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RESUMO 

Introdução: A leucemia mieloide crônica (LMC) é uma desordem 

mieloproliferativa clonal cuja transformação neoplásica da célula-tronco 

hematopoiética ocasiona o acúmulo das células mieloides e seus progenitores. 

As células Natural Killer (NK) são componentes fundamentais da imunidade 

inata, apresentando a habilidade de defender rapidamente o organismo contra 

patógenos infecciosos e também possui ação contra células tumorais. No 

entanto, pacientes com LMC parecem ter menor contagem de células NK à 

medida que a doença progride, bem como a citotoxicidade diminuída nas células 

NK restantes. A terapia adotiva com células NK pode ter um papel potencial no 

tratamento de pacientes com LMC. 

Materiais e métodos: Nosso estudo pretende explorar a viabilidade de se utilizar 

células NK autólogas para o tratamento de portadores de LMC, resistentes ou 

intolerantes aos inibidores de tirosino quinase (TKIs), além de conhecer o perfil 

epidemiológico desta população. Para tanto, precisamos esclarecer se, a partir 

de uma amostra de sangue periférico destes pacientes, conseguimos expandir 

células NK em número suficiente para a infusão in vivo no futuro. Foram 

analisadas amostras de sangue periférico de 6 pacientes com LMC. As células 

NK foram expandidas a partir de células mononucleares do sangue periférico 

após depleção dos linfócitos T. Elas foram co-culturadas com células 

apresentadoras de antígeno clone 9 K562, posteriormente modificadas para 

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

Resultados: Trinta e nove porcento dos pacientes acompanhados no Hospital 

de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) foram refratários ou intolerantes ao 

imayinibe. A sobrevida global em 8 anos de pacientes que fizeram uso de três 

ou mais linhas de tratamento foi significativamente menor quando comparada 

aos pacientes que conseguiram manter o imatinibe como a primeira linha de 

tratamento. Falha em atingir resposta citogenética complete, resposta molecular 

maior e interrupção do tratamento foram associadas com maior chance de 

progressão para terceira linha de tratamento. Todas as culturas apresentaram 

expansão adequada e clinicamente significativa das células NK. Aparentemente, 



 

não há diferença para a expansão das células NK conforme TKI em uso, tempo 

de evolução da doença e resposta atual.  

Conclusão: Este estudou demontrou a efetividade da plataforma com mIL-21 

para expansão de células NK em pacientes com CML refratários ou intolerantes 

aos inibidores de tirosino quinase. Os achados do nosso estudo são promissores 

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

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

celular, Inibidores Tirosino Quinase, Interleucina-21  



 

ABSTRACT 

Introduction: Chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal myeloproliferative 

disorder which neoplastic transformation of hematopoietic stem cells leads to the 

accumulation of myeloid cells and their progenitors. Natural killer (NK) cells are 

a fundamental part of innate immunity, with a major role in rapid response against 

infectious agents and activating immune system against tumoral cells. Patients 

with CML, however, seem to have lower NK cell counts as disease progresses, 

as well as diminished cytotoxicity in those NK cells remaining. Adoptive NK cell 

therapy may have a potential role in treatment of CML patients. 

Methods: The study aims to explore the feasibility of using autologous NK cells 

for the treatment of patients with CML resistant or intolerant to tyrosine-kinase 

inhibitors (TKIs), and the epidemiological profile of this population. Therefore, we 

need to clarify whether, from a peripheral blood sample of these patients, we 

were able to expand enough NK cells for infusion in vivo in the future. Peripheral 

blood samples from 6 CML patients were analyzed. NK cells were expanded from 

peripheral blood mononuclear cells after depletion of T cells. They were co-

cultured with clone 9 K562 aAPCs (artificial antigen presenting cells), which were 

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

Results: Thirty nine percent of patients were refractory or intolerant to imatinib. 

Overall 8-year survival rate of the patients who went through three or more lines 

of treatment was significantly lower compared to the ones who were able to 

maintain imatinib as their first-line therapy. Failure in achieve complete 

cytogenetic response, major molecular response and treatment interruption were 

associated with progressing to the third line treatment. All cultures performed had 

adequate and clinically significant expansion of NK cells. Seemingly, there is no 

difference for NK cell expansion according to TKI in use, disease evolution time 

and current response.  

Conclusion: The study demonstrated the effectiveness of the mIL-21 platform 

for NK cell expansion in CML patients refractory or intolerant to TKIs. Findings of 

this study are promising and generate the prospect of the possibility of using 

autologous NK cells in this group of patients. 



 

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

inhibitors; Interleukin-21 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A leucemia mieloide crônica (LMC) é uma desordem mieloproliferativa 

clonal cuja transformação neoplásica da célula-tronco hematopoiética ocasiona 

o acúmulo das células mieloides e seus progenitores 1. Esta doença é o resultado 

de uma anormalidade genética caracterizada pela presença do cromossomo 

Philadelphia (Ph), originado da translocação entre os braços longos dos 

cromossomos 9 e 22. Esta translocação forma a fusão do gene ABL (abelson 

leukemia virus) proveniente do cromossomo 9 com o gene BCR (breakpoint 

cluster region) do cromossomo 22 2,3. O oncogene híbrido BCR-ABL ativado 

promove a fosforilação de uma proteína quimérica. Esta proteína é responsável 

pela proliferação de um clone maligno de células inicialmente mieloides na 

medula óssea devido à atividade excessiva da tirosina quinase 4. 

 O conhecimento desta anormalidade tem papel fundamental no 

desenvolvimento da terapia para esta condição. A introdução dos inibidores de 

tirosino quinase (TKI, do inglês tyrosine-kinase inhibitor), tratamento direcionado 

para a oncoproteína BCR-ABL, mudou drasticamente a história clínica dos 

pacientes com LMC. O mesilato de imatinibe foi a primeira droga desta classe 

5,6. Entretanto, devido à resistência medicamentosa relacionada ao imatinibe 

uma segunda geração de TKI foi criada 7,8. Atualmente, nilotinibe e dasatinibe 

também estão aprovadas como tratamento de primeira para LMC e produzem 

maior benefício do que o imatinibe no que se refere aos parâmetros de resposta 

molecular, citogenética e hematológica 9,10. Entretanto, é comum que pacientes 

em uso de TKI apresentem efeitos colaterais destas drogas e por isso tenham 

que alterar o esquema de tratamento 11. 

 Apesar de todos estes avanços o transplante de células tronco 

hematopoiéticas (TCTH) ainda é considerado como único tratamento capaz de 

promover a cura da LMC. Atualmente, o TCTH é indicado em pacientes com 

LMC em fase crônica que apresentem refratariedade a uma ou mais linhas de 

tratamento ou ainda intolerância a dois TKIs diferentes, além daqueles 

portadores da mutação T315I. Pacientes que se apresentem em fase acelerada 
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ou crise blástica também têm indicação para realização do transplante 12,13. O 

TCTH alogênico, no entanto, é um procedimento complexo acompanhado de 

elevada morbi-mortalidade. 

 O efeito do enxerto contra leucemia (GVL, do inglês, graft-versus-

leukemia) descreve, em linhas gerais, uma resposta imuno-mediada capaz de 

induzir o estado de remissão continuada de uma doença onco-hematológica 

tratada através de TCTH e, em última análise, o GVL é o mecanismo de cura 

deste procedimento. Existem duas células capazes de reconhecer e lisar células 

neoplásicas: os linfócitos T citotóxicos e as células natural killer (NK) e ambas 

possuem ação central no mecanismo das reações GVL 14,15. Este efeito foi 

primeiramente descrito em pacientes com LMC submetidos ao TCTH 16. A 

possibilidade de explorar o efeito GVL, sem utilizar o TCTH, proporcionaria a 

possibilidade de utilizar os benefícios do TCTH sem os malefícios gerados pelos 

linfócitos T alogênicos que causam a doença do enxerto contra o hospedeiro 

(DECH) razão da não desprezível morbi-mortalidade do transplante. 

 As células NK são componentes fundamentais da imunidade inata, 

apresentando a habilidade de defender rapidamente o organismo contra 

patógenos infecciosos e também possui ação contra células tumorais 17. A 

funcionalidade das células NK é controlada por uma grande variedade de 

receptores de superfície, os quais podem atuar na inibição ou ativação celular. 

Esta dualidade regula a citotoxicidade das células NK 18. Os receptores inibitórios 

reconhecem as moléculas do complexo de histocompatibilidade maior (MHC do 

inglês, major histocompatibility complex) de classe I próprias do organismo e 

assim previnem a ativação das células NK contra alvos próprios 19. 

 O envolvimento das células NK frente a diversas condições patológicas já 

é reconhecido. Uma das funções primordiais das células NK é a vigilância 

imunológica que se dá através do reconhecimento de células neoplásicas como 

alvo 20. As células NK fornecem proteção imunológica contra diversos tipos de 

infecções virais 21–23, e também estão implicadas na patogênese e regulação de 

patologias autoimunes e no controle de doenças alérgicas 18. 

 Assim como para outras neoplasias, as células NK possuem marcada 

atividade citotóxica contra diferentes tipos de leucemia, atuando na linha de 
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frente de combate contra as células tumorais. Na LMC, o número de células NK 

parece diminuir com a progressão da doença da fase crônica para a crise 

blástica; entretanto, a translocação do gene BCR-ABL afeta células dendríticas, 

gerando mecanismos que facilitarão que as células doentes escapem da lise 

mediada pelas células NK 24. A terapia alvo com TKI também possui efeitos sobre 

as células NK. Imatinibe e dasatinibe possuem impactos positivos sobre a 

quantidade e citotoxicidade das células NK, enquanto que para o nilotinibe, o 

impacto exercido pelo sobre a citotoxicidade das células NK é menor 25–27. 

 Em estudos in vitro, demonstramos que células NK obtidas da medula 

óssea de portadores de LMC são capazes de desenvolver atividade citotóxica 

contra as células BCR-ABL positivas do próprio paciente 28. Nosso estudo 

pretende explorar a viabilidade de se utilizar células NK autólogas para o 

tratamento de portadores de LMC, resistentes ou intolerantes aos TKIs. Para 

tanto, precisamos esclarecer se, a partir de uma amostra de sangue periférico 

destes pacientes, conseguimos com a plataforma tecnológica estabelecida em 

nosso Centro de Tecnologia e Terapia Celular, expandir células NK em grau 

clínico, ou seja, em números suficientes para a infusão in vivo. Também é 

necessário conhecer o perfil epidemiológicos e desfechos clínicos desta 

população de interesse. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Estratégias para localizar e selecionar informações 

 

Esta revisão da literatura foi elaborada através de revisão bibliográfica de 

artigos científicos publicados em revistas, periódicos e jornais nacionais e 

internacionais. O objetivo da revisão foi levantar dados relacionando ao uso 

terapêutico de células NK com o efeito doença do enxerto versus hospedeiro 

(DECH) em pacientes com LMC antes da realização de transplante de células 

tronco hematopoiéticas. Foram selecionadas as publicações nas bases de dados 

do PubMed, ScienceDirect e Scielo, utilizando-se associados e/ou isoladamente 

os unitermos “hematopoietic stem cell transplantation”, “natural killer cell”, “graft-

versus-host-desease”, “graft-versus-leukemia-effect”, “chronic myelogenous 

leukemia”, “tyrosine kinase inhibitors” e “KIR receptor” para artigos publicados 

entre 1980 e 2017, conforme apresentado na figura 1. 

  

Figura 1. Estratégias de busca e seleção de artigos 
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2.2 Leucemia Mieloide Crônica 

2.2.1 Introdução 

 

A LMC é uma desordem mieloproliferativa clonal cuja transformação 

neoplásica da célula-tronco hematopoiética ocasiona o acúmulo das células 

mieloides e seus progenitores 1. A incidência da LMC é de 1 a 1,5 casos para 

cada 100 mil habitantes/ano e representa aproximadamente 15% de todas as 

leucemias. A mediana de idade ao diagnóstico é de aproximadamente 67 anos, 

com menos de 10% dos casos em pacientes com menos de 20 anos, e costuma 

incidir mais frequentemente em homens 29,30.  

A apresentação clínica da LMC, assim como a sua evolução, é 

extremamente heterogênea 31. Tradicionalmente, a doença evolui em três fases: 

crônica, acelerada e crise blástica. Na fase crônica ocorre proliferação clonal 

maciça das células granulocíticas, mantendo estas a capacidade de 

diferenciação. A maioria dos pacientes é diagnosticada durante esta fase, sendo 

que até 40% dos pacientes são assintomáticos 32,33. Fase crônica é definida pela 

contagem de blastos inferior a 15%, basófilos inferior a 20% além da soma entre 

blastos e promielócitos menor do que 30% no sangue periférico e na medula 

óssea 5.  

Posteriormente, num período de tempo que varia de 3 a 5 anos, o clone 

leucêmico acumula alterações genéticas secundárias e a doença passa a ser de 

difícil controle e pode progridir para uma leucemia aguda ou crise blástica 32. 

Nesta fase ocorre acúmulo de células blásticas em sangue periférico ou medula 

óssea ou ainda agregado de blastos extramedular (Tabela 1) 13,34. Por tratar-se 

de uma proliferação clonal da célula-tronco hematopoiética pluripotente os 

blastos podem sofrer diferenciação mieloide ou linfoide, sendo necessária 

análise imunofenotípica para correta determinação 35. Aproximadamente 80% 

dos pacientes evoluem para crise blástica com diferenciação mieloide ou  

indiferenciada e os demais apresentam blastos com linhagem linfoide 36. Crise 

blástica extramedular mais comumente acomete pele, linfonodos, sistema 

nervoso central e baço; entretanto, pode acometer qualquer outro sítio 37.  
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Tabela 1. Critérios para definição de crise blástica 

 Definição 

ELN13 - Blastos ≥ 30% em SP ou MO 

- Proliferação blástica extramedular, exceto baço 

OMS34 - Blastos ≥ 20% em SP ou MO 

- Proliferação blástica extramedular, exceto baço 

- Grandes focos ou aglomerados de blastos em biópsia de medula 

óssea 

 

 

 A fase intermediária, chamada de fase acelerada, é caracterizada por 

sintomas constitucionais como febre, sudorese noturna, dor óssea, perda de 

peso além de esplenomegalia progressiva. Ocorre dificuldade em controle das 

contagens, assim como refratariedade ao tratamento convencional 38. Os 

pacientes podem desenvolver alterações cariotípicas adicionais, sendo mais 

frequentes as trissmoias do 8 e do 19 e isocromia i(17q) 39,40. Antes do 

desenvolvimento dos TKI, a fase acelerada apresentava tempo médio de 

evolução de aproximadamente um ano 38. Existem três versões distintas de 

critérios para definição de fase acelerada da LMC, publicados pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS) 34, European LeukemiaNet (ELN) 13 e MD Anderson 

Cancer Center (MDACC) 1. Estes critérios foram agrupados na tabela 2. 
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Tabela 2. Critérios para definição de fase acelerada 

 Definição 

ELN13 - Blastos em SP ou MO 15-29% 

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

- Basófilos ≥ 20% em SP 

- Plaquetopenia persistente ≤ 100 x 109/L não relacionada ao 

tratamento 

- Anormalidades cromossômicas em células Ph+, rota maior, sob 

tratamento 

MDACC1 - Blastos ≥ 15 e < 30% em SP 

- Blastos  e promielócitos ≥ 30% em SP 

- Basófilos ≥ 20% em SP 

- Plaquetas ≤ 100 x 109/L não relacionada ao tratamento 

- Evolução clonal 

OMS34 - Persistente ou aumento de leucócitos (> 10 x109/L), não responsivo 

ao tratamento 

- Persistente ou aumento da esplenomegalia, não responsivo ao 

tratamento 

- Trombocitose persistente (> 1000 x109/L), não responsiva ao 

tratamento 

- Trombocitopenia persistente (< 100 x109/L), não responsiva ao 

tratamento 

- Basófilos ≥ 20% em SP 

- 10-19% de blastos em SP ou MO 

- Anormalidades cromossômicas adicionais em células Ph+, que 

incluem rota maior, cariótipo complexo ou anormalidades do 3q26.2 

- Nova anormalidade cromossômica clonal que ocorra durante o 

tratamento 

- Resistência hematológica ao primeiro TKI (ou falha em atingir RHC)  

- Indicação hematológica, citogenética ou molecular de resistência a 

dois TKI sequenciais 

- Ocorrência de duas ou mais mutações no BCR-ABL1 durante o 

tratamento com TKI 

 

2.2.2 Fisiopatologia 

 

 A LMC é o resultado de uma anormalidade genética caracterizada pela 

presença do cromossomo Ph, originado da translocação entre os braços longos 
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dos cromossomos 9 e 22. Esta translocação forma a fusão do gene ABL 

proveniente do cromossomo 9 com o gene BCR do cromossomo 22 2,3. O 

oncogene híbrido BCR-ABL ativado promove a fosforilação de uma proteína 

quimérica geralmente de 210 kDa (p210BCR-ABL), responsável pela 

proliferação de um clone maligno na medula óssea devido à atividade excessiva 

da tirosina quinase 1,4. Na LMC, o ponto de ruptura do BCR ocorre entre os éxons 

12 e 16. Quando este ponto de ruptura ocorre entre o primeiro e segundo éxons 

a proteína de fusão gerada tem tamanho menor (p190), sendo esta alteração 

mais frequente nos pacientes com leucemia linfoblástica aguda 4. Estas 

variações são responsáveis pelas diferenças fenotípicas ocorridas na doença 41.  

 Podem ocorrer alterações citogenéticas adicionais (ACA), sendo as mais 

frequentes, trissomias do cromossomo 8 (+8) e 19 (+19), cromossomo Ph extra 

(+Ph), isocromossomo 17 i(17q) e ider(22)(q10)t(9;22)(q34;q11), todas também 

conhecidas como alterações de “rota principal” 42. Embora as deleções do 

cromossomo 9 não apresentem valor prognóstico, as alterações de “rota 

principal” estão associadas a piores respostas 43. 

 O conhecimento desta anormalidade tem papel fundamental no 

desenvolvimento da terapia para esta condição. A introdução dos TKI, 

tratamento direcionado para a oncoproteína BCR-ABL, mudou drasticamente a 

história clínica dos pacientes com LMC 6. 

 

2.2.3 Prognóstico 

 

 Diversos escores prognósticos foram desenvolvidos no cenário da LMC 

com intuito de predizer o tempo da fase crônica e risco de progressão da doença 

44, sendo os escores de Sokal, Hasford e EUTOS os mais utilizados na prática 

clínica, todos devendo ser calculados em pacientes virgens de tratamento 45–47.  

Sokal45 leva em consideração idade do paciente; tamanho do baço, 

medido em centímetros abaixo de rebordo costal esquerdo; contagem de 

plaquetas e porcentagem de blastos circulantes e Hasford46 associa a 

porcentagem de basófilos e eosinófilos a estas variáveis. Estes escores foram 
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validados e publicados antes do advento dos TKI, entretanto, ainda são úteis e 

conseguem predizer sobrevida relativa em pacientes em uso de Imatinibe 48. O 

escore EUTOS47 avalia tamanho do baço e porcentagem de basófilos e foi 

validado em uma coorte com pacientes usuários de Imatinibe em primeira linha 

de tratamento. 

 

   2.2.4 Resposta ao Tratamento 

 

 A resposta que o paciente atinge com o uso do TKI é fator prognóstico 

importante. Os objetivos do tratamento visam o alcance da resposta 

hematológica completa (RHC), de respostas citogenéticas maiores e de 

respostas moleculares profundas (Tabela 3). RHC é definida como número de 

leucócitos inferior a 10000/microL, ausência de granulócitos imaturos e menos 

do que 5% de basófilos; contagem plaquetária inferior a 450000/microL e baço 

não palpável ao exame físico. Resposta citogenética maior é atingida quando há 

redução para níveis inferiores a 35% de metáfises de Ph. Na resposta ótima ao 

tratamento, espera-se que o paciente atinja RHC até três meses do início de um 

TKI, alcance resposta citogenética maior até os 6 meses e aos 12 meses 

resposta citogenética completa 13. Aos 3 meses, a obtenção de uma presença 

de transcritos BCR-ABL > 10% parece ter impacto prognóstico negativo 49,50.  

Após, espera-se que o paciente atinja respostas moleculares maiores (RMM), 

caracterizada pela redução de transcritos BCR-ABL a uma quantidade superior 

a 3 logaritmos ou proporção de BCR-ABL1/ABL1 ≤ 0,1%, e cada vez mais 

profundas (Tabela 4) 13.  

 Por muitos anos procurou-se avaliar amostras de sangue periférico ou 

medula óssea de pacientes com LMC assintomáticos, com intuito de 

diagnosticar-se precocemente recaídas. Com o advento da tecnologia para 

análise molecular, passou-se a monitorizar pacientes com LMC respostas 

citogenéticas e com isso, pode-se identificar os pacientes que tendem a 

apresentar respostas mais duradouras e por consequência menores riscos de 

recaída 51. Níveis profundos de resposta molecular podem ser definidos de 

acordo com a padronização internação para análise de PCR BCR-ABL a partir 



20 
 

da redução de 4 logaritmos 52. Evidências sugerem que a obtenção de respostas 

moleculares profundas, principalmente quando atingidas precocemente, 

correlacionam-se com melhores desfechos a longo prazo, tais como sobrevida e 

progressão 53.   

 

Tabela 3. Definições de respostas em leucemia mieloide crônica13 

 Definições 

RHC - Leucócitos totais < 10000/microL 

- Basófilos < 5% 

- Ausência de mielócitos, promielócitos e mieloblastos 

- Plaquetas < 450000/microL 

- Baço não palpável 

Resposta 

citogenética 

 

    Maior - Completa: Ausência de metáfises de Ph ou < 1% de núcleos 

positivos de BCR/ABL de pelo menos 200 núcleos no FISH 

- Parcial: 1-35% de metáfises de Ph 

    Menor - 36-65% de metáfises de Ph 

    Mínima - 66-95% de metáfises de Ph 

    Ausência - > 95% de metáfises de Ph 

Resposta molecular 

maior 

 

   RM3 - Doença detectável com proporção de BCR-ABL1/ABL1 ≤ 

0,1% (≥ 3 log de redução) conforme escala internacional 

   RM4 - Doença detectável com proporção de BCR-ABL1/ABL1 ≤ 

0,01% (≥ 4 log de redução) conforme escala internacional 

   RM4.5 - Doença detectável com proporção de BCR-ABL/ABL1 ≤ 

0,0032% (≥ 4,4 log de redução) conforme escala internacional 

   RM5 - Doença detectável com proporção de BCR-ABL1/ABL1 ≤ 

0,0001% (≥ 5 log de redução) conforme escala internacional 
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Tabela 4. Definição de resposta aos TKI em primeira linha de tratamento 
(adaptado de Baccarani et al)13 

 Resposta 
ótima 

Warning Falha 

Inicio de tratamento NA 

Pacientes de alto 
risco ou alterações, 

ACA/Ph+, “rota 
principal” 

NA 

3 meses 
BCR-ABL ≤ 10% 
e/ou Ph+ ≤ 35% 

BCR-ABL > 10% 
e/ou Ph+36-95% 

Ausência RHC 
e/ou Ph+ > 95% 

6 meses 
BCR-ABL < 1% 

e/ou Ph+ 0 
BCR-ABL 1-10% 
e/ou Ph+ 1-35% 

BCR-ABL > 10% 
e/ou Ph+ > 95% 

12 meses BCR-ABL ≤ 0,01%  BCR-ABL > 0,1-1% 
BCR-ABL > 1% 
e/ou Ph+ > 0% 

Após e a qualquer 
momento 

BCR-ABL ≤ 0,01% 
ACA/Ph- (-7 ou -

7q) 

Perda de RHC 
Perda de RCyC 

Perda confirmada 
de RMM 
Mutações 
ACA/Ph+ 

NA: não se aplica 

 

   2.2.5 Resistência aos TKI 

 

 Resistência ou intolerância ao tratamento padrão com TKI pode ocorrer. 

Estima-se que aproximadamente 25 a 30% dos pacientes inicialmente tratados 

com imatinibe possam exibir resistência primária 5, definida como ausência de 

resposta hematológica completa após 3 meses de tratamento; ausência de 

qualquer resposta citogenética em 6 meses; ausência de resposta citogenética 

maior em 12 meses; elevação das contagens de leucócitos em duas ocasiões 

subsequentes ou recaída após remissão hematológica completa ou resposta 

citogenética maior 54. A resistência primária comumente ocorre por mecanismos 

independentes ao BCR-ABL e pode reverter com simples aumento da dose do 

TKI. Entretanto, cerca de 10% dos pacientes ainda apresentam-se resistentes 

mesmo com esta mudança posológica 55.  

 Por outro lado, resistência secundária, definida como perda de resposta, 

geralmente está relacionada a fatores BCR-ABL dependentes. Os mecanismos 

descritos relacionados a este fenômenos são: superexpressão dos transcritos 

BCR-ABL; mutação de ponto no domínio tirosino quinase ABL; amplificação 
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genômica da proteína BCR-ABL 56. As mutações ponto são a alteração mais 

frequente no cenário de pacientes com progressão da LMC após uso de um TKI. 

Cerca de 50% dos pacientes possuem mutações detectadas 56,57, sendo a 

mutação T315I a mais frequente 56. Dasatinibe e nilotinibe possuem perfis de 

resistência muito semelhantes, assim como imatinibe e também o bosutinibe 

ambos apresentam resistência à mutação T315I 56,58,59.  

 

    2.2.6 Tratamento 

 

 Até a década de 1980, o tratamento da LMC era insatisfatório. Inicialmente 

a escolha terapêutica recaía sobre arsênico e radioterapia, capazes apenas de 

proporcionar certo alívio sintomático. Nos anos 50, o tratamento de escolha era 

o bussulfano, com melhora da qualidade de vida, mas também sem impacto na 

sobrevida global dos pacientes. Foi posteriormente substituído pela 

hidroxicarbamida. Remissão citogenética através de medicamentos foi 

primeiramente descrita com alfa-interferon e por este motivo, entre os anos 1980 

e 2000, os pacientes que não eram elegíveis ao TCTH recebiam este tratamento 

60–62. No entanto, o TCTH era a terapêutica de escolha, principalmente quando 

o cenário era formado por pacientes jovens, em fase crônica no primeiro ano 

após diagnóstico 63, com doador aparentado antígeno leucocitário humano (HLA) 

idêntico, visto que a sobrevida livre de leucemia em 5 anos era de 

aproximadamente 60%, contrastando com a ausência desta resposta nos 

usuários de interferon ou hidroxiureia 64–66. 

 A partir de 1990, o enfoque da terapêutica da LMC mudou para a síntese 

de moléculas capazes de inibir a atividade de tirosino quinase da proteína BCR-

ABL. O mesilato de imatinibe, primeira droga desta classe, apresenta um efeito 

inibidor específico sobre três tirosinas quinases: ABL (BCR-ABL, v-ABL, c-ABL), 

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e c-Kit. Através desta 

característica promove uma atividade antiproliferativa em linhagens celulares 

que expressam proteína ABL ativada e levam à morte celular por apoptose 67. 

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

pacientes portadores de LMC baseado nos resultados obtidos pelo estudo IRIS 
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(International Randomized Study of Interferon and STI571). Após um seguimento 

mediano de 19 meses, a taxa estimada de resposta citogenética maior aos 18 

meses era de 87,1% para o grupo do imatinibe e de 34,7% no grupo que recebeu 

interferon e citarabina (p< 0,001). As taxas estimadas de resposta citogenética 

completa foram de 76,2% para o imatinibe e 14,5% para o interferon e citarabina 

(p< 0,001). Aos 18 meses, a sobrevida livre de progressão para fase acelerada 

ou crise blástica foi de 96,7% e 91,5% respectivamente (p<0,001) 5. Os estudos 

de seguimento destes pacientes também mostravam que os pacientes 

persistiam com resposta sustentada ao tratamento em longo prazo. Após um 

período mínimo de 8 anos, 55% dos pacientes permaneciam em uso do 

imatinibe, comprovando a boa tolerância ao tratamento, tendo como resultado: 

sobrevida livre de progressão de 92% e sobrevida global estimada de 85% 6. 

 Para superar o fenômeno da resistência medicamentosa uma segunda 

geração de TKI foi criada. O nilotinibe, um potente inibidor da BCR-ABL quinase, 

estruturalmente semelhante ao imatinibe, porém com maior afinidade ao 

receptor, e o dasatinibe, inibidor potente da BCR-ABL quinase, assim como da 

SrC quinase, c-kit e fator de crescimento derivado das plaquetas, fazem parte 

dessa nova geração de drogas 7,8. Ambas medicações estão aprovadas, também 

como primeira linha de tratamento para LMC, visto que produzem maior 

benefício do que o imatinibe no que se refere aos parâmetros de resposta 

molecular, citogenética e hematológica, assim como no que tange à progressão 

da doença 9,10. Além delas, o bosutinibe também compõe o grupo dos TKI de 

segunda geração. Seu uso encontra-se liberado nos Estados Unidos e na 

Europa para os pacientes intolerantes ou resistentes ao tratamento prévio 68. 

Quando comparado com o imatinibe, o bosutinibe produz respostas 

citogenéticas e moleculares similares, entretanto, os pacientes em uso de 

bosutinibe apresentam maiores taxas de efeitos adversos como diarreia e 

vômitos, dispepsia e reações anafiláticas. Devido a estes efeitos colaterais 

houve maiores níveis de descontinuação do bosutinibe (19%), quando 

comparado ao braço de pacientes em uso de imatinibe (6%) 69.  

 Considerando-se que imatinibe, dasatinibe e nilotinibe são opções 

estudadas e liberadas como primeira linha de tratamento da LMC, a decisão 

acerca de qual melhor TKI para iniciar-se um tratamento deve recair sobre 
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algumas variáveis. Deve-se levar em consideração os resultados a longo prazo, 

custos e principalmente perfil de comorbidades do paciente. Estas variáveis 

também contribuem na decisão quanto ao melhor esquema terapêutico a ser 

adotado em segunda linha 13. A presença de efeitos colaterais maiores, graus 3 

e 4, os quais geralmente ocorrem no início do tratamento, podem ser 

responsáveis por até 10% das descontinuações terapêuticas 13,70. Além disso, a 

ocorrência de efeitos colaterais está relacionada a menores taxas de aderência 

ao tratamento e consequentemente respostas mais pobres 71.  

 É comum que pacientes em uso de TKI apresentem efeitos colaterais 

destas drogas 11. Estes eventos adversos, decorrem em grande parte dos efeitos 

“fora do alvo” destas medicações. Estes efeitos resultam da não seletividade 

quanto à inibição da proteína BCR-ABL e acabam por lesar tecidos saudáveis e 

são mais frequentes no grupo dos TKIs de segunda geração 72. Dentre os 

pacientes em uso de imatinibe, até 50% experimentarão algum grau de 

toxicidade, porém apenas uma pequena minoria terá que suspender o 

tratamento devido aos eventos adversos 70. A associação entre o nilotinibe e 

doença arterial periférica e coronariana já está bem estabelecida, por outro lado, 

o dasatinibe apresenta maior incidência de complicações pleurais e respiratórias. 

Além disso, todos os TKI podem ocasionar toxicidade cardiológica, assim como 

mielossupressão 11,13.   

 Em 2013 foi aprovado o uso de ponatinibe, um TKI de terceira geração, 

único TKI com ação contra a mutação do T315I 73. Além de pacientes que 

apresentem esta mutação, o ponatinibe também pode ser utilizado em pacientes 

em fase crônica que falharam a primeira linha de tratamento 13. 

 Pacientes que se apresentem ou progridam da fase crônica para a fase 

acelerada apresentam maior dificuldade de controle da doença. Ainda assim, 

evidências mostram que cerca de 80% dos pacientes tratados com imatinibe 

atingem RCyC e 63% chegam a apresentar RMM. Já, um percentual ainda maior 

de pacientes que fazem uso de dasatinibe ou nilotinibe atingem RCyC e RMM, 

90% e 76% respectivamente 74. Por outro lado, os pacientes que evoluam para 

crise blástica possuem redução drástica na expectativa de vida 75. Os 

tratamentos iniciais existentes possuem como objetivo principal permitir que o 
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paciente seja submetido ao TCTH na fase crônica, se possível 13. Existem duas 

formas de crise blástica: mieloide e linfoide. A crise blástica linfoide, com 

linfócitos da linhagem B, ocorre em aproximadamente 30% dos casos e tende a 

apresentar respostas ligeiramente superiores ao tratamento do que a crise 

blástica mieloide 76. Pode ser necessário o acréscimo de tratamentos 

quimioterápicos convencionais aos TKI para melhores resultados, especialmente 

no cenário da crise blástica linfoide 77. 

 Apesar de todos estes avanços o TCTH ainda é considerado como único 

tratamento capaz de promover a cura. Apesar disso, somente 15% a 30% dos 

pacientes serão candidatos a este procedimento, tendo como principal limitante 

a idade e a indisponibilidade de doador compatível. Além disso, apresenta 

elevada morbimortalidade 12. Os primeiros estudos feitos no contexto do TCTH 

em pacientes com LMC datam da década de 1980, inicialmente com a realização 

de TCTH singênico. Em um primeiro momento, todos os pacientes em fase 

crônica apresentaram RCyC, porém 25% apresentaram recidivas em até 30 

meses pós-transplante 78. Após esta constatação, passou-se a estudar a 

realização de TCTH com doadores aparentados. A sobrevida livre de leucemia 

em três anos não diferiu estatisticamente, entretanto os pacientes tratados com 

TCTH de doadores aparentados apresentaram menor risco de recidiva 

sobretudo aqueles que receberam enxerto sem depleção de linfócitos e que 

apresentaram DECH. Deste modo, concluiu-se a importância do efeito GVL no 

cenário da LMC 79.  

 Atualmente, o TCTH é indicado em pacientes com LMC em fase crônica 

que apresentem refratariedade a uma ou mais linhas de tratamento ou ainda 

intolerância a dois TKIs diferentes, além daqueles portadores da mutação T315I. 

Pacientes que se apresentem em fase acelerada ou crise blástica também 

possuem indicação para realização do transplante. Os regimes de 

condicionamento mieloablativo são preferenciais, sempre que possível 13.  
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  2.3 Efeito enxerto contra leucemia 

 

 O efeito GVL, do inglês graft-versus-leukemia, descreve, em linhas gerais, 

uma resposta imuno-mediada capaz de conservar o estado de remissão 

continuada de uma doença onco-hematológica tratada através de TCTH. 

Inicialmente, o GVL era considerado como um componente menor da DECH. No 

entanto, admite-se atualmente, que os mecanismos envolvidos nestas duas 

situações estão intimamente associados 14,15; porém, estudos em modelos 

animais, além de algumas evidencias em humanos, indicam que GVL e DECH 

podem funcionar independentemente 80. DECH requer o reconhecimento dos 

antígenos apresentados pelas moléculas do MHC, através das células T do 

doador, gerando uma resposta efetora envolvendo linfócitos e citocinas 15. Esta 

resposta pode ser direcionada a uma série de tecidos, incluindo pele, mucosas, 

medula óssea, pulmões e vias biliares. Por outro lado, nas reações GVL, a alo-

resposta suprime a doença leucêmica residual 81. 

 Existem duas células capazes de reconhecer e lisar células neoplásicas: 

os linfócitos T citotóxicos e as células NK e ambas possuem ação central no 

mecanismo das reações GVL 14. 

 Os genes do complexo MHC codificam duas classes de moléculas de 

superfície. As moléculas de classe I são expressas na superfície das células 

nucleadas, e atuam na fase efetora da imunidade apresentando os antígenos 

para os linfócitos T CD8+, enquanto as de classe II são restritas aos monócitos, 

linfócitos B e células dendríticas. Monócitos e células dendríticas atuam 

apresentando fragmentos de antígenos para os linfócitos T CD4+ (helper) e por 

isso também são conhecidas como células apresentadoras de antígenos (APC) 

82. Existem múltiplas variações nas moléculas do MHC e as diferenças entre elas 

podem gerar respostas de linfócitos T aloreativos, trazendo um risco de rejeição 

do órgão transplantado, quando trata-se de transplantes de órgãos sólidos, ou 

uma produção de citocinas desregulada gerando um quadro inflamatório grave, 

conhecidos clinicamente como DECH 83.  

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

células NK não é completamente elucidado 84. Dois grupos de receptores de 
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superfície celular inibitórios, que contrariamente ao inicialmente imaginado, 

interagem com as moléculas do MHC prevenindo lise, já são conhecidos. O 

primeiro destes grupos, conhecido como receptores KIR (do inglês, killer 

immunoglobulin-like receptors) age sobre moléculas de classe I 85. No cenário 

do TCTH as células NK do doador são inibidas através de interações com 

moléculas MHC classe I do receptor. Esta interação faz com que as células NK 

infundidas tolere as células normais. Entretanto, as células tumorais, que tendem 

a apresentar expressão alterada destas moléculas em sua superfície, são 

reconhecidas e lisadas 19.  

 A DECH é uma condição clínica que possui diversas apresentações e 

vários graus de severidade, podendo levar alguns pacientes ao óbito. Quando 

ocorre após transcorridos 100 dias do TCTH geralmente está correlacionado ao 

DECH crônico, embora esta classificação não seja totalmente adequada, visto 

que há descrição de uma síndrome semelhante ao DECH agudo ocorrendo após 

este período 83,86. Os principais alvos do DECH agudo são fígado, trato 

gastrointestinal, pele e pulmões 83. Por outro lado, o DECH crônico, um processo 

mais fibrótico junto aos órgãos acometidos, pode incidir em até 70% dos 

pacientes pós-transplante e é a principal causa de mortalidade não relacionada 

à recidiva da doença base 87,88. Em ambas as situações o tratamento se dá 

através de imunossupressão 86.   

 Na década de 1980, percebeu-se o impacto positivo da DECH nas 

recaídas de leucemia. Na ocasião, notou-se que os pacientes que sobreviviam 

a um quadro grave de DECH apresentavam sobrevida maior do que os pacientes 

que não eram acometidos por esta condição 89. Estudos posteriores mostraram 

que pacientes com LMC que eram submetidos ao TCTH com depleção de 

linfócitos T apresentavam maior possibilidade de recidiva da doença, fato que 

confirmava a importância dos linfócitos frente ao desenvolvimento de GVL. Além 

disso, também evidenciou-se que pacientes com LMC são mais suscetíveis aos 

efeitos GVL mediados por linfócitos 16,79.  
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  2.4 Células Natural Killer 

 

   2.4.1 Biologia das células NK 

 

 As células NK são grandes linfócitos granulares que correspondem até 

15% das células sanguíneas na circulação periférica e também podem ser 

encontradas no baço, cavidade peritoneal, fígado, pulmões, linfonodos, timo e 

útero durante a gestação 90. Morfologicamente são células semelhantes aos 

grandes linfócitos com citoplasma granular, sendo estes grânulos azurofílicos 

sua característica histológica mais marcante. Associado a isso, apresentam 

citoplasma mais abundante quando comparados aos linfócitos típicos. Os 

grânulos citoplasmáticos das células NK são importantes na ação citotóxica e 

contêm uma proteína chamada perforina, além de um grupo de enzimas 

conhecidas como granzimas 91. 

A capacidade citotóxica das células NK frente a uma célula-alvo 

identificada ocorre através de dois mecanismos principais. Exocitose das 

granzimas através da perforina acabam induzindo apoptose do alvo celular. O 

segundo mecanismo refere-se a apoptose dependente da caspase através da 

associação de alguns receptores como o Fas/CD59. Citotoxicidade celular 

dependente de anticorpos também pode ser um mecanismo de ataque às células 

tumorais principalmente pelas células CD56dim 18. 

 Fenotipicamente as células NK são conhecidas pela expressão de CD56, 

uma isoforma da molécula de adesão celular neural, em sua superfície, 

associado a ausência de marcadores comuns em linfócitos T, tais quais CD3 e 

receptor de células T 90. A molécula de adesão celular neural não possui função 

conhecida junto às células NK, embora estudos sugiram que ela pode mediar 

interações entre as células NK e seus alvos celulares 92. A intensidade de 

expressão do CD56 na superfície celular diferencia dois subtipos de células NK 

com funcionalidades distintas 90. 
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   2.4.2 Função 

 

As células NK são componentes fundamentais da imunidade inata, 

apresentando a habilidade de defender rapidamente o organismo contra 

patógenos infecciosos e também possui ação contra células tumorais. Além 

disso, também atuam secretando citocinas, como interferon gama (IFN-γ), que 

auxiliam nas respostas inata e adaptativa da imunidade 17. Diferentemente dos 

linfócitos T, as células NK são capazes de lisar células-alvo através de 

mecanismos independentes ao MHC 93. 

Aproximadamente 90% das células NK na corrente sanguínea são do 

subtipo CD56dim, as quais expressam um receptor de baixa afinidade em altos 

níveis para a região constante da imunoglobulina G, FC γ RIIIa (CD16). As 

demais células NK circulantes são conhecidas como CD56bright 93. As células NK 

CD56dim possuem propriedades citolíticas complexas, capazes de eliminar 

células tumorais ou infectadas sem sensibilização prévia 94. Além disso, 

possuem maior ação citotóxica contra alvos sensíveis as células NK, tais quais 

a linhagem celular K562 95. As células CD56dim apresentam, em repouso, uma 

densidade variável de receptores KIR em sua superfície, situação que parece 

ser muito relevante na prevenção de condições autoimunes bem como frente a 

transformação maligna. Por outro lado, a minoria de células NK circulantes, 

composta pelo grupo das células CD56bright possuem ação mais direcionada na 

regulação imunológica que se dá através da produção de múltiplas citocinas e 

quimiocinas. Estas células expressam receptores de alta e intermediária 

afinidade para interleucina-2 (IL-2) e apresentam expansão in vivo ou in vitro em 

resposta a baixa dose de IL-2 94.  

 

   2.4.3 Desenvolvimento 

 

 Assim como ocorre com os linfócitos B e T, as células NK derivam da 

célula tronco hematopoiética CD34+ na medula óssea. Entretanto, seus 

precursores medulares ainda não foram identificados sugerindo que a maturação 

e desenvolvimento pode ocorrer em outros sítios anatômicos. Estudos recentes 
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mostram que as células NK também podem ser desenvolvidas no fígado e nos 

linfonodos 18,96. Diversos fatores de transcrição, como Ets-1, Id2, Ikaros e PU.1 

já foram identificados 97. A maturação das células NK é regulada através do 

Gata-3 e IRF-2 e após sofre diferenciação funcional por meio do CEBP-γ, MEF 

e MITF 18. Além disso, a interleucina-15 mostrou-se essencial para o 

desenvolvimento, homeostase e sobrevivência destas células. Entretanto, 

estudos recentes associam a atividade da interleucina-21 (IL-21) frente a 

proliferação e maturação das células NK. In vitro, APCs modificadas 

geneticamente para expressar IL-21 promovem maior proliferação de células NK 

humanas, com maiores telômeros e menor senescência, o que pode significar 

maior potencial de expansão in vivo destas células. Além disso, apresentam 

significativos na imunidade antitumoral 98. A atividade citolítica das células NK 

maduras é estimulada pela IL-2 e em menor escala pelas interleucinas 7 e 12 99.  

 

   2.4.4 Receptores de células NK 

 

 A funcionalidade das células NK é controlada por uma grande variedade 

de receptores de superfície, os quais podem atuar na inibição ou ativação celular. 

Esta dualidade regula a citotoxicidade das células NK. De um modo geral, o 

grupo de receptores inibitórios é composto pelos receptores KIR, os receptores 

de lectina tipo C (CTLR, do inglês C-type lectin receptors) (CD94-NKG2A) e 

também pelos receptores inibidores de leucócitos (LIR1, do inglês leukocyte 

inhibitory receptors). Por outro lado, os receptores de ativação são os receptores 

de citotoxicidade natural (NCR, do inglês natural cytotoxicity receptors – NKp46 

e NKp44), os próprios CTLR (CD94-NKG2A) e os receptores Ig-like (2B4) 18. 

Considerando que alguns destes receptores de ativação também são 

encontrados em outras células é imprescindível que a ativação de células NK 

esteja sobre um controle rígido dos receptores inibitórios 100. 

 Os receptores inibitórios reconhecem as moléculas MHC de classe I 

próprias do organismo e assim previnem a ativação das células NK. A teoria do 

missing self proposta em 1986 por Kärre e colaboradores101 pressupõe que as 

células NK protegem os tecidos com expressão adequada destas moléculas 
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MHC de classe I e lisam as células que expressem de forma aberrante o MHC 

classe I. Sabe-se que muitas células infectadas por vírus ou tumorais diminuam 

a expressão do MHC classe I com a intenção de escapar do reconhecimento 

pelos linfócitos T citotóxicos, mas deste modo tornam-se vulneráveis à ação das 

células NK 18. 

 Existem ao menos 15 subtipos diferentes de KIR identificados no 

cromossomo 19q13.4. Estruturalmente, os receptores KIR contém dois ou três 

domínios extracelulares Ig-like e reconhecem moléculas MHC de classe I. A 

funcionalidade do KIR depende do tamanho do domínio citoplasmático, sendo 

que o curto (S) apresenta ação ativadora enquanto que o longo (L) é inibidor. O 

número destes domínios extra e intracelular designam a nomenclatura destes 

receptores (ex.: KIR2DL ou KIR3DS). O grupo KIR inclui receptores para 

determinantes polimórficos de HLA-A, HLA-B, HLA-C, além dos não clássicos 

HLA-E e HLA-G. O HLA-C é particularmente importante no reconhecimento de 

células já que existem diversas ligações específicas bem descritas para 

antígenos associados a este HLA 94. A tabela 5 apresenta a especificidade de 

cada HLA classe I com seu receptor KIR. 

 

Tabela 5. KIR e seus ligantes HLA (adaptado de Thielens et al)102 

KIR Ligante 

KIR2DL1 HLA-C 

KIR2DL2 HLA-C 

KIR2DL3 HLA-C 

KIR3DL1 HLA-B 

KIR3DL2 HLA-A 

KIR3DL4 HLA-G 

KIR2DS1 HLA-C 

KIR2DS4 HLA-C 
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 Os CTLRs estão situados no cromossomo 12p.12.3-p13.1 e dividem uma 

subunidade comum (CD94) ligada a uma segunda subunidade de um dos 

membros do grupo NKG2 (A, B, C ou E). Estes também podem ser encontrados 

expressos nos linfócitos T citotóxicos 103. Destes, apenas o heterodímero 

CD94/NKG2A é inibitório e possui um par de tirosinas promotoras de inibição no 

citoplasma 94. NKG2D é um quinto transcrito que exibe uma baixa semelhança 

com os outros membros NKG2 e não formam par com o CD94. Os ligantes para 

o receptor NKG2D são as moléculas relacionadas ao MHC classe I MICA e 

MICB, cuja expressão está sob controle de elementos promotores similares a 

células sob estresse, como por exemplo o choque térmico, e estão supra 

reguladas no cenário de infecção por citomegalovírus, assim como em uma 

diversidade de neoplasias epiteliais e hematológicas. Em contrapartida são 

minimamente expressas em células de tecidos normais. Em alguns casos este 

é o único receptor gatilho responsável por ativar a lise de células tumorais 94,104.  

 

2.4.5 Papel das células NK frente a doenças 

 

 O envolvimento das células NK frente a diversas condições patológicas já 

é reconhecido. Uma das funções primordiais das células NK é a vigilância 

imunológica que se dá através do reconhecimento de células neoplásicas como 

alvo. In vivo já se comprovou que a atividade das células NK pode controlar a 

propagação metastática, bem como o crescimento tumoral. Estudo publicado em 

2000 evidencia que a baixa atividade citotóxica periférica está correlacionada 

com aumento no risco de desenvolvimento de câncer em adultos 20. Além disso, 

algumas citocinas como as interleucinas 12 e 18 (IL-12 e IL-18), ativadas durante 

a fase final da diferenciação de células NK aumentam a citotoxicidade contra 

células tumorais, assim como a produção de IFN-γ que também agirá 

diretamente em alvos neoplásicos 18.  

As células NK fornecem proteção imunológica contra diversos tipos de 

infecções virais. Já está bem documentado o papel destas células frente a 

infecções por flavivírus, tais quais dengue, febre amarela e febre do Nilo 

ocidental. Também há documentação quanto a infecções por hepatites virais, 
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HIV, influenza e vírus sincicial respiratório 21–23. Geralmente, a resposta 

específica das células NK decorrente das infecções virais depende de outras 

células. Há interação com neutrófilos, macrófagos e células dendríticas para que 

ocorra regulação do meio de citocinas e respostas dos linfócitos T helper. Além 

disso, as células NK limitam diretamente o efeito dos linfócitos T CD4+ nos 

linfócitos T CD8+ 105. 

Há evidências que comprovam a ligação entre as células NK e a 

patogênese e regulação de doenças autoimunes. As células NK são capazes de 

destruir células autorreativas ou desempenham um papel indireto pela regulação 

da resposta imune adaptativa. Elas podem interferir com as APCs no gatilho da 

resposta autoimune induzindo a proliferação de linfócitos T e B autorreativos. 

Além disso, também podem prevenir respostas autoimunes através da inibição 

da apresentação de antígenos próprios pelas células dendríticas 106. Estudos em 

diversos órgãos acometidos por doenças autoimunes já identificaram grande 

quantidade de células NK mostrando que estas são recrutadas como primeira 

linha de defesa às reações autoimunes 107. Polimorfismos no receptor das 

células NK também estão implicados no desenvolvimento e progressão deste 

grupo de patologias 108.  Algumas das doenças autoimunes cujo papel das 

células NK já é conhecido são: diabetes mellitus tipo 1, esclerose múltipla, artrite 

reumatoide, doenças tireoidianas, artrite reumatoide e lúpus eritematoso 

sistêmico 18,107.  

Evidências também apontam para a capacidade das células NK em 

suprimir potenciais alergênicos e deste modo atuariam no controle de doenças 

alérgicas. In vitro, as células NK são capazes de polarizar-se em dois 

subconjuntos com distinta funcionalidade, NK1 e NK2, análogas aos subgrupos 

de linfócitos T, Th1 e Th2. Além disso, algumas células NK regulatórias secretam 

interleucina 10 e são capazes de suprimir a produção de IgE 109. Outro 

mecanismo ocorre na asma, situação em que as células NK contribuem para a 

melhora da resposta alérgica das vias aéreas. Neste grupo de pacientes há 

aumento da atividade das células NK no sangue periférico, sugerindo que há 

migração destas para os pulmões durante o processo inflamatório 18,110. 
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2.4.6 Relação entre células NK e LMC e terapia com TKI 

 

 O papel das células NK frente à LMC passou a apresentar relevância 

clínica desde quando se descreveu o efeito GVL em pacientes com esta 

patologia que haviam sido submetidos ao TCTH 16. Entretanto, o modo de ação 

das células NK na LMC ainda não está completamente elucidado 27. Assim como 

para outras neoplasias, as células NK possuem marcada atividade citotóxica 

contra diferentes tipos de leucemia, atuando na linha de frente de combate contra 

as células tumorais 24. Mas na LMC o número de células NK parece diminuir com 

a progressão da doença da fase crônica para a crise blástica, assim como 

apresentam reduzida citotoxicidade 111. Na LMC, a translocação do gene BCR-

ABL afeta células dendríticas, permitindo que estas ativem células NK 

aumentando a sua expressão de ligantes NKG2D, além disso também controla 

diretamente a expressão de NKG2DL, sendo que a molécula MICA é a mais 

expressa 112. A exposição crônica do NKG2D leva a molécula MICA a secretar 

uma proteína solúvel chamada sMICA. Elevados níveis circulantes de sMICA 

refletem expansão tumoral e induzem uma modulação negativa do NKG2D que 

persiste na superfície das células tumorais facilitando que estas escapem da lise 

mediada pelas células NK 27. 

 A terapia alvo para LMC através dos TKIs também possui efeitos sobre 

as células NK. O imatinibe parece ser capaz de diminuir os níveis de sMICA, 

além da expressão de NKG2D nos linfócitos T. Ambas alterações são capazes 

de estimular a lise celular mediada pelas células NK 25. Além disso, o imatinibe 

age sobre as células dendríticas promovendo ativação das células NK. Estudo 

realizado com pacientes portadores de tumores estromais gastrointestinais, cujo 

tratamento também é realizado com imatinibe evidencia que há um incremento 

na produção de IFN-γ pelas células NK, fato que correlaciona-se com aumento 

na resposta antitumoral 113.  

 Pacientes em uso de TKIs de segunda geração também parecem se 

beneficiar do efeito destas drogas sobre a atividade das células NK. Estudo in 

vitro realizado com dasatinibe adicionado a meios de cultura celular demonstra 

que ocorre aumento no número absoluto de células NK, especialmente no 
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cenário da linfocitose induzida pela medicação, além de maior efeito citotóxico 

destas células 26. O desenvolvimento de linfocitose durante o tratamento com 

dasatinibe está associado a maiores taxas de sobrevida 114. Por outro lado, o 

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

já que induz a morte celular das células NK CD56bright acarretando menor 

produção de citocinas 27. 

 

2.4.7 Aplicações terapêuticas das células NK 

 

A partir do conhecimento adquirido sobre a ação das células NK frente a 

eliminação de células alvo, aplicação terapêutica, especialmente no cenário das 

neoplasias, vem sendo estudada e desenvolvida. Em 1983 ficou comprovada a 

capacidade das células NK alogênicas em eliminar células linfo ou mieloblásticas 

de leucemias agudas 115. Mais recentemente, foi demonstrado que células NK 

autólogas ativadas também possuem habilidade em eliminar blastos 116,117. 

A idealização da infusão de células NK em pacientes advém da 

observação de que pacientes submetidos ao TCTH alogênico que recebiam 

maiores doses destas células apresentavam menores taxas de mortalidade 

relacionada a recidivas bem como menor incidência de infecções após 

transplante 118. Além disso, estudo em modelo animal mostra que a infusão de 

células NK ativadas do doador após TCTH resulta em melhor efeito GVL e por 

outro lado reduz significativamente a chance de desenvolvimento de DECH 119. 

Há evidências de metodologias que visam a expansão de células NK in vivo 

através da administração de IL-2 exógena em pacientes com diferentes tipos de 

neoplasias 120. 

No contexto da LMC os dados publicados até o momento são de 

experimentos in vitro 28,121. Em um estudo, as células NK foram coletadas a partir 

de uma amostra de medula óssea de pacientes portadores de LMC, em diversos 

estágios da doença, e ativadas através da IL-2 em meios de cultura. Os 

resultados evidenciaram que as células NK proliferaram melhor nas culturas com 

células Ph positivas e em metade destas não mais se detectavam a presença do 
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oncogene BCR-ABL após 14 dias 28. Outro estudo, demonstrou supressão do 

número de células formadoras de colônia em 80% das culturas positivas para o  

oncogene BCR-ABL. Em contrapartida, não houve supressão da hematopoese 

em culturas de células normais 121. 

 Um dos principais limitadores quanto ao uso da terapia com células NK 

na prática clínica é a dificuldade técnica na obtenção de um número clinicamente 

suficiente destas células, além de pureza na amostra no que diz respeito à 

presença associada de linfócitos T. O uso de IL-2 em amostras de medula óssea 

resultou em expansão inadequada das células NK em metade da amostra de 

pacientes portadores de LMC 28. Em outro estudo realizado com pacientes 

diagnosticados com neoplasias de trato gastrointestinal avançadas, as células 

NK foram expandidas ex vivo através da estimulação de células mononucleares 

de sangue periférico com OK432 e IL-2. Na amostra, cerca de 15% das culturas 

não apresentaram expansão ou pureza adequada 122. Células NK autólogas 

também podem ser ativadas e potencializadas através da administração de 

citocinas como IL-12, IL-15 e IL-18, mas em nenhum destes métodos conseguiu-

se proliferação sustentada 123. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

 Sabe-se que as células NK podem ter efeitos contra células tumorais, 

através de mecanismos que resultam na lise de células suscetíveis. De posse 

deste conhecimento o uso terapêutico de células NK como imunoterapia para o 

câncer foi proposto e vem sendo testado em diversos contextos clínicos. No que 

diz respeito ao emprego desta modalidade terapêutica para o tratamento de 

neoplasias hematológicas existem evidências que mostram que pacientes com 

Leucemia mieloide aguda (LMA) refratária beneficiam-se da infusão 

haploidêntica ou estimulação de células NK atingindo assim remissão e 

permitindo que o paciente seja elegível ao TCTH alogênico. Além disso, sabe-

se que o protótipo-alvo NK suscetível é a linhagem celular de leucemia K562. 

 O uso de células NK expandidas através de coleta autóloga já foi testado 

e mostrou-se seguro em diversos contextos clínicos. 

 Por outro lado, o único tratamento proposto capaz de curar pacientes com 

LMC em fase crônica que perdem resposta aos TKI ou em fase acelerada é o 

TCTH alogênico, procedimento com altos níveis de morbimortalidade.  

 Sendo assim, uso terapêutico de células NK autólogas como ponte para 

a realização do TCTH alogênico, objetivando diminuir a carga tumoral do 

paciente é uma terapia extremamente promissora. Através dela é possível que 

se consiga a diminuição de complicações inerentes ao TCTH alogênico, assim 

como posterior melhora da sobrevida deste subgrupo de pacientes. 

 Entretanto, antes de iniciar-se um tratamento que promete ser 

revolucionário no contexto de pacientes com LMC refratária ou em progressão é 

imperativo que se conheça a população que será estudada, assim como se tenha 

garantias de que a metodologia empregada em laboratório seja eficaz frente aos 

tratamentos realizados previamente por todos os pacientes, bem como à própria 

doença. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1  Objetivos primários 

 

 Testar a eficácia do método de obtenção de células NK a partir sangue 

periférico de pacientes com LMC, em uso de TKI, após terceira linha de 

tratamento.  

 

4.2  Objetivos secundários 

 

- Traçar o perfil epidemiológico dos pacientes portadores de LMC, que 

acompanham no ambulatório do serviço de Hematologia do Hospital de Clínicas 

de Porto Alegre e que não responderam ou perderam resposta a duas linhas de 

TKI. 

- Determinar a sobrevida de pacientes portadores de LMC refratários ao 

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

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

LMC quanto à capacidade proliferativa e possibilidade de produção celular para 

uso clínico 

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

LMC quanto à capacidade citotóxica 

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

LMC quanto à pureza com relação à contaminação por linfócitos T. 
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