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RESUMO

Linfomas Ndo Hodgkin (LNH) sédo doencas malignas que surgem de células do sistema
imunologico e manifestam-se predominantemente como linfadenopatia ou tumores solidos rela-
cionados a conglomerados linfonodais. Os tratamentos para os LNH incluem poliquimioterapia
com ou sem imunoterapia medicamentosa e transplante de células tronco hematopoiéticas
(TCTH) em alguns casos. Novas abordagens de tratamento também sdo necessarias para
pacientes com recidiva apds a terapia de primeira linha e ou para pacientes que ndo séo
considerados candidatos elegiveis para quimioterapia de alta dose e TCTH e é com este objetivo
que a terapia celular vem ganhando espaco no tratamento destes tipos de doencas. Em relagdo
a terapia celular NK, observou-se uma potente capacidade de tais células matar linhagens
celulares tumorais in vitro sem sensibilizagdo prévia. A restauragdo ou potencializacdo dessa
atividade antitumoral natural das células NK tornou-se uma abordagem terapéutica relevante
progressivamente estudada no tratamento contra diversos tipos de cancer, mais frequentemente
leucemia mieldide aguda com resultados promissores. Ainda ha poucos dados sobre sua
atividade no linfoma, a eficacia encorajadora observada para essas terapias celulares, como
CAR T cell em pacientes fortemente pré-tratados levanta a questdo relacionada a terapia NK
nestes pacientes a partir de células Natural Killer (NK) de doadores que podem ser expandidas
“in vitro “ sem um custo tdo elevado como a terapia do Car T cell no momento. Para avaliarmos
este perfil de pacientes realizamos um estudo pré-clinico utilizando para este fim amostras de
sangue periférico de pacientes previamente tratados com 2 ou mais linhas de tratamento para
LNH. Objetivo: Avaliar a viabilidade de expanséao de células NK em grau clinico nos pacientes
com LNH recidivado e ou refratarios a terapias prévias e sua atividade anti-tumoral. Métodos:
Neste contexto, avaliamos em seis pacientes com LNH recidivado ou refratarios a terapias
prévias em acompanhamento e tratamento no Servico de Hematologia do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre -RS, o crescimento (nimero, tempo através de fold expansion e doubling time)
e a efetividade das células NK (capacidade de lise da célula feeder/célula alvo) em comparagéo
com individuos saudaveis, utilizando nossa plataforma tecnoldgica de expansao baseada na
expansao celular na presenca de células apresentadoras de antigeno (feeders) mbIL21K562, ja
aprovada e utilizada no tratamento da leucemia mieldide aguda neste Servico. Resultados:
Nesta amostra de pacientes estudada, ou seja, de pacientes portadores de LNH recidivados e ou
refratarios politratados, conseguimos demonstrar a viabilidade de cultivo e expanséo das células
NK em nivel clinico e sem diferenca estatisticamente significativa em relagdo a amostra de
doadores saudaveis nas mesmas condi¢cdes de cultura e expansdo. Conclusdo: Desta forma
leva-nos a concluir que nesta amostra de pacientes, mesmo obtendo um ndmero de células
suficientes para varias infusdes, estas sdo deficitarias quanto a sua capacidade citotoxica e da
necessidade de buscarmos fontes alogénicas de doadores para este perfil de paciente.

Palavras-chave: células-natural killer; linfomas ndo Hodgkin; citotoxicidade; crescimento
celular.



ABSTRACT

Non-Hodgkin Lymphomas (NHL) are malignant diseases that arise from cells of the immune
system and manifest predominantly as lymphadenopathy or solid tumors related to lymph node
conglomerates. Treatments for NHL include polychemotherapy with or without drug
immunotherapy and hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) in some cases. New
treatment approaches are also needed for patients who relapse after first-line therapy and/or for
patients who are not considered eligible candidates for high-dose chemotherapy and HSCT, and
it is with this objective that cell therapy is gaining ground. in the treatment of these types of
diseases. Regarding NK cell therapy, a potent ability of such cells to kill tumor cells “in vitro”
without prior sensitization was observed. The restoration or enhancement of this natural antitumor
activity of NK cells has become a relevant therapeutic approach progressively studied in the
treatment against different types of cancer and more frequently acute myeloid leukemia with
promising results. activity in lymphoma, the encouraging efficacy observed for these cell
therapies, such as CAR T cell in heavily pre-treated patients raises the question related to NK
therapy in these patients, using NK (Natural Killer) cells from donors who can be expanded “in
vitro” without as high a cost as Car T cell therapy at the moment. To evaluate this patient profile,
we carried out a pre-clinical study using peripheral blood samples from patients previously treated
with 2 or more lines of treatment for NHL. Objective: To evaluate the feasibility of expanding
Natural Killer cells at a clinical level in patients with relapsed NHL and/or refractory to previous
therapies and its anti-tumor activity. Methods: In this context, we evaluated the growth (number,
time through fold expansion and doubling time) and the effectiveness of natural killer cells (feeder
cell/target cell lysis capacity) in six patients with relapsed NHL or refractory to previous therapies
in follow-up and treatment at the Hematology Service of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre
-RS, Brazil. using our technological expansion platform based on cell expansion in the presence
of mbIL21K562 antigen-presenting cells (feeders), already approved and used in the treatment of
acute myeloid leukemia in this Hematology Service. Results: In this sample of patients studied,
relapsed and/or polytreated refractory NHL patients, we were able to demonstrate the feasibility
of culture and expansion of NK cells at the clinical level and without statistically significant
difference in relation to the sample of healthy donors under the same culture and expansion
conditions. Conclusion: Thus, it leads us to conclude that in this sample of patients, even
obtaining a sufficient number of cells for several infusions, they are deficient in terms of their
cytotoxic capacity and the need to seek allogeneic sources from donors for this patient profile.

Keywords: natural killer cells; non-Hodgkin lymphomas; cytotoxicity; cell growth.
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1. INTRODUCAO

Linfoma N&o Hodgkin (LNH) sdo doencas malignas que surgem de células do sistema
imunolégico e se manifestam predominantemente como linfadenopatia ou tumores solidos que
sdo os conglomerados linfonodais. A classificagdo dos LNH é complexa e em constante evolucéo,
com mais de 50 subtipos diferentes listados na classificacdo mais recente da Organizacdo Mundial
da Satde (OMS).!

Os tratamentos para LNH incluem poliquimioterapia com ou sem imunoterapia, e
transplante de célula tronco hematopoiética (TCTH) em alguns casos. Protocolos com o uso de
poliquimioterapia como Rituximabe, ciclofosfamida, cloridrato de doxorrubicina, sulfato de
vincristina e prednisona (protocolo R-CHOP)? curam a maioria dos pacientes no cenario de linha
de frente nos subtipos mais comuns embora aproximadamente 30% a 45% dos pacientes
apresentem recidiva e necessitem de segunda linha terapia.

Poucos pacientes com recidiva apds R-CHOP atingirdo remissdo completa (CR) para
regimes de segunda linha e imunoterapias medicamentosas como rituximabe associado a
poliquioterapia como ifosfamida, carboplatina, etoposideo (R-ICE), ou com dexametasona,
citarabina em altas doses, platina (R-DHAP) ou rituximabe, gencitabina, dexametasona, platina
(R-GDP), e mais de 25% dos pacientes terdo uma sobrevida livre de progressao duravel (PFS).
Subconjuntos de pacientes com caracteristicas relacionadas a doenca, estadiamento, indice
prognastico internacional (IP1) podem ser identificados quanto a resposta e evolucdo relacionada
aos tratamentos,>® mesmo aqueles que ainda tém uma boa chance de remissdo duravel com uma
abordagem baseada em tratamento de resgate com quimioterapia de alta dose e TCTH, sendo o
padrdo de tratamento para pacientes jovens € em boa forma, considerados “elegiveis” com base
em taxas de respostas mais elevadas na era pos Rituximab,” mas alternativas de tratamentos para
pacientes considerados ndo elegiveis para o resgate com TCTH&! ou mesmo que recidivaram
apés Transplante é que sdo necessarios e vem sendo estudados nas doencgas hematoldgicas.

Novas abordagens de tratamento também sdo necessarias para pacientes com recidiva
apos a terapia de primeira linha e que ndo sdo considerados candidatos para quimioterapia de alta
dose e transplante de medula 6ssea e desta forma a terapia celular véem ganhando espaco no
trtamento destes tipos de doengas, terapias com CAR T Cell (“CAR” é um acrénimo em inglés
para chimeric antigen receptor — em portugués, receptor quimérico de antigeno). O “T” refere-se
ao linfécito T, um tipo de célula do sistema imunolégico que consegue reconhecer antigenos
existentes na superficie celular de agentes externos ou internos infecciosos e de tumores,

produzindo anticorpos para combater tais invasores. Ou seja, atua como defesa do corpo. Entéo,
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uma célula CAR-T é um linfdcito T que passou por uma modificagdo genética)'?24e Células NK
de doadores que podem ser expandidas in vitro'®>!8 sem um custo to elevado atualmente como a

terapia do Car T cell.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informacdes

Esta revisdo esté baseada nas principais caracteristicas das células NK e na capacidade de
expansdo das celulas natural killer (NK) “in vitro” e a sua utilizacdo na imunoterapia adotiva,
terapia com células NK autologas. A procura de informacdes, dados, citaces foi realizada nas
bases de dados: Library of Medicine (PubMed) e Scientific Electronic Library Online (SciELO)
além da consulta de livros on-line no periodo de publicagdo entre 1975 e 2023. Foram realizadas

2 13

buscas utilizando os termos: “human natural killer cells”, “cellular immunotherapy”, ” Non

29 13 2 13

Hodgkin treatment”, “immune therapy for lymphoma non Hodgkin treatment”, “cell culture
techniques”, “cell grown”, “imnunotherapy adoptive” e suas combinagdes para selecionar os 50
artigos em que continham dados relacionados a terapia celular NK, crescimento celular NL a
partir de células feeders/células apresentadoras de antigenos (APCs) bem como perspectivas
futuras de fabricacéo e de uso da imunoterapia celular NK no tratamento de doencas neoplasicas.

Na Figura 1 é apresentado o fluxograma no processo de busca e revisdo de literatura em
que foram utilizados os termos abaixo citados:

1) Natural killer cells;

2) Cellular immunotherapy;

3) Non Hodgkin lymphoma;

4) Cell culture techniques;

5) Cell grown,;

6) Imnunotherapy adoptive.
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Pub Med SciELO
1:45793 1:130
2:88849 2:30
3:44335 3:22
4:94235 4:123
5:60827 5:341

6: 21375 6:0

1+2: 6339 2+3:10
1+3: 808 4+5: 9
1+2+3: 168 1+2+3:0
1+3: 1391 1+5: 0
2+3:27 1+2:5
1+2+3+4: 35

1+5: 248

1+6: 3402

1+3+6: 125

Figura 1. Fluxograma no processo de busca e revisdo de literatura

2.2 Fisiologia das células natural killer

Células NK séo células do nosso sistema imune linfdide inato que desempenham um papel
fundamental na resposta a infeccao virais e progressivamente vem sendo estudadas no tratamento
contra diversos tipos de cancer.t’-?

As células NK estdo envolvidas ndo apenas na eliminagéo de células infectadas por virus
ou tumorais, mas também na regulacdo da resposta imune, produzindo citocinas e quimiocinas
que podem ativar outros componentes celulares da imunidade inata e adaptativa. O ambiente ndo
hematopoiético como o que encontra-se nos quadros tumorais, em situaces fisioldgicas como no
envelhecimento ou circunstancias de imunossupressdao é um contribuidor importante para a
maturacio e funcdo prejudicadas das células NK.%

Para recordarmos alguns topicos sobre as células NK, elas representam cerca de 10-20%
dos linfécitos do sangue periférico. As células NK humanas podem ser subdivididas em duas
populagdes com base na densidade do antigeno CD56 da superficie celular. A maioria (~ 90%)

expressa niveis elevados de FCyRIII (CD16) e sdo CD56dim, embora uma subpopulacao
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CD16dim / neg CD56bright com atributos funcionais distintos também tenham sido descrita.?
As respostas funcionais NK ocorrem nos tecidos e dependem do equilibrio dos sinais ativadores
e inibitorios. A inibicao, sinalizada principalmente por meio da interacdo do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) com os receptores NK inibitorios na superficie das células NK,
evita a autoagressdo. A perda da expressdo de superficie dessas moléculas, que é frequentemente
causada por infeccdo viral ou transformacdo maligna, resulta na “perda do auto
reconhecimento™?’ pelas células NK e leva a ativacio das células NK e & morte das células-
alvo.27*28

Uma vez ativadas, as células NK séo citoliticas e, portanto, apresentam semelhangas
funcionais com os linfécitos T citotdxicos (CTLs). Para populages de células NK, a proliferacdo
e a expansdo precedem principalmente a ativacdo, enquanto para os linfocitos T CD8 + na maioria
das vezes a expansdo segue a ativacio®2"? e a funcdo e a dindmica das células NK podem ser
afetadas por estados fisiol6gicos ou patoldgicos, como por exemplo o envelhecimento, infecgdo
viral?®>262930 e no caso das doengas hematoldgicas malignas, o microambiente tumoral®!, onde as
células NK atuam na imunovigilancia, e encontrar-se-do alteradas por uma série de fatores e
mesmo pelas prdprias células tumorais, e que desta forma conseguem evadir da resposta imune
levando ao desenvolvimento dos tumores.

Posteriormente a sua ativacdo como ja discutido acima, as células NK adquirem a
capacidade de lisar uma ampla gama de alvos tumorais cultivados normalmente incluindo
linhagens celulares de linfoma.'>1"3233 A atividade antitumoral das células NK pode ser
potencializada por citocinas, particularmente IL-2, que foi inicialmente considerada uma droga
antineoplésica promissora por sua capacidade de aumentar a atividade antitumoral das células T
e NK3*. Posteriormente foi demonstrado que altas doses de I1L-2 s&o sinérgicas com o anticorpo
monoclonal rituximabe e atuam contra linhagens celulares resistentes ao rituximabe, desta forma
sugerindo que a IL-2 fornece um forte estimulo para a citotoxicidade celular NK dependente de
anticorpos (ADCC).202832-3% \/arios estudos tém apoiado um papel da IL-2 na terapia e para
manutencdo de remissdo, mas a eficacia clinica ainda tem sido limitada conforme os dados
publicados até 0 momento.1%27:32-3

Mesmo sendo constantemente estudado, os mecanismos de resisténcia tumoral ao
rituximabe permanecem pouco compreendidos. No entanto, foram relatados mecanismos de
resisténcia que dificultam as trés principais vias de acdo do rituximabe — ADCC, citotoxicidade

dependente de complemento (CDC) e a indug&o de apoptose.®’
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Figura 2. Resisténcia a imunoterapia mediada por células natural killer (NK). A base genética que modula a
biologia das células NK, a resisténcia das células cancerosas a apoptose e a complexa interacdo entre o tumor e
seu microambiente com o sistema imunoldgico — um processo conhecido como imunoedicéo, que pode reduzir a
imunogenicidade do cancer, promovendo assim a imunossupressdo —s&o fatores cruciais de resisténcia tumoral
as terapias baseadas em células NK.%

O processo de imunoedi¢do exercido durante a transformacao e progressao tumoral leva
ao surgimento de clones tumorais resistentes ao ataque imunitario. Esses mecanismos de evasao
imunoldgica adquiridos durante o desenvolvimento do cancer em individuos munocompetentes
fornecem amplamente resisténcia intrinseca a imunoterapia. A imunoterapia exerce
adicionalmente uma pressao seletiva sobre as células tumorais, gerando “mutantes de fuga”,
claramente exemplificados pela perda ou modulagéo da expressdao de CD20 em pacientes sob
terapéutica com rituximabe, 0 que pode levar ainda ao desenvolvimento de resisténcia adquirida
conforme jé descrito.!**3% Alguns polimorfismos genéticos envolvidos na regulagdo das fungdes
das células NK tém sido associados a eficacia das terapias com células NK em relacdo a sua
afinidade pelo rituximabe, e desta forma respondendo na qualidade da eficacia da atividade de
ADCC mediada por células NK e consequentemente refletindo na resposta clinica. Anticorpo
monoclonal anti CD-20 de segunda geracdo e com maior afinidade ao CD16, como o
obinutuzumabe, demonstrou uma eficacia antitumoral aumentada em comparagdo com a do
rituximabe na leucemia linfocitica cronica e nos linfomas indolentes, foliculares, embora os dados
clinicos ainda sejam mais iniciais e baseados em doses mais elevadas de obinutuzumabe. 1134

Apesar das evidéncias descritas na literatura, os dados relativos a arquitetura genética que

modula a vida e a fungdo das células NK e, especialmente, a sua implicagdo na eficacia/resisténcia
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as terapias baseadas em células NK, ainda séo escassos e ndo muito claros. Algumas informacdes
sugerem claramente que a formagdo genética do individuo pode ser um determinante intrinseco
para o grau de sucesso da terapia com células NK** e com base neste pensamento que a
experiéncia clinica mostra que as células NK alogénicas sdo mais eficazes que as células NK
autologas, pois podem tirar vantagem do reconhecimento do “eu perdido”(missing-self?’) devido
a falta de interacdo KIR-HLA classe 1. Os genes KIR sdo altamente poligénicos e polimorficos,
com diferentes nimeros de genes KIR ativadores e inibitorios em diferentes individuos, cada um
deles variando em expressdo e atividade funcional.** Os genes KIR (cromossomo 19) e HLA
classe | (cromossomo 6) segregam independentemente, o que resulta em combinagdes variaveis
de KIR-HLA classe | nos individuos. Para estabelecer a autotolerancia, os alelos inibitdrios KIR
e HLA classe | de cada individuo constituem o repertorio de células NK durante o
desenvolvimento. Assim, o envolvimento de KIRs inibitérios com moléculas proprias de HLA-I
educa ou “licencia” as células NK para a sua funcio.** As combinagdes KIR-HLA classe | afetam
significativamente a atividade das células NK, ADCC e prognostico e tém um impacto
significativo nos resultados da acdo destas diante de infeccdo, na suscetibilidade a doencas
autoimunes,*>*? e possivelmente nas doencas neoplésicas.

Foi demostrado que as células NK humanas exibem propriedades semelhantes as da
memoria, 2% com uma resposta de recordagdo aprimorada apés a pré-ativacio de citocinas ou
mesmo ¢ em combinacdes destas incluindo interleucina-12 (IL-12), IL-15, IL-18 ou células de
leucemia K562 fornecendo entdo a justificativa para a integracdo da pré-ativacdo em estratégias
de imunoterapia de células NK. Estratégia esta que exibiria respostas antitumorais potentes,
induzindo remissdes completas e mantendo seguranca na sua utlizacdo, em termos de toxicidade
e ou reacOes adversas secundarias, e como foi demostrado pelo nosso grupo no tratamento de
pacientes portadores de leucemia mieldde aguda.?

Da mesma maneira, foi relatado que ha seguranca e viabilidade da terapia com células
NK alogénicas em pacientes com linfoma;*° no entanto, o Treg do hospedeiro e a imunodeplecio
inadequada podem contribuir para um ambiente hostil a sobrevivéncia e expansdo das células
NK, assim sendo, relatou-se a necessidade de incorporar novas estratégias para limitar a expansao
das céulas Treg,'8 em terapias celulares NK, desta forma tal manobra vem sendo abordada com
resultados gratificantes e encorajadores no tratamento de pacientes portadores de Leucemia
Mieldide Aguda com terapia celular NK associada a terapéutica prévia visando a Linfodeplecéo
e melhor resposta clinica,?">* mas ha poucos dados sobre sua atividade nos pacientes portadores
de linfoma, 81943 3 eficacia encorajadora observada para essas terapias celulares, como o uso de

CAR T cell*>* em pacientes fortemente pré-tratados levanta a questdo relacionada a terapia NK
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neste perfil de pacientes com o uso de células NK de doadores que possam ser expandidas “in
vitro "1>18 através da utilizacio de feeders /APCs artificiais (aAPCs) sem um custo tdo elevado
como a terapia do Car T cell vista atualmente, entdo desta forma buscamos avaliar e talvez buscar
informacdes mais claras do nosso perfil de paciente e do comportamento das células NK dos

mesmos quando expandidas “in vitro” em um estudo primariamente pré clinico.

2.3 Células NK

As células NK sdo os principais efetores da resposta antitumoral e dirigem os bragos inato
e adaptativo do sistema imunoldgico:

a) As células NK séo as primeiras respondentes do sistema imunologico e podem
reconhecer e lisar diretamente as células tumorais. Os receptores ativadores nas células
NK reconhecem ligantes que sdo expressos principalmente em células comprometidas,
enquanto os receptores inibitorios se ligam a autoligantes que marcam células normais
e saudaveis;

b) As células NK também expressam o receptor CD16 FcyRIII que se liga a anticorpos e
desencadeia ADCC. Esta resposta contribui para a eficacia de muitas das terapéuticas
contra o cancer baseadas em anticorpos monoclonais;

c) As células NK ndo apenas lisam diretamente as células comprometidas causando a
liberacdo de antigenos tumorais, mas quando ativadas liberam citocinas como TNF-a
e IFN-y, este ultimo conhecido por induzir a expressdo de PD-L1, que pode recrutar
outras células do sistema imunoldgico e inflamar ou “aquecer” o microambiente do
tumor, preparando-o para a imunoterapia;

d) As células NK intratumorais produzem CCL5 e XCL1(5), bem como FLT3LG, a
citocina formativa de raras células dendriticas estimuladoras intratumorais (cDC1) que
podem ativar a resposta imune adaptativa. Também foi demonstrado que as células NK
recrutam diretamente células T, liberando citocinas como IL-8, CCL3 e CCLY5;

e) Além disso, as células NK podem liberar exossomos com atividade citotoxica e podem

conter miRNAs efetores, citocinas e exibir receptores de superficie de células NK.
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2.4 APCs/célula feeder

As APCs, como as células dendriticas (DCs) e os linfocitos, sdo compostas por diversos
subgrupos com funcdes efetoras especificas. Duas linhagens principais de DCs sdo reconhecidas:
a linhagem mielo6ide, que inclui células de Langerhans e DCs intersticiais, e a linhagem
plasmocitdide.

Foi demonstrado previamente que ha a expansdo bem-sucedida de linfocitos humanos
usando APCs artificiais (aAPCs) no lugar de APCs naturais. Foi escolhido a linhagem celular
K562, derivada da eritroleucemia humana como arcabouco porque as células ndo expressam
moléculas importantes do complexo de histocompatibilidade, o que impede respostas alogénicas.
As células também contém moléculas de adesdo que aumentam as interacoes célula T-aAPC. Foi
criado um sistema aAPC melhorado para expressar uma gama diversificada de moléculas co-
estimulatorias e de antigeno linfocitario humano (HLA).

Apos foi descrito a utilizacdo da tecnologia de vetor lentiviral para demonstrar a expressao
estavel na superficie de pelo menos sete genes nas aAPCs baseados em células K562. As aAPCs
tém uma eficiéncia comparavel a das DCs naturais para impulsionar a expansao de células T; sdo
especialmente eficientes para a ativacdo de células T CD8 humanas, para a manutencdo da
expressao superficial de CD28 e para a expansdo de células T geneticamente modificadas.
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Finalmente, os ligantes co-estimulatérios nas aAPCs permitem a proliferacdo e expanséo
eficiente de células T CD8 sem o uso de citocinas exdgenas ou células alimentadoras, como usado
nos processos atuais de cultura celular.*

Como células NK tém potencial terapéutico para o tratamento de uma grande varie-dade
de neoplasias humanas, mas se expandem pouco in vitro, ttm tempo de vida limitado in vivo e
representam uma pequena fracdo de globulos brancos periféricos, a obtencdo de numeros
suficientes de células € o principal obstaculo para a imunoterapia com células NK.

Células de apresentacdo de aAPCs expressando IL-15 ligada a membrana (mbIL15) tém
sido usadas para propagar células NK de grau clinico para testes em humanos de imunoterapia
adotiva, mas a proliferacéo ex vivo tem sido limitada pelo encurtamento dos telémeros. Também
foi desenvolvido previamente aAPCs a base de K562 com IL-21 ligada a membrana (mblIL21) e
avaliado sua capacidade de suportar a proliferacdo de células NK humanas. Em contraste com
mbIL15, as aAPCs que expressam mbIL21 promoveram expansao log-fasica de células NK sem
evidéncia de senescéncia por até 6 semanas de cultura.™ No dia 21, a expans3o paralela de células
NK de 22 doadores demonstrou uma expansdo média de 47.967 vezes (mediana de 31.747)
guando co-cultivadas com APCs expressando mblL21 em comparacdo com expansdo de 825
vezes (mediana de 325) com mbIL15 conforme descrito por Denman et al.*®

O aumento significativo na proliferacdo, as células NK expandidas por mblL21, estas
também apresentaram citotoxicidade significativa contra todas as linhagens de células tumorais
testadas, mantiveram a responsividade aos ligantes KIR inibitérios e demonstraram maior
matanca via citotoxicidade celular dependente de anticorpos, apoiando seu uso clinico na
propagacio de células NK para imunoterapia adotiva.®®

Desta forma foram utilizadas para a expanséo das células NK a nivel clinico o protocolo
de padronizacdo de Cultivo Celular do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Rio Gran
do Sul (RS), ja estabelecido e em Cooperacdo com o M.D. Anderson Cancer Center da
Universidade do Texas (Estados Unidos), com as células K562 que derivam da linhagem celular
K562 de eritroleucemia humana e apresentam a translocagéo t(9;22) (Cromossomo Filadélfia)
expressando o gene de fusdo BCR-ABL. Estas células foram modificadas geneticamente (mIL21-
K562 Clone 9) e atuam como APCs, expressando os marcadores linfocitarios para a ativacdo dos

linfocitos.
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2.4.1 aAPCs

a)

b)

Representacdo esquematica de ceélulas alimentadoras K562/41BBL/mb15 e
K562/41BBL/mb15/mb21 que expressam fatores pré-NK ligados a membrana ligante
4-1BB (4-1BBL), IL-15 (mb15) e IL- 21 (mb21);

Ceélulas K562/41BBL/mb15/mb21 foram geradas por transducdo de células
K562/41BBL/mb15 com vetor lentiviral pS-21. TM-IRW, que codifica sob o controle
do virus formador de foco no bago promotor (SFFV), uma fusdo de IL-21 ligada
através de uma regido de dobradica CD8c flexivel ao dominio intracelular
transmembranar e truncado de CD28 (TM), seguido por um local de entrada de
ribossomo interno (IRES) e proteina fluorescente de infravermelho proximo
codificando cDNA (iRFP) como marcador. SP, peptideo sinal de imunoglobulina; M,
etiqueta Myc; LTR, repeticdo terminal longa 5' do HIV-1; ¥, sinal de empacotamento
do HIV-1; RRE, elemento de resposta HIV-1 Rev; WPRE, elemento regulador pds-
transcricional do virus da hepatite animal (espécie: marmota); LTR/AU3, HIV-1 3'
LTR em configuracdo de autoinativacdo (SIN);

Posteriormente a transducdo, células K562/41BBL/mb15/mb21 com expressdo de
proteina verde fluorescente melhorada (EGFP) e iRFP (linha s6lida vermelha) foram
enriquecidas por classificagdo de células a nivel do citometro de fluxo e analisadas
qguanto a expressdo superficial de I1L-21, IL- 15 e 4-1BBL usando antigenos

especificos.
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4. JUSTIFICATIVA

Como amplamente discutido as células NK tém capacidade significativa na vigilancia
imunoldgica de tumores e, de forma mais adequada, tem seu papel no tratamento de alguns
tumores recidivados e refratarios, podendo ser mais amplamente explorada por ter mais factivel
em nosso sistema de sadde.

A capacidade de lisar células transformadas imediatamente de uma maneira independente
do antigeno as torna candidata atraente para a terapia com celulas tumorais, mas precisdvamos
primeiramente analisar se as células NK ainda eram vidveis nos pacientes com Linfomas
recidivados e ou refratarios.

Desta forma buscamos analisar a capacidade de expansdo e crescimento das células NK
em nivel clinico, neste perfil de pacientes, ou seja, pacientes imunocomprometidos pela doenca e
seus tratamentos, esta andlise foi feita in vitro, e também avaliamos a citotoxicidade desta célula
NK expandida, ou seja, capacidade desta de lisar a oncoproteina (BCR-ABL ) presente na célula

aAPC/feeder, em outros termos, seu efeito anti-tumoral.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo principal

Awvaliar a viabilidade de expansao de células NK em grau clinico nos pacientes com LNH

recidivado e ou refratérios a terapias prévias.
5.2 Objetivo secundario
Avaliar destes doadores-pacientes com LNH recidivados e ou refratarios o crescimento

(numero, tempo através de fold expansion e doubling time) e a efetividade das células NK

(capacidade de lise da célula feeder/célula alvo).
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6. MATERIAL E METODOS

Pacientes com linfoma ndo Hodgkin recidivado ou refratarios a terapias prévias foram
selecionados para testar em 50ml de sangue venoso quanto a possibilidade de expandir células
NK, em grau clinico — suficiente para realizar 6 infusdes/paciente de aproximadamente 10’
celulas NK/Kg utilizando nossa plataforma tecnoldgica de expanséo j& aprovada e utilizada no
tratamento da leucemia mieldide aguda recaida ou refrataria. As células NK serdo isoladas e
expandidas conforme as Boas Préaticas de Manufatura definidas na RDC 508 de 27 de maio de
2021.

O presente projeto foi submetido & apreciacio na Plataforma Brasil/ Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) e Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP). A criacio do termo de
consentimento livre e esclarecido (em anexo, colocar nimero do anexo) atendeu as diretrizes e
normas regulamentadoras de pesquisa, envolvendo seres humanos contidas na Resolugéo n°. 466,
de 12 de dezembro de 2012, e resolugéo de n°. 251, de 07 de agosto de 1997 do Conselho Nacional
de Saude, bem como na Declaracdo de Helsinki VI e Codigo de Nuremberg.

Os pacientes receberam informacdes claras e objetivas dentro de sua compreensédo, a fim
de que pudessem ser esclarecidas as finalidades, os propdsitos, bem como os riscos e beneficios

diretos da pesquisa com a qual iriam contribuir.
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7. DESCRICAO DO DESENHO DO ESTUDO

Estudo pré-clinico in vitro para avaliacdo da populacédo das células NK.

Para a coleta de amostra de sangue visando analise das células NK:

a) Foram incluidos pacientes com Pacientes com LNH recidivado ou refratarios a terapias
prévias, aqueles que ndo se beneficiaram do tratamento padrdo (poliquimioterapia,
transplante autologo de células tronco hematopoiéticas) bem como pacientes nédo
elegiveis para transplante autologo de células tronco hematopoiéticas;

b) Foram incluidos pacientes que atendiam aos critérios de inclusdo e apds a assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

7.1 Populacéo do estudo e tamanho amostral

O célculo amostral ndo foi possivel de ser realizado tendo em vista tratar-se de um estudo
pré clinico, e de acordo com a dados da bibliografia os estudos para analise de células NK
autologas em pacientes portadores de LNH, ou outros tumores, foram realizados “in vitro” sendo
através de amostras de células tumorais de pacientes e avaliacdo das células NK dos mesmos foi
feita posteriormente ap6s uso de Interleucina-2 “in vivo “ ou mesmo estudos com avaliagdo das
células NK utilizadas de doadores saudaveis em modelos murinos com neoplasias diversas, ou
terapias adoptivas com células NK mas de doadores, ou seja, alogénicas. 62341454849

Como ndo havia o conhecimento do desvio padrdo ou as frequéncias populacionais da
variavel, e ndo conseguimos dispor de dados semelhantes na literatura é que buscamos fazer este
estudo pré-clinico visando esta analise no nosso perfil de paciente.

A populacdo estudada foi de seis pacientes que preenchiam aos critérios de inclusao, estes
pacientes tinham seguimento e acompanhamento no ambulatério de Doencas
Linfoproliferativas/Linfomas do Servi¢o de Hematologia do HCPA, RS, Brasil.

A populacéo controle, ou seja, de doadores saudaveis, utilizada para a comparacéo, foi a
partir de trés doadores saudaveis, os quais as amostras de sangue foram coletadas e analisadas
previamente e utilizadas para validacdo deste método de expanséo celular NK no Centro de
Processamento Celular Avancado (CPCA) do HCPA — RS, e que contemplavam a mesma técnica

de avaliagéo de células NK.
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7.2 Centro participante

HCPA, RS, Brasil.

7.3 Critérios de incluséo

A avaliacao de células NK foi feita em:

— Pacientes com LNH recidivado e ou refratarios a terapias prévias, aqueles que nédo se
beneficiaram do tratamento padrdo (poliquimioterapia com ou sem imunoterapia nao
celular, transplante aut6logo de células tronco hematopoiéticas) foram incluidos neste
estudo, bem como pacientes ndo elegiveis para transplante autélogo de células tronco
hematopoiéticas;

— Todos os pacientes precisam ter 18 anos ou mais e com linfoma do tipo ndo Hodgkin
confirmados histologicamente por exame anatomopatoldgico e imunohistoquimico;

— Escala de Desempenho de Karnofsky > 70 ou Status de Desempenho do Eastern
Cooperative Oncology Group de 0 a 2 com pelo menos 3 meses de sobrevida esperada;

— Assinatura TCLE.

7.4 Critérios de Exclusdo

Néo foi avaliada células NK em pacientes que ndo preenchiam os critérios de inclusdo,
ou portadores de outras neoplasias associadas, distirbios alérgicos graves e ou soropositivos para
o HIV.

7.5 Forma de avaliagdo da célula NK

7.5.1 Preparacéo do produto celular NK

O produto NK deste ensaio foi produzido no Centro de Tecnologia e Terapia Celular
(CTTC) do HCPA e todos os procedimentos foram validados de acordo com seu regimento.

O produto das células NK foi obtido inicialmente pelo isolamento de células
mononucleares do sangue periféerico com Ficoll-Hypaque. A seguir, a suspencdo de
mononucleares foi depletadas de células T CD3+ usando o sistema Miltenyi - MidiMACS®
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(Miltenyi Biotec, Auburn, CA) com MACS coloidal super-paramagnético CD3 MicroBeads,
conjugado com anticorpo monoclonal de camundongo anti-humano contra CD3 (Miltenyi
Biotec), de acordo com os POPs desenvolvidos para este fim. O laboratorio tem procedimentos

bem estabelecidos para este sistema.

7.5.2 Citometria de fluxo

O produto celular foi analisado por citometria de fluxo usando BD Pharmingen™
conjugado com fluorocromo anticorpos: anti-CD3 APCH-7, anti-CD16 Pe-Cy7, anti-CD56
BB515, anti-CD19 PE, anti-CD32 APC, e 7AAD. Um total de 100.000 eventos foram adquiridos
utilizando o equipamento FACS Canto Il através do Software de aquisicdo BD FACS Diva TM
Infinicyt TM versdo 1.8 foi utilizado para a analise dos dados.

As células NK foram isoladas e expandidas conforme as Boas Praticas de Manufatura
definidas na RDC 508 de 27 de maio de 2021 e de acordo com os procedimentos descritos no
Procedimento Operacional Padrdo (POP). Resumidamente, os PBMC depletados de células T sdo
colocados em cultura com K562 cl9.mbIL-21 em uma propor¢do de 2:1 (K562 cl9.mblL-21:
PBMC). As culturas foram mantidas em RPMI11640 suplementado com soro bovino fetal a 10%,
glutamina 1%, antibidtico 1% e 100 Ul/mL de Interleucina-2 (IL-2), com reposi¢ao dos meios,
conforme necessario, em estufas de CO2. Apds sete, quatorze e vinte e um dias, as culturas foram
reestimuladas com feeders (K562 cl9.mblL-21).%°

A partir destas contagens foi também avaliado o doubling time, o tempo em dias que leva
para a populacédo celular dobrar em tamanho/valor em cada condicéo de cultura. O doubling time
foi calculado utilizando a calculadora on-line de tempo de duplicacdo® e o fold expansion foi
calculado dividindo o numero absoluto de células NK viaveis presentes no final da cultura dos
respectivos dias da cultura (dia 7,14 e 21) pelo nimero absoluto de células NK viaveis no inicio
da cultura (dia 0).

7.5.3 Citotoxicidade da célula NK

A citotoxicidade significa a capacidade das células NK do doador paciente com Linfoma
e dos doadores saudaveis de lisar, ou seja, destruir, as células-alvo e foi examinada usando uma
liberacdo padrdo de cromo no ensaio de citotoxicidade. Células feeders (K562 cl9.mblL-21):
K562 (2.10%) foram marcadas com 100 pCi 51 Cr por 1 hora a 37°C, 5% CO 2 e ap6s as células
NK dos pacientes e células K562 marcadas com Cr foram plaqueadas na propor¢édo NK: K562
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(K562 cl9.mblIL-21) de 50:1, 25:1, 12-5:1, 6-25:1,3-10:1, 1-5:1 e 0-75:1. O sobrenadante foi
colhido ap6s 4 horas de incubacéo a 37°C e 5% CO 2.51 Cr foi medido usando MicroBeta2
LumiJET (PerkinElmer Life and Analytical Science).

A citotoxicidade das células NK foi avaliada por citometria de fluxo no qual as células
NK foram incubadas em diferentes concentractes a 37°C e 5% CO2 por 4horas em presenca das
celulas alvo (K562 cl9.mblL-21). Apds a incubacao as células foram marcadas com CD13, CD15,
CD33, CD34, CD71, CD56 e 7TAAD. Para verificar a porcentagem de lise celular das células
K562 e para isso foi avaliada a porcentagem de células 7AAD positivo. Um outro método de
avaliacdo da citoxicidade, ou seja, efetividade das células NK dos doadores pacientes com
Linfoma foi também realizado através de polymerase chain reaction (PCR), da analise BCR-
ABL, que se encontra presente na célula feeder, desenvolvidas a partir da linhagem celular K562
- eritroleucemia humana que apresenta a translocacao (9,22) e expressam o gene de fusdo BCR-
ABL como ja descrito previamente e que no caso deste estudo é a célula alvo a ser lisada, em

outras palavras, destruida.

7.5.4 PCR para a oncoproteina BCR-ABL

Aliquotas das culturas do doadores pacientes com linfoma foram obtidas nos dias 7, 14 e
21 (final da cultura) e foram testadas quanto a presenca da oncoproteina BCR-ABL, presente nas
céulas feeders/alvo, utilizando o método de deteccao através de PCR, pesquisa do gene de fusdo
BCR-ABL [translocacdot(9;22) (p190 e p210)].
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ABSTRACT

Patients with Non-Hodgkin Iymphoma (NHL) or cancer patients in general are
immunocompromised. Natural Killer (NK) cells, cells of our innate immune system with
recognized antitumor activity, can be cultured and expanded from blood samples from patients
and healthy donors, as previously demonstrated. It has been reported that autologous NK cells
cultured in the presence of interleukins for cellular immunotherapy of NHL, when expanded ex
vivo, do not show antitumor efficacy.The use of an NK cell expansion platform, already
established by our group, which uses genetically modified feeder cells [expressing I1L-21 and 4-
1BB (mblIL-21 or clone 9), with choromosome translocation (9,22) and express the BCR-ABL
fusion protein)] results in significant expansion and activation of NK cells obtained from healthy
donors, and could perhaps overcome the suppressed state of autologous NK cells from patients
with NHL, thus promoting their expansion to scale for clinical use and perhaps restore its
cytotoxic activity, which in turn could represent a therapeutic option for these patients. In this
preclinical study, we tested this hypothesis by expanding cells from patients with relapsed or
refractory NHL to available therapies. Six patients with relapsed or refractory NHL were tested
and compared with healthy donors. Although we obtained cell numbers and culture kinetics
comparable to those obtained from healthy donors, cells from patients with NHL showed
decreased cytotoxic capacity and were unable to lyse the target cell (feeder/APC) effectively in
in vitro culture, making it unviable the use of autologous cells expanded on our technological

platform for these patients.

Keywords: NK cells; Antibody-dependent direct cytotoxicity; Non-Hodgkin lymphoma; feeder

cells.
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INTRODUCTION

According to data from the National Institute of Cancer in Brazil (INCA), the number of
12040 new cases of NHL is estimated for each year of the 2023/2025 triennium. Among the
subtypes of non-Hodgkin's lymphomas, the most common is type B Cell.! Immunotherapy in the
treatment Non-Hodgkin lymphoma (NHL) has been increasingly evaluated in recent years and
NK cells in this setting have been very important, particularly after the introduction of rituximab
and other second-generation monoclonal antibodies.>® Although the survival rate of newly
diagnosed with B-cell NHL treated with chemotherapy and antibody-based regimens has greatly
improved, but the prognosis is grim in patients with relapsed/refractory B-cell NHL with or
without bone marrow transplantation.®1*

The use of CAR T cells has been observed in patients with refractory and/or relapsed
disease,'?* but with its production time and cost still high for some patients in our Brazilian
reality where there are still many patients without health insurance and added to in this condition
we must remember that in this type of therapy there is a representative toxicity, unlike NK cell
therapy in this aspect. Without such a high cost as currently seen with Car T cell therapy, NK
cells from donors can be expanded in vitro®2® and thus can be used to treat various types of
malignant neoplasms, 16-18:24-31

To remind us, NK cells are involved not only in the elimination of virus-infected or tumor
cells, but also in the regulation of the immune response, producing cytokines and chemokines
that can activate other cellular components of innate and adaptive immunity and even have the
ability to retain an intrinsic memory , of prior activation, a function attributed until now only to
antigen-specific adaptive immune cells,* however the non-hematopoietic environment, such as
that found in tumors, in physiological situations such as aging or circumstances of
immunosuppression, is an important contributor to the impairment of maturation and function of
NK cells.®

Functional NK cell-mediated responses occur in tissues and depend on the balance of
activating and inhibitory signaling. Inhibition, signaled primarily through major
histocompatibility complex (MHC) interaction with inhibitory NK-cell receptors on the surface
of NK cells, avoids self-aggression. Loss of surface expression of these molecules, often caused
by viral infection or malignant transformation, results in loss of NK cell recognition (“‘missing-
self recognition”),3* leading to NK cell activation and target cell death.*®

Once activated, NK cells are cytolytic and therefore show functional similarities to

cytotoxic T lymphocytes (CTLs). For NK cell populations, proliferation and expansion mainly
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precede activation, while for CD8 + T lymphocytes expansion most often follows activation3436:37
and NK cell function and dynamics can be affected by states physiological or pathological, such
as aging,®3%%8 viral infection and in the case of malignant hematological diseases, the tumor
microenvironment,?® where NK cells act in immunosurveillance, and will be altered by a series
of factors and even by the tumor cells themselves, which in this way manage to evade the immune
response, leading to the development of tumors.

It was also demostred tha the human NK cells have been shown to exhibit memory-like
properties,®>3® with an enhanced recall response following pre-activation of cytokines or even
combinations thereof including interleukin-12 (IL-12), IL-15, IL-18 or K562 leukemia cells thus
providing the rationale for integrating preactivation into NK cell immunotherapy strategies. This
strategy would exhibit potent antitumor responses, indu-cing complete remissions and
maintaining safety in its use, in terms of toxicity and/or secondary adverse reactions, and as
demonstrated by our group in the treatment of patients with acute myeloid leukemia.?’

After their activation as discussed above, NK cells acquire the ability to lyse a wide range
of normally cultured tumor targets including lymphoma cell lines.>173%40 The antitumor activity
of NK cells can be enhanced by cytokines, particularly 1L-2, which was initially considered a
promising antineoplastic drug for its ability to enhance the antitumor activity of T and NK cells44.
It was later shown that high doses of IL-2 are synergistic with the monoclonal antibody rituximab
and act against rituximab-resistant cell lines, thus suggesting that IL-2 provides a strong stimulus
for antibody-dependent NK cell cytotoxicity (ADCC).?>3:3%-42 Several studies have supported a
role for IL-2 in therapy and maintenance of remission, but clinical efficacy has still been limited
according to data published to date,2430:343%-41.43

Methods of immune evasion in the lymphoma tumor microenvironment (TME) include
immune checkpoints and thus hypoxia-induced altered modulation and aberrant expression of the
NK cell receptor/ligand and thereby modification of their response. Similar to what has been
described regarding the graft versus tumor effect in hematopoietic stem cell transplantation
(HSCT) for leukemia, early and robust NK cell recovery after autologous and allogeneic HSCT
in lymphoma is associated with improved survival. To facilitate improvement in NK cell function
after autologous HSCT in lymphoma, several studies have administered low doses of
recombinant IL-2 as maintenance immunotherapy to prevent relapse.*+4

Similarly, it has been reported that there is safety and feasibility of allogeneic NK cell
therapy in patients with lymphoma,?* however, host Treg and inadequate immunodepletion may
contribute to a hostile environment for NK cell survival and expansion, therefore, the need to

incorporate new strategies to limit Treg cell expansion,’8 in NK cell therapies has been reported,
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in this way, this maneuver has been approached with gratifying and encouraging results in the
treatment of patients with Acute Myeloid Leukemia with NK cell therapy associated with
previous therapy aimed at Lymphodepletion and better clinical response,?®28 but there is little
data on its activity in patients lymphoma patients,'3244’ the encouraging efficacy observed for
these cell therapies, such as the use of CAR T cell*?1* in heavily pretreated patients raises the
question related to NK therapy in this profile of patients with the use of NK cells of donors that
can be expanded “in vitro”*>18 through the use of artificial feeders/APCs (aAPCs) without as high
a cost as Car T cell therapy currently seen, so in this way we seek to evaluate and perhaps seek
clearer information of our patient profile and the behavior of their NK cells when expanded “in
vitro” in a primarily pre-clinical study.

The safety and feasibility of allogeneic NK cell therapy has also been described in patients
with lymphoma, but host regulatory T cells (Treg) and inadequate immunodepletion may
contribute to a hostile environment for NK cell survival and expansion.'® Therefore, NK cell
therapy trials have been suggested to incorporate novel strategies to limit Treg expansion, which
would be related to patient response to this type of therapy, but such approach has already been
evaluated in studies of treatments for other types of cancer through pretreatment aimed at
lymphodepletion.?>-2

In this vein, donor NK cell therapy has been explored for acute myeloid leukemia with
promising results. 344 However, data on its activity in lymphoma are scarce, and the
encouraging efficacy observed for these cell therapies, such as the chimeric antigen receptor
(CAR) T-cell therapy,**** in heavily pretreated patients raises the question about the use of donor
NK cell therapy in patients with lymphoma, as these cells can currently be expanded in vitro
without having a cost as high as that of CAR T-cell therapy. To evaluate this patient profile, we
conducted a preclinical study using peripheral blood samples from patients pretreated with 2 or
more lines of treatment for NHL.

According to bibliographic data, studies to analyze autologous NK cells were carried out
in patients with Non-Hodgkin's Lymphoma, or other tumors, with assessments of NK cells in
vitro using tumor cell samples from patients or considering the expansion and/or effectiveness of
NK cells from the use of Interleukin 2 in patients in vivo, or in various types of neoplasms,*34°46:49
likewise, observations of expanded NK cells from healthy donors used in murine models 16 and
adoptive therapies with NK cells from donors or that is, allogeneic.?428:°0°1

According to the bibliography, studies to analyze autologous NK cells in patients with
Non-Hodgkin's Lymphoma, or other tumors, were carried out in vitro using samples of tumor

cells from patients and collected autologous NK cells, or evaluation of NK cell expansion from
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the use of Interleukin 2 in patients with various neoplasms,*4>4649 or even expanded NK cells
from healthy donors used in murine models® and adoptive therapies with allogeneic NK cells
currently and we would like to evaluate in the setting of our service the growth of NK cells from
patients immunosuppressed due to being polytreated and also their efficiency in this patient
profile.

In this study, the evaluation was carried out differently from other previous studies, that
is, NK cells were evaluated from patients treated multiple times with more than one line of
treatment for Non-Hodgkin's Lymphoma, patients with active disease and under treatment at the
time of data collection. sample in some situations and all were relapsed and/or refractory, as well
as the feeder cells used for its expansion were also used to evaluate its effectiveness, that is,
cytotoxicity in relation to oncoproteins present in it, according to data evaluated in this sample of
patients from the our Hemato-logy Service and maintaining the same cell culture and evaluation

conditions.

MATERIALS AND METHODS

Patients donors and healthy donors

Donors patients were all with relapsed or primary refractory CD20" NHL with adequate
performance function who had at least 2 failed salvage therapies. The study protocol and consent
procedures were approved by the institutional review board of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), Brazil, and all procedures complied with the guidelines and regulatory standards
for research involving human participants provided for in resolution no. 466, of December 12,
2012, and resolution no. 251, of August 7, 1997, of the Brazilian National Health Council, as well
as in the Declaration of Helsinki and Nuremberg Code. The study was registered on Plataforma
Brasil and approved by the local research ethics committee and the National Research Ethics
Committee.

The control population, of healthy donors, used for comparison, was from 3 samples from
healthy donors previously collected and analyzed that had been used to validate this NK cell

expansion method at the Advanced Cellular Therapy Center of the HCPA -RS, Brazil.
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Preparation of the NK cell product

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) patients were collected from a 50 mL
venous blood sample using our NK-cell expansion platform already in use at our center.®® The
NK cell product was produced at the Advanced Cell Processing Center of the HCPA, and all
procedures were validated in accordance with its regulations. NK cells were isolated and
expanded according to Good Manufacturing Practices defined in resolution no. 508 of May 27,
2021, of the Brazilian National Health Surveillance Agency.

Briefly, the NK cell product was initially obtained by isolating PBMCs using Ficoll-
Hypaque. Subsequently, the PBMC suspension was depleted from CD3+ T cells using the
Miltenyi — MidiMACS® system (Miltenyi Biotec, Auburn, CA) and colloidal super-
paramagnetic CD3 microbeads, conjugated with mouse monoclonal anti-human antibodies
against CD3 (Miltenyi Biotec), in accordance with the standard operating procedures developed
for this purpose. The T cell-depleted PBMCs were then co-cultured with K562.mbIL-21 feeder
cells for 21 days. Every 7 days, an aliquot of the culture was tested for the presence of BCR-ABL
using nested polymerase chain reaction (PCR). Because this oncogene is found in K562 cells, it
must be absent in the final product of feeder cells for the product to be considered suitable for

clinical use.

Culture cell yield

Based on the number of cells obtained in each culture, the doubling time was calculated
(time in days it takes for the cells to double in number) using an online doubling time
calculator.. The fold expansion was calculated by dividing the absolute number of viable NK
cells present at the end of the culture on the respective culture days (days 7, 14, and 21) by the
absolute number of viable NK cells at the beginning of the culture (day 0).

Flow cytometry

The cell product was analyzed by flow cytometry using BD Pharmingen™ fluorochrome-
conjugated antibodies: anti-CD3-APC-H7, anti-CD16-Pe-Cy7, anti-CD56-BB515, anti-CD19-
PE, anti-CD32-APC, and 7-AAD. A total of 100,000 events were acquired with the FACS Canto
Il cytometer using BD FACSDiva™ software, and using Infinicyt™ software version 1.8 for data

analysis.
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Cytotoxicity

NK cell cytotoxicity was determined by flow cytometry, in which NK cells were
incubated at different concentrations at 37 °C and 5% CO> for 4 hours in the presence of target
cells (K562 cl9.mblIL-21). After incubation, the cells were labeled with CD13, CD15, CD33,
CD34, CD71, CD56, and 7-AAD. The percentage of 7-AAD positive cells was determined to
calculate the percentage of K562 cell lysis. Another method of evaluating cytotoxicity, that is, the
effectiveness of NK cells from donor patients with Lymphoma, was also carried out through the
analysis of the BCR-ABL PCR that is present in the feeder cell, developed from the K562 cell
line - human erythroleukemia that presents the translocation (9,22) and expresses the BCR-ABL

fusion gene and which in the case of this study is the target cell to be lysed, destroyed.

PCR for the BCR-ABL oncoprotein

Culture aliquots were obtained on days 7, 14, and 21 (end of culture) and were tested for

the presence of the BCR-ABL oncoprotein using nested PCR, present em feeders cell.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS, version 22 for Windows. Numerical
variables were expressed as median (25th—75th percentile). A comparative analysis was
performed with samples from healthy donors, which were collected and analyzed using the same
techniques described earlier in this paper and according to the database of the Advanced Cell
Therapy Laboratory of the HCPA. The Mann-Whitney U test was used to compare numerical
variables between groups of cells from healthy donors vs patients with NHL. Results were

considered statistically significant at P <0.05.

RESULTS

Between February and July 2023, 6 patients with advanced NHL were included in the
study. The median age was 49 (IQR, 49-80) years, and 5 patients (83.33%) were men. Treatments
consisted of multidrug therapy regimens, and all patients had received immunotherapy non-

cellular with rituximab (monoclonal antibody anti-CD20).
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All patients had relapsed or refractory B-cell NHL and had received more than 1 line of
treatment. At the time of peripheral blood sample collection for cell cultures, 4 patients (66.66%)
were receiving chemotherapy, and 4 patients (66.66%) had already received more than 2 lines of
previous treatment as well as radiotherapy. Patient and treatment characteristics are described in
Table 1.



Table 1. Characteristics of included with non-Hodgkin’s lymphoma patients (n = 6).
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Variable P1 P2 P3 P4 P5 P6
Age (years) 61 73 49 49 71 80
Sex Male Female Male Male Male Male
Weight (kg) 72 66 78 56 112 67
ECOG 1 2 1 1 1 2
Type of lymphoma B cell B cell B cell B cell B cell B cell
Number of previous 3+RT 3+RT 3+RT 3+RT 2 2
therapies
REGIMENS
First line R-CHOP R-MAD R-CHOP R-CHOP R-CHOP R-CHOP
Second line R-GEMOX RT + DEXA OFATUMUMAB ICE R-BENDA R-GEMOX
Third line R-ICE TEMOZOLOMIDE R2 RT - -
Number of relapses 2 2 2 2 1 1
Disease stage Advanced Advanced Advanced Advanced Advanced Advanced
Collection time Rituximab Temozolomide Immunotherapy: Off treatment Off treatment Rituximab
immunotherapy and Ofatumumab immunotherapy and
chemotherapy: ICE chemotherapy:
GEMOX
RT Yes Yes Yes Yes No No

P: patient; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group scale; R-CHOP: rituximab plus cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone; R-ICE: rituximab plus
ifosfamide, carboplatin, and etoposide; R-MAD: rituximab plus methotrexate, cytarabine, and dexamethasone; RT: radiotherapy; DEXA: dexamethasone R2: rituximab,
lenalidomide; R-BENDA: rituximab plus bendamustine; R-GEMOX: rituximab plus gemcitabine and oxaliplatin.
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On day 14 of cell culture, in this sample, there was no significant difference between
donors healthy and NHL patients in the number of total NK cells (2686.6 vs 2253.4; P=0.905)
(Table 2, Figure 1), in fold expansion (10.9 vs 16.9; P=1.000) (Table 2, Figure 2), in the number
of NK cells per kg of body weight (46.3 vs 22.7; P=0.714) (Table 2, Figure 3), or in doubling
time (2.2 vs 2.1; P=0.714) (Table 2, Figure 4).

Table 2. Comparison of healthy donors with non-Hodgkin’s lymphoma patients on day 14 of cell culture.

Variable Healthy donors Lymphoma patients p*

Total number of NK cells 2686.6 (2088.4 — 3826.8) 2253.4 (839.3 — 6085.6) 0.905
Fold expansion 10.9 (10.2 - 16.0) 16.9 (9.2 - 20.5) 1.000
NK cells/kg of body weight 46.3 (33.8 -54.7) 22.7 (11.7 -90.8) 0.714
Doubling time 22(2.0-22) 21(2.1-22) 0.714

NK: natural killer. Values express median (25th — 75th percentile).
*P value by the Mann-Whitney U test.
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Figure 1. Cell count (number of NK cells x 106) at baseline and at 7, 14, and 21 days of follow-up of lymphoma
patients (n = 6).
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Figure 2. Fold expansion (n=9: 3 healthy donors + 6 lymphoma patients).
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and 3.
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Figure 6. Cell lysis throughout the follow-up period, according to different dilutions, for lymphoma patients 1 to
6.

A subanalysis evaluated NK cell cytotoxicity with the percentage of cell lysis in relation
to target cells (K562 cl9.mblL-21) between healthy donors and patients with NHL, demonstrating
positivity on day 14 of cell culture (Figure 5,6), but with no statistical difference in cytotoxicity

between the groups (Table 3, Figure 7).
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Table 3. Cytotoxicity — percentage of NK cell lysis in relation to target cells (K562 cl9.mblL-21).

Dilution per cell culture day Healthy donors Lymphoma patients p*
Day 0
5:1 5.7(5.4-17.3) 09(05-12) 0.024
2.5:1 5(3.9-6.5) 0.6(04-13) 0.036
1.25:1 4.4 (3.2-5.6) 05(0.2-12) 0.036
0.6:1 43(3.1-45) 0.4(0-0.8) 0.036
Day 7
5:1 68 (66.1 — 78.7) 36 (29.6 —50.4) 0.024
2.5:1 68 (67 — 76.7) 22.8 (20.3 - 48) 0.024
1.25:1 61.8 (60.8 —69.1) 16.7 (13.3 - 39.4) 0.024
0.6:1 51.4 (42.3 -57.7) 9.4(6.2-29.3) 0.095
Day 14
5:1 71.8 (69 — 73.1) 69.4 (25.7 — 74.6) 0.714
2.5:1 65 (48.4 —70.3) 68.1(31-70.1) 0.905
1.25:1 58.7 (41.7 — 66) 54.8 (29.1 - 61.8) 0.905
0.6:1 59.5 (39 — 64.9) 41.9 (21.9 - 53.6) 0.714
Day 21
5:1 87.4 (68.8 -92.1) 36.9 (36.3 -54.5) 0.095
2.5:1 84.3 (67.2-90.2) 34 (31.9-46.7) 0.048
1.25:1 81.1 (59.5 - 86.2) 34.6 (28.5-34.8) 0.095
0.6:1 59 (42.5-62) 21.2 (11.1-24.8) 0.262

NK: natural killer. Values express median (25th — 75th percentile).

*P value by the Mann-Whitney U test.
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Figure 7. Cytotoxicity (% cell lysis) on day 14 of cell culture, according to different dilutions, in healthy donors
(n=3) and lymphoma patients (n = 6).

The presence of the BCR-ABL oncoprotein was detected in most culture in lymphoma

patients as described in table below (Table 4).

Table 4. Nested BCR-ABL polymerase chain reaction (PCR) testing in cultures from non-Hodgkin’s lymphoma
patients (n =6).

Form of BCR-ABL per cell culture day P1 P2 P3 P4 P5 P6
Day 7
p190 neg neg neg neg neg neg
p210 neg pos neg neg neg neg
Day 14
p190 neg neg neg neg neg neg
p210 neg neg pos neg neg neg
Day 21
p190 neg neg neg neg neg neg
p210 pos pos neg neg pos pos

P: patient; neg: negative; pos: positive.
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DISCUSSION

In this preclinical study, performed on a sample of patients, we demonstrated the
feasibility of NK cell culture and expansion in immunocompromised patients with relapsed or
refractory NHL who received multiple treatments at the clinical level and who did not differ
significantly from healthy donors under the same culture and expansion conditions in this profile
of patients studied. Likewise, the comparison of doubling time and fold expansion showed no
significant difference between the groups, which leads us to believe that it is possible to expand
NK cells even in immunocompromised patients.

In the original characterization of NK cells, and their ability to expand ex vivo through
appropriate culture techniques, it was demonstrated that these cells possess a potent ability to kill
tumor cells in vitro without prior sensitization.®> 1" Subsequently, although numerous studies have
suggested that NK cells can mediate antitumor responses, it has been observed that cancer cells
can acquire the ability to evade the immune response, thus leading to malignancies.>” The
restoration or enhancement of this natural antitumor activity of NK cells has become a relevant
and progressively investigated approach in the treatment of various types of cancer,24-28:32.36.51

Even though it is constantly studied, the mechanisms of tumor resistance to rituximab
remain poorly understood. However, resistance mechanisms have been reported that hinder the
three main routes of action of rituximab — ADCC, complement-dependent cytotoxicity (CDC)
and the induction of apoptosis.>*

The immunoediting process carried out during tumor transformation and progression
leads to the emergence of tumor clones resistant to immune attack. These immune evasion
mechanisms acquired during cancer development in munocompetent individuals largely provide
intrinsic resistance to immunotherapy. Immunotherapy additionally exerts selective pressure on
tumor cells, generating “escape mutants”, clearly exemplified by the loss or modulation of CD20
expression in patients undergoing rituximab therapy, which can also lead to the development of
acquired resistance, as already described.!#%°® Some genetic polymorphisms involved in the
regulation of NK cell functions have been associated with the effectiveness of NK cell therapies
in relation to their affinity for rituxima-be, and thus responding to the quality of the efficacy of
ADCC-mediated activity by NK cells and consequently reflecting on the clinical response.
Second-generation anti-CD-20 monoclonal antibodies with greater affinity to CD16, such as
obinutuzumab, have demonstrated increased antitumor efficacy compared to rituximab in chronic
lymphocytic leukemia and indolent, follicular lymphomas, although clinical data are still more

initial. and based on higher doses of obinutuzumab.1:°5°
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Despite the evidence described in the literature, data regarding the genetic architecture
that modulates the life and function of NK cells and, especially, their implication in the
efficacy/resistance to NK cell-based therapies, are still scarce and not very clear. Some
information clearly suggests that the genetic makeup of the individual may be an intrinsic
determinant of the degree of success of NK cell therapy*® and based on this thought that clinical
experience shows that allogeneic NK cells are more effective than autologous NK cells, as they
can take advantage of the recognition of the “missing-self’ due to the lack of KIR-HLA class |
interaction. KIR genes are highly polygenic and polymorphic, with different numbers of
activating and inhibitory KIR genes in different individuals, each of them varying in expression
and functional activity.>®

Previous studies of adoptive therapy with autologous NK cells, these have been done with
tumor cell lines in vitro, or use of IL2 in vivo and evaluation of NK cell response or clinical
disease response, but there are still few data on the clinical-level expansion of autologous NK
cells from immunosuppressed or polytreated patients with ex vivo expanded lymphoma and their
evaluation directly to target/feeder cells through direct cytotoxicity among these.

However, when comparing the cytotoxic capacity of NK cells between patients with NHL
and healthy individuals, we observed that the majority of patients exhibited a decreased cytotoxic
activity at the end of culture, as determined both by the cytotoxicity test and by the remaining
cells found in APC culture represented by the detection of oncoprotein in the final product. Cells
from healthy donors are capable of eliminating APCs/feeder and or target cells—an absolute
requirement for their clinical use.

Our data are in agreement with some data in the literature, because, although we obtained
a sufficient number of cells for several infusions, they exhibited low cytotoxic capacity in this
profile of patients evaluated.

There are several approaches to NK cell therapy currently in Non-Hodgkin's Lymphomas,
such as CAR NK, NK expansion without feeders, NK cells can also be ex vivo activated and
expanded T with feeder-free systems.*® in patients with NHL using rituximab

and haploidentical donor peripherical blood (PB) NK cells activated with 1L2,
Combinatorial therapy of NK cells with bispecific or trispecific killer engagers.>” The engager
substitutes for traditional antibody-Fc (crystallizable fragment) interactions in mediating the
immunological synapse between tumor cells and NK cells to stimulate NK activation and killing
of the target cell.?*

Therefore, NK cell-based immunotherapy emerges as a promising treatment for some

types of cancer, particularly hematologic malignancies.
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FUTURE PERSPECTIVES

Although there are several studies highlighting the importance not only of the number of
NK cells but also of their functional capacity in the context of cancer immunosurveillance and
survival, the parameters that define the optimal NK cell regarding phenotype, function,
proliferative potential, and long-term persistence remain ill-defined.? Studies have searched for
models that can accurately reflect clinical conditions, tumor micro-environment, trafficking, and
cross-talk with other immune cells, as well as combinations with non-cellular immunotherapies,
immunologic checkpoint inhibitors, and cytokines to improve cell activation. Ultimately, there
are several options that arise from these extremely promising cell therapies that are within our

reach.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, pré clinico, foi possivel estabelecer a viabilidade de cultivo e
expansdo das células NK em nivel clinico nesta amostra de pacientes e sem diferenca
estatisticamente significativa em relacdo a doadores saudaveis no grupo estudado nas mesmas
condi¢Bes de cultura e expansdo, em paciente imunocomprometidos, portadores de LNH
recidivados e ou refratarios apos tratamentos e neste e da mesma forma ndo denotou também
diferenca significativa na comparacdo do doubling time e fold expansion nas populacdes
estudadas comparativamente.

Porém, no que concerne a capacidade citotoxica das células NK obtidas dos doadores
pacientes com Linfoma em comparacdo com a obtida de doadores saudaveis, houve uma

capacidade citotoxica diminuida neste perfil de pacientes doadores portadores de LNH.
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11. PERSPECTIVAS FUTURAS

Embora tenhamos varios estudos sobre a importancia ndo apenas do namero das celulas
NK mas da sua capacidade funcional no contexto da sua atividade de imunovigilancia e
sobrevivéncia ao cancer, os parametros que definem acélula NK ideal em relacdo ao fendtipo,
funcéo, potencial proliferativo e persisténcia a longo prazo néo estdo bem definidas.*°

Estudos buscam modelos que possam vir refletir refletem com precisdo condigdes
clinicas,do microambiente tumoral, trafico e conversa cruzada com outras células imunolégicas
sd80 muito necessarias, bem como as combinagGes com imunoterapias ndo celulares, inibidores
de check point imunoldgicos, uso de citocinas para buscar melhor ativacéo da célula, enfim, séo
varias as opcOes que provem destas terapias celulares extremamente promissoras e ao Nnosso

alcance.



12. APENDICES

Apéndice I — Orgcamento

Materiais de Ensaio de células NK por citometria de fluxo e analise de cariétipo:

Valor Unitéario Valor Total
Anticorpo CD13 1098,40 1098,40
Anticorpo CD15 965,91 965,91
Anticorpo CD33 2149,41 2149,41
Anticorpo CD34 1894,55 1894,55
Anticorpo CD71 138,05 138,05
Corante 7TAAD 590,35 590,35
Anticorpo CD56 1724,30 1724,30
Anticorpo CD3 1525,40 1525,40
Anticorpo CD16 1312,20 1312,20
Anticorpo CD19 1457,00 1457,00
Anticorpo CD32 1312,20 1312,20
Ponteiras p200 sem 0,12 384,00
barreiras (uma caixa por
ensaio)
Placa de 96 pocos fundo 3,04 121,60
em U (1 por ensaio)
Canaleta para pipeta 1,58 189,6
multicanal (3 por ensaio)
Analise de cariétipo 898,00 8980,00

Total
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Materiais necessarios para isolamento e expansdo das células NK:

Quantidade
Materials para 10 Valor unitario Valor total
pacientes
Isolamento e expansao de células NK
Ficoll-Hipaque (100 mL) 4 frascos R$ 270,00 R$ 1.080,00
Solu¢do Tampéo PBS 500ml 2 frascos R$ 137,54 R$ 275,08
Versene 3 frascos R$ 70,94 R$ 212,82
Coluna de separacdo Magnética cx ¢/25 uni (15 colunas R$ 226,00 R$ 3.390,00
Anticorpo Anti-CD3 Bead 1 frasco R$ 8.173,00 R$ 8.173,00
Meio RPMI 1640 10 frascos R$ 179,70 R$ 1.797,00
Soro Fetal Bovino 1 frasco R$ 1.340,00 R$ 1.340,00
Antibidtico Penicilina/Estreptomicina 1 frasco R$ 142,00 R$ 142,00
Glutamax 1 frasco R$ 221,00 R$ 221,00
Interleucina 2 Humana Recombinante 2,5 mL R$ 138,40 R$ 138,40
Tubos para centrifuga 50ml 300 unidades R$ 4,72 R$ 1.416,00
Tubos para centrifuga 15ml 100 unidades R$ 1,72 R$ 172,00
Frasco de cultivo T 300 c/filtro na tampa 10 unidades R$ 38,00 R$ 380,00
Pipeta soroldgica descartavel 2ml 50 unidades R$ 1,37 R$ 68,50
Pipeta soroldgica descartavel 5ml 50 unidades R$ 2,44 R$ 122,00
Pipeta soroldgica descartavel 10ml 100 unidades R$ 3,06 R$ 306,00
Pipeta soroldgica descartavel 25 ml 300 unidades R$ 5,00 R$ 1.500,00
Sub Total por Amostra R$ 2.073,38
Sub Total 10 Amostras R$ 20.733,80




Tabela do orgamento:

Valor unitario

Valor para 10 amostras

Material para coleta

R$ 45,60 ( caixa com 100): 0,456

10 x 0,456: R$ 4,56

isolamento e expansdo em grau

clinico da células NK

(agulha) unidade

Material para coleta (seringa) R$ 10,71 unidade 10 x: R$ 107,1
Painel de anticorpos R$ 14.167,77 R$ 14.167,77
Ponteiras p200 sem barreiras | R$ 0,12 R$ 384,00
(uma caixa por ensaio)

Placa de 96 pogos fundo em U R$ 3,04 R$ 121,60
(1 por ensaio)

Canaleta para pipeta multicanal | R$ 1,58 R$ 189,6

(3 por ensaio)

Analise de cariétipo R$ 898,00 R$ 8980,00
Materiais necessarios p/ R$ 2.078,38 R$ 20.738,80

Vouchers para irradiacdo de
bolsas de APCs: 30

R$ 55 por voucher

30x 55: R$ 1.650,00

R$ 46.343,43

Fonte de verba: verba de pesquisa do CPCA-HCPA e FIPE-HCPA.
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Apéndice Il — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Avaliacdo das células Natural Killer em pacientes com Linfomas
recidivados e ou refratarios

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa intitulada: Avaliacao das células
Natural Killer em pacientes com Linfomas recidivados e ou refratarios

Estudo pré clinico, in vitro, coordenado pela Dra Lucia Mariano da Rocha Silla e médica
hematologista Moema Nené Santos, agora denominada pesquisadora. Para poder participar ¢
necessario que vocé leia este documento com atencdo. Ele pode conter palavras que vocé nao
entenda. Por favor, peca aos responsaveis pelo estudo para explicar qualquer palavra ou
procedimento que vocé ndo entenda claramente.

PROPOSITO DA INFORMACAO AO PACIENTE _E_DOCUMENTO DE
CONSENTIMENTO

Vocé ou a pessoa pela qual vocé é responsavel estd sendo convidado a participar de uma
pesquisa cujo objetivo sera avaliar a viabilidade de expansdo de células Natural Killer em grau
clinico nos pacientes com LNH recidivado ou refratarios a terapias prévias, as células natural
killer (NK), um tipo de linfécito (glébulo branco) com papel importante no combate a infeccoes
virais e células tumorais e elas serdo cultivadas em laboratério na tentativa de que elas
expandam-se e possam a Vvir a ser uma nova alternativa de tratamento para 0s pacientes com
LNH. Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servico de Hematologia do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA). Vocé esta sendo convidado a participar ou autorizar a participacéo.
Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em sua participacéo sao 0s
seguintes: primeiramente sera coletada amostra de 50 ml de sangue por meio de puncéo venosa
para a obtencdo das celulas NK. Estas células NK serdo multiplicadas em laboratério,
atendendo a todas as exigéncias legais e de seguranca.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participagao na pesquisa serdo relacionados
apenas a coleta da amostra de sangue. Caso vocé tenha dividas sobre estes possiveis riscos
vocé pode a qualquer momento pedir mais explicacbes aos pesquisadores. Os possiveis
beneficios decorrentes da participacdo na pesquisa serd buscar nova alternativa para o

tratamento dos pacientes com Linfoma N&o Hodgkin.
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A participacdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatdria. Caso vocé decida
ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo haverd nenhum
prejuizo ao atendimento que recebido ou que possa vir a receber na instituicdo. N&do esta
previsto nenhum tipo de pagamento participacdo na pesquisa e ndo havera nenhum custo com
respeito aos procedimentos envolvidos. Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre
tratados confidencialmente.

Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou
seja, 0s nomes nao aparecerdo na publicacdo dos resultados.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua decisdo em participar deste estudo € voluntaria. Vocé pode decidir ndo participar do estudo.
Uma vez que vocé decidiu participar do estudo, vocé pode retirar seu consentimento e
participacdo a qualquer momento. Se vocé decidir ndo continuar no estudo e retirar sua
participagdo, vocé nao perderd qualquer beneficio ao qual vocé tem direito.

DECLARACAO DE RISCOS PARA O PACIENTE

Os riscos antecipados pelos pesquisadores se referem a pun¢do de acesso venoso para coleta de
50ml de sangue venoso.

BENEFICIO DO ESTUDO

Os beneficios antecipados pelos pesquisadores se referem a possibilidade de posteriormente
termos uma nova terapia em pacientes com uma doenca em que as possibilidades terapéuticas
padrdes ja foram utilizadas e o paciente encontra-se com doenga em atividade.

CUSTOS

Nao havera nenhum custo a voce relacionado aos procedimentos previstos no estudo.

PAGAMENTO PELA PARTICIPACAO

Sua participacdo € voluntaria, portanto vocé ndo serd pago por sua participacdo neste estudo.
PERMISSAO PARA REVISAO DE REGISTRO, CONFIDENCIALIDADE E ACESSO
AOS REGISTROS

O pesquisador responsavel pelo estudo e equipe ira coletar informagdes sobre vocé. Em todos
esses registros um codigo substituird seu nome. Todos os dados coletados serdo mantidos de
forma confidencial. Os dados coletados serdo usados para avaliagdo do estudo, tendo acesso as
pessoas diretamente ligadas a este estudo (pesquisador, orientador da pesquisa, comité de ética
em pesquisa, autoridades regulatérias). Os dados também podem ser usados em publicacdes
cientificas sobre o assunto pesquisado. Porém, sua identidade ndo serd revelada em qualquer

circunstancia. Vocé tem direito de acesso aos seus dados.
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CONTATO

Se vocé tiver alguma duvida em relag@o ao estudo, direitos do participante, ou no caso de danos
relacionados ao estudo, vocé€ deve contatar o pesquisador do estudo ou sua equipe através dos
seguintes numeros:

Moema Nené Santos - (54) 991555686 ou pelo telefone (51) 33598317, ou com o Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51)
33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Eu li e discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os detalhes descritos neste
documento. Entendo que eu sou livre para aceitar ou recusar, € que posso interromper minha
participacao a qualquer momento sem dar uma razao. Eu concordo que os dados coletados para
o estudo sejam usados para o propdsito acima descrito. Eu entendi a informagao apresentada
neste termo de consentimento. Eu tive a oportunidade para fazer perguntas e todas as minhas
perguntas foram respondidas. Eu receberei uma cdpia assinada e datada deste documento de
consentimento.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante ou seu responsavel e outra

para os pesquisadores.

NOME DO PESQUISADOR:
ASSINATURA: N
NOME DO PACIENTE

ASSINATURA: DATA: /| |

Foi entregue ao voluntario uma copia deste TCLE contendo na integra todas as informacdes

aqui descritas e necessarias.


data:___/___/
data:___/___/

Apéndice 111 - STROBE guideline—checklist dos itens:
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Detalhamento do Estudo

Resumo:

Linfoma na@o-Hodgkin sdo doengas malignas que surgem de células do sistema imunolégico e se manifestam predominantemente como
linfadenopatia ou tumores sélidos. Os tratamentos para Linfoma N&o hodgkin incluem poliquimioterapia com ou sem imunoterapia e transplante de
células tronco hematopoiéticas (TCTH) em alguns casos. Novas abordagens de tratamento também sdo necessarias para pacientes com recidiva
apos a terapia de primeira linha e que nao sao considerados candidatos para quimioterapia de alta dose e TCTH e desta forma a terapia celular
véem ganhando espago no tratamento destes tipos de doengas, terapias com CAR T Cell e Células NK (Natural Killer). Sendo que apds a
ativagéo, as células NK adquirem a capacidade de lisar uma ampla gama de alvos tumorais em cultura e s&o normalmente sensiveis a lise NK,
incluindo linhas de células de linfoma. Varios avangos tem sido estudados em relagao as fontes de células NK bem como método de expanséo e
com isto melhoraram o potencial para terapia com células NK, com um niimero maior de células NK utilizados como terapéutica. As células
NK tém capacidade significativa na vigilancia imunoldgica de tumores e de forma mais adequada tem seu papel no tratamento de alguns tumores
recidivados e refratarios, e podendo ser mais amplamente explorada por ter mais factivel em nosso sistema de salde. A capacidade de lisar
células transformadas imediatamente de uma maneira independente do antigeno as torna candidatas atraentes para a terapia do cancer.Neste
contexto, seria interessante testar a viabilidade, seguranca e eficacia do uso de células Natural Killer em pacientes com linfoma n&o hodgkin
recidivado ou refratarios a terapias prévias, aqueles que néo se beneficiaram do tratamento padrao (poliquimioterapia e/ou TCTH) Pacientes
com linfoma n&@o hodgkin recidivado ou refratarios a terapias prévias serdo selecionados para testar, a partir de 50ml de sangue venoso, se sera
possivel expandir células NK, em grau clinico — suficiente para realizar 6 infusdes/paciente de aproximadamente 107 celulas NK/Kg utilizando nossa
plataforma tecnoldgica de expansdo baseada na expansao celular na presenga de células apresentadoras de antigeno (feeders) mbIL21K562, ja
aprovada e utilizada no tratamento da leucemia mieloide aguda recaida ou refrataria.

Introducao:

Linfoma N&o Hodgkin sdo doengas malignas que surgem de células do sistema imunolégico e se manifestam predominantemente como
linfadenopatia ou tumores sdlidos. A classificagao do linfoma ndo Hodgkin é complexa e em constante evolugao, com mais de 50 subtipos diferentes
listados na classificagdo mais recente da Organizagdo Mundial da Satide (OMS). Os tratamentos para Linfoma Nao Hodgkin incluem
poliquimioterapia com ou sem imunoterapia e transplante de célula tronco hematopoiética (TCTH) em alguns casos. Rituximabe padrao,
ciclofosfamida, cloridrato de doxorrubicina (hidroxidaunorrubicina), sulfato de vincristina (oncovin) e prednisona (R-CHOP) curam a maioria dos
pacientes no cenario de linha de frente nos subtipos mais comuns, embora aproximadamente 30% a 45% dos pacientes apresentem recidiva e
necessitem de segunda linha terapia.82-84 Quimioterapia de segunda linha a base de platina seguida por quimioterapia de alta dose com ASCT tem
sido o padrao de tratamento para pacientes jovens e em boa forma com base em taxas de cura de aproximadamente 50% na era pré-rituximabe.

No entanto,85 desde a introdug@o do rituximabe como terapia de primeira linha, o potencial curativo para esquemas de resgate tradicionais e TCTH
autdlogo na primeira recaida diminuiu significativamente85. Poucos pacientes com recidiva apdés R-CHOP atingirdo CR (remissdo completa) para
regimes de segunda linha, como R-ICE (rituximabe, ifosfamida, carboplatina, etoposideo), R-DHAP (rituximabe, dexametasona, citarabina em altas
doses, platina) ou R-GDP (rituximabe, gencitabina, dexametasona, platina), e mais de 25% dos pacientes terdo uma sobrevida livre de progressao
duravel (PFS).86-88 Subconjuntos de pacientes podem ser identificados que ainda tém uma boa chance de remiss&o duravel com um tradicional
abordagem baseada em transplante, particularmente pacientes com recidiva mais de um ano de sua terapia inicial, mas pacientes com doenca
refrataria primaria, doenga PET-positiva aps terapia de resgate, doenca recidivada precocemente e linfoma com rearranjo por MYC89,90 tém uma
chance extremamente baixa de cura com TCTH, portanto, tratamentos melhores de segunda linha sdo desesperadamente necessarios.16-88, 91-96
Historicamente, os pacientes que recairam apds a quimioimunoterapia de segunda linha tiveram um prognéstico ruim, com uma sobrevida global
mediana (SG) de aproximadamente 4 meses. 1 Pacientes com DLBCL (Linfoma N&o Hodgkin Difuso de Grandes Células B) refratario a
quimioterapia, que é definida como uma falta de resposta a um segundo ou mais tarde linha de terapia ou progress@o com 1 ano de transplante
autélogo de células-tronco (TCTH), apresentam resultados particularmente ruins, com apenas 7% de chance de atingir uma resposta completa (CR)
a terapia convencional e OS (Sobrevida Global) pequena.97 Novas abordagens de tratamento também s&o necessarias para pacientes com
recidiva ap6s a terapia de primeira linha e que ndo séo considerados candidatos para quimioterapia de alta dose e ASCT e desta forma a terapia
celular véem ganhando espago no trtamento destes tipos de doengas, terapias com CAR T Cell e Células NK (Natural Killer). Células Natural Killer
sdo células do nosso sistema imune linféides inato que desempenham um papel fundamental na resposta a infecgéo virais e progressivamente vem
sendo estudada no tratamento contra diversos tipos de cancer. As células NK do tipo memoria induzidas por citocinas diferenciam-se apés a
ativagéo com interleucina-12 (IL-12), IL-15 e IL-18, exibem respostas antitumorais potentes e induzem remissdes completas com seguranga em
pacientes com leucemia como ja demonstrado. No entanto, muitos tipos de cancer néo sao totalmente reconhecidos por meio de receptores de
células NK.1 Desta forma tais células, NK, sdo uma imunoterapia celular promissora para o tratamento de alguns tipos de cancer atualmente. De
uma forma geral sobre a fisiologia as células NK elas representam cerca de 10-20% dos linfocitos do sangue periférico. A maioria ( 90%) expressa
niveis elevados de FCRIII (CD16) e sdo CD56dim, embora uma subpopulagdo CD16dim / neg CD56bright com atributos funcionais distintos também
tenham sido descrita. As respostas funcionais NK ocorrem nos tecidos e dependem do equilibrio dos sinais ativadores e inibitdrios. A inibigao,
sinalizada principalmente por meio da interagdo do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) com os receptores NK inibitérios na superficie
das células NK, evita a autoagresséo. Uma vez ativadas, as células NK s&o citoliticas e, portanto, apresentam semelhangas funcionais com os
linfocitos T citotdxicos (CTLs). No entanto, ao contrario dos CTLs, elas ndo progridem por meio de um estagio anterior de ativagéo e proliferagéao
antes de adquirir potencial citolitico. Para populagdes de células NK, a proliferagé@o e a expanséo precedem principalmente a ativagéo, enquanto
para os linfécitos T CD8 + a maioria (clonal) a expanséo segue a ativagéo (embora, € claro, a geragéo de populagdes de células T CD8 + virgens
dependa da proliferagéo de células imaturas). Assim, na fisiologia celular NK, a regulagao da proliferagdo pode ser considerada um evento chave
“a montante”, cujo papel € manter células NK suficientes na circulagao e nos tecidos para fornecer uma resposta nao especifica rapida.2 ~ Como
outras populagdes de linfécitos, as células NK apresentam também uma homeostase aparente. Quando transferidas para camundongos com
deficiéncia de NK , conforme ja estudado, por exemplo, as células NK maduras e imaturas sofrem proliferag@o, mas tais células nao proliferam
quando transferidas para um hospedeiro com um pool de células NK endégeno.3 Assim, parece que fatores como “espago” (a disponibilidade de
nichos fisiolégicos), a disponibilidade de fatores promotores de crescimento ou a presenga de citocinas que limitam a proliferagéo, operam para
regular o nimero de células NK.3,4 A homeostase é consequéncia ndo apenas da proliferagdo, mas também da perda celular. As células NK
desaparecem do sangue pela entrada nos tecidos, predominantemente no bago e no figado,5,6 ou pela morte celular. Relativamente poucas células
NK s&o encontradas em nédulos linfaticos e ha pouca evidéncia de recirculagédo, embora as células da pequena subpopulagdo CD56 bright de
células NK sejam encontradas em areas de células T parafoliculares de nddulos linfaticos, onde podem desempenhar um papel nas interagdes entre
respostas inatas e imunes adaptativas.6 A sobrevivéncia de células NK maduras é dependente de citocinas; em camundongos, a interleucina-15 (IL-
15) parece prolongar a sobrevivéncia por meio do fator antiapoptético Bcl-2.7 Experimentos de transferéncia adotiva e estudos de longo prazo
em camundongos demonstraram meia-vida circulante curta de cerca de 7 a 10 dias para células NK maduras.8 Em camundongos, portanto, o pool
de células NK é mais dinamico do que o pool de linfocitos T, mas pouco se sabia sobre a cinética paralela em humanos. A fungéo e a dinamica das
células NK podem ser afetadas por estados fisiopatoldgicos, como envelhecimento e infecgéo viral. O envelhecimento prejudica a atividade NK
humana.
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Vérios estudos mostraram redugdes relacionadas a idade na atividade citotoxica mediada por células NK (revisado por Mocchegiani e Malavolta) 9
que parecem ser clinicamente relevantes, pois estdo associadas a um risco aumentado de infecgdo ou morte em coortes de idosos9,10, esse
comprometimento funcional néo esta relacionado a uma redugéo no numero de células NK. 9-14 Ao contrario das células T, as células NK
distinguem as células infectadas por virus e as células cancerosas de suas contrapartes saudaveis por meio de uma série de receptores ativadores
e inibitérios codificados pela linha germinativa. Os receptores inibitérios evitam a ativagéo das células NK e a subsequente morte de células
saudaveis por meio da ligagao a proteinas proprias de superficie, como moléculas de classe | do complexo principal de histocompatibilidade
expresso de forma ubiqua (MHC-I). A perda da expressao de superficie dessas moléculas, que é frequentemente causada por infecgao viral ou
transformagao maligna, resulta na “perda do auto-reconhecimento” pelas células NK e leva a ativagéo das células NK e a morte das células-alvo.16
Os receptores inibitérios que reconhecem moléculas MHC de classe |, como os receptores semelhantes a imunoglobulina de células Killer (KIRs) e o
heterodimero CD94-Natural Killer Group 2A (NKG2A), foram estudados mais extensivamente. 18-20 A morte celular programada 1 (PDCD1,
mais conhecida como PD-1) e outros receptores de checkpoints imunolégicos podem inibir a ativagéo das células NK, particularmente em infecges
virais e cancer. 20-23  Os receptores ativadores, incluindo o grupo Natural killer 2D (NKG2D), a molécula acesséria DNAX-1 (DNAM-1) e os
receptores naturais de citotoxicidade NKp46, NKp44 e NKp30, reconhecem ligantes induziveis que sao especificamente regulados positivamente em
células infectadas, cancerosas e fortemente ativadas. 17,18 NKG2D é o receptor de ativagéo de células NK mais extensamente estudado e se liga
aum grupo de ligantes induziveis por estresse denominado sequéncia A e B relacionada ao polipeptideo MHC classe | (MICA e MICB) e proteinas
de ligagdo UL16 (ULBP1-6).24,25 Os ligantes NKG2D s&o expressos de forma restrita em células saudaveis, mas sua expresséo é induzida em
resposta a vias de sinalizagdo comumente associadas a transformagéo e infecg&o viral. Assim, danos ao DNA, estresse oxidativo ou vias de
sinalizagao de estresse proliferativo induzem a expresséo de ligantes NKG2D, iniciando uma resposta imune contra as células-alvo.24,27,28 Um
balango positivo dos sinais fornecidos pelos receptores ativadores e inibitérios promove a ativagéo das células NK, resultando na eliminagéo das
células-alvo por meio da exocitose de granulos citotoxicos contendo perforina e granzimas. As células alvo também podem ser mortas por uma
segunda via envolvendo o ligante Fas (FasL) e os sinais indutores de apoptose relacionados ao fator de necrose tumoral (TNF).4 Além disso, como
as células NK humanas expressam o receptor FcRilla (também conhecido como CD16), que reconhece anticorpos humanos IgG1 e IgG3, desta
forma permite a eliminagdo mediada por células NK de células opsonizadas por IgG por meio da liberagao de seus granulos citotéxicos, um processo
conhecido como anticorpo citotoxicidade celular dependente (ADCC). O ADCC demonstrou contribuir para a defesa contra a infecgao viral e a
eficacia terapéutica de alguns anticorpos monoclonais (mAbs) amplamente usados para tratar o cancer, como o rituximabe (anticorpo monoclonal
utilizado em alguns tipos de Linfomas). Também foi relatado que alguns inibidores do ponto de verificagdo imunolégico, como ipilimumabe (usado
em Melanoma) também podem desencadear ADCC.19,26,29,30 A atividade das células NK é regulada por interferons tipo | e citocinas, e as
células NK também regulam as respostas imunes inatas e adaptativas por meio da secregéo de citocinas, como o interferon-gama (IFN-), com
potentes anti-atividades virais e antitumorais.18 No entanto, a fraca infiltragao de células NK em tumores sdlidos, alteragdes na sinalizagao de
ativagdo / inibigdo e o microambiente tumoral diminuem a morte mediada por NK de algumas células malignas.19 Desta maneira,
gradativamente tem sido cada vez mais estudada a terapia de células NK na area da hematologia e oncologia visando torna-la mais eficaz e
acessivel. Embora a capacidade das células NK de reconhecer e matar células leucémicas ja tenha sido descrita ha 45 anos,31 um papel
clinicamente relevante para as células NK no tratamento da leucemia foi demonstrado pela primeira vez quase 20 anos depois.32-35-106 A
recuperagao precoce das células NK apos o transplante de células-tronco e o aumento das células NK no enxerto estdo associados a melhores
resultados do transplante na leucemia.36-38 Evidéncias adicionais de GVL (graft x leucemia) mediado por células NK foram demonstradas no
contexto de transplante de células-tronco hematopoiéticas incompativeis com HLA (HSCT).39,40 Ruggeri e colaboradores observaram que os
pacientes com LMA submetidos ao TCTH haploidéntica diminuiram as taxas de recidiva quando as diferengas de HLA entre o doador e o receptor
estavam presentes na diregdo GVL em um modelo de ligante ausente para células NK.39 Este conceito foi denominado “ligando-ligante
incompativel” e estudos semelhantes confirmaram a importancia da alorreatividade das células NK em pacientes com LMA submetidos ao
TCTH.39,41-43 Da mesma forma, diminuigéo da recidiva e aumento da sobrevida foram observados em pacientes que receberam transplantes HLA
incompativeis, nos quais o par doador-receptor também foi incompativel para genes KIR.44-46 Apoiado por esta evidéncia clinica inicial, a terapia
adotiva com células NK para aumentar o efeito GVL foi investigada nos ultimos anos. Os primeiros ensaios foram realizados com células NK
isoladas de produtos de leucaferese de doadores saudaveis usando selegéo de células imunomediadas e ativagdo de IL-2.47-49 Usando essa
abordagem, Miller e colaboradores demonstraram que a infusdo de células NK haploidénticas apds a quimioterapia pode induzir a remissdo de LMA
de mau progndstico.50 Em um estudo semelhante, Rubnitz e colaboradores relataram a seguranga da infus@o de células NK incompativeis com KIR
como terapia de consolidag&o pés-remisséo para criangas com LMA, sem recidivas relatadas nos 10 pacientes tratados.51 Uma abordagem
semelhante foi usada para a transferéncia adotiva de células NK em pacientes com linfoma refratario.52,53 E importante ressaltar que o GVHD
(doenga do enxerto x hospedeiro) néo foi relatado em nenhum desses estudos utilizando células NK alogénicas portanto sendo promissor com
baixos risco de efeitos colaterais severos em terapia celular. Outros estudos usando células NK no contexto de TCTH alogénico em pacientes com
neoplasias linfoides e mieloides também demonstraram que as infusGes de células NK eram seguras e ndo estavam associadas a reagoes graves a
infusdo, GVHD ou rejeicdo de enxerto.54-57 No entanto, as taxas de resposta nesses estudos foram variaveis (OS de 29% a 73%) e as doses de
células NK produzidas por esta abordagem foram tipicamente limitadas a uma dose Unica de 107 / kg.  Varios avangos tem sido estudados em
relagéo as fontes de células NK bem como métodos de expanséo e com isto melhoraram o potencial para terapia com células NK, com um nimero
maior de células NK utilizados como terapéutica . Foram desenvolvidos métodos de expansao que usaram citocinas sozinhas ou em combinagao
com anticorpos coestimuladores ou agonistas.58,59 O desenvolvimento de células alimentadoras irradiadas geradas a partir de células
mononucleares autdlogas, linhas de células linfoblastéides transformadas por EBV ou linhas de células tumorais levou a uma melhor maturagéo e
proliferagéo de células NK ex vivo.41-48 As células alimentadoras também foram geneticamente modificadas para expressar citocinas ligadas a
membrana e moléculas coestimulatérias, como 4-1BB, MICA, IL-15 e IL-21, que podem resultar em expansao >1000 vezes em um periodo de
semanas. O crescimento das células NK pode estabilizar, no entanto, devido a exaustdo e/ ou senescéncia proliferativa atribuida a teléomeros
encurtados.65,68,69 Em experiéncias com células alimentadoras K562 irradiadas que expressam 4-1BB e IL-21 ligada @ membrana, a IL-21 leva a
inducdo mediada por STAT3 da transcriptase reversa da telomerase e aumento do comprimento do teldmero. As células NK expandidas com este
meétodo sdo altamente funcionais e ndo mostram senescéncia proliferativa, atingindo uma expansao média de 3.000 vezes em 2 semanas e 20-
80.000 vezes em 3 semanas como relatados em estudos prévios.51,63 Como a vigilancia imunolégica por células natural killer (NK) e linfécitos T
desempenha um papel fundamental no controle de células leucémicas residuais apés quimioterapia ou apds transplante de células-tronco na
leucemia mieloide aguda (LMA). Para eliminar tais células AML residuais, as células NK e células T usam suas propriedades citotoxicas e
imunomoduladoras, isto &, citotoxicidade antileucémica e secregao de citocinas.56,57 Varios estudos evidenciaram e sugerem que o risco de
recidiva e, portanto, mau prognéstico em pacientes com LMA s@o parcialmente devido a deficiéncias funcionais das células NK, principalmente
relacionadas a uma baixa expressao de receptores ativadores e atividade citotéxica prejudicada.58-60 As opgdes de tratamento para LMA incluem
quimioterapia com ou sem transplante de células-tronco hematopoiética (TCTH).61,62 Visando a remiss&o completa com a erradicagéo
permanente da doenga, os efeitos do enxerto mediado pelas células T e NK versus leucemia apés o TCTH sdo importantes.63,64 Em particular, as
células NK alogénicas possuem um efeito potente contra as células de leucemia com combinagdes de HLA compativeis65,66 e, além disso, uma
recuperagéo rapida e eficiente de células NK apds o transplante esta associada a um melhor resultado clinico ao tratamento da doenga.67 No
contexto do TCTH, a alorreatividade das células NK supostamente eliminam as células AML residuais e, portanto, diminuindo o risco de recidiva.68
Em uma abordagem diferente para reduzir o risco de recidiva da LMA, o tratamento com IL-2
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apds quimioterapia bem-sucedida foi proposto, com a ideia de desencadear as propriedades antileucémicas das células NK e T. Isso foi avaliado em
varios estudos61-64, mas o resultado mostrou que a monoterapia com IL-2 ndo teve eficacia clinica significativa na LMA e esta modalidade de
tratamento, portanto, ndo foi mais utilizada. Nestas linhas de terapias celulares novas formas de tratamentos utilizando terapia com células NK
haploidénticas (haplo-NK) ativadas por interleucina-2 (IL-2) mostraram indugao de remissao completa (RC) em 30% a 50% dos pacientes com
leucemia mieldide aguda (LMA) recidivada e ou refrataria e como uma ponte eficaz para o transplante de células-tronco hematopoéticas alogénicas
potencialmente curativas (aloHSCT).16,17 No entanto, o uso de IL -2 ¢ limitado pela morte celular induzida por ativagao e indugdo de células T
reguladoras do hospedeiro imunossupressor (Tregs).18-21 Estratégias para aumentar a expans&o in vivo de células NK do doador incluem
linfodeplegao com ciclofosfamida / fludarabina (Cy / Flu) antes da infus&@o células NK, deplegéo de Tregs com uma proteina de fusao de toxina da
difteria IL-2 e uso in vivo de citocinas recombinantes.17 Esta estratégia, no entanto, revelou-se ter toxicidade importante. Neste pensamento de
evolugédo do tratamento de doengas tonco-hematoldgicas veio o sucesso do transplante alogénico de células hematopoéticas (TCTH ) em pacientes
com linfoma sugerindo que ha um efeito enxerto potente contra linfoma (GVL) exercendo protegéo contra recidiva65 a partir de linfocitos T e células
NK derivados de doadores.71-74 O reconhecimento de moléculas de classe 1 de histocompatibilidade principais em células-alvo por células
assassinas naturais (NK) confere protegdo seletiva contra lise mediada por NK.75,76 A terapia com células NK do doador foi explorada em varias
publicagdes ja citadas previamente para leucemia mieloide aguda com resultados promissores, mas ha dados ainda limitados sobre sua atividade no
linfoma. Sendo que apds a ativagao, as células NK adquirem a capacidade de lisar uma ampla gama de alvos tumorais em cultura e séo
normalmente sensiveis a lise NK, incluindo linhas de células de linfoma. Doses altas de IL-2 s&o sinérgicas com o anticorpo monoclonal rituximabe
contra linhas celulares resistentes ao rituximabe. Isto sugere que IL-2 fornece um forte estimulo para citotoxicidade celular dependente de anticorpo
mediada por NK eficaz (ADCC) Varios estudos tém apoiado um papel da IL-2 na terapia e na manutencéo da remisséo do LNH, no entanto, a
eficacia clinica foi limitada.77-79 No estudo de Bachanova e colaboradores80 foram avaliados pacientes com Linfoma n&o Hodgkin refratarios e
recidivados tratados com terapia celular a partir do uso de celulas NK alogénicas expandidas ex vivo com IL-15 e nicotinamide com resultados
promissores. Células T CAR anti-CD19 estdo sendo avaliadas atualmente em pacientes com linfomas de células B agressivos refratarios
primarios ou recidivas precoces em ndo menos que trés estudos randomizados em comparagdo com a terapia de resgate tradicional e ASCT
(TRANSFORM, NCT03575351; BELINDA, NCT03570892; e ZUMA-7 , NCT03391466). As taxas altas e duraveis de CR vistas com células T CAR
em DLBCL pré-tratado mais pesadamente prometem que esses produtos podem transformar o padrao de tratamento para esses pacientes de alto
risco na primeira recaida.  Novas abordagens de tratamento véem sendo avaliadas , estudadas e s&o necessarias para pacientes com recidiva
apos a terapia de primeira linha , recidivados, refratario e que ndo séo considerados candidatos para quimioterapia de alta dose e ASCT. Esses
pacientes tém sido historicamente tratados com regimes de intencéo paliativa, como R-GemOx (rituximabe, gencitabina, oxaliplatina) ou
bendamustina-rituximabe (BR), mas as respostas duraveis s&o raras. Foi relatado que R-GemOx induz remissdes completas em 44% dos individuos
inelegiveis para o transplante, mas apenas 13% permanecem livres de progressdao em 1 ano.98 BR foi amplamente utilizado em pacientes nao
elegiveis para transplante por causa de sua tolerabilidade favoravel, mas a taxa de remissdo completa é baixa em 15% e a PFS mediana é inferior a
4 meses.99 Opgdes adicionais estdo disponiveis para subconjuntos de pacientes selecionados, como lenalidomida100 ou ibrutinib101 em células B
de centro ndo germinativo (GCB) DLBCL, ou pembrolizumabe em linfoma de células B mediastinal primario recidivado102, mas mesmo entre
pacientes selecionados, as taxas de remissdo completa com essas abordagens direcionadas sao baixas e respostas duraveis sdo incomuns. As
células T CAR anti-CD19 poderiam, portanto, representar uma opgao atraente para pacientes considerados inelegiveis para o TCTH e fornecer a
primeira op¢éo de intengédo curativa para esses pacientes que antes recebiam apenas terapia com intengéo paliativa. Ao contrario do TCTH, ndo ha
limite maximo de idade para se submeter a terapia com células T CAR, e a quimioterapia de deplegao linfatica necessaria antes que as células T
CAR sejam menos toxicas do que o condicionamento de quimioterapia de alta dose de um ASCT.103-105 A selegao do paciente ainda é essencial
e, portanto, a candidatura para células T CAR deve ser informada pelo status de desempenho, comorbidades médicas e fungéo do érgéo e da
medula éssea. O estudo TRANSCEND de lisocabtagene maraleucel incluiu pacientes de até 86 anos, bem como pacientes com um status de
desempenho de 2 e comorbidades médicas moderadas, incluindo depuragéo de creatinina téo baixa quanto 30 mL / min e fragdo de ejegao
ventricular esquerda tio baixa quanto 40% .5 Estes os dados sugerem que os produtos de células T anti-CD19 CAR podem ser administrados com
seguranca a pacientes inelegiveis para o transplante, validando assim a investigacao deste tratamento potencialmente curavel como terapia de
segunda linha para pacientes considerados inelegiveis para quimioterapia de alta dose. A eficacia encorajadora observada para essas terapias
celulares, terapia NK assim como CAR T cell em pacientes fortemente pré-tratados levanta a questao de se elas devem ser usadas mais cedo no
cenario de tratamento, como o tempo da primeira recaida apés a quimioimunoterapia de linha de frente, ou potencialmente até mesmo como terapia
inicial em pacientes de alto risco. Ao considerar a promessa de tais abordagens, devemos considerar o desempenho dos padrées de atendimento
atualmente disponiveis e as areas existentes de necessidades médicas nao atendidas.

Hipotese:

Como amplamente discutido as células NK tém capacidade significativa na vigilancia imunoldgica de tumores e de forma mais adequada tem seu
papel no tratamento de alguns tumores recidivados e refratarios, e podendo ser mais amplamente explorada por ter mais factivel em nosso sistema
de salde. A capacidade de lisar células transformadas imediatamente de uma maneira independente do antigeno as torna candidata atraente
para a terapia com células tumorais, mas precisaremos primeiramente analisar se as células NK ainda estdo viaveis nos pacientes com Linfomas
recidivados e ou refratarios. Desta forma buscaremos analisar se ha comprometimento nas células NK neste perfil de pacientes buscando
expandir in vitro, em nivel de grau clinico, a célula NK autéloga destes pacientes visando sua posterior utilizagédo em terapia celular autéloga como
método de tratamento em pacientes com Linfoma N&o Hodgkin recidivado e ou refratario.

Objetivo Primario:

Avaliar a viabilidade de expanséo de células Natural Killer em grau clinico nos pacientes com linfoma n&o hodgkin recidivado ou refratérios a terapias
prévias.

Objetivo Secundario:

Promover futuramente a possibilidade de uma nova modalidade terapéutica neste perfil de pacientes caso haja expansao em quantidade e qualidade
adequadas.

Metodologia Proposta:

Este sera um estudo pré clinico in vitro para avaliagéo da populagéo das células NK.Pacientes com linfoma nao hodgkin recidivado ou refratarios a
terapias prévias serédo selecionados para testar em 50ml de sangue venoso se sera possivel expandir células NK, em grau clinico — suficiente para
realizar 6 infusdes/paciente de aproximadamente 107 celulas NK/Kg utilizando nossa plataforma tecnolégica de expansé&o ja aprovada e utilizada no
tratamento da leucemia mieloide aguda recaida ou refrataria. Este € um estudo pre-clinico com vistas a futuramente testar em um ensaio clinico a
utilizacéo destas células neste perfil de pacientes acima citado. As células Natural Killer serdo isoladas e expandidas conforme as Boas Praticas de
Manufatura definidas na RDC 508 de 27 de maio de 2021.0 presente projeto sera submetido a apreciagdo na Plataforma Brasil/ Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) e Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).10 A criagao do termo de consentimento livre e esclarecido (em anexo,
colocar nimero do anexo) atendeu as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa, envolvendo seres humanos contidas na resolugéo n°. 466,
de 12 de dezembro de 2012, e resolugao de n°. 251, de 07 de agosto de 1997 do Conselho Nacional de Saude, bem como na Declaragéo de
Helsinki VI e Cédigo de Nuremberg. O individuo recebera informagdes claras e objetivas dentro de sua compreenséo, a fim de que possam ser
esclarecidas as finalidades, os propésitos, bem como os riscos e beneficios direitos da pesquisa com a qual irdo contribuir.

Data de Submissao do Projeto: 17/11/2022 Nome do Arquivo: PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_PROJETO_2008562.pdf Versdo do Projeto: 2

Pagina 5 de 11

75



Critério de Inclusao:
Para a avaliagdo de células NK sera feita em: -Pacientes com linfoma ndo hodgkin recidivado ou refratérios a terapias prévias, aqueles que néo
se beneficiaram do tratamento padréo (poliquimioterapia, transplante autélogo de células tronco hematopoiéticas) seréo incluidos neste estudo, bem
como pacientes ndo elegiveis para transplante autélogo de células tronco hematopoiéticas. Todos os pacientes precisam ter 18 anos ou mais e com
linfoma do tipo ndo hodgkin ou hodgkin confirmados histologicamente por exame anatomopatoldgico e imunohistoquimico. - Escala de
Desempenho de Karnofsky> 70 ou status de desempenho do Eastern Cooperative:- Oncology Group de 0 a 2 com pelo menos 3 meses de
sobrevida esperada.
Critério de Excluséo:
Néo sera avaliada células NK em pacientes com:

- Doengas que afetam o sistema imune e que desta forma irdo interferir na avaliagao celular como deficiéncia imunolégica, doengas
autoimunes, outras neoplasias malignas associadas, disturbios alérgicos graves.

- Escala de desempenho Zobrud 2 ou Lansky 60.

- Sorologia positiva para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV).

- Ter sido submetido a terapias investigacionais nas quatro semanas anteriores a coleta da amostra
- N&o assinatura do termo consentimento livre e esclarecido (TCLE).
Riscos:
Os riscos antecipados pelos pesquisadores se referem a pungéo de acesso venoso para coleta de 50ml de sangue venoso.
Beneficios:

Os beneficios antecipados pelos pesquisadores se referem a possibilidade de posteriormente termos uma nova terapia em pacientes com uma
doenga em que as possibilidades terapéuticas padrdes ja foram utilizadas e o paciente encontra-se com doenga em atividade.

Metodologia de Analise de Dados:

- Mais de 90% de pureza, de acordo com a imunofenotipagem.

- Mais de 90% de viabilidade celular, apds o descongelamento.

- Atividade citotéxica maior de 40% na relagao 12.5 células NK: alvo.

- No produto final o nimero de células T CD3+ podera ser inferior a 1x105/kg peso do paciente doador.
- Auséncia de micobactérias, endotoxina ou crescimento microbioldgico.

- Avaliagao de cariétipo da célula NK visando exclusao de célula comprometida ela doenga de base.

Desfecho Primario:
Viabilidade de expansé&o de células Natural Killer em grau clinico nos pacientes com linfoma nao hodgkin recidivado ou refratarios a terapias prévias.

Tamanho da Amostra no Brasil: 10

Paises de Recrutamento

Pais de Origem do Estudo Pais N° de participantes da pesquisa
Sim BRASIL 10
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Outras Informacoes

Havera uso de fontes secundarias de dados (prontuarios, dados demograficos, etc)?
Sim
Detalhamento:

A populagao estudada sera de 10 pacientes portadores de linfoma nao hodgkin recidivado ou refratarios a terapias serao incluidos neste estudo,
bem como em pacientes néo elegiveis para TCTH.

Informe o numero de individuos abordados pessoalmente, recrutados, ou que sofrerao algum tipo de intervencao neste centro de
pesquisa:

10
Grupos em que serao divididos os participantes da pesquisa neste centro

ID Grupo N° de Individuos Intervengdes a serem realizadas
Avaliaga@o da populagao das células NK 10 Sem intervengdo

O Estudo é Multicéntrico no Brasil?
Nao

Propde dispensa do TCLE?
Néo

Havera retencdo de amostras para armazenamento em banco?
Néo

Cronograma de Execucao

Identificagdo da Etapa Inicio (DD/MM/AAAA) Término (DD/MM/AAAA)
Avaliagdo das células NK 03/10/2022 30/11/2023
Inclusao dos pacientes 26/09/2022 29/09/2023
Elaboragéo e publicacéo de relatério e artigos 01/09/2023 30/11/2023
cientificos

Orgamento Financeiro

Identificagdo de Orgcamento Tipo Valor em Reais (R$)
Tabela do orgamento: Bolsas R$ 46.343,43
R$ 46.343,43
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