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Objetivos:

Transplantes

compreender mecanismos diretos e indiretos de rejeicao
Compreender tipos de rejeicao

Compreender porque MHC é importante

Ver possibilidades de profilaxia e tratamento

Cancer
Compreender mecanismos de resposta, equilibrio e escape
Percepcao de antigenos tumorais



Transplantes - nomenclatura

Enxerto — tecido transplantado
Doador — fonte do tecido
Receptor — paciente que recebe o tecido
Ortotopico — transplante no mesmo tecido de origem do enxerto
Heterotdpico — transplante em outro tecido ou 6rgao
células tronco gordura — tecido cardiaco

células de cordao embrionario — medula dssea
células fetais - SNC

Enxerto autdlogo
Enxerto singénico

Alogénico - aloantigenos

Xenogénico
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Rejeicao de enxertos transplantados é mediada por
resposta adaptativa
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Quais os principais genes que levam a rejeicao?

98%

chimp human mouse C
similaridade

similaridade



Reconhecimento de enxertos como proprios ou estranhos é determinado por genes
poliférmicos de expressdao co-dominante
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Transplantes singénicos nao sao rejeitados

Transplantes alogénicos sao 0os mais comuns

Transplantes xenogénicos normalmente utilizados em modelos experimentais
Ex. células tumorais humanas em camundongos
os receptores devem ser profundamente imunodeficientes
atimicos, RAG-/-

Ex. matriz bovina em enxertos dsseos dentais em humanos



MECANISMOS DE REJEICAO

DIRETO
INDIRETO
SEMI-DIRETO



Mecanismos de rejeicao de enxertos alograficos — direto e indireto

A
Reconhecimento direto
MHC alogénico

APC
alogénica

@ Reconhecimento indireto
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Self MHC

Tomada e processamento
de MHC alogénico por APC
do receptor

alogénica

Peptideo derivados
de molécula MHC

Células T reconhecem MHC
alogénico, nao processado em
APC do enxerto

Apresentacao de peptideo
processado correspondente ao
MHC alogénico apresentado por
MHC préprio — células T
reconhecem MHC préprio
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Mecanismo semi-direto — “cross-dressing”

APC prépria

APC alogénica

APC prépria
com fragmentos de
membrana alogénica



Mecanismo direto

(B Allorecognition
T cell receptor

.

Allogeneic MHC

Célula T propria reconhece MHC alogénico que
se assemelha com estrutura de MHC prdprio
carregado com peptideo estranho

MHC prdéprio apresenta peptideos estranho
a células T que reconhecem peptideos
proprios com baixa afinidade e estranho com
alta afinidade

Célula T propria reconhece complexo de MHC
alogénico ligado a peptideo, onde ambos
mimetizam MHC prdprio e peptideo



As células do enxerto sempre apresentam complexos MHC/peptideo ndo proprios
As células proprias apresentam menos de 1% de peptideos nao préprios

Indugao de resposta efetora

|02

enuelds

APC do enxerto, potencialmente o ,
todas as moléculas MHC podem APC prdpria apresenta antigenos

. . . ~ 7 . 4 1 0 {
constituir um determinante n3o préprio proprios e >1% de antigenos estranhos



Mecanismo indireto

Células do enxerto sao fagocitadas, suas moléculas MHC processadas
e apresentadas como peptideos estranhos a linfocitos do receptor como
se fossem qualgquer antigeno nao proprio e disparam uma resposta

equivalente. MHC
alogénico  ApC do receptor CelulaT

_ \ aloreativa

.l
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W) = Self MHC =~ ¥
Tomada e processamento Peptideo derivados
de MHC alogénico por APC | de molécula MHC
do receptor alogénica

Moléculas MHC sao altamente polimérficas — potencial para formacao de
um numero grande de peptideos estranhos e ativacao de varios clones
de células T.

Outras proteinas polimodrficas, cujas formas sejam diferentes entre o doador
e o receptor irdao gerar o mesmo tipo de reposta que as moléculas MHC nao
proprias — Antigenos de histocompatibilidade minoritarios apresentados por MHC

do receptor em APCs do receptor



EVIDENCIAS DE APRESENTACAO INDIRETA (OU SEMI-DIRETA??)

- Apresentacao cruzada — geracao de resposta CD8

- Experimental

=

7 MHCI

— Resposta CD4 contra MHC-I

do doador

Alo-enxerto de pele em
camundongo tipo selvagem

Moléculas MHC-I do doador foram processadas (via fagocitose)
e apresentadas via MHC-Il do receptor OU
Por “cross-dressing” moléculas classe | das APCs do enxerto foram incorporadas

as APCs do receptor

-linfocitos de pacientes com transplante de figado ou coracao podem ser reativados in vitro
com peptideos do doador e APC do receptor



DINAMICA

Linfonodo periférico

Recrutamento apresentar antigenos
de APCs do Linfonodo periférico de forma direta
receptor apresentar antigenos (CD8 e CD4)

de forma indireta

(CD8 e CD4)

CDS8 é restrita a MHC,
estas ndo devem ser funcionais

Estimulacao direta, envolvendo CD8 parece ser importante para rejeicao aguda
Estimulacao indireta parece ser responsavel por rejeicao cronica




TIPOS DE REJEICAO



TIPOS DE REJEICAO

Nomenclatura baseada em caracteristicas histopatolégicas ou cinética da rejeicao
apos transplante

Padrdes (baseados em transplante renal):
Hiper-aguda

Aguda

Cronica
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REJEICAO HIPER-AGUDA

Endothelial _ . \?éosigl -
cell \ ‘\ : : '
' | Ativacdo do
f sistema complemento
a

Alloantigen _
(e.g.. blood Circulating alloantigen-
group antigen) specific antibody

~

dano do endotélio
inflamacao e
trombose

-Minutos a horas apds o transplante

-Anastomose dos vasos do graft, mediada por anticorpos pré-existentes

- exposicao da membrana basal sub-endotelial ativa plaguetas levando a
formacao de trombo

-Eventualmente ha oclusao vascular e isquemia

- historicamente, IgM anti-ABO era a principal causa de rejeicao hiper-aguda,
Hoje so se transplanta tipos ABO idénticos

-Hoje mais comumente mediada por IgG — exposicao prévia a um antigeno por
transfusao, transplante prévio, gravidez

-Cinética dependente de concentracao de anticorpo

- perda do enxerto € comum



REJEICAO HIPER-AGUDA

-limite para xenotransplantes

-RPA — painel de anticorpos reativos
Recomendado para pacientes a espera de transplantes
Score 0-99%, se 50% o transplante n3do é indicado

Mede, por exemplo, anticorpos anti-HLA circulantes

-0 paciente pode ser tratado com anti-CD20 para eliminar células B antes do
transplante, ou sofrer plasmaferese, ou deplecao de IgG com proteina A

- Aumento da dose de imunosupressor, em geral nao é muito efetivo

pancreas
llhota & " llhota
sadia @ S8 em processo de

S rejeicdo



REJEICAO AGUDA
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Pareng\ymal cells intersticial

) T Alloreactive
Soaia, - antibody

A

7~ Endothelial
cell

-Mediado por células T (apresentacao indireta)

-Causa danos ao endotélio e ao parénquima

-Inicia-se aproximadamente 1 semana apos o transplante

- ocorre em 60-75% dos transplantes de rim e 50% dos transplantes de figado
-Infiltrado CD8 e CD4 encontrado no érgao transplantado

-Expressao de Perforina e Granzima B

-Transferéncia de CD8, causa rejeicao em outro organismo (modelo animal)

-CD8 lisa direta e especificamente as células do enxerto

-CD4 secretam citocinas e induzem resposta tipo DTH (delayed type hipersensitivity)
-Anticorpos tb podem mediar este tipo de rejeicao, ativando complemento no endotélio
gerando necrose transmural e inflamacao aguda.



Transplante renal, 4 meses apods o transplante enxerto foi retirado

Transplante renal, IH para CD4




REJEICAO CRONICA

Hipersensibilidade tardia
cronica no endotélio,
proliferacao da camada
muscular lisa, oclusao
vascular, morte do tecido

smooth

‘. O .‘
muscle cell s

9
Cytokines  specific CD4* T cell

-Ocorre até 6 meses apos o transplante

-Mediada por anticorpos e células CD4 principalmente

-Envolve a secrecao de fatores de crescimento por células endoteliais, musculares lisas
e macréfagos em resposta a IFNy e TNF (em camundongos IFNy”/- o enxerto é mais
resistente a arteroesclerose)

-diferentes sintomas dependendo do 6rgao: pulmao, vias aéreas espessas (bronqueolite
Obliterativa); figado, dutos biliares fibrdéticos e ndao funcionais (sindrome do desapareci

mento dos dutos biliares) FT

~ 2~ coracao



TRANSPLANTE XENOGENICO

Rejeicao mediada por anticorpos naturais
anticorpo natural contra a-galactosil-transferase porcina
produzem rejeicao hiper-aguda

geracao de animais que expressam algumas proteinas humanas para evitar
rejeicao

Rejeicao mediada por respostas de células T CD4 e CD8
resposta muito potente, dificilmente controlavel



PROFILAXIA E TRATAMENTO



PRA — panel reactive antibody — reacao de anticorpos do soro
do receptor contra moléculas de HLA (antigamente de células de doadores

através de citotoxicidade por complemento, hoje de diferentes tipos de
moléculas de HLA imobilizadas em esferas)

A Sorodo 100 esferas. Cada com uma
receptor fluorescéncia especifica,
11 ligadas a diferentes moléculas

L 1 oY
& Yy &
\':':,-’ + L U
1 ¢
N:: ﬁm. U & 3
N
,.ch’
Anticorpo anti-HLA - ';_)
se liga -~ ; _(
a uma esfera .& P
especifica ).

—
Detecgédo com anti-IgG C{qﬁ

i fluorescente

D

Leitura no citbmetro,

com dois detectores, \
um para a esfera,
um para o anticorpo /Q \

secundario




PREVENCAO

Quanto menores as diferencas aloantigénicas, menor o risco de rejeicao
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HLA-A, B, DR sao os mais importantes (C ndo é
tao polimérfico, DQ segrega sempre com DR)

Possivel de se fazer em pacientes para transplante
renal — sobrevivem sem o rim, o rim pode ser
armazenado por algum tempo

Nao recomendado para pacientes para transplante
de figado ou coracgao — situacao do paciente em geral
grave, e 6rgaos nao sao facilmente armazenados



Mesmo que se consiga 100% de similaridade
para HLA, genes de histocompatibilidade nao
principais ainda podem causar rejeicao

Peptideos originados de sequéncias polimorficas
que podem ser apresentados por HLA | ou |l na superficie

da célula e induzir resposta;
proteinas polimérficas podem ser processadas diferentemente
pelo sistema proteasomo, gerando novos peptideos



REACAO DE LINFOCITOS MISTOS

Teste de compatibilidade in vitro
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TRATAMENTO

IMUNOSUPRESSAO

Drogas mais utilizadas inibem ativacado de linfécitos — ciclosporina e tacrolimus (FK506)

Macrophage

O
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AUMENTO DO NUMERO DE TRANSPLANTES MANTIDOS POR 5 ANOS APOS O INICIO DO
USO DE CICLOSPORINA

Cyclosporine
introduced
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A

INIBICAO DA PROLIFERACAO COM TOXINAS METABOLICAS

CY

AZA, CY,
MMF, MTX

Cy — ciclophosphamida -alquilante

Cell cycle

CY
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Mycophenolate mofetil

Mechanism of action of mycophenolate mofetil
Expert Reviews in Molecular Medicine © 2000 Cambridge University Press

Aza — azatioprina — analogo de purina, inibicao da sintese de DNA
MMF — micofenolato mofetil




IMPORTANCIA DE MOLECULAS CO-ESTIMULADORAS

Teste de compatibilidade in vitro — uso de anticorpos neutralizantes para B7 inibem resposta
contra alo-antigeno (estimulacao direta)

Costimulator

CcD8g*

Oo T cell Differentiated CTLs
Cytokines

= Anti-B7



USO DE ANTICORPOS E MOLECULAS SOLUVEIS

Anti-CD3, anti-CD25

Eliminacao de populacdes
de células T

anti-CD40I

Deficiéncia na estimulagao
entre célulasBe T

CTLA4 soluvel para inibir células T

Antigen recognition

APC expressing Naive
costimulators T cell

Naive

T cell
APC presenting
self antigen
{

T cell response

Effector
T cells
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TRANSPLANTES DE MEDULA OSSEA

-Tratamento de defeitos adquiridos em populacdes hematopoiéticas

-Correcao de deficiéncias genéticas (hemoglobina anormal)

-Tratamento de alguns tipos de leucemia

-Tratamento de pacientes que sofreram quimio ou radioterapia ablativa (a medula do
proprio paciente pode ser coletada e re-infundida no mesmo, desde que nao haja risco
da mesma estar contaminada, por exemplo com células metastaticas)

-Necessario manter o paciente profundamente imunosuprimido

além dos mecanismos mencionados anteriormente, células NK também tém
papel na eliminacao de enxertos de medula déssea



Doenca enxerto contra hospedeiro (graft versus host disease)
apos transplante de medula éssea

-Aguda — morte celular extensiva na pele, figado e trato gastrointestinal, pode ser fatal

-Cronica — fibrose e atrofia de um ou mais 6érgaos. Pode causar obliteracdo de vias aéras
Pequenas nos pulmdes

-Reducdo das células T no enxerto melhora GVHD Apoptotic cells

-Células NK parecem envolvidas em GVHD
tratamentos de imunosupressao
normalmente utilizados sao

menos efetivos contra estas células

-ciclosporina e metotrezato sao

Utilizados profilaticamente contra
GVHD

pe n“ A -~ § > 3
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IMUNOLOGIA DOS TUMORES



The Hallmarks of Cancer
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ANgIDgenes:s Invasion &
metasiass

Hannahan & Weinberg, 2000



IMUNOEDICAO/EQUILIBRIO E ESCAPE

Tumor antigens
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Tumores podem disparar respostas imunes em seus “hospedeiros”

Camundongo com

4 \\ tumor induzido por
: carcinégeno quimico

)
P n o
Resect tumor Isolate CD8* T cells

™ A

. Transplante de células

Transplante de células )f@ : tumorgis em animal Transplante de
tumorais no animal Tumor singénico células T para o
original cells receptor do tumor
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) Tumor &
Tumor nao cresce Tumor cresce erradicado
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Muitos tumores expressam antigenos que podem servir como alvo
especifico para o sistema imune — antigenos tumorais

Célula normal
apresenta varios
antigenos préprios
associados a MHC

Células tumorais
apresentando
diferentes tipos de
antigenos tumorais

L —
Normal g\V 3

self protein

No T cell
response

c\’)-',—c-:,-“‘
Mutated self—%\xh ,-b\

protein

Product of
oncogene or
mutated tumor

suppressor
gene
3

A

PN
Overexpressed i ) ‘-.\
or aberrantly —& > 7 y
expressed ;
self protein cDsg*

Oncogenic
virus

antigen—
specific
CD8+ CTL

Examples

Proteinas mutadas em
Tumores causados por
Carcindgenos quimicos
Ou radiacao, ex. melanomas

Produtos de oncogenes:
Ras mutado, fusdo Bcr/Abl
Supressores de tumores:
p53 mutada

Superexpressao: tirosinase,
gp100, MART em
melanomas

Expressao aberrante:
antigenos CT — MAGE,

BAGE

HPV proteinas E6 e E7,
EBNA s em linfomas
associados a EBV



Idealmente:

Dying tumor
°°': IMMATURE DC
TUMOR 20 ®
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DAMPs —\ antigen processing
1__7 migration
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MF "KT ‘/

lymphocyte
selection

DRAINING
LYMPH NODE

lymphocyte B
activation




Respostas imunes contra células tumorais

Induction of anti-tumor Effector phase
T cell response of anti-tumor
(cross-priming) CTL response
Ph d -specifi
e Tumor cells  tumer call - Differentiation Lo specifc
antigen and antigens Costimulator of turpgr- recognizes
ingested by specific tumor cell
host APCs T cells :
==b m@ 4
cell / —
Killing of
CD4+ - o tumor cell
helper """

T lymphocyte
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Em pacientes com cancer:
Dying tumor
celis _/\ IMMATURE DC

TUMOR

anti r sing
m on

LYMPHATICS

lymphocyte
selection

DRAINING
LYMPH NODE




Mecanismos de evasao

z
g T cell recognition
= of tumor antigen
= leading to T cell
g activation
2 2
= MHC - specific fqr
E molecule tumor antigen
Failure to produce tumor antigen
Antigen-loss
variant of tumor
cell Lack of T cell
recognition of
tumor
5
§ Mutations in MHC genes or genes needed
.| for antigen processing
2| Class!
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@ wmor cell Lack of T cell
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o“ 4
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Situacdes onde o sistema imune é o causador da les&do precursora
ou tem papel na progressao da doenca

HCV — resposta ineficiente CTL (CD8) contra antigeno viral, levando a
inflamacgao crénica no tecido hepatico infectado

Colite crénica — infiltracdo da mucosa intestinal com macrofagos e células
inflamatdrias que levam a lesao do tecido, eventualmente a mutacgdes

Tumores de pancreas com mutacdo em ras — aumento do infiltrado inflamatorio
relacionado a pior prognaostico

Diversos tumores onde infiltracao de células mieldides leva a aumento de
angiogénse e supressao da resposta anti-tumoral



