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RESUMO

A possibilidade de se gerar preparacdes de células efetoras enriquecidas
com células natural killer (NK) de pacientes com cancer tem sido foco de estudos
que buscam fontes de células efetoras autdlogas para o tratamento de tumores
humanos. Objetivos: O objetivo neste estudo foi avaliar a possibilidade de se
expandir células NK a partir do sangue de pacientes com neoplasia de ovario,
assim como o potencial citotoxico destas células. Sujeitos e métodos: Células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) de 13 pacientes voluntarias com
neoplasia de ovario, Grupo Benigno (n=7) e Grupo Maligno (n=6), foram cultivados
em meio CellGro suplementado com anti-CD3 (20ng/ml, adicionado aos primeiros
10 dias), IL-2 ( 1000 Ul / ml) e SFB (10%) por 21 dias. A acao citotdxica das
preparacdes de células efetoras foi avaliada por citometria de fluxo utilizando
como células alvo linhagens tumorais K562 e OVCARS3.Resultados: No Grupo
Benigno, as células cultivadas por 21 dias apresentaram variagdo percentual
positiva dos subtipos de linfocitos NK (17,1 + 5,2%) e NK-T (10,4 + 3,1%)
associados a variagao percentual negativa das células T (-6,2 £ 6,2 %). No Grupo
Maligno, as células cultivadas por 21 dias apresentaram variagdo percentual
positiva para todos os subtipos (NK 12,5 + 6,0%, NK-T 4,2 £ 0,7% e T 15,3 %
5,6%). As preparagdes de ceélulas enriquecidas com células NK, de ambos os
grupos, foram citotoxicas contra as linhagens de células tumorais. A citotoxicidade
foi significativamente (p <0,05) maior quando utilizadas células efetoras cultivadas

por 21 dias, em comparacdo com células efetoras obtidas no dia 14 da cultura.




Também foi observado maior acdo citotoxica (p<0,05) nas fragbes, separadas
magneticamente, contendo células CD56" em comparacdo com as fragdes CD56".
Conclusées: Preparacdes de células efetoras ricas em células NK podem ser
expandidas in vitro a partir de CMSP de pacientes com neoplasia de ovario. Estas
células sado providas de fungao citolitica, indicando o sistema de -cultivo

empregado como uma fonte viavel de células efetoras autélogas.

Palavras Chave: Células NK, cancer de ovario, imunoterapia.

Xi



ABSTRACT

The possibility of generating natural killer (NK) enriched cell preparations
from cancer patients has been focused on studies seeking for autologous effector
cell source for treatment of human malignancies. The objective of the present work
was to evaluate the possibility of expanding NK cells from peripheral blood of
patients with ovarian neoplasia, and to evaluate their cytotoxic function. Peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) from 13 volunteer patients with ovarian
neoplasia, 7 benign and 6 malignant tumors, were cultured in CellGro medium
supplemented with anti-CD3 (20ng/ml, for the 9-10 initial days), IL-2 (1000 Ul/ml)
and FBS (10%) for 21 days. The cytotoxic capacity of NK cells was evaluated
using a flow cytometry-based cytotoxicity assay. The K562 and the OVCARS3 cell
lines were used as target cells. Day-21 cultured cells of the benign neoplasia
patients resulted in positive percentual variation of NK (+17.1£5.2%) and NK-T
(+10.4+3.1%) lymphocyte subtypes associated with negative percentual variation
of T cells (-6.2+6.2%). Differently, day-21 cultured cells of the malignant neoplasia
patients presented positive percentual variation for all of the lymphocyte subtypes
(NK +12.5+6.0%, NK-T +4.2+0.7% and T +15.345.6%). NK enriched effector cell
preparations from both, benign and malignant ovarian neoplasia patients, were
cytotoxic against the K562 and OVCARS3 cell lines. Cytotoxicity was significantly
(p<0.05) higher using effector cells from day-21 cultures, compared with effector
cells from day-14. Cytotoxicity was significantly (p<0.05) higher using magnetically

separated effector cell fractions containing CD56" cells compared with effector cell
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fractions deprived of these cells. The present study demonstrated that NK enriched
effector cell preparations can be expanded in vitro from PBMC of ovarian neoplasia
patients. These cells are provided with cytolytic function, indicating the culture
system employed as a feasible source for autologous effector cells that should be

evaluated for the NK-based adoptive therapy of cancer.

Key words: NK cells, ovarian neoplasms, immunotherapy.
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1. INTRODUGAO

Nas duas ultimas décadas foram realizadas diversas tentativas no sentido
de desenvolver a imunoterapia para o tratamento do céancer. Um obstaculo
significativo para o uso da imunoterapia baseada em células natural killer (NK) tem
sido a dificuldade em se obter quantidades suficientes de células citotdéxicas para
aplicacdo clinica. Lymphokine activated killer cells (células LAK) foi a primeira
terapia baseada em células citotdoxicas utilizadas no tratamento de tumores em

1,

ensaios clinicos e modelos experimentais murinos. " % * * ° Entretanto, a

dificuldade em se gerar células LAK em quantidades suficientes, associado a sua

baixa atividade anti-tumoral in vivo, *

impediu 0 seu uso terapéutico. As células
LAK sdo compostas por populagdes heterogéneas de linfocitos, principalmente T
policlonais, mas sao as células natural killer, presentes em menor numero (< 5%),

que retém a funcéo anti-tumoral. ®’

As células NK constituem 10-15% dos linfocitos presentes no sangue
periférico humano, sendo identificadas pela expressédo do marcador CD56 e
auséncia do CD3 (CD3'CD56"). O nome natural killer foi utilizado pela primeira vez
por Rolf Kiessling e colaboradores, 8 9 ha mais de 30 anos, apds isolarem e
observarem a capacidade destas células em eliminar células tumorais sem a

necessidade de um estimulo prévio.™

As células NK produzem citocinas pro-inflamatérias como interferon-y (INF-

y), fator de necrose tumoral-a (tumor necrosis factor-a, TNF-a) e fator estimulador
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de colbnia de granulécitos e macrofagos (granulocyte macrophage colony-
stimulating factor, GM-CSF) que regulam a resposta imune inata e contribuem
para o desenvolvimento da resposta imune adaptativa. "' A agao citotdxica das
células NK ocorre apdés o contato com a célula alvo e é proporcionada pela
secrecao de perforina e granzima-B ou indugao da apoptose através dos ligantes

FasL e TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). ' 1213 14.15

As células NK podem ser agrupadas em dois subtipos funcionais
considerando a expressao do marcador CD56. A maioria (90%) das células NK
humanas encontradas no sangue periférico expressa baixa densidade deste
marcador, sendo chamadas de CD56°™, enquanto a minoria delas (10%) expressa
alta densidade de CD56 e sdo chamadas de CD56°"". '® 7 As células CD56"™
podem ser encontradas na medula éssea, sangue periférico e bago, expressam
niveis elevados do receptor CD16 (FcyRIIIA), possuem grande potencial citolitico
e produzem menor variedade de citocinas, enquanto que, células CD56""9" sao
encontradas principalmente nos tecidos linféides periféricos, expressam niveis
baixos de CD16, possuem menor capacidade citolitica e produzem maior

variedade de citocinas imunoreguladoras. '® 1% %

Foi proposto que células CD56""9" sdo menos maduras que as CD56%™,
uma vez que ha aumento na expressao de receptores caracteristicos do subtipo
“dim” (como os receptores de ativagdo e o CD16") quando o subtipo “bright’ é
estimulado por IL-2. '® 2" Qutra evidéncia que suporta a idéia de que células
CD56""" sio menos maduras que as CD56°™ é a existéncia de grandes

quantidades de células CD56"9" associadas a linfocitos CD34"'CD45RA,
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precursores das células NK, nos tecidos linféides secundarios. Nestes tecidos ha,
ainda, abundancia de células apresentadoras de antigenos que expressao a

interleucina 15 (IL-15) ligada a sua superficie, citocina conhecida pela importancia

21, 22, 23,

na maturacdo das células NK (Figura 1). 24 Dessa forma, o

desenvolvimento das células NK n&o ocorreria totalmente na medula éssea, mas

incluiria estagios nos tecidos linféides secundarios. %'

Figura 1: Modelo proposto para o desenvolvimento das células NK: (1) as
células derivadas da medula (CD34"CD45RA") migrariam para os linfonodos, (2)
onde extravasariam o tecido endotelial até o espacgo parafolicular. (3) As células
precursoras das NK passam por varios estagios de maturagdo tornando-se
“bright’ ou “dim”. (4) As células CD56%™ retornariam a circulagcdo, enquanto que
(5) as CD56"" permaneceriam no tecido linfoide, interagindo com as células
dendriticas. Figura de Debra Dartez.?’

LYMPH NODE

S L A

pro-NK pre-NK iNK cosePrightnk| cpsedimuk

CD34+ CD34+ CD34- | CD17+-| cD117-
CD45RA* | CD45RA* | CD117+ | NKp46+ | NKpd6*

Y CD94/ CD94/
cD10* CD10 cD161t NKG2A* | NKG2A*-

CD117- CD117+ NKp46- CD16- CD16*

CDY4/ :
® CD161- | CD161*- | \kgoa- | KIRY KIR*

5,/

A acao citolitica das células NK é determinada pelo balanco de sinais
inibidores e ativadores resultantes da interacdo dos receptores presentes nas
células NK com seus ligantes sobre a célula alvo. % % 2" Diversos receptores,
inibidores e ativadores, tém sido caracterizados nas células NK (Tabela 1). Entre

0s principais receptores inibidores encontram-se os receptores KIR (“killer
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immunoglubuline-like receptors”), que

reconhecem moléculas do complexo

antigénico leucocitario humano (HLA) de classe | dos grupos A, B e C e o receptor

CD94-NKG2A que reconhece o HLA de classe | do grupo E e G. 182930

Tabela 1. Receptores e coreceptores envolvidos na regulagdo das células NK:%:

27,28
Gene Localizagao Nome do receptor Ligante Tipo de sinal
Cromossomal
KIR2DL1 19q13.4 p58.1 HLA-Cw2,4,5,6 Inibidor
KIR2DL2 19q13.4 p58.2 HLA-Cwl1,3,7,8 Inibidor
KIR3DL1 19q13.4 p70 HLA-Bw4 Inibidor
KIR3DL2 19q13.4 p140 HLA-A3, All Inibidor
KIR2DLA4 19q13.4 p49 HLA-G Inibidor
LIR1/ILT2 19q13.4 CD85j HLA'CAI\’/I\B/’_SL]IEéF’ G, Inibidor
LIR2/ILT4 19q13.4 LIR2/ILT4 HLA-F Inibidor
CD9%4/NKG2A 12p12.3-p13.2 CD9%4/NKG2A HLA-E, G Inibidor
LAIR1 19q13.4 p40/LAIRI Desconhecido Inibidor
IRC1 17 IRp60 Desconhecido Inibidor
AIRM1 19q13.3 p75/AIRM1 Desconhecido Inibidor
CMRF35 17q24 CMRF35 Desconhecido Desconhecido
KIR2DS1 19q13.4 p50.1 HLA-Cw2,4,5,6 Ativador
KIR2DS2 19q13.4 p50.2 HLA-Cwl1,3,7,8 Ativador
KIR2DS4 19q13.4 p50.3 Desconhecido Ativador
CD94/NKG2C 12p12.3-p13.2 CD94/NKG2C HLA-E Ativador
NKp46 19q13.4 NKp46 Desconhecido Ativador
IC7/NKAL1 6p21.3 NKp30 Desconhecido Ativador
NKp44 6p21.1 NKp44 Desconhecido Ativador
NKG2D 12p12.3-p13.2 NKG2D MIC-A, B, ULBP Ativador
2B4 1922 CD244 CD48 Ativador
KLRF1 12p12.3-p13.2 NKp80 Desconhecido Ativador
FeyRIIT 1q23 CDl16 IeG Ativador
DNAM-1 18q22.3 CD226 CD155e CD112 Ativador
CD2 Ip13.1 CD2 CDS58 Ativador
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O HLA de classe | é expresso por praticamente todas as células nucleadas
de um individuo, desempenhando papel fundamental para que o sistema imune
reconhecga as células do organismo como proprias. Uma vez comprometido com
HLA de classe | proprio, os receptores inibidores KIR sinalizam de forma
dominante sobre qualquer sinal proveniente dos receptores de ativagao,
impedindo a acdo citolitica da célula NK. 2" 3" 32 Dessa forma, as células NK
poupam células autossémicas que expressam niveis normais de HLA de classe |,
enquanto eliminam células alteradas, como as células tumorais e infectadas por

virus que, freqlientemente, perdem a express&o do HLA 1. 3334

Entre os receptores ativadores destacam-se os receptores citotdxicos
naturais (natural citotoxic receptors, NCR) NKp46 e NKp30, expressos
constitutivamente nas células NK, e o receptor NKp44, expresso apos a ativagao
das células NK pela interleucina 2 (IL-2). '* 3 Estes receptores também auxiliam
no reconhecimento de células tumorais, infectadas por virus e na regulagéo da
maturagao de células dendriticas. Todavia, a identidade dos seus ligantes ainda
permanece desconhecida. *® 3" A densidade na expressdo dos NCR varia entre
individuos e correlaciona-se diretamente com a capacidade das células NK

eliminar células alteradas. 3% 3°

Outro importante receptor ativador € o NKG2D cuja expressao, diferente
dos NCR, ndo é restrita as células NK, sendo também expresso por linfocitos T
citotoxicos (y/© T e a/f T-CD8). O NKG2D reconhece como ligantes moléculas
homodlogas ao HLA de classe | representadas por proteinas transmembrana como

o MIC (MHC class I related chain protein, MIC/A e MIC/B) e o ULBP4 (UL 16-biding
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protein) e proteinas ancoradas a superficie celular pelo glicofosfatidilinositol (GPI)

como os ULBPs 1, 2e 3. 27, 40,41, 42,43

Em humanos, o aumento da expressao de MIC e ULBP esta relacionado a
diferentes formas de estresse celular, como a infeccdo viral e a transformacao
maligna. ** 4 4 De fato, a expressdo de MICA/B tem sido observada na maioria
dos tumores epiteliais humanos, incluindo carcinomas de mama, ovario, célon, rins

27,45

e pulmao, contribuindo para a idéia de que estes tumores seriam suscetiveis a

acao de células imunes citotoxicas como as NK.

Observacgdes clinicas implicaram as células NK no restabelecimento de
pacientes submetidos ao transplante haploidéntico de células tronco-
hematopoiéticas para o tratamento da leucemia mieldide. *® %’ Foi também
observado que pacientes com neoplasias epiteliais com infiltrados linfocitarios
ricos em células citotoxicas, linfocitos T CD8 e NK, apresentam melhor
prognostico. 48 4% %% 31 Tais observacdes combinadas com a melhor compreens&o
de como as interagbes receptor-ligante influenciam na acgéao citotdxica das células
NK contra as células tumorais tem fomentado estudos abordando seu potencial
uso terapéutico, tanto para o tratamento autélogo como alogénico do cancer.
Adicionalmente, tem se tornado tecnicamente possivel obter preparacdes

celulares ricas ou puras em células NK, em quantidade suficiente para uso clinico.

17,52, 53, 54
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Neste sentido, o efeito anti-leucémico das células NK foi observado tanto

% quanto em

em pacientes tratados com células NK alogénicas purificadas
camundongos imunodeficientes enxertados com células leucémicas humanas e
tratados com de células NK expandidas in vitro. °® Células NK de pacientes com
mieloma multiplo, expandidas ex vivo, apresentaram agao citotoxica contra células
tumorais autdlogas mantendo sua tolerancia contra células autélogas normais. °’

Carlsten e colaboradores ®

observaram que células NK alogénicas néo
estimuladas foram capazes de reconhecer e lisar células tumorais primarias de
ovario com baixa expressao do HLA de classe |, indicando o carcinoma de ovario

como alvo potencial para terapia baseada no transplante de células NK.

O carcinoma de ovario € o mais letal entre os canceres ginecoldgicos,
ocupando o quinto lugar entre as causas de morte de mulheres norte americanas.
%9. 60 A |etalidade do carcinoma de ovario é atribuida ao estadio avangado que a
doencga frequentemente se encontra no momento do diagnéstico. Quando a
enfermidade esta limitada ao ovario, a cirurgia pode ser curativa, beneficiando
90% das pacientes tratadas. Entretanto, na ocasido do diagndstico, 67% das
pacientes ja apresentam comprometimento de outros tecidos além dos ovarios e,
apesar dos avangos terapéuticos, somente 31% das pacientes em estagio
avangado da doenca estardo vivas cinco anos apos o diagndstico. ¥ No Centro de
Atencéo Integral a Saude da Mulher (CAISM) o cancer de ovario é o terceiro tipo
mais frequente seguindo o cancer de mama e utero, com aproximadamente 45
novos casos por ano (Secretaria de Estado da Saude Fundagdo Oncocentro de

S&o Paulo-FOSP ©).
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O epitélio responde por 90% dos canceres de ovario, os quais podem se
originar do epitélio simples que constitui a superficie do ovario ou dos cistos de
inclusdo presentes na regido cortical. ®> Um aspecto amplamente conhecido do
comportamento do cancer de ovario € a capacidade deste tumor de semear a
cavidade peritoneal com células tumorais. A disseminacgao intraperitoneal esta
associada a formacao de ascite e permite que células tumorais possam, através
do fluido peritoneal, atingir 6rgaos adjacentes. Células tumorais também podem se
espalhar através de vasos linfaticos que drenam os ovarios para os linfonodos

pélvicos e paraorticos. ¢

Os fatores prognésticos associados incluem o estadio FIGO (Fédération
Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique ® — Anexo 1), tumor residual pés-
cirargico, grau do tumor, subtipo histolégico, performance status e intervalo livre
da doenca apds primeira linha de tratamento. ® Atualmente, o tratamento de
tumores em grau avangado baseia-se na cirurgia acompanhada pela quimioterapia
com agentes derivados de platina (carboplatina e cisplatina) em combinagdo com
taxanos (paclitaxel e docitaxel). °® Contudo, a maioria das pacientes (60-70%) que
recidivam entre 2 e 5 anos apés a primeira linha de tratamento, evoluem para
dbito.

A origem epitelial do carcinoma de ovario sugere que as células tumorais
expressam ligantes para o receptor ativador NKG2D das células NK. De fato a
presenca destes ligantes vem sendo confirmada por estudos recentes. % % Além
disso, alteragdes da expressdao do HLA de classe | nas células do carcinoma de

ovario favorecem a acdo citotdxica mediada pelas células NK. ¢ ° A natureza
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difusa do cancer de ovario e a rapida disseminacao metastatica através da
cavidade peritoneal limitam a eficiéncia da terapia tradicional. Ha, portanto, a
necessidade de novas abordagens terapéuticas visando eliminar células tumorais

e prevenir a recidiva.

Neste sentido, estratégias terapéuticas utilizando células NK parecem
particularmente interessantes para o tratamento do carcinoma, uma vez que se
atribui a estes linfocitos da resposta imune inata o papel de prevenir a
disseminacao de células tumorais e eliminar metastases. Atualmente, o maior
obstaculo para a realizacdo de estudos clinicos que utilizem células NK esta
relacionado ao seu baixo percentual periférico que impede a obtencdo de um
grande numero de células. '” Entretanto, estudos recentes tém demonstrado a
possibilidade técnica em obter preparacdes celulares ricas ou puras em células
NK a partir do sangue periférico de doadores sadios, %2 de pacientes com leucemia

linfocitica cronica > e mieloma multiplo. *’

Nao ha, no entanto, relatos na literatura sobre tentativas de expansao
seletiva de células NK de pacientes com neoplasia de ovario. Sabe-se que a
neoplasia de ovario esta relacionada a produgdo de um ambiente
imunossupressor impedindo a resposta imune e eliminagao das células tumorais.
%5 Assim, a possibilidade de se obter células NK por expansdo ex vivo a partir de
células mononucleares de sangue periférico de pacientes com neoplasia de ovario
constituiria uma importante fonte de células efetoras autdlogas que poderiam ser
utilizadas para o tratamento do cancer como vem sendo preconizado nos ultimos

anos. 17,71,72

Introducao 29



Objetivos



2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o potencial da expansao seletiva ex vivo como fonte autéloga de

células NK de pacientes com cancer de ovario.

2.2 Objetivos especificos
Avaliar a possibilidade de se obter células NK pela expansao seletiva ex vivo

de células mononucleares do sangue periférico de pacientes com neoplasia

benigna e maligna de ovario.

Avaliar a atividade anti-tumoral das preparagdes de células efetoras ricas em
células NK contra as linhagens K562 (eritromieloblastdide humana) e OVCARS3

(carcinoma de ovario humano).

Avaliar a contribuicdo dos subtipos de linfécitos, presentes nas preparacoes de

células efetoras, na atividade citotdxica.
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3. SUJEITOS E METODOS

3.1 Desenho do estudo

Estudo experimental do comportamento biolégico de células imunes
humanas, com énfase na resposta proliferativa e a atividade anti-tumoral quando

estimuladas dentro de condi¢des adequadas de cultura.

3.2 Tamanho amostral

Por se tratar de um estudo inédito do comportamento biolégico de células
imunes de pacientes com de cancer de ovario frente a estimulos para ativacao e
expansao ex vivo, associado as poucas informagdes existentes na literatura, nao

foi possivel calcular-se o tamanho amostral previamente.

3.3 Sujeitos

Foram convidadas a participar do estudo pacientes assistidas no
Ambulatério de Oncologia Pélvica e no Pronto Atendimento do Hospital da Mulher
Professor Doutor José Aristodemo Pinotti - Centro de Atencao Integral a Saude da
Mulher (CAISM) com diagndstico clinico sugestivo de neoplasia de ovario e
indicagdo cirurgica para diagnéstico e tratamento da doencga (16 pacientes), e
ainda, pacientes submetidas a paracentese de alivio (1 paciente). Dessa forma,
concluiu-se o periodo de 24 meses do estudo (novembro de 2007 a outubro de

2009) com um total de 17 pacientes amostradas das quais 13 foram incluidas,
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baseado no diagndstico anatomo patoldgico. A anuéncia das pacientes para a
coleta das amostras se deu pela assinatura do Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (Anexo 3), apos serem informadas quanto aos objetivos da pesquisa e
procedimentos a que seriam submetidas. Os procedimentos adotados foram
previamente estabelecidos e homologados pelo Comité de Etica em Pesquisa
(489/2005, pareceres 18/11/2005, 23/1/2007 e 25/8/2009 — Anexo 4) e
respeitaram os principios enunciados na Declaracdo de Helsinque e na resolucao

CNS 196/96 do Ministério da Saude.

3.4 Critérios de inclusao

Foram incluidas no estudo pacientes com neoplasia primaria de ovario cuja
origem histolégica correspondesse ao epitélio ou ao estroma ovariano, segundo a
classificagdo da Organizagdo Mundial de Saude (World Health Organization —

WHO ).

3.5 Coleta das amostras de sangue

As amostras de sangue foram colhidas através de pungéo venosa utilizando
sistema de coleta a vacuo e tubos com capacidade para 9ml contendo heparina
sddica (Vacuette, Campinas, Brasil). Todas as amostras de sangue foram obtidas
por ocasido da internacdo das pacientes para cirurgia diagnostica, exceto a
amostra de sangue da paciente 8 que foi obtida no momento da paracentese de
alivio realizada no Pronto Atendimento do CAISM. As caracteristicas

hematoldgicas das amostras podem ser visualizadas no anexo 2.
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3.6 Expansao das células NK a partir das CMSP

Logo apos a coleta, as amostras de sangue foram encaminhadas ao setor
de Laboratoérios Clinicos Especializados do CAISM (LCE), onde foram mantidas a
temperatura de 8-12°C até o momento do inicio da cultura celular, o que ocorreu
dentro do prazo de 24h pds coleta. As preparagdes de células efetoras ricas em
células NK foram obtidas pelo cultivo in vitro das células mononucleares do
sangue periférico (CMSP) das pacientes, empregando-se método baseado no
descrito por Carlens e colaboradores. °? Inicialmente, CMSP foram isoladas por
centrifugacdo em (515g/35min) gradiente de Ficoll-Paque (Ficoll, Amersham
Pharmacia Biotech, Psicataway, NJ, USA) segundo orientagdes do fabricante.
Depois da separacao e lavagem das CMSP com meio Hanks (LCG Biotecnologia
Ltda, Cotia, Brasil) o precipitado celular foi suspenso em 2ml do meio CellGro
SCGM (CellGenix, Freiburg, Alemanha) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB,

LCG Biotecnologia Ltda, Cotia, Brasil).

As células foram contadas em cémara de Neubauer e a viabilidade
determinada pelo método de exclusdo do azul tripan (MERCK Chemicals,
Frankfurt, Alemanha). Depois da contagem, as células foram langadas em placas
de cultura (35x10mm) a densidade de 1x10° células/ml e o meio de cultivo foi
suplementando com 1000Ul/ml de IL-2 (BD Pharmigen, San Diego, USA) e
20ng/ml de anti-CD3 (BD Pharmigen, San Diego, USA). As placas permaneceram
incubadas a temperatura de 37°C com atmosfera contendo 5% CO, por 5-6 dias.

Depois deste periodo, as placas foram raspadas € o numero e a viabilidade das
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células foram avaliados. Foi adicionado a suspensao celular volume suficiente do
meio CellGro SCGM suplementado com SFB (10%), IL-2 (1000Ul/ml) e anti-CD3
(20ng/ml) para se obter a densidade de 1x10° células/ml. A suspens&o de células
foi distribuida em garrafas (T25) e, novamente, permaneceram incubadas

(37°C/5% CO,) por 5 dias.

A partir do décimo dia da cultura celular o anti-CD3 foi retirado do meio de
cultura, lavando-se as células por centrifugacdo e passando-se a utilizar meio
CellGro SCGM suplementado com SFB (10%) e IL-2 (1000Ul/ml). O numero e a
viabilidade celular foram avaliados nos dias 12-13 e 15-16, quando,
aproximadamente 70% do meio de cultura foram substituidos por meio novo e,
novamente, no dia 18-19, com a substituicdo de 50% do meio de cultura. Ainda na
ocasido da manutengdo das culturas celulares as células foram repicadas no

sentido de manter a densidade de 1x10° células/ml.

3.7 Cultura de linhagens de células tumorais

As linhagens tumorais humanas K562 (eritromieloblastoide) e OVCARS3
(carcinoma de ovario) foram utilizadas neste estudo como células alvo nos ensaios
para avaliagdo da citotoxicidade celular. Ambas a linhagens tumorais foram
mantidas em meio RPMI-1640 (LCG Biotecnologia Ltda, Cotia, Brasil)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, LCG Biotecnologia Ltda, Cotia,
Brasil) e 2mM L-glutamina (Gibco, Téquio, Japao). A manutencao das linhagens

tumorais ocorreu a cada 48-72h, quando foram supridas com meio de cultura novo
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e as células repicadas sempre que necessario (K562 mantidas com a densidade

entre 0,3-0,4x10%cél./ml a 1-1,2x10%cél./ml e OVCAR3 repicadas na confluéncia).

3.8 Imunofenotipagem das CMSP e preparacoes de células efetoras

Todas as amostras de CMSP e preparacdes de células efetoras foram

avaliadas quanto a presenca de marcadores especificos de superficie celular,

permitindo determinar a porcentagem de cada subtipo de linfocito presente no

inicio da cultura (dia 0) e nos dias subsequentes (dias 14 e 21). Para esta

avaliagao foram utilizadas misturas de anticorpos monoclonais, com marcagao de

até trés cores, diretamente conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC),

ficoeritrina (PE) ou os tandem proteina de e ficoeritrina / cianina 7 (PE-Cy7). Os

anticorpos monoclonais utilizados neste estudo estéo relacionados na tabela 2.

Tabela 2: Anticorpos monoclonais utilizados na imunofenotipagem de CMSP.

Marcadores Fluorocromos Clones Fabricante
CD3 FITC HIT3a BD Pharmingen
CD45 FITC HI30 BD Pharmingen
CD14 PE M5E2 BD Pharmingen
CD19 PE HIB19 BD Pharmingen
CD56 PE B159 BD Pharmingen
CD45 PE-Cy7 HI30 BD Pharmingen
CD16 PE-Cy7 3G8 BD Pharmingen
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Para a marcagao das células, foram misturadas 200ul de suspenséo de
células a 1x10° cél/ml com 3pl de anticorpos monoclonais, em combinacgées
utilizando até trés cores, e incubadas por 30 minutos no escuro a temperatura de
8-12°C. Apbs o periodo de incubagao as células foram centrifugadas (652g/5min),
o0 sobrenadante descartado e o precipitado suspenso em HANKS (LGC
Biotecnologia, Brasil) para subsequente aquisicdo por citometria de fluxo
utilizando-se um FACSCan™ da Becton Dickson — San Jose — Califérnia-USA.
Para a analise das aquisi¢oes foram utilizados os programas CellQuest™ (Becton

Dickson — San Jose — Califérnia-USA) e FlowJo™ (Treestar, Ashland, OR, USA).

Foram adquiridos 10.000 eventos de cada combinacdo de cores apds o
ajuste apropriado dos canais SSC/ FSC, permitindo localizar a populagdo de
linfocitos e a otimizagao da aquisicao feita através dos detectores, amplificadores
e da compensacao das fluorescéncias, eliminando as sobreposicées. O numero
absoluto de cada subtipo de linfocito presente na suspensao celular foi calculado
multiplicando-se o resultado, em valor percentual, fornecido pelo citbmetro pelo

numero total de células divido por 100.

3.9 Avaliacao da citotoxicidade das preparacoes de células efetoras

A acéo citotoxica das preparacdes de células efetoras ricas em células NK
foi avaliada por citometria de fluxo utilizando-se as linhagens celulares humanas
K562 (eritromieloblastoide) e OVCARS (epitelial de ovario) como células alvo. Para
a avaliacdo da citotoxicidade celular contra a linhagem K562 foram utilizadas

células efetoras frescas, tomadas no décimo quarto e vigésimo primeiro dias das
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culturas celulares. Além disso, as preparagdes de células efetoras foram avaliadas
depois do isolamento da populacdo CD56", através da selecdo positiva em coluna
magnética, com o intuito de se estabelecer a contribuicdo das células NK e NK-T
para a agao citotoxica. Com o sentido de se prevenir variagcbes entre
experimentos, a avaliacdo da citotoxicidade celular contra a linhagem OVCARS3 foi
realizada com preparacdes de células efetoras criopreservadas ao término do

periodo de cultura celular (dia 21).

3.10 Selecao positiva de células CD56" através de coluna magnética

Ao término do periodo de cultura para expansao seletiva das células NK,
tomou-se volume suficiente da suspensao celular para conter 25-100x10° células
e procedeu-se a separagao, em coluna magnética, por selegdo positiva para o
marcador CD56 (NK, CD3negCD56pos; e NK-T, CD3posCD56pos), segundo as
recomendagdes do fabricante do sistema de separagdo (sistema MidiMacs,
Miltenyi Biotec com colunas LD e anticorpo monoclonal anti-CD56 conjugado a

micro-esferas, Alemanha).

3.11 Marcacdao das células alvo e ensaio de citotoxicidade celular

Para a avaliagdo da citotoxicidade celular, as células alvo mortas foram
diferenciadas das células vivas, ou mesmo, das células efetoras pelo uso de
marcadores fluorescentes diferentes. As células alvo foram marcadas,
previamente ao ensaio de citotoxicidade, com o composto carboxyfluorescein-

succinimydil-ester (CFSE, Molecular Probe, Invitrogen, Burlington, Canada). Para
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isso, as células alvo (suspensdo de células isoladas) foram incubadas (15min,
37°C) a densidade de 2,5x10° células/ml na solugdo de CFSE 0,2-0,4uM
preparada em PBS. A suspensdo de células OVCARS3 foi obtida pelo tratamento
das células em cultura com Tripsina (5min/ 37°C, LCG Biotecnologia Ltda, Cotia,

Brasil).

Depois de marcadas com o CFSE, as células alvo (T) foram misturadas as
células efetoras (E) nas proporgdes (E:T) de 1:1, 3:1 e 10:1 e incubadas por 4h a
temperatura de 37°C. Foram realizadas ftriplicatas das misturas E:T. O marcador
de morte celular 7-aminoactinomicina D (7-AAD, BD Biosciences, San Diego,
USA) foi adicionado a preparagdo ao término das 4h de incubagéo. Dez minutos
apos a adicao do 7-AAD os tubos contendo as misturas de células alvo e células
efetoras foram resfriados em banho de gelo e as células avaliadas através da
citometria de fluxo. As misturas de células efetoras e células alvo foram analisadas
apos o ajuste apropriado dos canais SSC/ FSC, permitindo localizar cada uma
destas populacdes celulares, com aquisicdo de 30.000 eventos. Os controles de
morte espontdnea e morte maxima foram obtidos pela aquisicdo de amostras
contendo exclusivamente células alvo e células alvo tratadas com triton X100
respectivamente. ' ™ 7® A citotoxicidade foi calculada segundo a férmula:
porcentagem de células mortas = [(morte tubo teste — morte basal) / (morte

maxima — morte basal)] x 100.
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3.12 Criopreservacao

As suspensdes de ceélulas (leucdcitos, células efetoras ou linhagens
neoplasicas) foram centrifugadas (600g/ 10min), tendo o sobrenadante
desprezado e o precipitado suspenso com 1ml de SFB (LGC Biotecnologia, Brasil)
contendo 10% de Dimethil sulfoxido (DMSO - SIGMA, St. Louis, USA). As
suspensdes foram transferidas para frascos proprios para congelagdo e
armazenadas a -80°C pelo periodo de 24-48 horas. Apds este periodo, os frascos

foram transferidos para nitrogénio liquido.

3.13 Andlise Estatistica

Foi realizada analise descritiva para obtencdo da média, mediana,
percentual, valores minimos e maximos e erro padrao da média (SEM) para as
variaveis: subtipos de linfocitos, variacao relativa dos subtipos de linfécitos e morte
de células alvo. O teste t Student pareado e Wilcoxon foram utilizados para
comparagoes intra grupo, t Student e Mann-Whitney para comparagdes entre dois
grupos. Para correlagbes foram empregados regressao linear e regressao linear
Stepwise. Consideraram-se valores significativos quando o p< 0,05. Para todas as

analises foi utilizado o programa estatistico SAS verséo 9.1.
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Abstract

The possibility of generating natural killer (NK) enriched cell preparations
from cancer patients has been focused on studies seeking for autologous effector
cell source for treatment of human malignancies. The objective of the present work
was to expand NK cells from peripheral blood of patients with ovarian neoplasia,
and to evaluate their cytotoxic function. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) from 13 volunteer patients with ovarian neoplasia, 7 benign and 6
malignant tumors, were cultured in CellGro medium supplemented with anti-CD3
(20ng/ml, for the 9-10 initial days), IL-2 (1000 Ul/ml) and FBS (10%) for 21 days.
Day-21 cultured cells of the benign neoplasia patients resulted in positive
percentual variation of NK (+17.1£5.2%) and NK-T (+10.4+3.1%) lymphocyte
subtypes associated with negative percentual variation of T cells (-6.2+6.2%).
Differently, day-21 cultured cells of the malignant neoplasia patients presented
positive percentual variation for all of the lymphocyte subtypes (NK +12.51£6.0%,
NK-T +4.2+0.7% and T +15.3+5.6%). NK enriched effector cell preparations from
both, benign and malignant ovarian neoplasia patients, were cytotoxic against the
K562 and OVCARS cell lines. Cytotoxicity was significantly (p<0.05) higher using
effector cells from day-21 cultures, compared with effector cells from day-14.
Cytotoxicity was significantly (p<0.05) higher using magnetically separated effector
cell fractions containing CD56" cells compared with effector cell fractions deprived
of these cells. The present study demonstrated that NK enriched effector cell
preparations can be expanded in vitro from PBMC of ovarian carcinoma patients.

These cells are provided with cytolytic function, indicating the culture system
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employed as a feasible source for autologous effector cells that should be

evaluated for the NK-based adoptive therapy of cancer.
Introduction

The possibility of using natural killer (NK) cells in treatment of human
malignancies has increased in recent years. This is a consequence of a better
understanding of how NK receptor-ligand matching influences lysis of target cells.
Additionally, new methods for ex vivo generation of NK cells have allowed
obtaining enough numbers of human NK cells for clinical trials [1]. However, the
evaluation of the methods for ex vivo expansion of the NK cells has been mostly

limited to hematological malignancies.

NK cells constitute 10-15% of the lymphocytes in human peripheral blood.
NK cells are known for their capacity of killing cells infected by certain viruses,
intracellular bacteria and a wide variety of tumor cells. Their cytolytic activity and
secretion of cytokines and chemokines are crucial components of the innate
immune defense [2-6]. NK cell cytotoxic function is regulated by a balance between
activating and inhibitory signals transmitted by specific cell-surface receptors upon
interaction with their ligands on target cells. NK cell activation involves a diverse
array of molecules [7,8], including NKG2D receptor which is able to recognize
cellular stress-inducible molecules such as MICA, MICB and ULBP [9-12]. NK cell
activation is counteracted by inhibitory signals mediated by killer cell
immunoglobulin-like receptors (KIRs) and/or CD94/NKG2A that recognize human

leukocyte antigen (HLA) class | molecules on target cells [5,13,14]. Consequently,
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NK cells spare HLA class | expressing cells, whereas they can kill cells that have
lost the expression of HLA class | molecules provided by the target cell expression
of ligands for the activation receptors. This process is often seen in malignant

transformation and/or virus infection [15].

Clinical observations demonstrated that NK cells have anti-leukemia effects,
thus improving survival in patients undergoing haploidentical stem cell
transplantation [16, 17]. These observations combined with a better understanding
of how NK receptor-ligand interaction influences lysis of target cells, including
tumor cells, has prompted studies to approach the potential use of NK cells in
human immunotherapy, regardless of haploidentical or autologous settings.
Additionally, the possibility of generating enriched or pure NK cell preparations
constitute an important cellular resource for the NK-based adoptive therapy of
cancer. Currently, it has become technically feasible to expand and purify NK cells
in sufficient numbers for manipulation and clinical trials [18-21]. Accordingly, anti-
leukemia effects were observed after adoptive transfer of human NK cells to
patients [22] and to mice previously grafted with human tumor cells [23]. Ex vivo
expanded NK cells showed significant cytotoxicity against primary autologous
multiple myeloma cells, yet retaining their tolerance against nonmalignant cells
[24]. In another study, resting allogeneic NK cells were able to recognize and Kkill
freshly isolated ovarian carcinoma cells with low expression of HLA class | [25],
indicating ovarian carcinoma as a potential target for adoptive NK cell-based

immunotherapy.
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Ovarian cancer is the leading cause of death from gynecologic
malignancies. Surgery benefits most of the patients while the disease is restricted
to the organ. However, at the time of diagnosis, 67% of patients usually present
advanced disease with distant metastasis, implying a 5-year survival rate of 31% of
all patients diagnosed [26]. Surgery and chemotherapy are the usual approaches
employed in treatment of advanced-stage ovarian cancer [27]. Considering the use
of autologous NK cells for ovarian carcinoma treatment, the present study aimed at
evaluating the possibility of generating NK cells by ex vivo expansion from
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of patients with ovarian carcinoma.
PBMC from patients with benign ovarian neoplasia were also evaluated. Resulting
NK enriched effector cell preparations were assessed for cytolytic function against
tumor cell lines. The contribution of the NK cells for target cell killing was evaluated

after magnetically separation of the CD56" cells.
Patients and methods
Patients and blood samples

In this study 13 patients with ovarian neoplasia were included, 7 benign and
6 malignant tumors (Table 1). The patients were admitted to the “Hospital da
Mulher — Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti - Centro de Atencgao Integral a Saude
Mulher”, the women’s hospital of Campinas University (UNICAMP), Campinas,
Brazil. The study was approved by the Research Ethics Committee of the Faculty
of Medical Sciences and informed consent was obtained from all patients in

accordance with the Declaration of Helsinki. Patient characteristics at the time of
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blood sampling are provided in table 1. Blood was collected by using 9ml vacuum
blood-sampling tubes containing sodium heparin (Vacuette, Campinas, Brazil).
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by gradient
centrifugation, using Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). PBMC
were washed twice with balanced salt solution (BBS, LCG Biotecnologia Ltda,
Cotia, Brazil). The resulting cell pellet was suspended in CellGro SCGM
(CellGenix, Freiburg, Germany) containing 10% of fetal bovine serum (FBS, LCG
Biotecnologia Ltda, Cotia, Brasil) and cell viability was assessed by trypan blue

exclusion.
PBMC cultures

The in vitro culture conditions for the expansion of NK cells from PBMC
were based on the method described by Carlens at al. (2001). PBMC were
cultured in dishes (35x10mm, Coning, New York, USA) at a concentration of 1.0
x10° cells/ml in CellGro SCGM medium (CellGenix, Freiburg, Germany) with the
addition of 10% of FBS (LCG Biotecnologia Ltda, Cotia, Brasil) and 1000 U/ml of
rhiL-2 (BD Pharmigen, San Diego, USA). For the first 10 days, the medium was
further supplemented with 20ng/ml of anti-CD3 antibody (BD Pharmigen, San
Diego, USA). The maintenance of the culture cells was performed on days 5, 10,
14-15, 17-18 and 21.0n these days cells were scrapped off, the total cell numbers
and cell viability assessed by trypan blue exclusion and fresh medium was
provided. On day 5 the cells were replenished with sufficient volume of fresh

medium to restore the initial cell concentration (1.0 x10° cells/ml) and transferred to
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T25 flasks (TPP, Trasadingen, Switzerland). On day 10 of culture, the anti-CD3
containing medium was washed out, and fresh medium with IL-2 (1000 U/ml) and
FBS (10%) was added. On days 14-15 and 17-18, 70% of the total medium volume
was replaced by fresh medium supplemented with IL-2 (1000 U/ml) and FBS
(10%). Besides, in order to prevent contact inhibition of cell growth, the cells were

transferred into new T25 flasks (TPP, Trasadingen, Switzerland).
Flow cytometry-based cell phenotyping

The cell phenotype was analyzed by flow cytometry on days 0, 14-15, and
21. Three-color combinations were used according to standard procedures. Briefly,
cells were mixed with appropriate concentrations of fluorochrome-conjugated
monoclonal-antibodies (MAbs) to CD3, CD4, CDS8, CD14, CD16, CD19, CD45, and
CD56. All antibodies were obtained from Becton Dickinson (BD, Mountain View,
CA, USA). After the addition of primary antibody and incubation for 30 min at room
temperature, cells were washed with PBS. For data acquisition and analysis, a
FACSCan (BD) was used with Cell Quest software (BD). For each sample, a
minimum of 10 000 cells was acquired. All samples were analyzed by setting
appropriate SSC/FSC gates on the lymphocyte population. Absolute cell counts
were calculated by multiplying the total number of viable cells in each subset with

the percentage of these subsets determined by flow cytometry.
Tumor cell cultures

The K562 (human erythromyeloblastoid) and the OVCARS3 (human ovarian

carcinoma) cell lines were grown in vitro in RPMI-1640 medium supplemented with
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10% fetal bovine serum, 2mM L-glutamine. The cultures were replenished with
fresh medium every 2-3 days throughout the culture period and the OVCARS3 cell
line was treated with trypsin solution (0.25%, LCG Biotecnologia Ltda, Cotia,
Brazil) for in vitro passage. Cell line cultures were replaced by new cells from the

frozen stock after 8-10 in vitro passages.
Cell-mediated cytotoxicity assay

The cytotoxic capacity of NK cells was evaluated using a flow cytometry-
based cytotoxicity assay. The K562 and the OVCARS cell lines were used as
target cells. Target cells were labeled with carboxyfluorescein-succinimydil-ester
(CFSE, Molecular Probe, Invitrogen, Burlington, Canada). For target cell labeling,
single cell suspensions of K662 and OVCARS3 were incubated in 3uM CFSE-PBS

at a density of 2.5x10° cells/ml for 15 minutes at 37°C.

Cultured cells on days 14 and 21 were used as effectors cells. To evaluate
the contribution of the NK cells for the cytotoxic function, day-21 cultured cells were
magnetically separated, resulting in the cell fractions CD56p0s (with NK and NK-T
cells) and CD56,¢y (Whithout NK and NK-T cells), both fractions also used as
effector cells. The MidiMacs separation system with LD columns was employed for
magnetic separation of cells labeled with anti-CD56 MicroBeads according to the

manufacturer’s instructions (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Germany).

For the flow cytometry-based cytotoxicity assay, day-14 and day-21 cultured
cells were coincubated with K562 CFSE-labeled ce lls in triplicate at ratios of 1:1,

3:1 and 10:1 (effector:target) in a final concentration of 2x10° cells/200ul for 4h at
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37°C and 5%CO,. Day-21 cultured cells were also coincubated with OVCAR3
CFSE-labeled cells in ftriplicate at a ratio of 10:1 (effector:target) in a final
concentration of 2x10° cells/200ul for 4hours at 37°C and 5%CO,. Day-21
magnetic separated CD56p,s and CD56,¢4 cell fractions were coincubated with
K562 CFSE-labeled cells in triplicate at a ratio of 3:1 (effector:target) in a final
concentration of 2x10° cells/200ul for 4hours at 37°C and 5%CO,. At the end of
incubation period test tubes were added with 5ug of 7-aminoactinomycin D (7-
AAD; BD Bioscinece, San Diego, USA) and incubated for an additional 10 minutes
at room temperature before data acquisition by flow cytometry. During analysis of
the flow cytometric data, targets cells were isolated from the effector cells by CFSE
positivity and the percentage of live or dead cells was determined using 7-AAD
staining on this CFSE-population. Cytotoxicity was assessed according to the
following formula: percentage Kkilling = [(experimental death - spontaneous

death)/(maximum death -spontaneous death)] X 100.
Statistical analysis and calculation

Data were expressed as mean and standard error of the mean (SEM). Cell
expansion (fold) was calculated based on viable cells. Comparisons of variables
between groups were performed by Student’s t-test or Mann-Whitney test and
within groups by Student's t test for dependent samples. Stepwise linear
regression was performed to evaluate the effect of variables on target cells death.

The level of significance was set at p-value <0.05.
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Results
NK cells expansion from ovarian carcinoma patients PBMC

To study whether NK cells from ovarian carcinoma patients can be
expanded ex vivo, cultures of PBMC from ovarian carcinoma patients (malignant
group, n=6) were established and compared to the cultures of PBMC from patients
with benign ovarian neoplasia (benign group, n=7). At the start of the culture (day
0), PBMC from ovarian carcinoma and benign ovarian neoplasia patients
comprised similar amounts of lymphocyte subtypes, except for B lymphocytes,
which was significantly (p<0.05) lower in PBMC from ovarian carcinoma patients
(Table 2). During the 21 days period of culture, PBMC from patients with benign
neoplasia had expanded on average 56.7-fold (range: 2- to 169.6-fold); of these,
NK cells had expanded on average 139.6-fold (range: 3.6- to 474.7-fold), T cells
58.3-fold (range: 1.4- to 176.9-fold) and NK-T cells 106.6-fold (range: 8.9- to 224.7-
fold) (Figura 1). In the patients with carcinoma, cells cultured for 21days had
expanded on average 44.5-fold (range: 9- to 83.5-fold). Among these, NK cells had
expanded on average 82.7-fold (range: 15.7- to 175.5-fold), T cells 65.7-fold
(range: 9.6- to 127.2-fold) and NK-T cells 140.0-fold (range: 17.9- to 501.4-fold)
(Figura 1). In general, cells cultured for 21 days resulted in enriched NK and NK-T
cells preparations (Table 2). Nevertheless, as a consequence of the unequal
expansion within the lymphocyte subtypes, day-21 cultured cells of the benign
group presented a relative increase (% day-21 - % day-0) of NK (+17.1+£5.2%) and

NK-T cells (+10.4+3.1%) associated with a decrease of T cells (-6.2£6.2%), while
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in the malignant group there was a relative increase of NK (+12.5+£6.0%), NK-T

(+4.2+0.7%) and T lymphocyte subtypes (+15.315.6%) (Figure 2).
Cytotoxic function of NK enriched cell preparations

NK enriched effector cell preparations from both groups, benign and
malignant ovarian neoplasia patients, were cytotoxic against the standard NK-cell
target K562 (Figure 3). Cytotoxicity was significantly (p<0.05) higher using effector
cells from day-21 cultures, compared with effector cells from day-14 as assessed
by 7-AAD binding to DNA in lysed target cells. At a 10:1 effector to target cell ratio,
the average death rate of K562 cells co-incubated with day-21 cultured cells from
benign ovarian neoplasia patients was 47.0+7.5% and with the day-21 cultured
cells from malignant ovarian neoplasia patients was 39.3+4.1%. Day-14 cultured
cells on average killed only 23.4+6.2% and 7.9+1.1% of K562 targets, respectively.
Day-21 effector cells from both groups (benign and malignant ovarian neoplasia),
had also cytotoxic functional against the cell target OVCAR3 (Figure 3). At a 10:1
effector to target cell ratio, the average death percentage of the OVCARS3 co-
incubated with the cultured effector cells from benign ovarian neoplasia patients
was 27.813.5% and with with the cultured effector cells from malignant ovarian

neoplasia patients was 17.3+3.0%.

Cytotoxicity was significantly (p<0.05) higher using magnetically separated
CD56,,s effector cell fractions, compared with CD56,,¢4 effector cell fractions (Table
3). At a 3:1 effector to target cell ratio, CD56,,s and CD56neg cell fractions sorted

from day-21 cultured cells of benign ovarian neoplasia group killed the K562 target
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cells on average 9.1£1.5% and 4.3+0.5% respectively. CD56p0s and CD56eg cell
fractions sorted from cells cultured for 21 days of patients with malignant ovarian
neoplasia killed 16.3+4.5% and 5.911.4% respectively of the K562 target cells.
Besides, in a stepwise linear regression evaluating the effect of variables:
lymphocyte subtypes, day of the cell culture, ratio E:T and tumor characteristics, on
target cells death, the NK cells of the 21 day cultures presented the most effective
anti-tumor function (r?=0.47 and p<0.0001). Among the lymphocyte subtypes, the
number of NK cells was the variable presenting the highest positive correlation with
the percentage of target cell death (benign group r=0.68, malignant group r=0.77)

and trend lines better adjusted to the data dispersion (Figure 4).
Discussion

In the present study, NK enriched effector cell preparations provided with
anti-tumor function were obtained by ex vivo expansion of PBMC from patients with
ovarian neoplasia. Since NK cells were first described, more than 30 years ago,
there is intent to develop new therapies of cancer based on their capacity to
recognize and lysis tumor cells. Lymphokine-activated killer (LAK) cells, resulting
from the short-term treatment of PBMC with IL-2 (500-1000 IU/ml, 3-5 days), was
the first cell-based immunotherapy used for treatment of tumors in clinical and
murine models [28-32]. However, the difficult in generating LAK cells in large
numbers associated with their low anti-tumor activity in vivo [31] have hampered

their therapeutic use. Interestingly, LAK cells contain a heterogeneous population
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of lymphocytes mostly of polyclonal T cells, but the NK cells, present in low

numbers (~5%), are those cells retaining anti-tumor functions [32,34].

Currently, ex vivo expansion of NK cells has been focused on studies
seeking for the effector cell source for treatment of human malignancies. Sutlu and
Alici [21] compared the different methods used for this proposal in a review
recently published. In the present study, the culture conditions for NK cell
expansion was based on the method previously described by Carlens et al [18],
which employ CellGro SCGM medium supplemented with anti-CD3 and IL-2. As a
consequence, NK enriched effector cell preparations were successfully obtained
from PBMC of patients with ovarian carcinoma and benign ovarian neoplasia. The
culture conditions enabled cells of the malignant and benign groups to expand
similarly, reaching on day 21of culture average expansions of 44.5-fold and 56.7-
fold respectively. The variability observed in the data for the final cell expansion
suggested that differences in cell expansion performance were rather a
consequence of the individual variability than an effect of the characteristics of the
ovarian neoplasia. Individual variability affecting cell expansion performance has
been also observed in previous studies using similar culture conditions, even when
PBMC taken from normal donors were employed for NK cell expansion
[18,19,23,24]. Nevertheless, the unequal expansion observed within the
lymphocyte subtypes (NK, NK-T and T) was associated with the characteristics
ovarian neoplasia. In the one hand, cell cultures from PBMC of the benign group
progressed as expected, resulting at the end of the culture period in relative

increase of the CD56" subtypes (NK and NK-T cells) together with a relative
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decrease of the CD3"CD56 cells (T lymphocytes). On the other hand, cultures
from PBMC of the malignant group progressed differently since T lymphocytes also

presented a relative increase significantly higher as the benign group (Figure 2).

NK cells from ovarian carcinoma patients has been reported to display none
or poor cytotoxic function against ovarian cell line, fresh ovarian tumors, and even
against the prototype NK cell target K562 [35-38]. Similarly to other cancers,
ovarian cancer exploits an array of immunological ways to create a suppressive
environment to prevent being eliminated by the immune response [39]. However,
lytic activity against ovarian tumor cells could be induced in effector cells of normal
donors or cancer patients after in vitro stimulation with recombinant IL-2 [25,35,36]
or after enrichment of large granular lymphocyte in the effector cell preparation
[36]. Correspondingly, the culture system employed in the present study enable to
generate NK enriched effector cell preparations from PBMC of ovarian neoplasia
patients. Such effector cell preparations were provided with anti-tumor function,
showing the feasibility of overcoming the immune impairment, often inferred to
cancer patients, by ex vivo expansion from PBMC. Additionally, the ex vivo
expanded NK cells were CD16" (data not shown), indicating their activation status
and their potential cytotoxicity mediated by antibodies (ADCC) [6,40]. The anti-
tumor function detected in our study correlated positively with the content of NK
cells in the final cell preparations, being these cells, within the day-21 cultured cell
populations, the lymphocyte subtype retaining the most effective anti-tumor
function. In conclusion, the present study demonstrated that NK enriched effector

cell preparations can be expanded in vitro from PBMC of ovarian carcinoma
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patients. These cells are provided with cytolytic function, indicating the culture
system employed as a feasible source for autologous effector cells that should be

evaluated for the NK-based adoptive therapy of cancer.
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Table 1. Patient characteristics (benign n=7 and malignant n=6) at the time of

blood sampling for this study. Staging classifications followed FIGO Committee

on Gynecologic Oncology guidelines.

Patient Age (years) Stage (FIGO) Histological classification

1 57 Serous gystadenoma
associated with Brenner tumor

2 62 M}lcinou§ cystadenoma
associated with Brenner tumor

3 47 Serous cystadenoma

4 51 Serous cystadenofibroma

5 33 Se?ous bo.rderline tumor
associated with endometriosis

6 62 Fibroma

7 62 Fibroma

8 51 IIcC Adenocarcinoma

9 2 v with squamous diferenition

10 43 I1IB Endometrioid carcinoma

11 60 A Endometrioid carcinoma

12 42 Imc Serous papillary adenocarcinoma

13 56 MIB Serous adenocarcinoma

and undifferentiated carcinoma
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Table 2. Percentage of lymphocyte subtypes (NK, NK-T T and B) on day 0 and day
21 of the culture from PBMC of the patients with benign (Benign group, n=7) and
malignant (Malignant group, n=6) ovarian neoplasia. Values are presented as
average + standard error. Comparisons between groups were performed by
Student’s t test and within groups by Student’s t test for dependent samples.
a,b,c

Averages in the same line labeled with different letters
different (p<0,05).

were significantly

Benign group n=7 Malignant group n=6
Lymphocyte subtypes
Day 0 Day 21 Day 0 Day 21
NK (CD3°CD56") 10.1+1.8° 27.2+6.6° 10.0 + 1.7 22.6 +5.9°
NK-T (CD3*CD56") 7.5+1.8 17.9+£3.7° 50+1.7° 92+2.1°
T (CD3*CD56) 51.9+ 4.6 457+4.9"  48.0+7.6° 63.3+6.4°
B (CD3 CD19%) 20.0 £3.7° 0.0° 82+0.8° 0.0°
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Table 3. Comparison of cytotoxic activity of magnetically separated effector cells
(E) against K562 cell line (T). Day-21 cultured cells of the patients with benign
(n=3) and malignant (n=4) ovarian neoplasia were magnetically separated in CD56
positive (CD56,,s) and CD56 negative (CD56nheg) cell fractions. Cytotoxicity was
significantly higher using magnetically separated CD56,.s effector cell fractions,
compared with CD56.ey effector cell fractions at a E:T ratio of 3:1. Values are
presented as average + standard error. Values labeled with different letters *° were
significantly different (Mann-Whitney; p<0.05).

E:T-3:1 pos e
Benign (n=3) 9.0+ 1.5 45+05°
Malignant (n=4) 163 +4.5° 59+1.4°
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Figure 1. Fold expasion of lymphocyte subtypes (NK, NK-T and T) throughout the

21 days period of culture from PBMC of the patients with benign (Benign group,

n=7) and malignant (Malignant group, n=6) ovarian neoplasia. Values are

presented as average * standard error.
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Figure 2. A: FACS profiles of cultured PBMC at day 0, 14 and 21, showing how
lymphocyte subtypes (NK, CD3'CD56"; NK-T, CD3*CD56"; T-cells, CD3"CD56)
modify over time. Data representative of one patient with benign ovarian neoplasia
and one patient with malignant ovarian neoplasia are shown. PBMC were
cultivated in CellGro SCGM medium supplemented with anti-CD3 (20ng/ml, for the
10 first days), IL-2 (1000U/ml) and 10% FBS. B: Relative variation of lymphocyte
subtypes (NK, NK-T and T) between day 21 and day 0 of the culture from PBMC of
the patients with benign (n=7) and malignant (n=6) ovarian neoplasia. Values are
presented as average * standard error. Student’s t test; * significantly different
(p<0,05).
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Figure 3. A: Comparison of cytotoxic activity against K562 cell line at day 14

(triangles) and 21 (circles) of the cultures from PBMC of the patients with benign

(black) and malignant (white) ovarian neoplasia. Mann-Whitney; curves labeled

with different letters

a,b

were significantly different (p<0,05). B: Comparison of

cytotoxic activity against OVCARS3 cell line at day 21 of the cultures from PBMC of

the patients with benign (black bar, n=4) and malignant (white bar, n=5) ovarian

neoplasia. Values are presented as average +* standard error.
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Figure 4. Correlation between the absolute numbers (n cells) of each lymphocyte
subtype (NK black-circle; NK-T white-triangle; T white-diamond) and the
percentage of K562 cells killed in the mixtures Effector : Target cells (E:T). A: Cell
cytotoxic assay using day-21 cultured cells of the patients with benign ovarian
neoplasia and B: using day-21 cultured cells of the patients with malignant ovarian
neoplasia. Stepwise linear regression evaluating the effect of variables: lymphocyte
subtypes, day of the cell culture, ratio E:T and tumor characteristics on target cells
death indicated that NK cells of the day-21 cultures presented the most effective
anti-tumor function (r?=0.47 and p<0.0001).
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Conclusao



5. CONCLUSAO

- Preparagdes de célula efetoras ricas em NK podem ser obtidas a partir da
expansao in vitro de células mononucleares de sangue periférico de pacientes

com neoplasia de ovario.

- As células efetoras expandidas sao providas de fungao citotdxica, além de
expressarem marcadores de ativagédo celular, indicando a viabilidade do sistema
de cultivo empregado como fonte de células efetoras autdlogas, que poderiam ser

avaliadas para terapia do cancer baseada em células NK.

- O numero de células CD56 positivas presentes ao término da cultura
contribuiu de forma determinante para o aumento da citotoxicidade, sendo as

células NK o subtipo com maior atividade antitumoral.
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7. ANEXOS

7.1 Anexo 1 Estadiamento do carcinoma de ovario 2000 (FIGO).

FIGO CARACTERISTICAS

0] Sem evidéncia de tumor primario
| Tumor confinado aos ovarios

IA Tumor limitado a um ovario, capsula intacta, sem tumor na superficie ovariana, sem
citologia positiva (células malignas) em liquido ascitico ou lavado peritoneal

Tumor limitado a ambos os ovarios, capsula intacta, sem tumor na superficie
IB ovariana, sem citologia positiva (células malignas) em liquido ascitico ou lavado
peritoneal

Tumor limitado a um ou ambos os ovarios, com qualquer um dos achados: ruptura
IC de capsula, tumor na superficie ovariana, citologia positiva (células malignas) em
liquido ascitico ou lavado peritoneal

Il Tumor envolvendo um ou ambos os ovarios com extensao pélvica

A Extenséo e/ou implantes no utero e/ou implantes nas tubas uterinas, sem citologia
positiva (células malignas) em liquido ascitico ou lavado peritoneal

B Extens&o para outros érgaos pélvicos, sem citologia positiva (células malignas) em
liquido ascitico ou lavado peritoneal

Extensao e/ou implantes no utero e/ou implantes nas tubas uterinas e/ou implantes
lic em outros orgéos pélvicos, com citologia positiva (células malignas) em liquido
ascitico ou lavado peritoneal

m Tumor envolvendo um ou ambos o0s ovarios com microscopia confirmando
metastase peritoneal além da pélvis e/ou linfonodo regional

A Microscopia confirmando metastase além da pélvis

B Metastase peritoneal macroscépica além da pélvis, 2cm ou menos em sua maior
dimensao
ine Metastase peritoneal além da pélvis, com mais de 2cm em sua maior dimens&o e/ou

metastase em linfonodo regional

v Metastase além da cavidade peritoneal

Nota: Metastase em regido de capsula hepatica (estadio 3), em regido de
parénquima hepatico (estadio 4). Efusio pleural deve ter citologia positiva. >’
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7.2 Anexo 2 Caracteristicas hematologicas das amostras

Variaveis Benigno Maligno
Mediana / variagdo (n=6) (n=4)
Hb (g/dI) 13,9 (8,9 — 15,2) 14 (11,6 — 16,1)
Hct (%) 42,4 (26,4 — 44.,5) 42,6 (37,2-48,4)
Mcv (fl) 84,7 (82,8 - 91,9) 87,2 (83,8 - 89,0)
Leucécitos (x10%/ul) 56 (2,7-6,7) 8,1 (4,6 —10,6)
Linfocitos (%) 30,3 (19,6 — 55,5) 23,6 (7,6 — 27,6)

Abreviagdes - Hb: hemoglobina Hct: Hematdcrito Mcv: Volume corpuscular médio
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7.3 Anexo 3 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto: Potencial terapéutico das células NK expandidas ex vivo no

tratamento do cancer de ovario
Pesquisador responsavel: Fernando Guimaraes
Objetivo da pesquisa:

Fui informada que o objetivo deste trabalho é o de estudar se as células “killer”
(células imunes presentes no sangue e no liquido ascitico coletados)
conseguem destruir células do cancer de ovario. Para que este estudo seja
realizado as células “killer” serdo submetidas a um processo laboratorial que

resultara no aumento do numero destas células.
Descrigao dos procedimentos:

Minha participagdo neste estudo é voluntaria, sem nenhum ganho financeiro

por participar.

N&o existem riscos para a minha saude se eu doar sangue ou liquido ascitico

para realizacédo do estudo.
A quantidade de sangue doado sera de aproximadamente 9ml.

Parte deste material sera usado e parte sera guardado para exames especiais

e estudos futuros.

O sangue e o liquido ascitico coletados seréo utilizados apenas no laboratoério

para o estudo.

O sangue coletado ndo sera usado em programas de doagdo de células,

tecidos ou o6rgéos.

O sangue coletado, bem como, células ou produtos derivados da amostra de

sangue ou de ascite ndo serao comercializados em nenhuma situacgao.
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Beneficios:

Minha participagdo no estudo € voluntaria sem nenhum beneficio imediato.
Entretanto, os resultados obtidos com esta pesquisa poderdo ajudar no
entendimento da resposta imune contra o cancer e auxiliar na elaboracdo de

novos tratamentos para esta doencga.
Transtornos ou riscos:

Fui informada que ndo estdo previstos transtornos ou riscos, a ndo ser os
riscos comuns inerentes da colheita de sangue ou drenagem do liquido ascitico.

Sigilo das informacgoées:

Todas as informagdes sobre minha pessoa serdo mantidas em segredo e
minha privacidade sera mantida. Os resultados da pesquisa serdao mantidos
em sigilo pelos pesquisadores e, mais tarde, publicados sem que minha

identidade seja revelada para isso.

Em qualquer momento, em caso de duvida ou reclamagdes poderei procurar 0
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
(telefone: 3521-8936), ou o pesquisador responsavel: Dr Fernando Guimaréaes
(telefone:3521-9462).

Declaro que li as informacoes neste documento e concordo em participar da
pesquisa

NOME: . (I Data:.................
ENAErECO:. ... e Telefone.......cccc............
Assinatura da doadora Assinatura do pesquisador
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7.4 Anexo 4 Protocolo da Comissdo de Pesquisa do Departamento de
Tocoginecologia/CAISM

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

[0 Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP

& (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-7187

® www.fcm.unicamp br/pesquisa/etica/index.html

2 fcm.unicamp.br

CEP, 18/11/05.
(Grupo III)

PARECER PROJETO: N° 489/2005

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “POTENCIAL TERAPEUTICO DAS CELULAS NK EXPANDIDAS EX VIVQ
NO TRATAMENTO DO CANCER DE OVARIO”
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Fernando Guimaries
INSTITUICAO: CAISM -UNICAMP
APRESENTACAO AO CEP: 05/09/05

APRESENTAR RELATORIO EM: 25/10/06

II- OBJETIVOS

Avaliar o potencial terapéutico de preparagdes de células efetoras ricas em células NK
pela expansdo ex vivo a parti de células mononucleares de pacientes com céncer de ovario para o
tratamento desta doenga.

III - SUMARIO

Trata-se de um estudo descritivo do comportamento biolégico de células imunes
humanas de pacientes humanos portadoras de cancer de ovario, frente a estimulos para ativagéo e
expansdo ex vivo, as informagdes existentes na literatura sfo insuficientes para estimativa do
tamanho amostral. Espera-se um total de 12 pacientes amostrados. Sera coletado sangue pelo
servigo de Enfermagem do CAISM apés o diagnostico clinico e antes do inicio do tratamento da
patologia. O volume de sangue colhido serd de 25 ml. O liquido ascitico (100ml) sera obtido
através de pungdo por ocasido do procedimento médico da drenagem da cavidade peritonial ou
no momento da cirurgia. Os fragmentos do tumor serdo fornecidos pelo Servigo de anatomia
patoldgica a partir das pegas removidas das pacientes durante a intervengfo ciriirgica. Com 0s
materiais bioloégicos em méaos serdo processados conformes técnicas descritas, realizados testes
com cultura primaria das células, da linhagem das células tumorais, o fenotipo das preparagdes
de células efetoras ricas em NK, citotoxicidades mediada por células e avaliada pela liberagdo de
Cr.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O estudo € complexo, esta justificado e € pertinente, sem causar prejuizos ao paciente,
que ja estara recebendo tratamento na Institui¢do. O orgamento esta descrito para obtengdo de
aquisi¢do de insumos necessarios para o estudo. O recurso financeiro vird do CNPq. (descrigdo
detalhada em anexo). O TCLE esta adequado, com linguagem simples e clara.
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V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O contetldo € as concluses aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e n3o representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apoés analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3)).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na X Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 25 de outubro de 2005.

Prof®. . Carme Silyia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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'FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fcm unicamp.br/pesquisa/etica/index html

CEP, 23/01/07.
(PARECER PROJETO: N° 489/2005)

PARECER

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “POTENCIAL TERAI:ﬁUTICO DAS 'CE'ILULAS NK EXPANDIDAS EX
VIVO NO TRATAMENTO DO CANCER DE OVARIO”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Fernando Guimarées

I - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou a Adendo que amplia os critérios para inclusdo de sujeitos: passar
a obter amostras de sangue de pacientes recebendo quimioterapia para tratamento do cancer
de ovario, referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

Homologado na I Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 23 de janeiro de 2007.

Profa. Dra. Carl'qe%vin Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
" Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP _
Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13084971 Campinas— SP cep@ fcm.unicamp.br
Pégina 1 de
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Campinas, 10 de novembro de 2005

O protocolo de pesquisa “POTENCIAL TERAPEUTICO DAS CELULAS NK EXPANDIDAS EX VIVO NO TRATAMENTO DO
CANCER DE OVARIO” do pesquisador Femando Guimaraes, foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa do
DTG/FCM/UNICAMP.

Atenciosamente,

%@P’m

Costa Paiva

Presidente da Comiss3o de Pesquisa
Departamento de Tocoginecologia - DTG/FCMIUNICAMP

Comissao de Pesquisa-FCM-DTG-UNICAMP
Rua Aexander Flemming, 101 - Cidade Universitiria Zeferino Vaz - Campinas/SP
Fones: (019) 3758-9402/3788-9403
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