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1. Resumo




No organismo humano, as moléculas HLA (Human Leukocyte Antigens) sao
proteinas expressas na superficie da maioria das células nucleadas e sdo codificadas por
genes localizados no brago curto do cromossomo 6 na regido do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (CPH). Essas proteinas sdo caracterizadas pelo alto grau de
polimorfismo, e também fazem a ligagdo com receptores KIR (Immunoglobulin-like
Receptors), expressos nas células Natural Killer. Os receptores KIR, que reconhecem
moléculas do complexo HLA de classe I, estdo entre os principais receptores inibidores dos
linfocitos NK. Células infectadas por virus e células tumorais perdem ou tém diminuida a
expressao de moléculas HLA de classe | e, por isso, sdo eliminadas pela auséncia de
ligacdo entre moléculas HLA e receptores KIR inibitérios. Atualmente, muitos estudos tém
destacado a importancia dos genes KIR e HLA no Transplante de Células Progenitoras
Hematopoiéticas (TCPH). O TCPH é o tratamento de escolha para muitas doencas
hematoldgicas e depende de varios fatores incluindo o estadgio da doenca, o regime de
condicionamento, a fonte de células, o grau de identidade HLA entre doador e receptor e o
desenvolvimento da doenga do enxerto contra o hospedeiro (DECH). Estudos recentes
indicam que a presenca de células NK alorreativas no enxerto representa um fator favoravel
a recuperacdo de pacientes, uma vez que essas células tém a capacidade de eliminar células
tumorais residuais pela auséncia ou diminuicdo da expressao de moléculas HLA e sem a
inducdo da DECH. Também outros fatores podem estar envolvidos na resposta pés-
transplante, como a presenca e auséncia de determinados alelos HLA e genes KIR, 0s quais
podem estar ligados a melhor ou pior resposta pds-transplante. O primeiro ensaio
investigou a associagdo entre HLA e a ocorréncia da DECH aguda e crénica em pacientes
que receberam transplante de células progenitoras hematopoiéticas HLA-idéntico,
aparentados. No total, foram 176 pacientes que receberam o primeiro transplante entre 1997
e 2009. DECH aguda foi positivamente associada ao HLA-A10 (P = 0.0007), HLA-A26 (P
= 0.002), B55 (P = 0.001), DRB1*15 (P = 0.0211) e DQB1*05 (P = 0.038), enquanto que
HLA-B16 (P = 0.0333) foi mais frequente em pacientes sem DECH aguda. DECH cronica
foi positivamente associada com HLA-A9 (P = 0.01) e A23 (P = 0.0292) e negativamente
associada com HLA-A2 (P = 0.0031) e B53 (P = 0.0116). HLA-B35 (P = 0.0373), B49 (P =
0.0155) e B55 (P = 0.0024) foi alta em pacientes com DECH aguda grau 3 ou mais, do que
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0s outros pacientes. Nos pacientes com DECH cronica extensa, HLA-A9 (P = 0.0004), A24
(P =0.0059) e A26 (P = 0.0411) foi maior do que nos outros pacientes, enquanto HLA-A2
foi baixo (P = 0.0097). O objetivo do segundo ensaio foi avaliar as possiveis interacdes dos
genes KIR e HLA com o curso clinico do transplante HLA compativel, aparentado e ndo
depletado de linfécitos T, particularmente na doenca do enxerto contra o hospedeiro
(DECH) aguda e cronica, recaida, sobrevida global e sobrevida livre de evento. A maioria
dos doadores (78%) apresentaram o hapldtipo B do KIR enquanto que 22% apresentaram o
haplotipo A. Dos pacientes que receberam o haplétipo A do doador, 90% tiveram DECH,
aguda ou cronica, comparados com 0s que receberam o haplétipo B (58%) (dados nédo
estatisticamente significantes). N&o houve diferenca significativa para recaida entre
pacientes que receberam os hapl6tipo A ou B (27% vs 23%). N@o houve diferenca no
desenvolvimento da DECH e recaida para os pacientes homozigotos (C1C1 ou C2C2) e
heterozigotos (C1C2) e nem para aqueles com HLA-Bw4 presente e ausente. Também, a
sobrevida global ndo foi diferente para os grupos de pacientes analisados. No entanto,
houve forte correlacdo entre o grupo de pacientes heterozigotos para HLA-C (C1C2) e a
incidéncia de DECH aguda e recaida. A SLE foi maior nos pacientes heterozigotos que nao
desenvolveram DECHa (p<0,0001). Resultados mostraram que as variantes de HLA podem
influenciar na ocorréncia de DECH em transplante alogénico, com doadores relacionados,
HLA-idénticos, tanto como fatores de protecdo, quanto como fatores de susceptibilidade.
Ainda, a interacdo KIR/HLA tem impacto significante no resultado dos transplantes
relacionados, HLA compativel, sem deplecdo de linfécitos T, influenciando na incidéncia
de recaida e na ocorréncia da DECH. Resultados mostraram que para o grupo heterozigoto
(C1C2) a maioria dos pacientes ndo desenvolveu DECH aguda e apresentou maior SLE,

sugerindo um possivel efeito protetor para esse grupo.

Palavras-chave: Complexo Principal de Histocompatibilidade, receptores KIR,
células Natural Killer, células progenitoras hematopoiéticas, Doenca do Enxerto contra o

Hospedeiro.
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2. Abstract




In the human organism, the HLA (human leukocyte antigens) are proteins expressed
on the surface of most nucleated cells and are encoded by genes located on the short arm of
chromosome 6 in the region of the Major Histocompatibility Complex (MHC). These
proteins are characterized by a high degree of polymorphism, and also make the connection
with KIR (Immunoglobulin-like Receptors), expressed in Natural Killer cells. KIR
receptors that recognize HLA molecules of class | are among the major inhibitory receptors
of NK-cells. Virus infected cells and tumor cells have lost or diminished expression of
HLA class | molecules and therefore are eliminated by the absence of binding between
HLA molecules and inhibitory KIR receptors. Currently, many studies have highlighted the
importance of KIR and HLA genes in Hematopoietic Stem Cell Transplantation (HSCT).
HPCT is the treatment of choice for many hematological malignancies and depends on
various factors including stage of disease, the conditioning regimen, the source of cells, the
degree of identity between donor and recipient HLA and development of chronic graft-
versus-host (GVHD). Recent studies indicate that the presence of alloreactive NK cells in
the graft is a factor aiding the recovery of patients, since these cells have the ability to
eliminate residual tumor cells by the absence or diminution of expression of HLA
molecules and without inducing GVHD. Also other factors may be involved in response
post-transplant, as the presence or absence of certain HLA genes and KIR, which can be
connected to a better or worse response after transplantation. The first trial investigated the
association between HLA and the occurrence of acute and chronic GVHD in patients
receiving hematopoietic stem cell transplant HLA-identical related. In total, 176 patients
who received a first transplant between 1997 and 2009. GVHD was positively associated
with HLA-A10 (P = 0.0007), HLA-A26 (P = 0.002), B55 (P = 0.001), DRB1 * 15 (P =
0.0211) and DQB1 * 05 (P = 0.038), while that HLA-B16 (P = 0.0333) was more frequent
in patients without acute GVHD. Chronic GVHD was positively associated with HLA-A9
(P =0.01) and A23 (P = 0.0292) and negatively associated with HLA-A2 (P = 0.0031) and
B53 (P = 0.0116). HLA-B35 (P = 0.0373), B49 (P = 0.0155) and B55 (P = 0.0024) was
high in patients with acute GVHD grade 3 or more, than the other patients. In patients with
extensive chronic GvHD, HLA-A9 (P = 0.0004), A24 (P = 0.0059) and A26 (P = 0.0411)
was greater than in the other patients, whereas HLA-A2 was low (P = 0.0097). The
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objective of the second test was to evaluate the possible interactions of KIR and HLA genes
with the clinical course of the transplant HLA compatible related and not depleted of T
lymphocytes, particularly in chronic graft versus host disease (GVHD) acute and chronic
relapse, survival overall and event-free survival. Most donors (78%) presented the KIR B
haplotype while 22% were haplotype A. Of the patients who received the donor haplotype
A, 90% had GvHD, acute or chronic, compared with those who received the haplotype B
(58%) (data not statistically significant). There was no significant difference in relapse
between patients who received the haplotype A or B (27% vs 23%). There was no
difference in the development of GVHD and relapse for patients homozygous (C1C1 or
C2C2) and heterozygous (C1C2) and not for those with HLA-Bw4 present and absent.
Also, the overall survival was not different for the groups of patients studied. However,
there was strong correlation between the group of patients heterozygous for HLA-C (C1C2)
and the incidence of acute GVHD and relapse. The SLE was higher in patients who did not
develop GVHD heterozygotes (p <0.0001). Results showed that the HLA variants may
influence the occurrence of GVHD in allogeneic transplantation with related donors, HLA-
identical, both as protective factors, such as susceptibility factors. Furthermore, the
interaction KIR / HLA has a significant impact on the outcome of transplantation related
HLA-compatible, without depletion of T cells, influencing the incidence of relapse and the
occurrence of GVHD. Results showed that for the heterozygous group (C1C2) most
patients did not develop acute GVHD and showed higher SLE, suggesting a possible

protective effect for this group.

Keywords: Major Histocompatibility Complex, KIR receptor, Natural Killer cells,

hematopoietic progenitor cells, Graft VVersus Host disease.
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3. Introducao




3.1. O Complexo Principal de Histocompatibilidade

Em humanos, o Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) é uma regido
localizada no brago curto do cromossomo 6 e tem a maior diversidade de todos os sistemas
funcionais genéticos na populacdo. A familia de glicoproteinas do CPH apresenta antigenos
enddgenos e exdgenos aos linfocitos T para o reconhecimento e inicio da resposta imune
(Charron, 2011).

O CPH foi descoberto em 1950 por Peter Gorer e Snell George em ratos durante
experimentos de enxertia de pele. As experiéncias mostraram que os transplantes de tecido
entre animais da mesma populacdo (endogamica) eram bem sucedidos, enquanto que oS
resultados de transplantes entre animais de diferentes populagdes (exogamicos) rejeitavam
o enxerto (Lee et al., 2007).

Em humanos, os anticorpos induzidos por transfusdo ou gravidez e que reagiram com
antigenos leucocitarios foram reconhecidos pela primeira vez em 1954. Estudos mostraram
que os pacientes submetidos ao transplante de rim que sofreram rejeicdo, apresentavam
anticorpos circulantes reativos aos antigenos presentes nos leucécitos. Como estes
antigenos sdo expressos em leucécitos humanos foram nomeados pela sigla HLA, do inglés
(Human Leukocyte Antigens) (Dausset, 2004).

O sistema HLA, representado por uma regido de 3,6 Mb de DNA no braco curto do
cromossoma 6, em 6p21.3, tem mais de 200 genes, a maioria dos quais tém funcgdes
relacionadas com a imunidade e esta dividido em trés regides principais: classe I, 1l e 11l
(Jawdat, 2012) (Figura 1).
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Figura 1. Cromossomo 6 e regido do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(Klein & Sato, 2000).

Os genes HLA-A, -B e -C sdo genes HLA de classe | classicos, que apresentam um
alto grau de polimorfismo em sua fenda de ligacdo com o peptideo, enquanto que -E,-F, -G
e -H sdo genes ndo classicos, que possuem regifes de ligagdo com o peptideo mais
conservadas, além de outros genes e pseudogenes que estdo localizados na regido HLA
classe | proximos ao teldmero (Horton et al, 2004).

A regido que contém os genes HLA de classe I, proxima ao centrébmero, contém 0s
genes HLA-DR, -DQ e -DP. Localizada entre as regides de classe I e I, existe a regido de
classe 11l que contem C2, C4A, C4B e fator B, que codificam proteinas do complemento e
do fator de necrose de tumor (TNF) (Horton et al, 2004 & Jawdat, 2012).

Multiplos loci codificam as moléculas HLA e cada individuo expressa
simultaneamente vérias formas polimorficas de um grande conjunto de alelos na populacéo.

Além disso, ambos os alelos séo expressos de maneira codominante (Seliger et al., 2008).
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A estrutura tridimensional das moléculas HLA de classe | e classe Il possui dominios
constantes e a maior parte dos polimorfismos séo encontrados na fenda de ligacdo do
peptideo (Bjorkman et al., 2005). (Figuras 2 e 3).

Class | Class Il
Peptide-binding

‘
< *“‘."c‘oocoooo

nnnnn

Figura 2. Estrutura das moléculas HLA de classe 1 e Il (Klein & Sato, 2000).

Nas moléculas HLA de classe I, a fenda permite a ligacdo de peptideos de 8 a 10
aminoacidos que sdo processados por imunoproteases no citoplasma, transportados pelo
reticulo endoplasmatico, via proteinas transportadoras associadas ao HLA e expressos na
superficie celular (TAPs) e apresentados aos linfocitos TCD8". Nas moléculas HLA de
classe 11, a fenda permite a ligacdo de peptideos de 13 a 25 aminoécidos, que sdo derivados
do meio extracelular e apresentam os peptideos aos linfocitos TCD4" (Strominger, 2002).

O alto grau de polimorfismo presente nas moléculas HLA possibilita a apresentacao
de uma imensa diversidade de peptideos aos linfocitos T, tornando possivel a protecdo do

organismo contra a maioria das infeccdes e alteracdes genéticas.
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HLA - AB.C HLA - DG e DP HLA - DR
Figura 3. RegiGes de maior grau de polimorfismo e apresentacdo do peptideo
(Fernandes et al., 2003).

3.1.1 HLA e transplante de células progenitoras hematopoiéticas

Procedimentos, como o transplante de células progenitoras hematopoiéticas, podem
ser mal sucedidos por conta da diversidade de alelos presentes em cada individuo e, por
iss0, a busca pela compatibilidade desses genes entre doador e receptor é importante para o
bom resultado deste tipo de procedimento.

A busca pela compatibilidade HLA, aumenta as dificuldades para encontrar doadores.
O paciente tem 25% de chance de ter um doador compativel entre irmdos. Esta chance
torna-se uma em até um milh&o, em doadores ndo aparentados (Marry, 2012).

O resultado do transplante com doadores aparentados ou ndo aparentados é altamente
influenciado pela compatibilidade HLA entre o doador e receptor. Além da
compatibilidade, a presenca ou auséncia de determinados alelos ou grupos de alelos HLA,
pode estar diretamente relacionada com o curso clinico do transplante, como o aumento da
susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca do enxerto contra o hospedeiro e recaida da
doenca de base (Storb et al 1983; Weisdorf et al 1991; Remberger et al 2002; Adams et al.,
2004 e Mohyeddin et al., 2004).

Estudos de associagdo e interacdo de moléculas HLA com outras células
témcontribuido para a melhor compreensdo da resposta imunol6gica pos-transplante.

Moléculas HLA de classe | sdo importantes no controle das fungdes efetoras das células T
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citotoxicas e das células Natural Killer, presentes na resposta imune inata (Middlenton et
al., 2002).

No entanto, diferente dos linfécitos T que reconhecem o antigeno como um
fragmento de peptideo ligado ao HLA, células NK sdo funcionais na auséncia ou
diminuicdo da expressdo de proteinas HLA de classe | nas células a serem reconhecidas
(Middlenton et al., 2002).

3.2 Células Natural Killer

As células NK representam uma sub-populacdo de linfocitos que sdo capazes de
reconhecer, principalmente, células infectadas por virus e células malignas transformadas e
desencadear o reconhecimento especifico sem a necessidade de sensibilizacdo prévia. Essas
células possuem granulacdo citoplasmatica, representam cerca de 5 a 15% dos linfécitos do
sangue periférico e foram caracterizadas h& mais de 30 anos como efetoras citotoxicas do
sistema imune inato (Kakoo &Carrington, 2006).

As NKs sdo células maiores que os outros tipos de linfocitos e se encontram na
circulacdo periférica e em diversos tipos de tecidos e 6rgdos como medula 6ssea, baco,
linfonodos, figado, intestino e placenta. S&o capazes de migrar para locais especificos de
infecgdo, inflamac&o e desenvolvimento tumoral e séo ativadas pela interacdo de moléculas
especificas expressas na superficie das células nucleadas (Malmberg et al., 2008).

Em humanos, as células NK sdo caracterizadas pela expressdo ou auséncia de
expressdo de alguns marcadores de superficie celular. Nas NKs, encontra-se 0 marcador
CD56 expresso em sua superficie e a auséncia da expressdo de CD3 e CD19. Além disso,
as células NK podem ser divididas em dois grupos baseados na diferenca de expressao de
CD56 e pela diferenca de afinidade entre receptor de 1gG e CD16 (Desbois, 2012).

As células que expressam intensamente CD56 sdo chamadas de células CD56™"9™e,
correspondem a cerca de 10% das células NK, as quais sdo chamadas de NK
imunoregulatorias exibindo alta produgéo de citocinas. Ja as células com baixa expressao
de CD56 sdo as células CD56“™ que apresentam alta capacidade citotéxica e correspondem
a 90% de todas as células NK (Desbdis, 2012).
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As células NK foram inicialmente descritas em 1957 por dois grupos, Kiessling e
Hebermann, como células imunes capazes de lisar células-alvo sem sensibilizagdo prévia
(Herberman et al., 1975 & Kiessling et al., 1975). Dentre essas células-alvo, estdo as
células que sofrem alteragdes no controle de proliferacdo celular e morte programada e
podem se tornar células tumorais, além das células infectadas, principalmente por virus
(Karre, 2008).

Em 1981 o mecanismo de reconhecimento das células NK foi postulado pela primeira
vez por Klas Karre e publicado em 1985 com a denominacdo de hipotese do missing-self ou
perda de reconhecimento do proprio. Esse mecanismo faz com que as células NK sejam
capazes de distinguir as células normais das células infectadas ou transformadas (Karre,
1981; Karre, 1985).

Anos depois, estudos com modelos em murinos revelaram o papel das moléculas do
CPH de classe | no reconhecimento de células proprias. Em 1989, Chambers et al. (1989),
conduziram experimentos identificando a primeira estrutura de superficie celular que
poderia regular negativamente a atividade das células NK

Karhofer et al., (1992), foram os primeiros a identificar, em células NK murinas, o
receptor inibidor Ly49 que reconhece especificamente antigenos do CPH de classe I. A
familia dos receptores Ly49 foram mais tarde localizados em uma regido especifica do
cromossomo 6 que atualmente é conhecida como Complexo de genes de células NK
(Yokoyama, 1993).

Em humanos, a regido equivalente aos receptores murinos codificam receptores de
células Natural Killer cuja estrutura é semelhante a imunoglobulina, por isso sdo chamados
Natural Killer immunoglobulin-like receptors (KIRs). Essa regido € constituida por uma
familia de genes polimorficos, descritas pela primeira vez em 1990 por Moretta et al.
(1990) e esta localizada no cromossomo 19913.4, em uma regido chamada Complexo de
Receptores Leucocitarios (CRL). Com isso, houve a identificacdo e caracterizacdo tanto
dos receptores inibidores quanto dos receptores ativadores e como esses sinais regulam a
atividade das células NK (Moretta, 1995). (Figura 4).
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Figura 4. Localizacdo dos genes KIR (EMBL-EBI database).

3.2.1 Receptores inibidores, ativadores e seus ligantes

Estudos iniciais afirmavam que as células NK necessitam de estimulos positivos para
que ocorresse 0 reconhecimento de células ndo proprias. Posteriormente, resultados
demonstraram que a atividade das células NK seria regulada pelo balanco entre sinais
inibidirores e ativadores e que essa sinalizagdo ocorria de acordo com a ligacéo especifica

ou com a falta de ligacdo desses receptores com as moléculas HLA de classe | (Moretta &

Moretta, 2004; Bryceson et al., 2008).

A atividade das células NK é controlada por sinais de receptores inibidores que sao
emitidos quando ocorre a ligacéo especifica com moléculas HLA de classe | classicas e ndo
classicas. Essas moléculas sdo normalmente expressas em células saudaveis do organismo,

mas podem perder a sua expressdo em células infectadas por virus ou em células malignas
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durante a evolucdo tumoral. Em humanos, os receptores KIR e CD94/NKG2A
desempenham inportante papel reconhecendo moléculas HLA dos grupos HLA-A, -B e -C
e moléculas HLA-E, respectivamente (Moretta, 2004; Lanier, 2005).

Cada individuo tem expresso em suas células nimeros e tipos variados de receptores
KIR. Em parte, isso € explicado pela identificacdo de dois principais e distintos haplotipos
KIR entre as populacbes, chamados de hapl6tipo A e haplétipo B e sdo compostos pela
combinacéo tanto de receptores inibidores quanto ativadores (Bashirova, 2006).

Os receptores inibitorios e ativatorios tém a mesma estrutura de dominios
extracelulares (2D ou 3D representam o0 numero de dominios semelhantes a
imunoglobulinas), mas tém caracteristicas diferentes com relacdo & cauda citoplasmaética,
sendo que os que possuem cauda longa (L) sdo os receptores inibidores, enquanto que 0s
gue possuem cauda curta (S) sdo os receptores ativadores, além dos pseudogenes (P) que

ndo tém funcéo descrita (Bashirova, 2006) (Figura 5).
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Figura 5. Estrutura dos receptores KIR (EMBL-EBI database).
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O haplotipo A tem pelo menos 8 genes KIR, sendo que seis deles sdo receptores
inibidores (KIR3DL3, KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL1, KIR2DL1, KIR2DL2/3), um é
ativador (KIR2DS4) e um ¢ pseudogene (KIR3DP1). Em contrate, o haplétipo B pode
conter até 14 genes KIR, onde varios deles sdo ativadores e com pelo menos um gene que
ndo esta presente no haplotipo A (Martin et al., 2000) (Figura 4 e 6).

O haplétipo B pode incluir KIR3DL3, KIR2DL2, KIR3DP1, KIR2DL4, KIR3DS1,
KIR2DL5, KIR2DS5, KIR2DS1, KIR2DS2 e KIR3DL2. Essa variedade no padrdo de
expressao dos receptores KIR pode ser explicada pelo fato de que produtos dos genes
especificos do KIR sdo expressos aleatdriamente em distintos subconjuntos de células
Natural Killer . Apesar desse padrdo de expressdo aleatoria, funcionalmente as células NK
expressam pelo menos um receptor inibidor (KIR e/ou CD94/NKG2A), que é ligante
especifico para a molécula HLA de classe | (Andersson et al., 2009) (Figura 6).
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Figura 6. Haplétipos KIR do grupo A e grupo B (EMBL-EBI database).

A distribuigdo clonal dos receptores KIR resulta num sistema que permite que as
células NK detectem as células que perdem ou tem a expressdo diminuida de um unico
alelo HLA de classe I. E importante salientar que, em condicBes normais, o sinal inibidor é
dominante sobre o sinal ativador nas células NK (Diefenbach et al., 2001, Ito et al., 2006).
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Além dos receptores KIR e CD94/NKG2A existem também os receptores LILR-B1
que se ligam a uma variedade de moléculas HLA de classe | como HLA-Ge, 0s receptores
KLRGL1 que se ligam a proteinas caderinas em células neurais e epiteliais, 0 que pode
contribuir para a inibicdo da atividade das NKs (Colonna et al., 1997; Butcher et al., 1998;
Parhan, 2005; Ito et al., 2006).

Os receptores de citotoxicidade natural (NCRs), NKp30, NKp46 e NKp44
representam um importante grupo de receptores ativadores nas células NK humanas. Dois
desses, NKp30 e NKp46, sdo expressos em todas as células NK do sangue periférico,
enquanto que NKp44 é induzido por IL-2 em células NK ativadas (Moretta et al., 2001).

Os receptores ativadores NKG2D também sdo bem caracterizados. Eles sdo expressos
em todas as células NK e reconhecem moléculas induzidas por estresse relacionadas a
cadeia de moléculas do HLA de classe | chamadas de MICA e MICB, assim como
proteinas de ligacdo UL16 expressas por células humanas. Muitos trabalhos demonstraram
o envolvimento de NKG2D no reconhecimento de células infectadas por virus, células
tumorais e também em doencas auto-imunes (Cosman et al., 2001; Poggi & Zocchi, 2007,
Guerra et al., 2008).

O receptor ativador DNAM-1 foi inicialmente descrito nos linfocitos T, no entanto,
também sdo expressos em todas as células NK assim como em linfdcitos T e mondcitos. A
funcdo desse receptor é dependente da associacdo fisica de linfécitos associados a antigeno-
1 (LFA-1; CD18/CD11a). Este receptor tem cooperado com NCRs e com NKG2D no
reconhecimento de células NK e tem importante papel na prote¢cdo contra o

desenvolvimento de células tumorais (Bryceson et al., 2006; Iguchi-Manaka et al., 2008).

3.2.2 Interacao entre células Natural Killer e células-alvo

Todos os linfocitos tém habilidades para formar conjugados com outras células. A
formacéo do conjugado entre células NK e a célula alvo é um processo dindmico e é pré-
requisito para que as células NK exergam suas func¢des. A formagdo do conjugado ocorre

através de uma série sequencial de passos, onde o primeiro contato € via receptores de
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adesdo celular que enviam sinais para a liberacdo de perforinas e granzimas contidas em
granulos no interior das células NK (Orange, 2008; Davis, 2009).

Resumidamente, a formacao do conjugado comega com a adeséo inicial induzida pelo
fluxo de Ca** que une cada vez mais a célula NK com a célula alvo pelo aumento de avidez
e afinidade. Em seguida, ocorre a reorganizacdo dos microtbulos, seguida de reorientacéo
e translocacdo de granulos para o alvo (Davis, 2009).

Nesse ponto, a motilidade das células NK é diminuida por conta da reorganizacéo do
citoesqueleto. Quando as células NK estiverem polarizadas com a célula alvo e os granulos
se fundirem a membrana das células, perforinas e granzimas comecam a ser liberadas no
interior da célula a ser reconhecida e essa célula morre por perfuracdo da membrana e por
apoptose (Culley et al., 2009).

Quando a célula que foi reconhecida como estranha for eliminada, as células NK
recuperam a sua motilidade e podem reconhecer outras novas células circulantes, fenémeno
chamado de morte sequencial (sequencial killing) (Bhat & Watzl, 2007).

As células Natural Killer podem eliminar células-alvo diretamente atraves da
liberacdo de seus granulos contendo perforinas e granzimas. O exato mecanismo de
penetracdo dos granulos ainda ndo é bem conhecido, mas acredita-se que as perforinas sao
capazes de perfurarem a membrana da célula que esta sendo reconhecida como estranha e
auxiliar na entrada de outros grénulos (Chavez-Galan et al., 2009).

As granzimas induzem a apoptose pela ativacao de caspases do sistema intrinseco. No
entanto, a célula-alvo pode ser induzida pela interacdo entre receptores de morte expressos
na propria célula-alvo e o seu correspondente ligante expresso por células Natural Killer.
Esse sistema é conhecido como Faz-Faz ligante e TRAIL-TRAIL ligante que induz a
apoptose via ativacdo de caspase-8 e caspase-9 no sistema extrinseco (Pan et al., 1997;
Moulian & Berrih-Aknin, 1998; Bolitho et al., 2007; Chavez-Galan et al., 2009).

3.3 Biologia do transplante de células progenitoras hematopoiéticas

O primeiro propoésito do transplante de medula 6ssea é restabelecer a normalidade

funcional medular, comprometida pela doenga de base, para que haja novamente produgdo
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de células sanguineas normais. Além disso, deve-se acrescentar aos propositos do
procedimento, o de estabelecer um quimerismo, com repovoamento da medula éssea do
receptor com células do doador (Guimardes, 2008).

Vérias sdo as indicacOes para o transplante de medula 6ssea. Dentre elas, se destacam
as doencas malignas: leucemias agudas e crénicas, linfoma de Hodgkin e ndo Hodgkin,
mieloma multiplo, sindromes mielodisplasicas e tumores solidos como mama, ovério e
célon.

O transplante de medula também pode ser indicado para doencas ndo malignas como
aplasia de medula, hemoglobinopatias, hemopatias congénitas e doencas auto-imunes
(Guimaraes, 2008).

Nos mamiferos, as células progenitoras estdo no interior da medula éssea (MO) dos
0sso0s longos e constituem uma rara populacdo celular com cerca de 0,01 a 0,001% das
células mononucleares da MO. S8o capazes de originar uma progénie celular que é
responsavel pela producédo didria em humanos de 200 bilhdes de hemacias, 10 bilhGes de
leucdcitos e 400 bilhdes de plaquetas (Mcculloch E & Till, 2005).

O paciente pode receber células coletadas anteriormente de sua prépria medula
(transplante aut6logo de medula déssea) ou células coletadas a partir do sangue periférico
por aférese (transplante de células periféricas autélogas).

No transplante alogénico, o paciente pode receber medula ou células periféricas de
um doador relacionado HLA compativel (mais frequentemente irmao) ou nao relacionado
HLA compativel (doador voluntério cadastrados nos bancos de registro de doadores de
medula éssea) (Astigarraga, 2006).

No entanto a dificuldade de se encontrar um doador compativel é grande e nem
sempre 0 paciente tem a possibilidade de realizar o transplante. Por isso, estudos recentes
desenvolveram  protocolos para a realizagdo de transplantes haploidénticos, que se
caracterizam por serem transplantes alogénicos, mas HLA ndo completamente compativel.

O que pode acontecer, tanto em transplantes alogénicos HLA completamente
compativeis como em transplantes haploidénticos, é o reconhecimento das células do
paciente como estranhas pelos linfécitos T do doador, fendbmeno esse chamado de Doenga

do Enxerto contra o Hospedeiro (DECH).
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3.3.1 Doenca do enxero contra o hospedeiro

A DECH continua a ser causa importante de morbidade e mortalidade apds
transplante alogénico. Embora a susceptibilidade para esta complicacdo seja a
incompatibilidade HLA entre doador e receptor, resultados do TCPH permanecem pouco
explorados. Teoricamentre, a DECH significa o reconhecimento por células T do doador de
moléculas HLA proprias do hospedeiro, processadas e apresentadas como antigenos
estranhos e com isso a resposta imune celular é iniciada para que as células do paciente
sejam eliminadas.

Esse reconhecimento pode ocorrer devido a incompatibilidade HLA ou pela ativacao
dos linfocitos T do doador devido a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias durante o
regime de condicionamento. O regime de condicionamento parece iniciar a resposta imune
pelos danos ao tecido do paciente como mucosa intestinal, figado e outros, através da
liberacdo de citocinas como interleucina-1 (IL-1) e TNF-a (Silva et al., 2005).

Por isso é importante a identificacdo de fatores de risco para que a incidéncia e
gravidade da DECH diminuam. As moléculas HLA sdo as proteinas mais envolvidas nesse
processo e podem contribuir para a intensidade da DECH, tanto para antigenos da classe |
(HLA-A,-B e-C) quanto para os antigenos de classe Il (HLA-DR, -DQ e -DP).

3.4 Influéncia das células NK e dos receptores KIR no transplante

Estudos recentes sobre a regulacdo da funcdo das células NK tem levado a um
aumento na exploracdo do potencial clinico dessas células no transplante de medula 6ssea.
No entanto, resultados muitos estudos controversos foram publicados a respeito do efeito
provocado por células NK no poés transplante, o que pode ser explicado pela diversidade de
protocolos de tratamentos que incluem: dose de células, grau de deplecédo de linfocitos T,
supressdo imune no pos transplante e profilaxia da DECH (Parham & McQueen, 2003).

Como citado anteriormente, a funcdo das células NK é regulada pelo balanco de

diferentes receptores presentes em sua superficie que podem ser de inibigdo ou ativacdo. O
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maior grupo corresponde aos receptores KIR que tém como ligantes as moléculas HLA de
classe I. A interacdo com células-alvo, na auséncia de HLA ligante, pode resultar numa
baixa ativacdo dos KIR inibidores que podem reconhecer epitopos HLA-C e HLA-Bw em
células alvo, regulando a atividade de células NK. A auséncia de ligante HLA de classe |
em pacientes para receptores KIR inibidores de doadores pode ser um fator progndstico
para o resultado de transplante entre doador/receptor HLA idénticos ou parcialmente
idénticos (Yawata et al, 2008).

Muitos estudos mostraram que em transplantes haploidénticos a alorreactividade de
NK esta associada com a reducdo do risco de recaida e melhora da sobrevida,
principalmente em pacientes com LMA. Além disso, resultados semelhantes foram
observados para transplantes ndo relacionados (Ruggeri et al., 2002; Hsu et al., 2006).

O significado clinico da perda do ligante pode ser evidenciado também no transplante
alogénico, onde as células NK sdo os primeiros linfocitos que reconstituem o sangue
periférico apos o transplante, promovendo a supressdo da doenca enxerto contra hospedeiro
(DECH), o sucesso da pega do enxerto e ainda favorecendo o efeito enxerto versus
leucemia (EvL) (Asai, et al., 1998; Ruggeri, et al., 2002).

Nesse procedimento, pode ocorrer rejeicdo imunoldgica do enxerto por ceélulas
imunocompetentes do receptor ou (DECH) onde os linfécitos T do doador reconhecem e
eliminam as células do receptor da medula (Lazarus et al. 1997; Martin, 2000).

No entanto, apds o transplante alogénico, € interessante que ocorra o efeito EvL que
se caracteriza pelo reconhecimento e destruicdo de células leucémicas por parte das células
do doador, num processo de resposta imune contra células malignas residuais na medula do
paciente chamado de resposta imune contra a doenca residual minima (Mutis & Goulmy,
2002).

Atualmente, alguns estudos mostraram que as células NK podem ter esse potencial de
resposta contra a doenca residual, pois se caracteriza por fazer parte da resposta imune inata
e ser altamente citotoxica contra uma variedade de células tumorais frescas ou obtidas
através de culturas tendo a sua atividade aumentada pelo uso de interleucina-2 (Silva et al.,
1995).
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Além disso, o efeito EvVL, devido a alorreatividade de NK do doador, tem um papel
muito importante no resultado do transplante pois diminui as chances de recaida da doenca
e aumenta as taxas de sobrevida (Hsu et al., 2005).

Os receptores KIR reconhecem grupos especificos de alelos HLA de classe |,
portanto a alorreatividade de NK acontece quando os receptores KIR inibidores expressos
ndo se ligam a nenhuma molécula HLA de classe | presente nas células-alvo. Além disso,
para que as NK sejam alorreativas, o receptor CD94/NKG2A" ndo pode ser expresso
porque o seu ligante HLA-E esta presente em todas as células que expressam HLA de
classe | (Moretta et al., 2010).

Os grupos de alorreatividade para os receptores KIR inibidores séo: KIR2DL1 que
reconhece como proprio alelos HLA-C do grupo 2 (lisina na posi¢do 80) e, por isso, ndo
reconhece HLA-C do grupo 1 (asparagina na posicao 80). Com isso, células C1C1 sdo
eliminadas, enquanto que células C2C2 sdo preservadas. O receptor inibidor KIR2DL2/3,
que reconhece alelos HLA-C do grupo C1, reconhece como estranho células C2C2 e
preservam C1C1. O receptor inibidor KIR3DL1 reconhece alelos HLA-B do grupo Bw4
como proprio e eliminam células Bw6Bw6 (Pende et al. 2009).

Muitos estudos com transplante de células progenitoras hematopoiéticas alogénicas
HLA compativeis demonstraram que pacientes, onde falta o ligante HLA de classe | para o
KIR inibitério do doador, apresentam melhores taxas de sobrevida livre de evento e
sobrevida global, além de menores taxas de morte por recaida (Miller et al., 2007; Yu et al.,
2009).

No entanto, outros estudos afirmam que a alorreatividade de NK em transplante
alogénico HLA compativel pelas NK ndo pode acontecer e, por isso, ndo ha melhora da
sobrevida global, sobrevida livre de evento, nem DECH. A alorreatividade de NK néo é
esperada em transplantes HLA compativeis pois as células Natural Killer do doador
teoricamente sdo transferidas para um ambiente “geneticamente” igual ao do doador e, por
ISs0, mecanismos de tolerancia fazem com que as NKs sejam hiporresponsivas (Bjourklund
etal., 2010).

Outros autores tentam explicar que durante a maturacdo de NK e a recuperagédo do

repertorio de receptores KIR nos primeiros dias do pos transplante acontece a quebra de
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tolerancia do proprio e, por isso, essas células sdo capazes de reconhecer celulas do
paciente, onde ndo existe o ligante HLA especifico para o KIR inibitério das NKs do
doador como estranhas e ativar a responta imune (Hsu et al., 2005; Yu et al., 2009).

Outro ponto importante estd no fato do transplante ser depletado de linfocitos T ou
ndo depletado. Particularmente, a presenca de linfocitos T no enxerto antagoniza a
recuperacdo do potencial alorreativo das células NK representado pelos receptores KIR
(Andersson, 2012).

Trabalhos demonstraram alorreatividade de NK em transplantes onde as células T do
enxerto foram retiradas. Nesses casos, a alorreatividade pode acontecer pois a maturagédo de
NKSs ocorre primeiro e a resposta imune inata é a predominate devido ao fato de ndo haver
a presenca de linfocitos T do doador (Bjouklund, 2010).

Outros ensaios afirmam existir alorreatividade de NK em transplantes ndo depletados
de linfocito T e por isso o efeito EvVL também pode acontecer em transplantes néao
depletados de T onde existe falta do ligante HLA para o KIR especifico (Sobecks et al.,
2007; Linn et al., 2010).
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4.1. Objetivo Geral

Investigar a associa¢do dos polimorfismos dos genes KIR e HLA com o curso clinico
do transplante HLA compativel, aparentado e ndo depletado de linfocitos T,
particularmente na doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) aguda e crénica, recaida

da doenca de base, sobrevida global e sobrevida livre de evento.
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ABSTRACT
CONTEXT AND OBJECTIVE: Graft-versus-host disease (GVHD) is one of the complications following allo-
genic stem cell transplantation. This study investigated an association between human leukocyte antigen
(HLA) and the occurrence of acute and chronic GVHD in patients who had received stem cell transplanta-
tions from HLA-identical siblings.
DESIGN AND SETTING: Retrospective study at Hematology and Hemotherapy Center, Universidade Es-
tadual de Campinas (IUnicamp).
METHODS: The participants were 176 patients whose first transplant was between 1997 and 2009. HLA
genotyping was performed serologically and using the polymerase chain reaction with specific primer
sequence.
RESULTS: Acute GVHD was positively associated with HLA-AT0 (P = 0.0007), HLA-A26 (P = 0.002), B55
(P=0.001), DRB1*15 (P =0.0211) and DQB1*05 (P = 0.038), while HLA-B16 (P = 0.0333) was more frequent
in patients without acute GVYHD. Chronic GVHD was positively associated with HLA-A9 (P = 0.01) and
A23 (P = 0.0292) and negatively with HLA-A2 (P = 0.0031) and B53 (P = 0.0116). HLA-B35 (P = 0.0373),
B49 (P = 0.0155) and B55 (P = 0.0024) were higher in patients with acute GVHD grade 3 or above, than in
other patients. In patients with extensive chronic GVHD, HLA-AS (P = 0.0004), A24 (P = 0.0059) and A26
(P =0.0411) were higher than in other patients, while HLA-A2 was lower (P = 0.0097).
CONCLUSION: This study suggests that HLA can influence the incidence and severity of acute and chronic
GVHD. However, a study with a better design and more patients will be needed to confirm these results.

RESUMO
CONTEXTO E OBJETIVO: A doenca do enxerto contra o hospedeiro (DECH) & uma das complicagdes pos-
transplante alogénico de células progenitoras hematopoéticas. Este estudo investigou uma associagao
entre o antigenao leucocitario humano (HLA) e a ocorréncia de DECH aguda e crénica, em pacientes que
receberam transplantes de irmaos HLA-idénticos.
TIPO DE ESTUDO E LOCAL: Estudo retrospectivo no Centro de Hematologia e Hemoterapia da Universi-
dade Estadual de Campinas (Unicamp).
METODOS: Os participantes foram 176 pacientes cujo primeiro transplante fol entre 1997 e 2009. A tipa-
gem HLA foi realizada por sorologia e reacao em cadeia da polimerase (PCR) com sequéncia especifica
de primers.
RESULTADOS: A DECH aguda fol associada positivamente com HLA-A10 (P = 0,0007), HLA-AZ6 (P= 0,002},
B55 (P = 0,001), DRB1*15 (P = 0,0211) e DQB1*05 (P = 0,038), enquanto HLA-B16 (P = 0,0333) foi mais
frequente em pacientes sem DECH aguda. A DECH cronica foi assodada positivamente com HLA-A9
(P =0,01) e A23 (P = 0,0292) e, negativamente, com HLA-AZ (P = 0,0031) e B53 (P = 0,0116). HLA-B35
(P = 0,0373), B49 (P = 0,0155) e B55 (P = 0,0024) estavam aumnentados em pacientes com DECH aguda
grau 3 ou maiar, em CoOMparagac aos outros pacientes. Em pacientes com DECH cronica extensa, HLA-A9
(P=0,0004), A24 (P =0,0059) e A26 (P = 0,0411) estavam aumentados em comparagao aos outros pacien-
tes, enguanto HLA-AZ estava diminufde (P = 0,0097).
CONCLUSOES: Este estudo sugere que o HLA pode influenciar a ocorréncia de DECH aguda e crénica e
a sua gravidade. No entanto, um estudo com melhor desenho e com mais pacientes serd necessario para
confirmar esses resultados.
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INTRODUCTION

Graft-versus-host disease (GVHD) remains an important source
of morbidity and mortality following allogenic hematopoietic
stem cell transplantation (HSCT). Although susceptibility to this
complication has been shown to be influenced by the immuno-
genetic background of the donor/recipient pair,'? the potential
impact of human leukocyte antigen (HLA)-like genes on HSCT
outcomes remains poorly explored.

Under these circumstances, donor T-cell recognition of host
HLA can give rise to GVHD, and host recognition of donor HLA
may increase the risk of graft failure. Identifying GVHD risk
factors may help to reduce its incidence and severity. Previous
reports have suggested that particular HLA system factors have
an impact on GVHD*!" and give rise to a reduced relapse rate
and improved survival after HSCT.12

HLA molecules are the most important immunogenic proteins
contributing towards the intensity of the GVHD reaction.” Class [
antigens (HLA-A, -B and -C) and Class II antigens (DR, DQ and
DP) are the classical molecules in the major histocompatibility com-
plex (MHC), which are encoded by MHC in chromosome 6. HLA
antigens from host tissues are recognized by donor T cells that are
critical for the development of both acute and chronic GVHD.

To our knowledge, in Brazil, there have not been any studies
investigating an association between HLA and GVHD develop-
ment. Consequently, there is intense interest in defining the best
HLA genetic markers for allogenic HSCT outcomes and incor-
porating these into routine donor selection strategies in the Bra-

zilian population.

Table 1. Characteristics of the study population (n = 176)

Characteristic
Average patient age in years (range) 34.0 (1-60)
Average donor age in years (range) 32.0(1-62)
Recipient-donor gender - n (%)
M/M 57 (32.4%)
M/F 51 (29.0%)
F/M 33 (18.7%)
F/F 35(19.9%)
Diagnosis - n (%)
AA 23 (13.1%)
PNH 4(2.3%)
ALL 25 (14.2%)
AML 42 (23.9%)
ML 73 (41.5%)
CMML 2(1.1%)
MDS 6 (3.4%)
Source of cells - n (%)
Bone marrow 104 (59.1%)
Peripheral blood stem cell 72 (40.9%)

M = male; F = femnale; AA = aplastic anemia; PNH = paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria; ALL = acute lymphoblastic leukernia; AML = acute myeloid
leukemia; CML = chronic myeloid leukemia; CMML = chronic myelomonocytic
leukemia; MDS = myelodysplastic syndrome.

OBJECTIVE

The objective of this study was to investigate an association
between HLA and the occurrence of acute and chronic GVHD in
patients who had received stem cell transplantation from HLA-

identical siblings in a Brazilian population.

PATIENTS AND METHODS

Study design and data collection

‘The clinical records of allogenic HSCT recipients in one hematol-
ogy and hemotherapy center were retrospectively reviewed and
176 patients who had received a first matched-sibling allogenic
HSCT between 1997 and 2009 were found. These patients were
followed up to ascertain their clinical outcomes up to the cutoff
point of June 2010. The characteristics of the study population
are presented in Table 1.

Only patients who developed acute GVHD or survived
for more than 100 days without GVHD, and were therefore at
risk of developing acute GVHD, were included in the analyses
for acute GVHD. For chronic GVHD, patients who had devel-
oped chronic GVHD or survived for more than 110 days without
chronic GVHD were included.

All of the patients and donors were residents of Campinas
and the surrounding region in the State of Sdo Paulo and were
classified as a mixed population due to their genetic background
of European, African and Amerindian origin.

This study was conducted in accordance with the guidelines
of the Ethics Committee of the University Hospital of Universi-
dade Estadual de Campinas (Unicamp).

GVHD assessment

Occurrences of GVHD were classified in accordance with Glucks-
berg et al." and Atkinson et al.’ In our study, we classified grades
0 to II as mild acute GVHD and grades III to IV as severe acute
GVHD. Chronic GVHD was considered to be severe when it was

classified as extensive.

HLA genotyping

HLA matching was performed serologically for HLA-A and -B
antigens (One Lambda, Canoga Park, CA, USA), and for HLA-
DRB1 and -DQB1 using molecular typing (Dynal sequence-spe-
cific primer, Dynal Ltd., Bromborough, Wirral, UK; One Lambda,
Canoga Park, CA, USA).

Statistical analysis

Screening for associations between HLA-A, HLA-B, HLA-DRB1
and DQB1 variants and GVHD incidence was carried out using
chi-square statistics with Yates correction or Fisher’s exact test when
needed. Odds ratios (OR) with 95% confidence intervals (95% CI)
were also calculated. P values < 0.05 were considered statistically

significant, but to account for multiple comparisons, the observed
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P values were corrected by means of Bonferroni’s correction. The
P value was multiplied by the number of comparisons made. The 30
resulting corrected Pc < 0.05 was accepted as significant. Cumula- 25
tive incidences were calculated for acute and chronic GVHD. E ?5)

10 H H
RESULTS 5 H 0
Patients and donors 0-_NMDQ,,QQ%QDDDS§°$8E
The patients were 108 men and 68 women with a median age of 34 TETZILdILIEIIIII=
years (range: 1-60 years) and the donors were 90 men and 86 women HLA-Aalleles
with a median age of 32 years (range: 1-62 years). The condition-
ing therapy, GVHD prophylaxis, GVHD treatment, transplantation 14
procedures and clinical support have been described elsewhere.'*” :ﬁ

w 8
Occurrence of acute and chronic GVHD g 2
In total, 150 patients showed no evidence of acute GVHD or 2
developed acute GVHD grade I; 11 (42.3%) had grade I[; 11 o 5 gm i ORI e O N T e N 2 2R SN ek 0
(42.3%) had grade III; and 4 (15.4%) had grade IV. The cumula- Ehoadddsddiddddiddicn B80S BRBDS
tive occurrence of acute GVHD of grades I1-IV was 14.8%. A total HLA-Balleles
of 140 patients were evaluated for chronic GVHD: 22 (15.7%) 35
developed the limited and 58 (41.4%) the extensive clinical form. 30
The cumulative occurrence of chronic GVHD was 57.1%. E gg

£ 10 H H
Frequency of HLA variants in GVHD (5)|_| |_| H H 1. H o H Bl |_| nn H Il H
The frequencies of the HLA class [ and II variants in patients who 5 ? 25 ? ? 2y ;: ; ? 2g ? P § ? § =]
received a HSCT are shown in Figure 1. By cross-tabulating each R & & é g &L & &
HLA variant with the occurrence of GVHD, ten variants were S550655656055580588888 g
found to be associated with either the presence or the absence HLA-DRB1 and DQB1
of GVHD with P < 0.05. These HLA variants were A2, A9, A10,

A23, A26, B16, B53, B55, DRE1*15 and DQB1*05, as shown in
Tables 2 and 3. After Bonferroni’s correction, the HLA-A10,
-A26 and -B55 variants remained statistically significant.

Figure 1. Human leukocyte antigen (HLA)-A, -B, -DRB1 and -DQB1
allele frequencies among 176 hematopoietic stem-cell transplant
(HSCT) patients with HLA-identical sibling donors.

Table 2. Association between human leukocyte antigen (HLA) alleles and acute graft-versus-host disease (aGVHD)

aGVHD aGVHD
HLA allele n grades 0-1(%) n grades II-IV (%) p OR 959% Cl
n=150 n=26
A10 7 23 7 135 0.0007 6.51 2.18-19.44
A26 5 1.7 6 11.5 0.0020 7.70 2.26-26.25
B16 23 7.7 0 0.0 0.0333 0.12 0.01-1.96
B55 2 0.7 5 9.6 0.0010 15.85 2.99-84.07
DRB1*15 25 8.6 9 214 0.0211 291 1.25-6.77
DQB1*05 38 15.2 12 30.0 0.0380 2.39 1.12-5.11
n =number of alleles; P = probability; OR = odds ratic; Cl = confidence interval.
Table 3. Association between human leukocyte antigen (HLA) alleles and chronic graft-versus-host disease (cGVHD)
n cGVHD n cGVHD
HLA allele absence (%) presence (%) P OR 95% ClI
n=58 n=§82
A2 41 35.3 31 18.9 0.0031 0.43 0.25-0.74
Ag 10 86 34 207 0.0100 2.77 1.31-5.87
A23 1 09 10 6.1 0.0292 7.47 0.94-59.17
B53 5 43 0 0.0 0.0116 0.07 0.0-1.25
n =number of alleles; P = probability; OR = odds ratio; Cl = confidence interval.
Sao Paulo Med J.2012; 130(4):219-24 221
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Frequency of HLA variants in acute and chronic GVHD
Table 2 shows the significant frequencies of HLA associ-
ated with acute GVHD. Acute GVHD (grades 0-1) was pos-
itively associated with HLA-A10 (P = 0.0007; Pc = 0.0133),
HLA-A26 (P = 0.002; Pc = 0.038), B55 (P = 0.001; Pc = 0.033),
DRB1*15 (P = 0.0211; Pc = 0.2743) and DQB1*05 (P = 0.038;
Pc = 0.19). HLA-B16 was more frequent in patients who
did not develop acute GVHD (grades 0-1), but this differ-
ence did not remain significant after Bonferroni’s correction
(P =0.0333; Pc = 1.099).

Chronic GVHD was positively associated with HLA-A9
(P =0.01; Pc =0.19) and A23 (P = 0.0292; Pc = 0.5548), and neg-
atively with A2 (P = 0.0031; Pc = 0.0589) and B53 (P = 0.0116;
Pc=0.3828).

Frequency of HLA variants in severe acute and chronic
GVHD
Table 4 compares the frequencies of HLA in relation to
severe acute GVHD. It shows that the HLA-B35 (P = 0.0373;
Pc =1.2309), B49 (P = 0.0155; Pc = 0.5115) and B55 (P = 0.0024;
Pc = 0.0792) variants were higher in patients with acute GVHD
grade 3 or above, than in other patients.

In patients with extensive chronic GVHD, the HLA-A9
(P = 0.0004; Pc = 0.0076), A24 (P = 0.0059; Pc = 0.1121) and
A26 (P = 0.0411; Pc = 0.7809) variants were higher than in other
patients, as shown in Table 5. HLA-A2 was lower in these patients
(P = 0.0097; Pc = 0.1843).

DISCUSSION
Many studies have analyzed risk factors for GVHD in relation to
HLA, cytokines, killer immunoglobulin-like receptors (KIR) and

other variants > 11524

Our analysis investigated the role of class I and IT HLA vari-
ants on GVHD development in a population of 176 patients,
and suggests that these were determinants for acute and chronic
GVHD in allogenic HSCT patients with an HLA-identical sib-
ling donor. HLA-A26 (a split of HLA-A10) was associated
with higher risk of acute GVHD, in agreement with previous
studies. 7911

According to Bross et al.,* HLA-A19 and B17 were associated
with a lower risk of acute GVHD, whereas HLA-Cw4, A-11 and
B21 appeared to be associated with a higher risk. Our data were
concordant with this, showing an association between HLA-B49
(asplit of HLA-B21) and severe acute GVHD. However, HLA-B35
was associated with a higher risk of severe acute GVHD, in con-
trast with the findings of Storb et al. and Ghavamzadeh et al.>""

We did not find any correlation between acute GVHD risk
and HLA-A3 and All, in contrast with the findings of Clark
et al. and Bross et al., respectively;*® and likewise in relation to
HLA-DRI1%and DR3.7

While the present study showed that HLA-DRB1*15 and
DQE1*05 (oneof the alleles in linkage disequilibrium with DRB1%15)
were higher in patients with acute GVHD (grades II to IV), Batti-
walla et al. identified absence of HLA-DR15 as a factor significantly
associated with acute GVHD.* However, there is a hypothesis that
immunodominant myeloid antigens are preferentially presented by
HLA-DR15, thus suggesting that this allele has an important role in
relation to acute GVHD development.

Several factors could explain these differential results, includ-
ing patients who received transplants from unrelated donors and
the use of serological typing methods in a subgroup of patients,
whereas all individuals in our cohort received transplants from
HLA-identical siblings and were typed as HLA class II using

molecular methods. It is worth noting that our study has an

Table 4. Results from analysis on severe (grades llI-IV) acute graft-versus-host disease (aGVHD)

HLA allele n aGVHD aGVHD
grades 0-11 (%) grades -1V (%) P OR 9524 Cl
n=161 n=15
B3s 30 9.3 7 233 0.0373 2.96 1.17-7.48
B49 4 1.2 3 10.0 0.0155 8.33 1.88-41.52
Bs5 4 1.2 4 13.3 0.0024 12.23 2.89-51.75
n = number of alleles; P = probability; OR = odds ratig; Cl = confidence interval.
Table 5. Results from analysis on severe (extensive) chronic graft-versus-host disease (cGVHD)
c¢GVHD absence cGVHD
HLA allele n or limited (%) n extensive (%) P OR 959% Cl
n=380 n=60
A2 51 319 21 17.5 0.0097 0.45 0.25-0.81
A9 14 8.8 30 25.0 0.0004 3.48 1.57-6.91
A24 11 6.9 22 183 0.0059 3.04 1.41-6.55
A26 2 1.3 7 58 0.0411 489 1.00-24.00

n = number of alleles; P = probability; OR = odds ratio; Cl = confidence interval.
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important limitation regarding clinical application, due to the
statistical method used.

Moreover, Stern et al. reported that DRB1*15 showed an asso-
ciation with lower disease relapse and greater survival in patients
treated with HSCT for leukemia or non-Hodgkin lymphoma, but
they did not observe any significant difference regarding the inci-
dence of acute GVHD.'? In our view, DRB1*15 could reduce the
graft-versus-leukemia effect after HSCT, thereby increasing the
incidence of GVHD.

Our study also suggested that other HLA antigens were asso-
ciated with acute GVHD, such as HLA-B16 (protection factor)
and B55 (susceptibility factor), which were also associated with
GVHD severity.

This study found statistically significant differences in the
occurrence and severity of chronic GVHD. HLA-A9 (A23 or A24)
was positively associated with both of them, while HLA-A2 was
associated with protection. HLA-B53 was associated with chronic
GVHD development, but not with the severe (extensive) form,
while HLA-A26 was associated with extensive chronic GVHD.
Although HLA-A26 has been associated with acute GVHD and
severe chronic GVHD, the immunopathogenesis of these GVHD
forms are different, which could explain the different associations
observed with the forms of disease.

Few studies have investigated an association between
HLA and chronic GVHD. Remberger et al. found that HLA-
B27 was associated with a lower risk of developing chronic
GVHD.? According to Battiwalla et al., there was no signifi-
cant difference in the two groups, regarding chronic GVHD
incidence or severity.*

The differences between various HLA variants and their cor-
relations with the risk of GVHD in different centers and coun-
tries may be due to differences in ethnicity between populations.
In addition to these differences, we emphasize that our study had

limitations relating to its design and the number of patients.

CONCLUSION

These results show that MHC variants may influence the occur-
rence of GVHD in HSCT with HLA-identical sibling donors.
However, we suggest that collaborative studies using larger cen-
tral registry datasets should be conducted in order to explore clin-
ical outcomes according to HLA antigen status in HLA-matched

allogenic stem cell transplantation.
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6. Capitulo 11




A diversidade dos genes KIR e o impacto dos gendtipos KIR/HLA em
doadores-pacientes no resultado do transplante de células progenitoras
hematopoiéticas para doencas onco-hematoldgicas em pacientes Brasileiros

The diversity of KIR genes and the impact of donor-patient KIR /HLA genotypes on
outcome following HLA-identical allogeneic hematopoieticstem cell transplantation for

hematological malignancy in Brazilian patients.
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Resumo

Foi proposto que a auséncia de expressdo da molécula HLA de classe | nos pacientes,
ligante para receptores KIR inibidores presentes nas células dos doadores, poderia ser
utilizada como fator progndstico para o resultado dos transplantes com células progenitoras
hematopoiéticas entre doador/receptor HLA idénticos. Com isso, 0 objetivo deste estudo foi
avaliar possiveis interaces dos genes KIR e HLA com o curso clinico do transplante HLA
compativel, aparentado e ndo depletado de linfocitos T, particularmente na doenca do
enxerto contra 0 hospedeiro (DECH) aguda e cronica, recaida, sobrevida global e sobrevida
livre de evento. O estudo foi prospectivo, realizado no Centro de Hematologia e
Hemoterapia da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). Os participantes foram 50
pacientes com os respectivos doadores, cujo transplante foi entre 2008 e 2012. A tipagem
HLA foi realizada pela reacdo em cadeia da polimerase com sequéncia especifica de
oligonucleotideos (PCR-SSOP baseada na tecnologia Luminex ®. A maioria dos doadores
(78%) apresentaram o hapl6tipo B do KIR, enquanto que 22% apresentaram o haplétipo A.
Dos pacientes que receberam o hapl6tipo A do doador, 90% tiveram DECH, aguda ou
crbnica, comparados com o0s que receberam o haplotipo B (58%) (dados néo
estatisticamente significantes). N&o houve diferenca significativa para recaida entre
pacientes que receberam os hapl6tipo A ou B (27% vs 23%). Ndo houve diferenca no
desenvolvimento da DECH e recaida para os pacientes homozigotos (C1C1 ou C2C2) e
heterozigotos (C1C2) e nem para aqueles com HLA-Bw4 presente e ausente .Além disso, a
sobrevida global ndo foi diferente para os grupos de pacientes analisados. No entanto,
houve forte correlacdo entre o grupo de pacientes heterozigotos para HLA-C (C1C2) e a
incidéncia de DECH aguda e recaida. A SLE foi maior nos pacientes heterozigotos que nao
desenvolveram DECHa (p<0,0001).
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progenitoras hematopoiéticas, DECH aguda.

Introdugao

Foi proposto que nos transplantes com células progenitoras hematopoiéticas (TCPH)
para o tratamento das doengas onco-hematoldgicas, a auséncia de expressao da molécula
HLA de classe | nos pacientes, ligante para receptores KIR inibidores presentes nas células
dos doadores, poderia ser utilizado como fator prognostico para o resultado dos transplantes
entre doador/receptor HLA idénticos (Yawata et al, 2008). O fato dos genes KIR e HLA de
classe | estarem localizados em cromossomos diferentes (cromossomos 19q13.4 e 6pq
respectivamente) e, portanto, segregarem independentemente, possibilita que ocorram
assincronias entre os repertorios KIR e HLA de classe | de um individuo (Khakoo &
Carington 2006). Como consequéncia, células NK alorreativas podem se originar ap0s 0s
TCPH, ou seja, células NK que expressam receptor KIR inibidor no doador, para o qual a
molécula HLA de classe | ligante especifica esta ausente no paciente (Velardi 2012).

O significado clinico da auséncia do ligante HLA de classe | foi primeiro evidenciado
em transplantes haploidénticos para tratamento da leucemia mieloide aguda (LMA), nos
quais observou-se a reducdo do risco de ocorrer recaida, melhora na sobrevida e reducéo de
complicagdes pos-transplante, como o desenvolvimento da doenca do enxerto contra
hospedeiro (DECH) (Asai et al. 1998, Ruggeri et al. 2002).

Uma vez que os receptores KIR reconhecem grupos de alelos da molécula HLA de
classe 1, foi possivel se estabelecer os principais receptores KIR envolvidos no
reconhecimento alorreativo de células deficientes na expressdao de um ou mais ligantes
HLA de classe I. Com isso, 0 KIR2DL1 reconhece como préprio as moléculas HLA-Cw do
grupo 2 (HLA-C2), os quais se caracterizam pela presenca do residuo lisina na posi¢do 80
da molécula. Os receptores inibidores KIR2DL2 e KIR2DL3 reconhecem moléculas HLA-
Cw do grupo 1 (HLA-C1), os quais se caracterizam pela presenca do residuo de asparagina
na posicdo 80 da molécula (Khakoo & Carington 2006). No TCPH de um doador que

possui 0 gene KIR2DL1 para um paciente homélogo para os alelos HLA do grupo C1
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(C1C1), embora seja um transplante HLA compativel, podera haver células NK que
expressam o receptor KIR2DL1 para o qual ndo haverd ligante especifico. Do mesmo
modo, no transplante a partir de um doador que possui 0 gene KIR2DL2/3 para um paciente
homologo para os alelos HLA do grupo C2 (C2C2), poderdo emergir células NK que
expressam o receptor KIR2DL2/3, para o qual ndo havera ligante especifico. Além dos
grupos HLA-C, alelos HLA do grupo Bw4 sdo ligantes especificos do receptor inibidor
KIR3DL1 e a auséncia deste HLA no paciente transplantado com células progenitoras
hematopoiéticas de doador que possui 0 gene KIR3DL1, também pode originar células NK
para as quais nao havera ligante especifico, ou seja, células NK alorreativas (Pende et. al.
2009).

Estudos prévios demonstraram que a interacdo KIR/HLA tem impacto significante no
resultado dos transplantes haploidénticos, ndo relacionados e relacionados HLA
compativeis, influenciando na recaida e na DECH (Hsu et al., 2005,Miller et al., 2007,
Clausen et al., 2007). No entanto, outros estudos mostraram a auséncia de alorreatividade
das células NK e de melhora na sobrevida global, sobrevida livre de evento, recaida e
DECH nos transplantes alogénicos HLA compativeis (Bjourklund et. al. 2010). Com isso, 0
objetivo neste estudo foi investigar as possiveis interacdes dos genes KIR e HLA com o
curso clinico do transplante HLA compativel, aparentado e ndo depletado de linfocitos T,
particularmente na DECH aguda e crénica, recaida, sobrevida global e sobrevida livre de

evento.
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Sujeitos e Métodos

Pacientes

Neste estudo, foram incluidos 50 pacientes com seus respectivos doadores, que
receberam TCPH para o tratamento de doencas onco-hematolodgicas, aparentado, HLA
compativel, sem deplecdo de linfocitos T, assistidos no Centro de Hematologia e
Hemoterapia da Universidade Estadual de Campinas durante o periodo de 2008 a 2012. Os
pacientes foram submetidos ao transplante alogénico mieloblativo ou ndo mieloblativo,
com células obtidas do sangue periférico ou da medula 6ssea. Os regimes de
condicionamento e a profilaxia da DECH foram selecionadas de acordo com os protocolos
existentes no Hospital das Clinicas — UNICAMP. Foram excluidos desse estudo pacientes
com doencas ndo malignas e transplantes alogénicos ndo aparentados. Foi um estudo
prospectivo, conduzido com a aprovacdo do Comité de Etica da Universidade Estadual de

Campinas e os pacientes foram incluidos mediante a assinatura do termo de consentimento.

Sangue periférico e isolamento das células mononucleares (CMSP)

A coleta de sangue foi realizada por meio de punc¢do venosa,por meio do sistema de
coleta a vacuo em tubos de 9 mL contendo EDTA. Foram utilizados 200 pL de sangue total
para a extracdo do material genético,por meiodo kit comercial de extracdo de DNA
QlAamp (QIAGEN, Valencia, CA).
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Genotipagem KIR/HLA

Amostras de DNA de células progenitoras de pacientes e doadores, dentre os
individuos selecionados para o transplante, foram disponibilizadas para a genotipagem pelo
Laboratdrio HLA do Hemocentro da UNICAMP. Os gendtipos KIR e HLA dos pacientes e
doadores foram identificados pela técnica de PCR-SSO reversa (One Lambda Inc.®,
Canoga Park, CA, USA) com a tecnologia Luminex. Os primers especificos para os locos
HLA-A, B, C, DRB1, DQA1 e DQB1 e para os genes KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3,
KIR2DL4, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, 3DL1, 3DL2,
3DL3, 3DS1, 3DP1 e 2DP1 foram utilizados na amplificagdo. Os DNAs amplificados
foram utilizados para a hibridizacdo com beads ligadas a oligonucleotideos especificos para
estes alelos. A hibridizagdo foi verificada por meio de um citémetro de fluxo LABScan™
100 flow analyzer. A seguir, os dados foram interpretados por meio do programa de
computador HLA Visual™ (One Lambda, Canoga Park, CA, USA, versio 2.2.0).

Definigdes

Foi considerada recaida, quando pacientes que estavam em remissdo aos 30 dias do
pos-transplante voltaram a desenvolver a doenca apos este periodo. DECH aguda (DECHa)
foi considerada de grau Il a grau IV durante os primeiros 100 dias pds-transplante e DECH
crénica (DECHc) quando ocorreu apdés 100 dias poés-transplante. Os pacientes foram
acompanhados desde os primeiros dias pés transplante até 5 anos. Os haplétipos KIR dos
doadores foram separados em haplotipo A (KIR3DL3, KIR2DL3, KIR2DP1, KIR2DL1,
KIR3DP1, KIR2DL4, KIR3DL1, KIR2DS4, KIR3DL2) com sete genes e 2 pseudogenes
definidos e hapl6tipo B para aqueles com genes diferentes e nimeros variados do haplotipo
A. (Uhrberg et al, 2002). Além disso, para a avaliacdo dos ligantes KIR-HLA, também
foram definidos os grupos de pacientes homozigotos para HLA C1C1 ou C2C2 com a
presenca dos receptores inibitorios KIR2DL1 e KIR2DL2/3 no doador, e pacientes

heterozigotos HLA C1C2 e doadores com os ligantes KIR presentes. Para analise de HLA

49



Bw4 foram considerados os grupos de pacientes com a presenca de Bw4 e doador com

KIR3DL1 e os pacientes sem Bw4 e KIR3DL1 presente no doador.
Estatistica

Para as varidveis categoricas, foi utilizado o teste de qui-quadrado ou o teste exato de
Fisher, a fim de se estabelecer a diferenga entre as distribui¢cdes. Para as correlagdes, foram
utilizados os testes de Sperman e Pearson’s, considerando R? <20 como baixa correlagéo,
20<R%<40 como correlacdo média e R>>40 como alta correlagdo, sempre considerando P <
0,05. As analises estatisticas foram conduzidas utilizando-se o pacote estatistico SPSS para
o programa Windows. O nivel de significancia adotado foi de 5%, Para averiguar a
influéncia da falta dos alelos HLA para os genes KIR na ocorréncia de DECH aguda e
crbnica e recaida, foi realizada uma analise univariada de Cox. Os riscos relativos (RR) de
complicagdes foram estimados com relacdo a genotipagem destes genes e outras variaveis
que poderiam estar associadas a elas, como idade e 0 sexo do paciente e doador, a fonte de
células do enxerto (medula 6ssea ou células progenitoras periféricas) e a situacdo da doenca
no momento do transplante. Para as analises de sobrevida global, utilizou-se a curva de
Kaplan-Maier considerando o tempo de sobrevida pos-transplante em meses pelo evento de
morte. Para as analises de Sobrevida Livre de Evento (SLE), foi considerada sobrevida pds-
transplante em meses e o evento foi considerado recaida ou morte por recaida e 0s

pacientes vivos foram censurados.
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Resultados

Inicialmente, a andlise foi realizada para todo o grupo de pacientes (N=50) e, em
seguida,a mesma andlise foi feita para 0 grupo de pacientes com leucemias, uma vez que
resultados associados a genotipagem KIR/HLA e transplante sdo mais expressivos em
leucemias. (n=33) (Hsu et al., 2005; Wang et al., 2013). Considerando todos 0s pacientes, a
maioria dos doadores (78%) apresentaram o haplétipo B, enquanto que 22% apresentaram
o0 haplotipo A. Dos pacientes que receberam o haplotipo A do doador, 90% tiveram DECH,
aguda ou cronica, comparados com 0s que receberam o haplétipo B (58%) (dados nédo
estatisticamente significantes). Nado houve diferenca significativa para recaida entre
pacientes que receberam os hapl6tipo A ou B (27% vs 23%).

Na andlise dos pacientes homozigotos e heterozigotos para HLA-, 80% dos pacientes
homozigotos tiveram DECH aguda ou cronica, enquanto que para o grupo heterozigoto,
58% dos pacientes tiveram DECH. Também nédo houve diferenca na incidéncia de recaida
entre 0s grupos homozigotos e heterozigotos (23% vs 25%).

Para os pacientes que apresentaram pelo menos um alelo HLA-Bw4 para o doador
com o gene KIR3DL1 presente, 70% dos pacientes tiveram DECH aguda ou cronica,
enguanto que para o grupo dos pacientes com auséncia de HLA-Bw4, 60% dos pacientes
apresentaram DECH. A incidéncia de recaida ndo foi estatisticamente diferente entre os
grupos com HLA-Bw4 (70%), e sem HLA-Bw4 (80%) .

Nenhuma diferenca significativa foi encontrada na analise de sobrevida global para o
grupo com todos 0s pacientes e para 0 grupo dos pacientes com leucemias. (Figura 1, 2, 3,
4,5e06).

Houve forte correlacdo no grupo de pacientes heterozigotos para HLA-C que
desenvolveram ou ndo a DECH aguda com os eventos morte e recaida. Inicialmente, a
analise foi feita para todos os pacientes (n=41) e os casos nao analisados (n=9) foram os
pacientes que morreram antes dos primeiros 100 dias e ndo tiveram DECH.

Neste grupo, dos 20 pacientes heretozigotos que ndo desenvolveram DECHa, 18
(90%) estdo vivos e 2 (10%) morreram, enquanto que, dos 6 pacientes heterozigotos que
desenvolveram DECHa, 4 (66%) morreram (R*= 69%, p = 0,002). Para a analise dos
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eventos morte e recaida, dos 20 pacientes heterozigotos que nao tiveram DECHa, 16 (80%)
estdo vivos sem doenca, 4 (20%) recairam ou morreram por recaida e nenhum morreu por
outro motivo. Para 0s 6 pacientesheterozigotos que desenvolveram a DECHa, 2 (33%)
recairam ou morreram de racaidada doenca e 4 (66%) morreram por outras causas que nao
a recaida (R*= 78%, p < 0,0001).

Quando a mesma anélise foi realizada para os pacientes com leucemias (n=33), 6
pacientes ndo puderam ser analisados, pois morreram antes dos 100 primeiros dias e ndo
desenvolveram DECH. No grupos dos 13 pacientes heterozigotos que nao desenvolveram a
DECHa, 11 (84%) estdo vivos e sem a doenca, enquanto que 2 (16%) morreram; dos 4
pacientes heterozigotos que desenvolveram DECHa, 1 (25%) esta vivo sem doenga e 3
(75%) morreram (R = 55% p = 0,02). Quando os eventos analisados foram morte e recaida,
dos 13 pacientes heterozigotos que ndo desenvolveram DECHa, 11 (84%) estdo vivos sem
doenca e 2 (16%) morreram por recaida, enquanto que, dos 4 pacientes que desenvolveram
DECHa, 2 (50%) recairam ou morreram por recaida da doenca e 2 (50%) morreram por
outras causas (R = 82%, p< 0,0001). A SLE foi maior para os pacientes heterozigotos que
ndo desenvolveram a DECHa, tanto para o grupo das leucemias, quanto para 0 grupo com
todos os pacientes.
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Discussao

Os resultados deste trabalho mostraram ndo haver diferenca na sobrevida global entre
0s grupos de doadores e pacientes (homozigotos e heterozigotos para HLA-C, presenga e
auséncia de HLA-Bw4 e dos haplotipos A e B para os genes KIR). Também ndo houve
diferenca quando foram selecionados apenas 0s pacientes com leucemias.

No entanto, a anélise de sobrevida livre de evento, tanto para o grupo dos pacientes
com leucemias quanto para todos 0s pacientes, demonstrou que para 0 grupo heterozigoto,
84% dos pacientes estdo vivos e ndo desenvolveram DECH aguda, nem recaida (p <
0,0001).

Hsu et al.(2005) e Sobecks et al., (2007) demonstraram que existe melhora nas taxas
de sobrevida global e sobrevida livre de doenca em transplantes HLA compativeis,
aparentados, quando existe a falta do ligante HLA no paciente para o receptor KIR
inibitdrio do doador, porém em transplantes com deplecéo de linfécitos T.

A deplecdo é o processo de diminuicdo dos linfocitos T do enxerto. Muitos
protocolos de transplante sdo favoraveis a deplecdo de T, enquanto outros optam pela ndo
deplecéo. Este procedimento diminui o desenvolvimento da DECH, mas também diminui o
efeito EVL e, portanto, o paciente pode apresentar risco de recaida por conta da presenca de
células tumorais residuais ap6s o transplante (Bjourklund et al., 2010).

A ndo deplecdo de T pode aumentar a incidéncia da DECH, e proporcionar o efeito
EvL. Porém, a alta intensidade da resposta imune provocada pela DECH pode afetar outras
células do organismo como a pele e, érgdos internos, o que pode levar o individuo a o6bito
(Yuetal., 2009).

O protocolo de transplante deste estudo ndo envolveu deplecéo de linfécitos T e os
resultados mostraram ndo haver diferencas na sobrevida global entre os grupos de doadores
e pacientes, baseados na presenca dos genes KIR e HLA, sugerindo ndo haver melhora do
resultado do transplante alogénico, aparentado, HLA compativel quando ha falta do ligante
HLA para o receptor KIR inibitério do doador.

Outros estudos ndo observaram melhoria da sobrevida global, sobrevida livre de
evento, nem protecdo & DECH, sugerindo que em transplantes HLA compativel a falta do

ligante ndo faria diferenca no resultado do transplante pois as células NK do doador sdo
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transferidas para um ambiente “geneticamente” igual ao de origem e, por isso, mecanismos
de tolerancia fariam com que as células NK fossem hiporresponsivas (Clausen et al., 2010;
Bjourklund et. al., 2010).

Yu et al., (2009) utilizaram células tumorais transfectadas com os diferentes genes
HLA de classe | co-incubadas com células NK, colhidas do paciente em tempos
consecutivos durante o pés-transplante, para mostrar que na auséncia da expressao do HLA
especifico para o KIR inibidor, ocorre degranulacdo das células NK. A degranulagdo nédo
foi observada quando as células tumorais foram transfectadas com o ligante HLA
especifico para o KIR inibitdrio, mostrando assim que as células NK que emergem durante
o0 periodo pés-transplante ndo sdo hiporresponsivas, como sugerido por Clausen et al.(2010)
e Bjourklund et. al., (2010).

Segundo Sobecks et al. (2007), a alorreatividade é possivel apenas nos transplantes
depletados de linfocitos T. Na presenca dos linfécitos T, a maturacdo das células NK é
retardada, enquanto que na auséncia dos linfécitos T, a maturacdo das células NK é mais
evidente, favorecendo a alorreatividade nos primeiros meses pos-transplante (Andersson,
2012). Isso explicaria o fato de ndo termos observado uma melhor resposta no pos-
transplante no grupo homozigoto para HLA-C, pois o protocolo de transplante realizado
ndo faz a deplecdo de linfocitos T.

Kanga et al., (2012), com protocolo ndo depletado de T e Wang et al., (2013) com
protocolo depletado de T, demonstraram que para 0 grupos nos quais falta um ligante HLA
no paciente, para o KIR inibitério do doador (homozigoto C1 ou C2), pode haver uma
possivel alorreatividade de NK e essa resposta pode promover a destruicdo de células
dentriticas, levando a diminuicdo do desenvolvimento da DECH. Todavia, nossos
resultados mostraram que o grupo gque ndo desenvolveu a DECH aguda e apresentou SLE
maior, foi aquele no qual todos os ligantes estavam presentes (heterozigoto C1C2).

Teoricamente, com o desenvolvimento da DECH, também ha o efeito EvL e portanto
as taxas de recaida sdo menores. Os nossos resultados mostraram que as taxas de recaida
foram menores nos pacientes que nao desenvolveram DECH e, por isso, outros mecanismos
protetores poderiam estar envolvidos na protecdo contra recaida e morte por recaida neste

grupo de pacientes.
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Muitas outras questdes podem interferir na resposta pos-transplante como o tipo de
transplante, a fonte de células, o tipo e fase da doenca além das particularidades de cada par
doador-receptor. Em nosso sistema de estudo, os resultados mostraram que para 0 grupo
heterozigoto (C1C2), a maioria do pacientes nao desenvolveu DECH aguda e apresentou
maior SLE, sugerindo um possivel efeito protetor para esse grupo. Os mesmos resultados

ndo foram significantes para HLA-Bw4 e grupos de hapl6tiposKIR.
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Figura 3. Sobrevida global dos pacientes baseada nos haplétipos A e B dos genes KIRdos
doadores (n=50).
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Figura 4. Sobrevida global dos pacientes com leucemias, baseada no grupo HLA-C (C1 ou
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Figura 5. Sobrevida global dos pacientes com leucemias, baseada no grupo HLA-Bw
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genes KIR dos doadores (n=33).

Tabela 1. Correlacdo entre DECH aguda, grupo HLA-C dos pacientes e o evento morte.

Presenca de DECH

Grupo HLA-C do aguda Total
paciente N ] N

ndo sim nédo
Homozigoto Situacdo vivo 6 5 11
final morto 4 0 4
Total 10 5 15
Heterozigoto Situacdo vivo 18 1 19
final morto 5 5 v
Total 20 6 26

R =69%, p = 0,002.
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Tabela 2. Correlacdo entre DECH aguda, grupos

recaida e morte.

HLA-C dos pacientes e 0s eventos

Presenca de DECH

Grupo HLA-C do aguda Total
paciente nédo sim néo
Homozigoto Evento vivo 6 5 11
recaida 3 0 3
morte por qualquer 1 0 1
causa
Total 10 5 15
Heterozigoto Evento vivo 16 0 16
recaida 4 2 6
morte por qualquer 0 4 4
causa
Total 20 6 26

R = 78%, p < 0,0001.

Tabela 3. Correlacdo entre DECH aguda, grupo HLA-C dos pacientes com leucemias e 0

evento e morte.

Grupo HLA-C do

Presenca de DECH

paciente aguda Total
ndo sim nao
Homozigoto S_ltua(;ao vivo 5 1 6
final
morto 4 0 4
Total 10
Heterozigoto S_ltua(;ao vivo 11 1 12
final
morto 2 5
Total 13 17

R = 55%, p = 0,02.
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Tabela 4. Correlacdo entre DECH aguda, grupos HLA-C dos pacientes com leucemias e
0s eventos recaida e morte.

Grupo HLA-C do Presenca de DECH
paciente aguda Total
nao sim nao
Homozigoto Evento vivo 5 1 6
recaida 3 0 3
morte por qualquer 1 0 1
causa
Total 9 1 10
Heterozigoto Evento vivo 11 0 11
recaida 2 2 4
morte por qualquer 0 2 2
causa
Total 13 4 17

R = 82%, p < 0,0001.
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Estudos de associacdo e interagdo de moléculas HLA com outras células tém
contribuido para uma melhor compreensdo da resposta imunologica pds-transplante.
Moléculas HLA de classe | sdo importantes no controle das fungdes efetoras das células T
citotoxicas e das células Natural Killer,enquanto que as moléculas HLA de classe Il ativam
linfocitos T auxiliares CD4+ (Ljunggren & Karre et al., 1990).

Diferente dos linfécitos T, que reconhecem o antigeno como um fragmento de
peptideo ligado ao HLA, células NK sdo funcionais na auséncia ou diminuicdo da
expressao de proteinas HLA de classe | nas células a serem reconhecidas (Middlenton et
al., 2002).

Com isso, nosso grupo investigou, inicialmente, o papel das variantes HLA de
classe 1 e Il no desenvolvimento da DECH, em uma populagdo de 176 pacientes
submetidos ao transplante alogénico, HLA compativel, com doadores aparentados, e 0S
resultados sugeriram que algumas variantes sdo determinantes para o desenvolvimento da
DECH aguda e cronica.

HLA-A26 (split da moleculaHLA-A10) foi associado com alto risco de incidéncia
da DECH aguda. Resultados semelhantes foram encontrados em Storb et al. (1983);
Weisdorf et al. (1991); Remberger et al. (2002); Adams et al., (2004) e Mohyeddin et al.,
(2004).

De acordo com Bross et al., (1984), HLA-A19 e B17 foram associados com baixo
risco de desenvolver DECH aguda, enquanto que HLA-Cw4, A-11 e B21 mostraram estar
associados com alto risco. Nossos resultados foram semelhantes a este estudo, mostrando
associacao entre HLA-B49 (split da molécula HLA-B21) e desenvolvimento de DECH
aguda severa. No entanto, HLA-B35 também foi associado com alto risco para DECH
aguda severa, em contraste com os achados de Storb et al.(1983) e Ghavamzadeh et al.,
(2002).

Né&o foi encontrada neste estudo, nenhuma correlacdo entre o risco de desenvolver
DECH aguda e HLA-A3, All, HLA-DR1 e DR3, em contraste com os resultados de Clark
etal., (2001) e Bross et AL., (1984), respectivamente.

Enquanto que o presente estudo mostrou que HLA-DRB1*15 e DQB1*05 (um dos

alelos que apresenta desequilibrio de ligacdo com DRB1*15) foram mais frequentes em
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pacientes com DECH aguda (grau Il a 1V), Battiwalla et al. (2006), demonstraram que a
auséncia de HLA-DR15 representou um fator significante associado & DECH aguda.

O que explicaria nossos resultados, ¢ a hipotese afirmando a existéncia de antigenos
mieloides imunodominantes, que sdo preferencialmente apresentados por HLA-DR15,
sugerindo que estes alelos tém um importante papel no desenvolvimento da DECH
(Battiwalla et al., 2006)

Stern et al., (2006), relataram que o alelo DRB1*15 foi associado a baixa
incidéncia de recaida da doenca de base e melhora da sobrevida de pacientes tratados com
transplante de células progenitoras hematopoiéticas para leucemia e linfoma ndo Hodgkin.
Porém, ndo foi observada nenhuma diferenca significante em relacdo a DECH aguda. No
presente trabalho, DRB1*15 parece reduzir o efeito EvL, aumentando a incidéncia de
DECH.

Em relacdo a incidéncia de DECH cronica severa, foram encontradas, diferencas
estatisticamente significantes . HLA-A9 (A23 ou A24) foi mais frequente nos pacientes
com DECH cronica severa, enquanto que HLA-A2 e HLA-B53 foram associados como
fatores de protecdo, por serem menos frequentes nestes pacientes. HLA-A26 foiassociado
com DECH crénica severa. HLA-A26 foi mais frequente tanto em pacientes que
desenvolveram DECH aguda, quanto em pacientes com DECH cronica severa.

Remberger et al., (2002) relataram uma associacdo diferente entre a molécula HLA-
B27 e o baixo risco de desenvolver DECH cronica.Essas diferencas entre as variantes HLA
e as correlacbes com o risco de desenvolver DECH em diferentes centros de estudo e em
diferentes paises pode ser explicada por diferencas étnicas entre as populacdes.

Posteriormente, um estudo prospectivo relacionado com o desenvolvimento da
DECH, aguda e crénica, foi conduzido em nosso centro com 50 pares de doador/paciente,
em relacdo as possiveis interagdes dos genes KIR e HLA com o curso clinico do transplante
HLA compativel, aparentado e ndo depletado de linfocitos T, particularmente, na DECH
aguda e cronica, recaida, sobrevida global e sobrevida livre de evento.

Para este estudo, foram definidos os grupos de pacientes homozigotos para HLA
C1C1 ou C2C2 com a presenga dos receptores inibitorios KIR2DL1 e KIR2DL2/3 no

doador, e pacientes heterozigotos HLA C1C2 e doadores com os ligantes KIR presentes.
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Para a analise de HLA Bw4, foram considerados os grupos de pacientes com a presenca de
Bw4 e doador com KIR3DL1 e os pacientes sem Bw4 e KIR3DL1 presente no doador.

Os resultados mostraram ndo haver diferenca na sobrevida global entre os grupos de
doadores e pacientes (homozigotos e heterozigotos para HLA-C, presenca e auséncia para
HLA-Bw4 e haplotipo A e B). Também néo houve diferenca quando foram selecionados
apenas 0s pacientes com leucemias.

No entanto, a anélise de sobrevida livre de evento, tanto para o grupo dos pacientes
com leucemias quanto para todos os pacientes, demonstrou que para 0 grupo heterozigoto,
84% dos pacientes sobreviveram e ndo desenvolveram DECH aguda nem recaida (p <
0,0001).

Hsu et al., (2005) e Sobecks et al,. (2007) demonstraram que existe melhora nas taxas
de sobrevida global e sobrevida livre de doenca em transplantes HLA compativeis,
aparentados, quando existe a falta do ligante HLA no paciente para o receptor KIR
inibitério do doador, porém em transplantes com deplecdo de linfécitos T.

A deplecdo é o processo de diminuicdo dos linfocitos T do enxerto. Muitos
protocolos de transplante sdo favoraveis a deplecdo de T enquanto que outros optam pela
ndo deplecdo. Este procedimento diminui o desenvolvimento da DECH, mas também
diminui o efeito EvL e, portanto, o paciente pode apresentar risco de recaida por conta da
presenca de células tumorais residuais apés o transplante (Bjourklund et al., 2010).

A ndo deplecdo de T pode aumentar a incidéncia da DECH, e proporcionar o efeito
EvL. Porém, a alta intensidade da resposta imune provocada pela DECH pode afetar outras
células do organismo como pele, e 6rgdos internos, podendo levar o individuo a ébito (Yu
et al., 2009).

O protocolo de transplante deste estudo ndo inclui deplecdo de linfocitos T e os
resultados mostraram ndo haver diferencas na sobrevida global entre os grupos de doadores
e pacientes, baseado na presenca dos genes KIR e HLA, sugerindo ndo haver melhora do
resultado do transplante alogénico, aparentado, HLA compativel quando hé falta do ligante
HLA para o receptor KIR inibit6rio do doador.

Outros estudos ndo observaram melhoria da sobrevida global, sobrevida livre de

evento, nem protecdo & DECH, sugerindo que em transplantes HLA compativel a falta do
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ligante ndo faria diferenca no resultado do transplante pois as células NK do doador sdo
transferidas para um ambiente “geneticamente” igual ao de origem e, por isso, mecanismos
de tolerancia fariam com que as células NK fossem hiporresponsivas (Clausen et al., 2010;
Bjourklund et. al., 2010).

Yu et al., (2009), ultilizaram células tumorais transfectadas com os diferentes genes
HLA de classe | co-incubadas com células NK, colhidas do paciente em tempos
consecutivos durante o pés-transplante, para mostrar que na auséncia da expressao do HLA
especifico para o KIR inibidor, ocorre degranulacdo das celulas NK. A degranulacdo néo
foi observada quando as células tumorais foram transfectadas com o ligante HLA
especifico para o KIR inibitério mostrando assim que as células NK que emergem durante
0 periodo poés-transplante ndo sdo hiporresponsivas como sugerido por Clausen et al.,
(2010) e Bjourklund et. al., (2010).

Segundo Sobecks et al., (2007), a alorreatividade é possivel apenas nos transplantes
depletados de linfdcitos T. Na presenca dos linfécitos T, a maturacdo das células NK é
retardada enquanto que na auséncia dos linfocitos T, a maturacdo das células NK é mais
evidente o que favorece a alorreatividade nos primeiros meses pos-transplante (Andersson,
2012). Isso explicaria o fato de ndo termos observado uma melhor resposta no pos-
transplante no grupo homozigoto para HLA-C, pois o protocolo de transplante realizado
ndo faz a deplecéo de linfocitos T.

Kanga et al., (2012) (ndo depletado de T) e Wang et al., (2013) (depletado de T)
demonstraram que para o0 grupos nos quais falta um ligante HLA no paciente para o KIR
inibitério do doador (homozigoto C1 ou C2) pode haver uma possivel alorreatividade de
NK e essa resposta pode promover a destruicdo de células dentriticas, levando a diminuicéo
do desenvolvimento da DECH. Todavia, nossos resultados mostraram que 0 grupo que
apresentou menor desenvolvimento da DECH aguda e menores taxas de recaida foi aquele
no qual todos os ligantes estavam presentes (heterozigoto C1C2).

Teoricamente, com o desenvolvimento da DECH, também ha o efeito EvL e,
portanto, as taxas de recaida sdo menores. Os nossos resultados mostraram que as taxas de

recaida foram menores nos pacientes que ndo desenvolveram DECH e, por isso, outros
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mecanismos protetores poderiam estar envolvidos na protecdo contra recaida e morte por
recaida neste grupo de pacientes.

Muitas outras questdes podem interferir na resposta pos-transplante, como o tipo de
transplante, a fonte de células, o tipo e fase da doenca além das particularidades de cada par
doador-receptor. Em nosso sistema de estudo, os resultados mostraram que para 0 grupo
heterozigoto (C1C2) houve diminuicdo das taxas de recaida e morte por recaida,
diminuicdo na incidéncia de DECH aguda e, portanto, aumento da sobrevida livre de
evento, sugerindo um possivel efeito protetor para esse grupo. Os mesmos resultados ndo

foram significantes para HLA-Bw4 e grupos de haplétipos KIR.
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8. Conclusoes
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Os resultados do presente estudo mostraram que:As variantes HLA podem
influenciar na ocorréncia de DECH em transplante alogénico, com doadores relacionados,
HLA-idénticos, tanto como fatores de protecdo, quanto como fatores de susceptibilidade .

A interacdo KIR/HLA tem impacto significante no resultado dos transplantes
relacionados, HLA compativel, sem deplecdo de linfécitos T, influenciando na incidéncia
de recaida e na ocorréncia da DECH. Para o grupo heterozigoto (C1C2), a maioria do
pacientes ndo desenvolveu DECH aguda e apresentou maior SLE, sugerindo um possivel

efeito protetor para esse grupo.
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10. Anexos




10.1 Anexo |

Capitulo 11

Tabela 1. InformacGes dos pacientes pelo grupo HLA-C no TCPH

HLA-C paciente

Variaveis Homogéneo Heterogéneo  valor de p
n=21 n=29

Doador F e paciente M 02 04 0,99
Idade do paciente (mediana/variagio) 44 (31-68) 41 (21-69) 0,26
Idade do doador (mediana/variagio) 42 (26-72) 44 (12-69) 0,81
Tempo entre Dx e TCPH 5 (1-96) 7 (1-68) 0,75
Tipo de TCPH: mieloablativo 11 21 0.23

Né&o Mieloablativo 10 08
Situagdoda doenca ao TCPH:

Precoce 07 14

Avancado 14 15 0,38
Condionamento: Bu + CY 06 16

Bu+ CY + VP 02 03

Bu + Fludara 03 05

Fludara + Melfalan 05 03 028

Fludara + ICT 04 02

ICT +CY + VP 01 00
Fonte de células: Medula 03 10

Sangue periférico 18 19 oL
Profilaxia da DECH: CsA + MTX 18 26

CsA + MMF 03 03 008
Dias de internacdo (mediana/variagio) 23 (7-133) 22 (14-49) 0,76
Pega de Granuldcitos (mediana/variagéo) 16 (9-22) 17 (11-26) 0,12
Pega de Plaquetas (mediana/variagéo) 17 (10-29) 19 (10-35) 0,21
Células nucleadas infundidas 545 (1,73-22,3) 4,46 (1,41-12,7 0,16
Células CD34+ infundidas 567 (1,14-11,3) 4,18 (1,0-18,9) 0,71
Se DECH aguda 01 06 0,32
Se DECH cronica 08 07 0,32

88



Se recaida 04 07 0,99

Se 6bito 10 10 0,39

Tempo de seguimento 17 (0-61) 9 (1-46) 0,17

Figura 1. Distribuicdo dos genes KIR em pacientes e doadores

2DL1p* 2DL1d** 2DL2p 2DL2d 2DL3p 2DL3d 3DL1p 3DL1d
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