O papel das células Natural Killer na imunoterapia

1. Resumo

As células Natural Killer (NK) exercem um importante papel na imunidade inata sem
sensibilizacao prévia do sistema imunolégico, onde, combate células tumorais e
doencas infecciosas, por meio da ativagdo de algumas citocinas e quimiocinas. Foi em
meados da década de 1970, que as habilidades das células NK comecaram a tomar

notoriedades.

Com sua incrivel capacidade de apresentarem diversos mecanismos para escape da
vigilancia imunologica, e possibilidades de intervenc¢des imunoldgicas tém sido
propostas. Contudo, o conhecimento sobre evasao tumoral da resposta imune

continua sem muitas respostas, se tornando alvo de muitos estudos.

As células NK séo fenotipicamente definidas com a expressao de superficie CD56, e a
auséncia da expressdo do CD3. Considerada uma populacdo heterogénea, as células
NK humanas apresentam aproximadamente 90% de baixa expresséo do CD56
(CD56%™) mas com altos niveis de CD16, enquanto os outros 10 % das células sdo de
expressao alta do CD56 (CD569") e baixos niveis de CD16. Onde 90% das células
NK circulantes séo fenotipicamente caracterizadas CD56%™ CD16* denominadas
citotoxicas, 0s outros 10 % CD56"9" CD16° como imunoreguladoras, secretando

citocinas (1,51).

Recentemente, houve um grande progresso no entendimento da biologia das células
NK, principalmente nos mecanismos de reconhecimento das células-alvo por meio de
um repertorio proprio de receptores. Esses avancos causaram impacto no estudo do
papel imunolégico das células NK. Os conceitos modernos, junto com progressos
metodolégicos, impulsionaram o estudo da imunoterapia com células NK que hoje se

encontra mais proxima da pratica clinica. Nesta revisao, serdo abordadas estratégias



enfatizando o enorme potencial das células NK para a imunoterapia contra o cancer e
ilustrado por seu amplo reconhecimento de células tumorais, independentemente da
apresentacdo de antigenos, e maior atividade contra tumores que perderam a

expressao de MHC classe | devido a mecanismos de resisténcia adquiridos.

2. Introducéo

Um notével avanco foi observado ao longo das ultimas décadas para melhor elucidar
0s papeis das células NK na imunidade contra tumores e virus. Ao lisar células
transformadas ou infectadas, eles limitam o crescimento do tumor e as infec¢bes
virais. Em humanos séo encontradas na medula éssea (MO), corrente sanguinea,

orgaos linfoides e tecidos.

Primeiramente foram identificadas como linfécitos ndo B e linfécitos ndo T, por
desenvolver atividades ndo semelhantes aos linfécitos T e B (2), enquanto as células T
reconhecem peptideos apresentados por moléculas de moléculas de
histocompatibilidade maior (MHC), as células NK exibem receptores que reconhecem
proteinas autélogas induzidas por estresse em células tumorais, ao mesmo tempo,

sua atividade funcional é inibida por moléculas de MHC exibidas em tais células.

Outro aspecto importante é o seu envolvimento na vigilancia imunolégica contra
tumores que adquirem o potencial de contornar 0s mecanismos intrinsecos
apoptéticos, adaptando assim o microambiente tumoral e na prevencao da
disseminacao de metastases. Na ativacéo, as células NK liberam quimiocinas e
citocinas que auxiliam as respostas inflamatérias e contribuem para hematopoiese,

crescimento e ativacdo de granul6citos e mondcitos (3).

3. Objetivo



Considerando o papel fundamental das células NK surgindo como um alvo prospectivo
para a terapia do cancer, e cada vez mais observa-se o crescente leque de estudos e
diversidade de terapias com 0s quimioterapicos na tentativa de utilizar os mecanismos
de acgéo e citotoxicidade das células NK. Nesta revisdo abordaremos as principais
subpopulaces, sitio de acdo e uma possivel abordagem na terapia do cancer

utilizando células NK.
4. Células NK

Ha mais de quatro décadas células NK séo conhecidas por sua capacidade de causar
danos em células infectadas por virus ou tumorais auxiliando a vigilancia imunolégica
do cancer. No sangue total, 5-10% dos linfécitos circulantes séo representadas por
células NK, as quais sdo caracterizadas por diferentes subgrupos, os principais
fenotipos séo caracterizados como regulatério CD56"9""CD16°, encontrado com maior
frequéncia nos linfonodos e o citotoxico CD569™CD16*, encontrado com maior
frequéncia na corrente sanguinea. O fenétipo CD16 é o receptor chave mediador do
antibody-dependent cell cytotoxicity (ADCC), o primeiro passo para a citotoxicidade
mediada por células NK é a adesdao. Integrinas e outras moléculas de adesao tém um
importante papel na formacao de conjugados entre a célula NK e a célula alvo. Uma
das principais integrinas é a funcéo linféide associada ao antigeno-1 (LFA-1), que tem
como papel induzir a polimerizacdo de actina, rearranjos do citoesqueleto e
aglomeracéo de vesiculas lipidicas. Esses sinais mediados por LFA-1 sozinhos podem
ser suficientes para ativar a citotoxicidade mediada por células NK (19). O processo de
adesao a célula alvo induz alteragbes dindmicas na morfologia das células NK, os
granulos liticos sdo movidos em direcéo ao sitio de interacdo com a célula alvo. Esse
movimento é realizado através de estruturas de citoesqueleto que sdo coordenadas
pelo centro de organizagdo de microtibulos. Os principais contetdo desses granulos

sdo moléculas de perforina e granzima (19,20).



Outro mecanismo de morte celular mediado por células NK é através da ligacédo de
receptores especificos presentes nas células alvo com ligantes na superficie das
células NK pertencente a superfamilia do tumor de necrose tumoral (do inglés - tumour
necrosis factor TNF) e a sua ligacdo induz a apoptose da célula alvo. As células NK
expressam dois membros dessa familia, FasL (também conhecido como CD95L) e o
ligante de apoptose relacionado ao TNF (TRAIL). Muitas células tumorais ndo
expressam Fas (receptor que se liga a FasL), mas as células NK podem diretamente
induzir a expressao de Fas em células tumorais através da secrecdo de TNF. A
atividade citotoxica mediada por TRAIL é relativamente seletiva, onde se observa a
apoptose em linhagens tumorais humanas néo causando efeito nas células normais
(19). A citotoxicidade direta contra células tumorais ou infectadas por virus é apenas
um componente da resposta das células NK, outro componente é a producgéo de
citocinas liberadas por essas células, como interferon-y (IFN-y), que também restringe
a angiogénese tumoral e estimula a imunidade adaptativa (19). Células NK também
interagem com células dendriticas, macréfagos e células T contribuindo para resposta

imune adaptativa antitumoral (5,6).

Com a funcao fundamental de eliminar células com expresséo diminuida ou ausente
das moléculas de histocompatibilidade maior do tipo | (MHC I), o reconhecimento
dessas moléculas é essencial para reconhecer células préprias ou ndo-proprias,
ocorrendo tanto para moléculas de superficie de ativagdo quanto de inibicéo,
apresentam no minimo um receptor de inibicdo para MHC | préprio, agindo como um
mecanismo de seguranca para as células saudaveis, isso ocorre para que ndo haja a
morte das células proprias, este processo é conhecido como “missing-self’ onde as
células NK reconhecem as moléculas de MHC-I com 0 uso dos receptores inibicdo

(3,4).

O reconhecimento de células ndo proprias ocorre por meio a sua capacidade de

reconhecer e eliminar diretamente as células neoplasicas por meio de suas moléculas



de superficie de ativacdo e inibicdo, assim como as células T as células NK
expressam em sua superficie o receptor da familia NKG2, que sdo compostas por sete
tipos (A,B,C,D,E,F,G e H) nos quais os tipo A e B sdo os receptores de inibicdo e o
principal ligante para o receptor NKG2 é o antigeno leucocitario humano HLA-E

(expressa em todas as células nucleadas).

Os receptores de ativacdo expressos na superficie das células NK, tal como natural
cytotoxicity receptors (NCRs), DNAM-1 e receptores da familia 2B4. Os integrantes
NRCs incluem NKp30, NKp44 e NKp46, sdo os principais receptores de ativacdo para

antigenos tumorais (7).
5. Casuistica e metodologia

As células NK reconhecem as células tumorais por receptores de ativagdo como NCRs
que detectam a expressao alteradas de seus ligantes na superficie dessas células,
assim como a auséncia ou a pouca expressao das moléculas de MHC- |, contudo,
células tumorais apresentam um mecanismo de escape imunoldgico, onde nédo ha
ligag&o das células NK com a célula alvo, fazendo com que a célula consiga escapar
dessa acdo. Como exemplo do escape imunoldgico foram observados em pacientes
com leucemia mieloide aguda (LMA) uma reducédo na expressao da NCRs comparada
com o controle saudavel (8). Em inUmeras neoplasias malignas, também foram
encontradas anormalidades na populacéo de células NK, como exemplo foram
observadas expressfes diminuidas nos receptores de ativacdo na LMA (9), mieloma
multiplo (13), melanoma metastatico (10), leucemia linfoide crénica (LLC) (11) e
carcinoma hepatocelular (12). Perceptivelmente, dados obtidos de tumores revelaram
que a presenca de células NK no infiltrado do microambiente tumoral correlaciona-se
com um favoravel prognéstico (14,15,16,17). Apesar dos achados e da eficiente
atividade litica contra células tumorais, ensaios in vitro para o tratamento com
imunoterapia com células NK, ndo foram satisfatérios em beneficio ao paciente (18).

J& na terapia com anticorpos, as células NK sao os principais efetores do ADCC e tém



sido usadas para aumentar a atividade de anticorpos imunoterapéuticos com
resultados promissores (45,46,47). Também foi sugerido a utilizacdo da terapia de
células NK similares ou adotivas, onde vérias abordagens estdo sendo consideradas
para o uso de células NK na terapia do cancer. Uma estratégia é a infusdo de células
NK autélogas ou alogénicas obtidas do sangue periférico. Este método de células NK
derivadas de célula mononuclear do sangue periférico (PBMC,do inglés - peripheral
blood mononuclear cell) tem seus prés e contras, onde 0 uso conveniente € uma
grande vantagem em compara¢ao com outras fontes e o nimero inadequado de
células é um dos principais obstaculos na estratégia baseada em PBMC. Expanséo de
células NK derivadas de PBMC usando citocinas como IL-2 e IL-15 ou camadas de
células alimentadoras da linhagem K562 (células linfoblasto isolada da medula 6ssea
de leucemia mieloide croénica) melhoram perceptivelmente células NK na vigilancia de
tumores. Surpreendentemente, o enxerto autélogo tem alguma limitagéo do que

halogénico devido ao efeito inibitério induzido por moléculas HLA proprias (49).

Células NK obtidas de sangue periférico com deplecéo de células T cultivadas com IL-
2, OKT3 e células sanguineas periféricas autdlogas irradiadas por 10 dias foram
infundidas em oito pacientes com melanoma metastéatico ou carcinoma de células
renais apos reducao de linfécitos, mas nenhuma resposta clinica foi observada (48),
como exemplo da combinagéo de células NK com células T antitumorais infundidas
deve estender o ataque das células imunes as células tumorais que expressam baixos

niveis de antigenos tumorais em pacientes com tumores sélidos (50).

Os estudos iniciais sobre o potencial tratamento de leucemias utilizando células NK
foram realizados contra linhagens leucémicas estabelecidas, como a K562. Mais tarde,
foi relatado que células leucémicas primarias obtidas de pacientes podiam ser lisadas
por células NK halogénicas. Ensaios clinicos demonstraram que a adi¢éo de IFN ou
IL-2 aumentava o potencial antileucémico, inclusive fazendo com que as células NK

passassem a atingir algumas células leucémicas primarias resistentes a atividade



citotoxica de células NK ndo ativadas. Foi observado que as células NK halogénicas
poderiam interagir tanto com células de leucemia linféide aguda quanto mieloides
(21,22). Também foi demonstrado que células NK autélogas ativadas poderiam
eliminar células primarias de LMA e LLA (23,24). Existem evidéncias de que nem
todos os tipos de leucemias sao igualmente susceptiveis a atividade das células NK.
H& mais de duas décadas foi estudado a susceptibilidade de diferentes tipos de
leucemias, utilizando uma linhagem de células NK (NK-92), dependente de IL-2 e
desempenhando o papel de uma célula NK ativada. A NK-92 tem auséncia de
expressao de todos os KIR inibitérios e alta expresséo de receptores ativadores, como
NKG2D, NKp46, NKp30 e NKp44, portanto, desenvolvendo um maior potencial
citotéxico em comparacao com as células NK obtidas a partir de doadores saudaveis.
Por isso, a linhagem NK92 é utilizada em vérios estudos de susceptibilidade/

resisténcia a atividade NK (25,26).

Outro estudo clinico demonstrou que células NK alorreatividade podem eliminar com
eficiéncia blastos em pacientes com LMA durante o transplante de células tronco
hematopoiética haploidéntica (TCTH) (27,28,29). Partindo da teoria do missing-self, foi
proposto que a auséncia de ligantes de HLA nos pacientes para os receptores KIR
inibidores do doador, ou seja, incompatibilidade KIR, poderia gerar alorreatividade e
levar a lise de células leucémicas do paciente. Clones de células NK do doador foram
preparados in vitro através da selecéo por alorreatividade contra epitopos de HLA
especificos. A partir desses clones, ensaios de citotoxicidade foram realizados contra
células leucémicas dos respectivos pacientes em 4 casos de LMA e 5 de LLA. Todas
as amostras de LMA foram sensiveis a esse ensaio, enquanto apenas duas amostras
de LLA foram sensiveis. Analises de imunofluorescéncia mostraram que todos 0s
casos de LLA resistentes a atividade NK exibiram baixa expressao de superficie de
LFA-1 quando comparadas com as amostras de LLA e LMA susceptiveis. Outro

estudo realizado por esse grupo demonstrou que a incompatibilidade KIR em



pacientes com LMA submetidos ao TCTH haploidéntico levava a uma melhora na
sobrevida e diminui¢do no risco de recaida. No entanto a incompatibilidade KIR néo
causou nenhum impacto em LLA, sugerindo que as células de LLA exibissem outros
mecanismos de resisténcia a atividade NK além do envolvimento do KIR. Esses
estudos mostraram que, muitas vezes, as LLA apresentam forte resisténcia a atividade
citotoxica das células NK, mas os mecanismos envolvidos ainda nao estao bem
compreendidos. Pesquisadores verificaram a atividade citotéxica da linhagem NK-92
contra 12 linhagens estabelecidas de LLA e 16 amostras primarias obtidas a partir de
pacientes com LLA com objetivo de verificar quais mecanismos de resisténcia
estariam envolvidos. Quase todas as células de LLA comprometidas com linhagem B
se mostraram resistentes a atividade citotoxica, enquanto os casos de LLA-T
apresentaram susceptibilidade moderada. Para todos os tipos de LLA estudados, as
células leucémicas primarias foram mais resistentes quando comparadas as
linhagens. Esse estudo demonstrou que as moléculas de adeséo, como LFA-1,

contribuem apenas parcialmente para a susceptibilidade das células alvo (26).

Também foi observado que fatores sollveis derivados de blastos de LLA resistentes
nao sdo capazes de diminuir o potencial litico contra células sensiveis. Foi analisado o
papel do receptor ativador NKG2D que, conforme citado anteriormente, reconhece a
expressao sequéncia A relacionada ao polipeptideo do MHC classe | (MICA), MICB e
ULBP. Foi observado que a expressao MICA e MICB em linhagens de LLA sé

ocorriam em linhagens susceptiveis a atividade NK (29).

A capacidade das células NK de matar células leucémicas in vitro e os estudos
recentes da influéncia dos seus receptores no TCTH sugerem que essas células tém
um papel central no controle e eliminagdo das leucemias. Diferentes mecanismos sao
utilizados por células neoplasicas para escapar da vigilancia imunolégica das células
NK. Ainda n&o existe um consenso de quais subtipos de LLA e LMA s&o mais

susceptiveis a atividade das células NK e quais mecanismos de resisténcia estao



associados a cada subtipo de leucemia. A aquisicdo desse conhecimento € de
extrema importancia para o desenvolvimento de novas modalidades

imunoterapéuticas no tratamento de leucemias agudas (30,31, 32).

O estudo da atividade antileucémica das células NK e seus receptores esta fazendo
com que cada vez mais seja percebida a importancia dessas células para a vigilancia
imunoldgica antitumoral e imunoterapia. Na década de 1980, foi demonstrado que
células NK ativadas administradas em modelos animais poderiam resultar em
resisténcia a metéstase e regressao de tumores estabelecidos. Porém, durante muitos
anos, a dificuldade de gerar um nimero suficiente de células in vitro, mantendo a sua
capacidade antitumoral in vivo, foi um dos maiores obstaculos para a aplicacao clinica
da imunoterapia adotiva de células NK. Entretanto, com os avang¢os da ultima década
do processo de reconhecimento das células alvo pelas células NK e metodologias
mais modernas de purificacao dessas células, surgiram possibilidades de novos
progressos na imunoterapia adotiva de células NK para o tratamento de leucemias e
outros tipos de tumor (25,33, 34). O estudo do papel das células NK no TCTH
haploidéntico levou a sugestéo de que a alorreatividade de células NK poderia ter um
impacto no desenvolvimento de novos procedimentos clinicos. As células NK
alorreativas poderiam ser infundidas para prevenir recaidas, favorecer o enxerto e
modular a doenga enxerto contra o hospedeiro (DECH) no TCTH. As células NK
alorreativas, de origem do mesmo doador do transplante ou de um doador diferente,
poderiam ser infundidas antes do TCTH como parte de um regime de condicionamento
de intensidade reduzida ou a infusdo dessas células poderia ocorrer depois do
transplante, numa tentativa de tratar recaidas, semelhante a imunoterapia de infusao

de linfécitos do doador (35).

Alguns grupos tém investigado a preparacéao e infusdo de células NK de doador
purificada e depletada de células T com o objetivo de consolidar o enxerto e induzir o

efeito enxerto contra leucemia nos pacientes apés TCTH haploidéntico ou com outros



tipos de doador. No entanto ainda ndo ha dados clinicos ou experimentais para ajudar
a definir uma dose adequada de células NK (36). Conquanto ndo existe nenhuma
técnica disponivel para mobilizar as células NK para o sangue periférico, uma
estratégia que pode ser utilizada para imunoterapia de células NK consiste em fazer

uma leucoférese e posteriormente separar as células NK.

Uma forma de purificar células NK em larga escala é através do método
imunomagnético em duas etapas, em que a primeira consiste na deplecdo de CD3 e a
segunda de enriquecimento de CD56. Esse método obtém pureza de 90% de células
NK com deplecéo eficiente de células T. A citotoxicidade natural das células NK
purificadas aumenta aproximadamente em cinco vezes em comparagdo com as
células NK misturadas as células mononucleares. Pode ser feita uma expanséo ex
Vivo com objetivo de ativar as células CD56 recém selecionadas (aumentando o
potencial citotéxico dessas células) e amplificar o nimero total de células NK.
Atualmente, tem sido possivel a selecdo, enriquecimento, ativagéo e expanséo de
células NK purificadas para aplicacao clinica, porém o procedimento laboratorial &

longo, caro e precisa de equipe capacitada (36,37,38).

Em um estudo prospectivo de mais de 3.500 individuos com acompanhamento de 11
anos, o ajuste por idade risco relativo de cancer foi significativamente maior naqueles
individuos com baixa citotoxicidade do sangue periférico células mononucleares
(PBMCs) versus células K562, que séo alvos celulares comumente usados para medir

a citotoxicidade das células NK (39).

Em pacientes com cancer, o grau de infiltragdo de células NK em tecidos tumorais foi
prognostico em alguns pacientes coortes (40,41) e uma funcéo reduzida das células
NK foi associada a pior desfecho. Em pacientes com tumores gastrointestinais, maior
expressao do receptor ativador NKp30, que resulta em um receptor com menor
capacidade estimulatéria, foi associado a menor sobrevida (42), enquanto que em

pacientes com neuroblastoma, a relacéo entre NKp30a, NKp30b e NKp30c foram



supostamente preditivas de sobrevida livre de progressdo em uma analise
retrospectiva (43). Em pacientes com cancer colorretal, delecéo de IL15 e a reducdo

na expresséao de IL-15 foi associada a um maior risco de recidiva (44).
6. Concluséao

Apesar de grandes avancos em técnicas para purificacéo e cultivo das células NK,
ainda ha muito a ser estudado e compreendido, principalmente com relacdo ao escape
imunoldgico das células tumorais com varios mecanismos para escapar da agéo das

células NK.

Os conceitos modernos na area de imunologia do cancer associado ao progresso
metodoldgico impulsionam o estudo da imunoterapia com células NK, motivando

assim futuros projetos de pesquisa.
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