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A relevancia das células natural killer (NK) e killer immunoglobulin-like
receptors (KIR) no transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH)

The relevance of natural killer (NK) cells and killer immunoglobulin-like receptors (KIR) in
hematopoietic stem cell transplantation (HSCT)

Aline Almeida-Oliveira

Hilda R. Diamond

As células natural killer (NK) foram identificadas ha mais de 30 anos por sua capaci-
dade de matar células tumorais e infectadas por virus sem precisar de sensibiliza¢do
prévia. No entanto, a forma como as células NK matam seus alvos ficou desconhecida
por muito tempo. Na década de 90, a partir de varias observagées, foi proposto que as
células NK matariam células com a expressdo diminuida de antigeno leucocitario
humano (HLA), protegendo as células autologas normais, o que ficou conhecido como
hipotese do missing-self. Esta teoria foi confirmada através da descoberta de varios
receptores, principalmente os da familia killer immunoglobulin-like receptors (KIR),
que reconhecem moléculas de HLA de classe I. Estes novos conceitos levaram a busca
da importancia dos receptores KIR no transplante de células-tronco hematopoéticas
(TCTH). Foi sugerido que as disparidades de HLA entre o doador e o paciente pode-
riam ser reconhecidas por células NK levando a aloreatividade, o que ajudaria no
efeito enxerto contra leucemia. No entanto, apesar de alguns resultados promissores,
até hoje, os diferentes estudos sobre o assunto ndo chegaram a um consenso. Nesta
revisdo, serd abordada a relevdncia das células NK e dos receptores KIR nos diferen-
tes tipos de TCTH. Rev. bras. hematol. hemoter. 2008,;30(4):320-329.
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leucemia.

Introdugao

O transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH)
alogeneico ¢ um tratamento bem estabelecido e tem sido muito
utilizado como estratégia curativa para uma variedade de do-
engas hematologicas malignas associadas a um mau prognos-
tico com a quimioterapia convencional ou que continuaram
progredindo ap6s uma resposta inicial & quimioterapia.'

Na ultima década, o paradigma do tratamento de
leucemias por TCTH mudou. O foco inicial era utilizar doses
mieloablativas de radiagdo e quimioterapia para eliminar a
leucemia, e o transplante era realizado para prevenir a morte
por falha da medula 6ssea. Atualmente, o enfoque do TCTH
alogeneico consiste em um regime de condicionamento com

baixas doses de quimioterapia e radioterapia, suficientes
apenas para permitir o enxerto das células-tronco hema-
topoéticas do doador. Neste modelo de transplante mais
atual, as células aloimunes de origem do doador é que sdo
responsaveis por erradicar as células leucémicas, no cha-
mado efeito enxerto contra leucemia (ECL), como uma forma
de imunoterapia adotiva.?

Recentemente foi demonstrado que as células natu-
ral killer (NK) participam como mediadoras deste efeito, e
o interesse no potencial antileucémico destas células tem
crescido nos ultimos anos.** Essas células sdo as primeiras
a se recuperarem ap6s o TCTH e s@o capazes de mediar a
resposta imune inicial, ja que a recuperacao das células T é
mais tardia.>
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As células NK s@o importantes componentes do siste-
ma imune inato e tém a capacidade de lisar células alvo, além
de fornecer citocinas imunoregulatorias.”®® As células NK,
como outras células do sistema imune inato, utilizam uma
estratégia de reconhecimento do alvo através de multiplos
receptores. Estes receptores podem gerar sinais ativadores
ou inibidores e a atividade citotoxica destas células ¢ regula-
da pelo equilibrio dos sinais gerados pela ligagao destes re-
ceptores a moléculas especificas nas células alvo.”!?

Os receptores de células NK melhor caracterizados e
estudados pertencem a familia killer immunoglobulin-like
receptor (KIR). Estas moléculas se apresentam como con-
juntos de receptores ativadores e inibidores pareados que
primariamente reconhecem as moléculas de HLA-A, B e C.!"12

Foi demonstrado que a auséncia de ligantes de HLA no
paciente para receptores KIR inibidores do doador (incom-
patibilidade KIR) pode estar relacionada ao efeito ECL e a
doenga enxerto contra o hospedeiro (DECH). Este tipo de
estudo foi iniciado por um grupo de pesquisadores italianos
no TCTH haploidéntico, no qual foi demonstrado que a in-
compatibilidade KIR levava a geragdo de clones de células
NK aloreativos, causando melhora na sobrevida dos paci-
entes. Este efeito foi observado em casos de leucemia
mieloide aguda (LMA), mas nao de leucemia linfoide aguda
(LLA)."*" A partir destas observagdes, um grande niimero
de estudos demonstrou efeitos benéficos ou deletérios da
incompatibilidade de ligantes KIR em varios tipos de TCTH.
Neste trabalho sera revisada a importancia das células NK e
dos receptores KIR nos diferentes tipos de TCTH.

As células natural killer (NK) no transplante de
células-tronco hematopoéticas (TCTH)

Recentemente foi demonstrado que as células natural
killer (NK) participam como mediadoras do ECL e o interes-
se no potencial antileucémico destas células tem crescido
nos ltimos anos.**

Desde a década de 80, as células NK foram considera-
das como a primeira linha de defesa contra células tumorais.
Nesta época, foi demonstrado que estas células tinham ativi-
dade citotoxica contra diversos tipos de leucemias, tanto
células primarias quanto linhagens estabelecidas. Diferen-
tes leucemias parecem apresentar suscetibilidades distin-
tas a atividade citotoxica das células NK, mas ainda ndo ha
um consenso sobre qual tipo de leucemia seria mais sus-
ceptivel. 161718

As células NK sdo importantes componentes do siste-
ma imune inato e tém a capacidade de lisar células alvo, além
de fornecer citocinas imunoregulatorias. As principais
citocinas produzidas por estas células incluem: interleucina
3 (IL-3), fator de estimulagdo de colonia de macrofago e
granulocito (GM-CSF), fator beta de transformagao do cres-
cimento (TGF-B), interferon gama (IFN-y) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a.).”#

Essas células s@o as primeiras a se recuperarem apos o
TCTH e sdo capazes de mediar a resposta imune inicial, ja
que a recuperagdo das células T é mais tardia.>® Além da
capacidade de promover o ECL, estas células sao capazes de
prevenir a DECH, conforme demonstrado nos transplantes
em modelos animais e em humanos.'*"”

A DECH ¢ uma doenga sistémica de rapida progressao,
caracterizada por imunossupressao e injuria de tecidos em
varios 6rgaos como figado, pele e mucosa intestinal. A des-
trui¢do destes tecidos resulta em erupgdes cutaneas, denu-
dag@o da mucosa e diarréia. Apesar do progresso no enten-
dimento dos mediadores envolvidos na DECH, o tratamento
efetivo contra esta doenga continua elusivo. A maioria dos
pacientes que desenvolvem manifestagdes severas desta
doenga acaba sucumbindo a ela ou a complicagdes de seus
tratamentos.”

Foi montado um modelo experimental de DECH em ca-
mundongos em que era feito um TCTH completamente in-
compativel acrescido de células T do doador. Neste modelo,
foi examinado se a transferéncia adotiva de células NK do
doador ativadas com IL-2 poderia prevenir a DECH sem com-
prometer o efeito antitumoral. Observou-se um efeito prote-
tor contra a DECH. Este efeito ocorreu quando as células NK
foram infundidas no dia do TCTH, mas nao quando a infuso
ocorria de forma mais tardia. Estes resultados indicaram que
as células NK tiveram a capacidade de suprimir o estagio de
sensibilizagdo da DECH no momento em que as células T do
doador estavam reagindo pela primeira vez contra alo-
antigenos do hospedeiro. Acredita-se que as células NK nao
sejam capazes de iniciar a DECH, entretanto elas podem ter
um papel na patogenia da doenga quando ja iniciada por
células T do doador.”

Neste mesmo estudo, foi demonstrado que, enquanto
a infusdo de células T levou a um aumento do efeito anti-
tumoral ¢ a indu¢do da DECH, as células NK alogeneicas
ativadas foram capazes de inibir a DECH e, a0 mesmo tempo,
promover o efeito antitumoral. Este efeito foi observado atra-
vés de um aumento na sobrevida ¢ um menor numero de
metastases no pulmao dos animais onde as células NK eram
infundidas com o TCTH e células T alogeneicas. Os animais
que recebiam apenas o TCTH com as células T alogeneicas
apresentavam diminui¢do no nimero de metastases de pul-
mao, mas em menor grau em comparagdo com aqueles que
recebiam células NK ativadas. Além disso, estes camundon-
gos morriam de DECH. Este estudo levou a sugestao de que
era possivel separar o ECL da DECH a partir das células NK."

Um outro estudo sobre o papel das células NK no ECL
foi realizado por Ruggeri ef al."* em pacientes submetidos ao
TCTH haploidéntico. Estes autores partiram da teoria do
missing-self, em que as células NK, apesar de tolerantes com
as cé¢lulas autdlogas normais, conseguem reconhecer e ata-
car células que tenham baixa expressdo de HLA classe 1.”!
Neste tipo de transplante o alto grau de incompatibilidade de
HLA poderia levar a aloreatividade das células NK do doa-
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dor contra o paciente. De fato, foi demonstrada a
presenca de clones de células NK aloreativos quan-
do havia determinadas diferencas de HLA entre o
doador e paciente. Estes clones eram capazes de
lisar células leucémicas do paciente, sendo as LMA
mais susceptiveis que as LLA. Estes clones tam-
bém reagiram contra linhagens geradas a partir de
linfécitos normais do paciente. '

Mais tarde, num outro estudo realizado por
este grupo em TCTH haploidéntico, os pacientes
foram divididos em dois grupos: o grupo 1 consis-
tiu em pares pacientes-doadores em que nao ha-
via presenga de células NK aloreativas; e o grupo
2, em pares pacientes-doadores com a presenca
das células NK aloreativas. A presenga destas
células levou a diminuigao do risco de recaida nos
casos de pacientes com LMA (75% de probabili-
dade de recaida em cinco anos no grupo 1 contra
0% no grupo 2). No entanto, este efeito ndo foi
observado nos pacientes com LLA (90% de pro-
babilidade de recaida em cinco anos no grupo 1
contra 85% no grupo 2). Nos casos de LMA, tam-
bém houve melhora da sobrevida livre de doenga (no grupo
1, a probabilidade de sobrevida em cinco anos era 5% con-
tra 60% no grupo 2). A presenga de células NK aloreativas
também levou a diminui¢do da rejeigdo do enxerto (15% no
grupo 1 contra 0% no grupo 2).

A partir desses resultados em TCTH haploidénticos
realizados em seres humanos, assim como em modelos ani-
mais e ensaios in vitro, ficou estabelecido que as células NK
aloreativas eram capazes de promover o ECL (por lisar as
células leucémicas do paciente) e promover o enxerto (por
matar as células-tronco hematopoéticas normais residuais
do paciente, mas nao de outros tecidos normais). Além disto,
foi elucidado que as células NK aloreativas sdo capazes de
prevenir a DECH através da lise de células apresentadoras
de antigeno do paciente.”" Estes efeitos estdo representa-
dos na Figura 1.

Nestes dois estudos, a geragdo de clones aloreativos
s6 ocorre quando ha diferencas de HLA entre doador e paci-
ente em epitopos reconhecidos pelos receptores da familia
KIR do doador.

Familia killer immunoglobulin-like receptor (KIR)

A principal familia de receptores de células NK que
participa do missing-self ¢ conhecida como KIR. Estas mo-
léculas se apresentam como conjuntos de receptores
ativadores e inibidores pareados que, primariamente, reco-
nhecem moléculas de HLA-A, B e C nas células alvo.'" 12 A
expressao de genes KIR ¢ restrita as células NK e células T
CD8 de memoria.”

Os receptores da familia KIR sao designados pelo na-
mero de dominios (D) de imunoglobulinas (KIR2D ¢ KIR3D).

Células normais da
linhagem hematopoética
do paciente

Células NK aloreativas
do doador

Células dendriticas
do paciente

Células leucémicas
residuais

Figura 1. Aaloreatividade de células NK no TCTH haploidéntico: efeito ECL, através
da lise de células leucémicas residuais; favorecimento do enxerto, através da
lise de células hematopoéticas normais, e prevencao da DECH, através de lise de
células dendriticas do paciente.

Sua fungdo ativadora ou inibidora ¢ determinada pelo tama-
nho de sua cauda citoplasmatica, curta (representada por S,
ex: KIR2DS1) ou longa (representada por L, ex. KIR2DL1). Os
receptores inibitorios possuem cauda intracitoplasmatica lon-
ga, pois geram sinal através de dominios immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motif (ITIM), que fazem parte da
estrutura protéica destes receptores. Por outro lado, os re-
ceptores ativadores apresentam cauda intracitoplasmatica
curta, ndo possuindo dominios capazes de mediar sinal em
sua estrutura protéica e por isto estdo associados a molécu-
las adaptadoras (ex: DAP-12) que possuem dominios
immunoreceptor tyrosine-based activating motif (ITAM)
para poder gerar o sinal ativador.?** (Figura 2)

Até o momento, foram descritos 14 genes da familia
KIR e 2 pseudogenes. Estes genes estdo localizados no
cromossoma 19 naregido q13.4. Dez destes genes codificam
receptores com dois dominios de imunoglobulina, genes
KIR2D, e quatro possuem trés dominios de imunoglobulina,
genes KIR3D.7:!125

Os ligantes para o receptor KIR considerados mais im-
portantes sao alelos de HLA-C. Os receptores KIR reconhe-
cem dois grupos distintos de HLA-C, cuja diferenga esta no
dimorfismo de aminoacidos na posi¢do 77. O grupo 1 de
epitopos de HLA-C apresenta serina na posi¢ao 77 (Cwl, w3,
w7, w8 e outros alelos relacionados) e sdo reconhecidos por
KIR2DL2 e KIR2DL3. As moléculas do grupo 2 de HLA-C
possuem asparagina na posi¢ao 77 (Cw2, w4, w5, wb6 e ou-
tros alelos relacionados) e sdo reconhecidos por KIR2DL1.
Outro receptor KIR cujo ligante estd bem definido ¢ o
KIR3DLI1, que reconhece o epitopo de HLA-B Bw4 (B*08,
13,27,44,51,52,53,57 ¢ 58). Os outros KIR inibidores t€ém
especificidades menos definidas, como KIR3DL2, que re-
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KIR2DL1 KIR2DS1

Inibe

Ativa

Figura 2. Na figura a esquerda é mostrado um exemplo de um
receptor inibidor (KIR2DL) que apresenta os dominios de ITIM como
parte de sua cauda intracitoplasmatica e iniciam a sinalizagéo
inibitoria. A direita é mostrado um exemplo de um receptor ativador
(KIR2DS) que utiliza uma molécula adaptadora (DAP-12) com dominios
de ITAM para gerar sinal ativador

conhece algumas variantes de HLA-A (A3, All), ou ndo
tém nenhum ligante conhecido até o momento. O KIR2DL4
apresenta cauda intracitoplasmatica longa, porém evidén-
cias recentes mostram que a ligagdo deste receptor a HLA-
G em células NK em repouso resulta numa ativagdo que
leva a produgdo de IFN-y sem atividade citotoxica.”!!

Apesar de alguns receptores KIR ativadores apresen-
tarem uma estrutura de reconhecimento do ligante muito se-
melhante a receptores inibidores, como no par 2DL1/2DS1 e
no trio de 2DL2/2DL3/2DS2, a afinidade de ligagdo das vari-
antes ativadoras ¢ fortemente reduzida em comparagao as
variantes inibidoras. Por isso, quando ha ligagao de recepto-
res inibidores ¢ ativadores a0 mesmo tempo, acredita-se que
o sinal inibidor prevalega. Ainda ndo foram definidos os
ligantes dos outros KIR ativadores.”® A Tabela 1 apresenta
todos os receptores KIR e seus ligantes identificados até o
momento.

Foi observado que o nlimero e a composicdo de genes
KIR podem variar entre diferentes individuos. Isto levou a
descri¢ao de dois grupos de haplotipos KIR, designados A e
B. Os haplétipos do grupo A nao possuem outros genes KIR
ativadores além do KIR2DS4 e apresentam os genes inibidores

Tabela 1. Receptores KIR e seus ligantes conhecidos

Receptor Especificidade de ligante
KIR2DLA1 Grupo 2 de HLA-C

@ KIR2DL2 Grupo 1 de HLA-C

% KIR2DL3 Grupo 1 de HLA-C

g KIR2DL5 Né&o definido

= KIR3DLA1 HLA-Bw4
KIR3DL2 A3, A11 e outros nao definidos
KIR3DL3 Né&o definido
KIR2DS1 Grupo 2 de HLA-C
KIR2DS2 Grupo 1 de HLA-C

§ KIR2DS3 Né&o definido

2 KIR2DL4 HLA-G

% KIR2DS4 Né&o definido
KIR2DS5 Né&o definido
KIR3DS1 Né&o definido

KIR2DL1, KIR2DL3 e KIR3DL1. Outros quatro genes KIR
estdo presentes em todos os haplétipos, tanto do grupo A
quanto do B, com raras excegdes. Sao os genes KIR3DL3,
KIR3DL2, KIR2DL4 ¢ KIR3DP1 (DP - pseudogene). Os
haplotipos do grupo A ndo variam em conteudo de genes,
mas tém grande variagao no nivel alélico, enquanto os do
grupo B tém alta variacdo no conteido de genes, mas pos-
suem polimorfismo alélico apenas moderado. Os haplotipos
B apresentam mais genes que o do grupo A, incluindo o
KIR2DLS, assim como varias possiveis combinagdes de
genes ativadores.?>*

Além do polimorfismo e da variagdo do conteudo de
genes KIR de individuo para individuo, a expressdo dos genes
KIR também varia de célula NK para célula NK dentro do
mesmo individuo, ou seja, os KIR tém uma distribuigdo clonal
nas células NK. Com poucas excegdes, todos os genes KIR
presentes no genoma de um individuo sdo expressos em sua
populagdo de células policlonal. Entretanto, os clones indi-
viduais de células NK expressam apenas alguns genes KIR,
aparentemente em combinagdes estocasticas que sdo regu-
ladas principalmente no nivel de transcrigdo e sdo mantidas
de forma estavel. Os mecanismos moleculares que regulam a
expressao e distribui¢ao celular de KIR ainda sdo desconhe-
cidos.”

Os receptores KIR e a aloreatividade

Enquanto os genes KIR estdo localizados no cro-
mossoma 19, os genes de seus ligantes, HLA, estio localiza-
dos no cromossoma 6, fazendo com que a heranga de KIR e
HLA néo seja pareada. Dessa forma, muitos individuos apre-
sentam genes KIR inibidores para os quais ndo ha ligantes
de HLA e vice-versa. Como a expressao dos receptores de
células NK se faz de maneira randémica, teoricamente, po-
dem surgir clones auto-reativos, mas uma variedade de estu-
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dos demonstrou que ocorre tolerancia ao proprio. Os pro-
cessos envolvidos neste evento ainda ndo sdo bem entendi-
dos.””* Foi demonstrado tanto em modelo murino quanto
em seres humanos que a tolerancia ao proprio ocorre pela
aquisi¢do de um fenotipo funcional hiporresponsivo, similar
ao conceito de anergia aceito para as células B e T.**°

As células NK sdo claramente autotolerantes, porém
podem ser aloreativas contra células de outros individuos.
Elas serdo aloreativas contra células de individuos que ndo
tém expressao de moléculas de HLA que servem como
ligantes para seus KIR inibitorios. Isto ¢ conhecido como
incompatibilidade KIR. Inversamente, as células NK de um
individuo sdo tolerantes com células de outros individuos
que tenham os HLA que servem como ligantes para os KIR
inibitorios, ou seja, quando houver compatibilidade KIR.""
Estas duas situagdes estdo representadas na Figura 3. Ain-
da ndo esta claro qual o papel dos receptores KIR ativadores
na aloreatividade.

Esta aloreatividade pode ser prevista de duas manei-

Ha lise
KIR2DL1

(reconhece
HLA-C - grupo2)

Receptor
ativador ativador
Doador Paciente
A24 B35 Cw3 A24 B35 Cw3
A3 B62 Cw2 A24 B35 Cw3

Nado ha lise

KIR2DL1
(reconhece

Leucemia

E— (— alvo
Receptor Ligante
ativador ativador

Doador Paciente
A24 B35 Cw3 A24 B35 Cw3
A3 B62 Cw2 A24 B35 Cw4

Figura 3. Potencial aloreativo de células NK. Em (A) o paciente ndo
possui ligantes de HLA para receptores KIR do doador levando a
lise da célula alvo. Em (B) o paciente possui ligantes para os KIR
inibidores do doador, portanto ndo ha potencial aloreativo

ras. Alguns estudos reduzem a analise a compatibilidade de
epitopos de HLA, ignorando a analise direta do repertorio
KIR. Neste tipo de estudo, a aloreatividade ¢ prevista nos
casos em que o doador possui HLA-C do grupo 1 e o pacien-
te do grupo 2, ou doador do grupo 2 ¢ paciente do grupo 1.
Outra possibilidade ¢ com relacdo a Bw4. Se o doador pos-
suir Bw4 e o paciente ndo tiver este tipo de HLA-B, conside-
ra-se que este doador possui potencial aloreativo contra o
paciente. Este tipo de estudo pode ser referido como modelo
ligante-ligante, ja que ndo € feita uma analise direta do recep-
tor KIR. Este modelo ja contém cerca de 10% de erro embuti-
do, ja que a chance de prever o repertorio KIR pela analise de
ligantes de HLA ¢ de cerca de 90%. Num outro tipo de estu-
do, considerado um modelo mais sofisticado, além da analise
de incompatibilidade de HLA, o repertdrio KIR do doador ¢
analisado diretamente, de forma que a incompatibilidade KIR
so ¢ considerada presente quando a analise do repertorio
KIR do doador confirmar a presenca de receptores KIR para
0s quais o paciente ndo possui ligante. Este modelo mais
especifico é conhecido como modelo receptor-ligante.®

Estes dois modelos tém sido utilizados para estudar o
potencial aloreativo das células NK no TCTH.

A incompatibilidade KIR e o TCTH

Para estudar a aloreativadade das células NK no TCTH,
uma questdo importante ¢ saber como ocorre a recuperagao
do repertério KIR apods o transplante, pois se os pacientes
mantiverem o repertorio KIR semelhante ao do doador, a
aloreatividade das células NK pode causar um efeito mais
prolongado, pois ndo sera dependente apenas das células
NK do doador infundidas no momento do transplante, mas
também das células NK que serdo recuperadas no paciente.
Por outro lado, se a recuperagdo das células NK for influen-
ciada pelo ambiente de HLA do hospedeiro, as células NK
aloreativas terdo uma vida curta. Até¢ o momento foram reali-
zados alguns estudos sobre a recuperacio KIR ap6s o TCTH
HLA idéntico e haploidéntico e foi demonstrado que o reper-
torio KIR recuperado ¢ semelhante ao do doador, sugerindo
que seja possivel um potencial aloreativo a longo prazo, po-
rém ¢ necessaria a continuidade destes estudos para confir-
mar este efeito.?3"32

O estudo do papel da incompatibilidade KIR no trans-
plante foi iniciado por um grupo de pesquisadores italianos
no TCTH haploidéntico, no qual demonstrou-se que a in-
compatibilidade KIR levava a geracéo de clones de células
NK aloreativos, causando uma menor incidéncia da DECH
através da lise de células apresentadoras de antigenos, au-
mento no efeito ECL através de lise de células leucémicas
residuais e a melhora da sobrevida dos pacientes.'*"

A partir destas observagdes, um grande niimero de es-
tudos demonstrou efeitos benéficos ou deletérios da incom-
patibilidade de ligantes KIR em varios tipos de TCTH (Tabe-
la 2). A interpretagdo mais parcimoniosa destes dados
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conflitantes ¢ que o efeito da incompatibilidade KIR ¢ de-
pendente dos protocolos de transplante, sendo que possi-
velmente a deplegdo de células T seja a variavel mais impor-
tante.?®

Embora o estudo da incompatibilidade KIR tenha co-
mec¢ado no TCTH haploidéntico, até o momento foram reali-
zados poucos estudos sobre este assunto.'#¥3

Leung et al.* estudaram o papel da aloreatividade NK
em TCTH haploidéntico com deplecao de células T em criangas
com LMA e LLA. Além do modelo ligante-ligante, foi estuda-
do o modelo receptor-ligante através da detecgdo de expres-
sao de KIR em superficie por citometria de fluxo e/ou detecgéo
de transcritos KIR por biologia molecular. Foi demonstrado
que o modelo receptor-ligante ¢ mais preciso para detectar o
grupo com maior risco de recaida. Neste modelo, a incompa-
tibilidade KIR levou a menor taxa de recaida (Tabela 2). En-
quanto Ruggeri et al."* observaram melhoras nas taxas de
recaidas apenas nos casos de LMA, Leung et al.*? obtiveram
melhora tanto dos casos de LLA quanto de LMA. Isso pode
estar relacionado ao fato que Leung ef al.** estudaram criangas
e Ruggeri et al."* apenas adultos.

O outro estudo relativo ao papel das células NK alo-
reativas no TCTH haploidéntico realizado por Bishara e a/l.*
apresentou resultados bem distintos. Este grupo estudou 62
pacientes, incluindo casos de LLA, LMA e leucemia mieloide
cronica (LMC). Foi utilizado apenas o modelo ligante-ligante
e, ao invés de encontrar uma melhora no resultado do TCTH
nos casos em que havia incompatibilidade KIR, houve uma
consideravel piora na sobrevida e maior incidéncia de DECH
(Tabela 2). Os autores acreditam que este resultado negativo
inesperado seja por diferengas no protocolo do TCTH, pois
o regime de condicionamento foi menos citoredutor ¢ a
deplecao de células T menos eficaz em comparagdo com o
estudo de Ruggeri et al."* Além disso, os pacientes do estu-
do de Bishara et al.** apresentavam doencas mais agressi-
vas, ja que somente pacientes com caracteristicas associa-
das a mau prognostico fizeram parte deste estudo.

O papel da incompatibilidade KIR também foi avaliado
em estudos de TCTH HLA-compativel ndo aparentado. Como
os métodos mais acurados para detecgdo de HLA-C s6 foram
desenvolvidos mais recentemente, muitos transplantes des-
te tipo podem contar com incompatibilidades do locus C que
nao podiam ser detectadas anteriormente. A partir desta des-
coberta, comegou-se a estudar se existe aloreatividade medi-
ada por células NK neste tipo de transplante.?®

O primeiro estudo em TCTH néo aparentado foi realiza-
do por Davies et al.** e apresentava pelo menos uma incom-
patibilidade de um alelo de HLA-A, -B, -C ou DRBI. O poten-
cial aloreativo das células NK foi estudado através do mode-
lo ligante-ligante em 175 pacientes com diversos tipos de
leucemia, sindrome mielodisplasica (SMD) e outras doengas,
entre adultos e criangas. Usando o modelo ligante-ligante,
nao foi encontrada nenhuma relagao entre a incompatibili-
dade KIR e a incidéncia de DECH, chance de recaida ou pro-
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babilidade de sobrevida (Tabela 2). Neste estudo s6 houve
deplegdo de células T em 35% dos casos, e mesmo assim com
uma eficiéncia muito menor do que a relatada por Ruggeri et
al."* O esquema de recuperagdo na presenca de células T
pode ter encoberto o potencial aloreativo das células NK.
Além disso, por causa da presenca de linfocitos T, foi neces-
saria uma forte imunossupressao, que também pode ter influ-
enciado o papel aloreativo das células NK.**

Outro grupo de pesquisadores estudou o papel da
aloreatividade das células NK utilizando o modelo ligante-
ligante em TCTH alogeneico ndo aparentado. Entre os 130
pacientes estudados, foram incluidos TCTH HLA-idéntico
ou com pequeno grau de incompatibilidade de HLA. Foi ob-
servado um efeito benéfico na sobrevida livre de doenga no
grupo com incompatibilidade KIR. Os autores consideraram
que houve também uma menor incidéncia de DECH e menor
chance de recaida neste grupo, embora estes resultados nao
sejam estatisticamente significantes® (Tabela 2). Foi sugeri-
do que o uso de globulina antitimécito (ATG) levou a uma
deplecdo in vivo das células T, o que favoreceu o papel
aloreativo das células NK no estudo de Giebel et al.*® em
comparagdo ao estudo de Davies et al.**

Bornhéuser et al.*, estudando o potencial aloreativo
através do modelo ligante-ligante em 118 pacientes com do-
engas mieloides malignas, submetidos ao TCTH alogeneico
nao aparentado com HLA compativel ou com pequeno grau
de incompatibilidade, encontraram resultados conflitantes
com o de Giebel et al.,* pois a resposta do TCTH foi pior no
grupo de incompatibilidade KIR. Embora estes pacientes tam-
bém fizessem uso de ATG na profilaxia da DECH, ndo houve
vantagem no grupo de incompatibilidade KIR com relagao a
incidéncia de DECH ou sobrevida. Com relagdo as chances
de recaida, houve desvantagem no grupo de incompatibili-
dade KIR (Tabela 2). As discrepancias observadas podem
ser justificadas por diferengas nas caracteristicas dos paci-
entes entre os estudos de Giebel et al.** e de Bornhéuser et
al ¢ O estudo de Bornhéuser et al.*® apresentou pacientes
mais velhos, com maior incidéncia de DECH e com doengas
em fases mais avangadas. Estes trés fatores podem ter preju-
dicado a aloreatividade das células NK.

Um outro grupo de pesquisadores estudou a alo-
reatividade de células NK através do modelo ligante-ligante
em TCTH alogeneico utilizando um protocolo de transplante
homogéneo para todos os pacientes (regime de condiciona-
mento mieloablativo, sem deplegdo de células T e sem uso de
ATQ), mas incluia doadores aparentados e ndo aparentados
com HLA-idéntico ou pequenos graus de incompatibilidade.
Foram estudados 374 pacientes com doengas mieldides ma-
lignas. Os pacientes foram divididos em trés grupos: HLA-
idéntico, pequeno grau de incompatibilidade de alelos de
HLA irrelevante ao KIR (na Tabela 2 este grupo ¢ referido
como HLA-ndo idéntico) e incompatibilidade KIR. No gru-
po com incompatibilidade KIR foi observado menor risco
de recaida, porém nao houve diferenga com relagdo a inci-
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Tabela 2. Resumo dos resultados dos estudos publicados sobre o papel da incompatibilidade KIR no TCTH

Resultado do grupo sem

Resultado do grupo KIR

Estudo Pacientes Tipo de TCTH incompatibilidade KIR incompativel
Ruggeri et al., N=92, Haploidéntico com DECH de 13,7%", DECH de 0%,
200214 57 casos de LMA e deplegéo de células T rec. de LLA de 90%, rec. De LLA de 85% ,
35 casos de LLA rec. de LMA de 75%* e rec. de LMA de 0%* e
SLD de 5%* SLD de 60%*
Leung et al,, N=38, Haploidéntico com Rec. (LMA e LLA) Rec. (LMA e LLA)
200432 17 casos de LMA e deplegéo de células T de 54%* de 13%*
19 de LLA
Bishara et al., N=62, Haploidéntico com rec. de 50%, rec de 42% e
200433 15 casos de LMA, deplegéo de células T DECH de 45%* e DECH de 70%* e
24 casos de LLA, menos efetiva SGde 19%* SG de 5%*
13 casos de LMC
Davies et al., N=175, Nao aparentado DECH de 50%, DECH de 61%,
200234 14 casos de LMA, com incompatibilidade rec. de 12% e rec.de 9% e
35 de LLA, de pelo menos 1 alelo SG de 40% SG de 32%
58 de LMC, de HLA-A, B, C
16 de outras leucemias, ou DRB1
9SMD e
43 com outras doencas
Giebel et al., N=130, N&o aparentado, SLD de 39%*, SLD de 87%*,
20033 22 casos de LMA, uso de ATG, rec. de 18% e rec. de 0% e
38 de LLA, HLA idéntico ou com DECH de 43% DECH de 30%
23 de SMD, pequeno grau de
42 de LMC e incompatibilidade
5 de outras doencgas
Bornhduser etal., N=118, Néao aparentado, DECH de 69%, DECH de 46%,
200436 59 casos de LMA, uso de ATG, SGde 55% e SGde45% e
14 de SMD e HLA idéntico ou com rec. de 35%"* rec. de 60%*
45 de LMC pequeno grau de
incompatibilidade
Beelen et al., N= 374, Nao aparentado e Rec. no HLA-idéntico Rec. de 5%,
200537 138 casos de LMA e aparentado, de 22% e no néo idéntico DECH de 58% e
236 de LMC HLA idéntico ou com de 18%; DECH no SLD de 55%
pequeno grau de HLA-idéntico de 39%*,
incompatibilidade e no nao idéntico de 58%;
SLD no HLA-idéntico de
53% e no nao idéntico
de 50%
Hsu et al., N=1571, N&o aparentado, Os autores néo DECHaguda de 1,10,
200638 419 casos de LMA, HLA idéntico ou apresentaram os DECHcr6nica de 1,13,
252 de SMD e com pequeno grau resultados deste grupo, rec. de 0,68, MT de 1,04
900 de LMC de incompatibilidade apenas o resultado
comparativo entre KIR
incompativel e
KIR compativel
apresentado ao lado.
Resultados em taxa de risco
Hsu et al., N= 178, Aparentado, Os autores néo Grupo de LLA: SG de 0,73,
200540 45 casos de LLA, HLA idéntico, apresentaram os SLD de 0,78 e rec. de 1,27.
57 de LMA, com deplecao resultados deste grupo, Grupo de LMC: SG de 1,59,
61 de LMC e de células T apenas o resultado SLD de 1,11 e rec de 0,65.
15 de SMD comparativo entre KIR Grupo de LMA e SMD:

incompativel e

KIR compativel
apresentado ao lado.
Resultados em taxa de risco

SG de 0,53%, SLD de 0,53* e
rec. de 0,51*

* marca diferengas estatisticamente significantes entre o grupo de KIR compativel e KIR incompativel;
DECH - incidéncia de DECH,; rec. - taxa de recaida; SG. - sobrevida global; SLD - sobrevida livre de doenca; MT - mortalidade total
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déncia de DECH ou sobrevida livre de doenga®” (Tabela 2).

Um estudo multicéntrico realizado por Hsu et al.*® ana-
lisou a influéncia da incompatibilidade KIR em TCTH nao
aparentado com diferentes graus de incompatibilidade de
HLA. Foram estudados 1.571 pacientes com doengas malig-
nas mieloides. Nao houve vantagem estatisticamente signifi-
cativa no grupo de incompatibilidade KIR (Tabela 2). Dife-
rengas no tamanho da amostra, técnicas de transplante e
método de detecgao de incompatibilidade KIR podem expli-
car a diferenca dos resultados encontrados neste estudo em
relagdo a de outros autores. Houve deplecao de células T em
apenas 20% dos casos, ¢, mesmo assim, com uma eficacia
bem menor do que a realizada por Ruggeri ef al.'* Mais uma
vez, a presenga de células T pode ter mascarado a alo-
reatividade de células NK. Além disso, foi utilizado o modelo
ligante-ligante para avaliar a incompatibilidade KIR, que ¢
considerado menos preciso.

No caso do TCTH aparentado, a maioria dos doadores
¢ HLA idéntico aos pacientes. Neste contexto, a chance de
disparidade KIR/HLA permanece, mas ¢ muito reduzida em
comparacdo ao transplante haploidéntico ou ao transplante
ndo aparentado. Por isso, Cook et al.*’ investigaram se em
TCTH aparentado HLA idéntico a presenga de KIR ativadores
no doador poderia afetar de forma significativa a resposta
dos pacientes ao transplante. Estes autores observaram que
pacientes com doengas mieldides que nao tinham alelos de
HLA-C pertencentes ao grupo | apresentavam uma pior
sobrevida relacionada a infec¢do e a recaida, mas nao a
DECH. Além disso, este efeito so era observado se o doador
carregasse em seu genoma o KIR ativador KIR2DS2, que se
acredita que reconhega HLA-C do grupo 1. O mesmo efeito
ndo era observado em doencas linféides. Neste estudo, os
modelos ligante-ligante ou receptor-ligante ndo foram
acessados de forma direta, pois estes modelos levam em con-
sideragdo apenas o papel de KIR inibidores, por isso a com-
paragdo deste estudo com os de outros autores citados ante-
riormente fica prejudicada.

Outro grupo estudou o papel da aloreatividade de
células NK no TCTH aparentado HLA idéntico com deplegao
de células T. Este estudo incluia 178 pacientes com doengas
hematolégicas malignas. A analise do gen6tipo KIR do doa-
dor com HLA do paciente demonstrou que 62,9% dos paci-
entes ndo tinham ligantes de HLA para os KIR inibitorios do
doador. Em pacientes com LMA ¢ SMD foi encontrada uma
melhora significante na sobrevida global, aumento da
sobrevida livre de doenga ¢ menor incidéncia de recaida em
pacientes com incompatibilidade KIR com o doador, analisa-
da através do modelo receptor-ligante. Nao foi observada
nenhuma contribuic@o significante dos KIR ativadores na
resposta destes pacientes. Nao foi observado nenhum efeito
nos casos de LLA ¢ LMC* (Tabela 2). Esta melhora na
sobrevida e diminui¢ao de riscos de recaida nos casos de
LMA e SMD, mas nao de LLA, estdo de acordo com os resul-
tados encontrados no estudo em TCTH haploidéntico de

Ruggeri et al.'* Os resultados encontrados por Hsu et al.*
diferem dos encontrados por Cook et al.* Isso pode estar
relacionado com o fato de Hsu et a/* terem realizado deplecao
de células T, o que ndo foi feito no estudo de Cook et al.*

Conclusoes

Apesar dos resultados conflitantes, os estudos sobre
aincompatibilidade KIR nos diferentes tipos de TCTH levam
a sugestao de que pode haver beneficios da aloreatividade
das células NK de doador, porém estes beneficios sdo muito
dependentes do protocolo utilizado no transplante. A ques-
tdo mais importante parece ser a deplegdo de células T, o que
pode estar relacionado a omissao ou diminui¢do do regime
profilatico da DECH neste tipo de transplante, o que facilita
uma reconstitui¢do imunoldgica rapida e permite os efeitos
benéficos da aloreatividade de células NK.

A maioria dos estudos sobre incompatibilidade KIR e
TCTH ¢ feita de forma retrospectiva, muitas vezes baseados
apenas na genotipagem HLA sem incluir estudos funcionais
ou avaliagao direta dos receptores KIR presentes nos doa-
dores. A analise direta dos receptores KIR ¢ importante, pois
os genes KIR ¢ HLA estdo em cromossomos diferentes e
segregam de forma independente, ou seja, ndo se pode pre-
ver o genotipo KIR a partir do genotipo HLA. Uma avaliagao
mais precisa da freqiiéncia real das células NK aloreativas
requer o estudo do repertorio clonal ou uma combinagédo de
analises fenotipicas ¢ funcionais da populacao de células
NK.

Apesar de varios estudos sobre o assunto, ainda nio
ficou estabelecido quais tipos de pacientes e quais leucemias
teriam maiores beneficios com o potencial aloreativo das
células NK, provavelmente devido a diferengas metodo-
logicas. Portanto, ha necessidade de novos estudos, em po-
pulagdes maiores e mais homogéneas, incluindo ensaios fun-
cionais, identificagdo dos subtipos de leucemias mais sus-
ceptiveis a atividade NK e avaliagao direta do repertorio KIR,
para verificar de forma mais precisa o papel das células NK e
seus receptores KIR no TCTH.

Abstract

Natural killer (NK) cells were identified over 30 years ago by their
ability to kill cancer and virally infected cells without prior
sensitization. For years the recognition mechanisms of target cells
were unknown, until the 1990s when the "missing-self” hypothesis
was proposed. According to this theory, although tolerant to normal
autologous cells, NK cells can recognize and attack cells that have
down-regulated human leukocyte antigen (HLA) class I molecules.
The discovery of killer immunoglobulin-like receptors (KIR) that
specifically recognize HLA class I molecules corroborated this
hypothesis. These new concepts point to the importance of studying
KIR in hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). HLA
disparities between the donor and patient in HSCT may be
distinguished by NK cells leading to alloreactivity. Even though
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there are some promising results, until now existing studies have
not reached any consensus. Here, we will review the relevance of
NK cells and KIR in the different types of HSC. Rev. bras. hematol.

hemoter. 2008,30(4):320-329.

Key words: KIR; NK cells; hematopoietic stem cell transplantation;
leukemia.
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