientes que permitam avaliar o

beneficio terapéutico da IL-2 in vitro e in vivo.
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Com base nestes dados e no sentido de reduzir o risco de recaida apds
autoTPH, propomo-nos investigar em estudo de fase |l o efeito da IL-2 in vitro
e in vivo na reconstituigdo hematopoiética, a toxicidade relacionada com o
tratamento e a eficacia terapéutica, comparativamente com grupo histérico,
em doentes com hemopatias malignas de alto risco submetidos a autoTPH.
A IL-2 sera administrada em baixa dose, iniciada precocemente e mantida

durante periodo prolongado

OBJECTIVOS DO ESTUDO
1. Avaliar a viabilidade, toxicidade e tolerancia do tratamento com IL-2 in

vivo apés autoenxerto pré-incubado com IL-2.

2. Avaliar o efeito na recuperagdo hematologica e imunolégica do regime

adoptado.

3. Avaliar o efeito na taxa de recaida, sobrevivéncia livre de doenca e

sobrevivéncia global dos doentes, comparativamente com grupo histérico.

DOENTES

1. Critérios de inclusédo
1.1.ldade superior a 18 anos e inferior a 60 anos
1.2. Nao elegivel para transplantagédo alogénica
1.3. Auséncia de envolvimento medular detectavel no exame morfolégico

1.4. Diagnéstico:
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a) Leucemia aguda néo linfoblastica (LANL) em 12 remissao
completa (RC) se uma ou mais das seguintes caracteristicas
presentes: hiperleucocitose (> 50 x10%L) na apresentacgao,
anomalia cromosomica, excepto t(8;21), t(15;17) ou inv(16),
tempo até obtengdo de RC > 4 semanas, LANL secundaria;

22 RC ou seguintes.

b) Leucemia aguda linfoblastica (LAL) em 12 RC se uma ou
mais das seguintes caracteristicas: hiperleucocitose na

apresentacgao, 1(9;22); 22 RC ou seguintes

c¢) Linfoma ndo Hodgkin (LNH) agressivo (subtipos: grandes
células B, imunoblastico, anaplastico ou de células do
manto) se: faléncia de indugdo, 12 recaida com doenga
resistente ou estavel apos terapéutica de 22 linha, ou para

além de 22 recaida.

d) Doenga de Hodgkin (DH) se: faléncia de indugdo, doenca
refractaria ou estavel apés terapéutica de 22 linha, doenca

para além de 22 recaida.

e) Mieloma multiplo (MM) se: n&o elegivel para duplo
autotransplante, ou doenga em progressdo apds 1°

autotransplante.
1.5. Consentimento informado escrito do doente

2. Critérios de exclusédo
2.1. Disfungao hepatica com bilirrubina > 2 vezes o limite superior do

normal, ou ALT/AST > 3 vezes o limite superior do normal.
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2.2. Disfungao renal com Depuragéo creatinina (EDTA) < 75 ml/min/1,73

m?.

2.3. Disfunc¢éo cardiaca — FEV < 45 %

2.4. Disfungao pulmonar — FEV1 < 70%; Capacidade de difusdo < 60%.

2.5. HIV1 ou HIV2 positivo.

2.6. Performance status — indice de Karnofsky < 80%.

2.7. Doenca médica grave nao compensada

METODOS

1. Avaliagdo pré-transplante

Exame fisico, perfil hematolégico, bioquimico e de hemostase,

serologia para CMV, EBV, VHB, VHC, VIH1, VIH2.

Estudo da medula 6ssea por aspirado medular e biopsia,

incluindo estudo morfolégico, imunofenotipico e citogenético.

Nos doentes com DH ou LNH - TAC toracica e abdominal,

cintigrafia com Ga®’.

Nos doentes com MM - doseamento de imunoglobulinas
séricas e urinarias, exame radiolégico do esqueleto, RMN

coluna se pertinente, 2 microglobulina sérica.

Avaliagao de subpopulagdes linfocitarias - CD3, CD4, CDS8,

CD56, CD19, CD20.
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2. Seguimento pos-transplante

e Monitorizagdo da doenga por métodos complementares ao 1°,
3°, 6° 12° 18° 24° meses ou sempre que indicado
clinicamente; em seguida, anualmente.

» Avaliagdo dermatolégica periodica e documentagéo histoldgica
de manifestagdes sugestivas de “doenca enxerto contra

hospedeiro autéloga”.
* Monitorizagao laboratorial

— Avaliagdo imunolégica das populagdes linfocitarias apés
recuperagido de neutrofilos > 0,5x10%L e, em seguida,
quinzenal até completar imunoterapia e aos 6° ,9° e 12°

meses.
- Avaliacao da citotoxicidade linfocitaria, mensalmente.
3. Regimes de quimioterapia de alta dose

e Leucemias agudas (LANL, LAL) — Busulfan 1 mg/kg po de 6/6
horas x 16 (dias -6 a —3) + Melfalan 120 mg/m? iv dose Unica,
dia -2

e Mieloma madiltiplo — Melfalan 200 mg/m? iv dia —1.

* LNH e DH - Carmustina 300 mg/m” iv 1 dia, Etoposido 200
mg/m?/dia iv 4 dias, Citarabina 200 mg/m? de 12/12 horas iv 4

dias, Melfalan 140 mg/m? iv dose tnica (BEAM).

4. Colheita do enxerto
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Sera utilizado enxerto de progenitores hematopoiéticos periféricos,
mobilizados com G-CSF na dose de 10-20 pg/kg/dia. A colheita far-
se-a ao 5° dia e seguintes, até a obtencéo de células CD34+ > 3 x

10%kg de peso do doente.
O enxerto sera criopreservado em azoto liquido.
5. Incubag¢ao do enxerto com Interleucina-2

Ao dia -1, parte do enxerto (2/3) & descongelado e incubado
durante 24 horas com IL-2, segundo protocolo descrito por Verma e

cols.",
6. Imunoterapia pés-transplante

e Interleucina-2 — 6 x 10° |U/m%dia, subcut, 5 dias/semana, a
partir do dia 0, duas horas depois da infusdo do enxerto,
durante 4 semanas. Apods 2 semanas de repouso, a mesma

dose na 12 e 22 semana de cada més até total de 3 meses.
e Modificagdo de dose de IL-2

Toxicidade ndo hematolégica de grau > 3 da escala da WHO:
suspensao de IL-2, retomando na semana seguinte com 50%

da dose.

Manter suspensa se persisténcia de sinais de toxicidade mais

de 72 horas.
7. Terapéutica anti-tumoral adicional
:

Nos doentes com DH ou LNH com massas tumorais a data do

transplante, fardo irradiagao local apos transplante.
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8. Avaliagdo de toxicidade

Sera adoptada a escala da WHO para avaliagdo da toxicidade

induzida pelo tratamento.
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