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ODbjetivos

e Células do Sistema Imune
« Qrganizacao
 Interacoes celulares
A Resposta imune per se
e Auto-imunidade

« Esclerose Multipla e seu modelo murino
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Bases Celulares
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Origem das células do
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rythrocytes Platelets Basophils Eosinophils Neutrophils

Bane marrow Gr1*  Gr1*
CD11b*




Células do Sistema Imune Inato
IMUNIDADE INATA ' .

Primeiras células infiltrantes,
Grande capacidade fagocitica e microbicida:

Mecanismos efetores ROS RNS (SOD, NADPH Oxidase, iNOS,

Mieloperoxidase)

Neutroéfilos

Importante contra helmintos Eosinophil
Respostas alérgicas (tecidos conectivos das mucosas)
(Asma)

Receptores para lgGl(anafilatica) e IgE (CD23)

Granulos: Proteina catibnica eosinofilica, peroxidase,

hidrolases, lisofosfolipase Eosinoéfilos

Basophil

Presenca de granulos béasicos no citoplasma
Envolvido na protecdo de mucosas

Secretam histamina que aumenta a permeabilidade vascular

Raramente encontrados no sangue (0,5%-1%)

Basofilos




Células do Sistema Imune Inato

Mastocitos

* Presente em mucosas

* Receptores de alta afinidade para IgE (CD23)

* Envolvidos em processos alérgicos

« Secretam histamina que aumenta a permeabilidade vascular

* Produzem IL-4 (citocina)



Células do Sistema Imune Inato

Receptores para IlgG / Complemento (CD11b+)
Receptores tipo TLR (PAMPS)

Capacidade fagocitica e microbicida (= Neutrofilos)
Importantes Células Apresentadoras de Antigeno (APC)
LINK com a IMUNIDADE ADAPTATIVA

Importante para a IMUNIDADE ADAPTATIVA

Progenitor linfoide, CD8* e produtoras de IL-12

Progenitor mieloide, CD14* e ndo-produtoras de IL-12
Células de Langerhans (epitélios de revestimento) — Mieldide
Presentes em vérios tecidos

Capacidade fagocitica

MAIS IMPORTANTES APCS

Células Dendriticas




Células do Sistema Imune Inato

Destruicdo de células infectadas com virus ou células
tumorais Natural killer (NK) cell
Citotoxicidade mediada por anticorpos (ADCC) via CD16
(FcyRIIN)

Outros receptores (?):

CD2 / integrinas / receptor para MHC | (?): lise das células sem

ligantes

Granulos citoplasmaticos (perforina e granzima) Células NK
Modulam as IMUNIDADES INATA E ADAPTATIVA (IFN-y)

NKT Cell

Reconhecem a-Galactoseramida via CD1(a-d) glicolipideos
Receptor na membrana: TCR VB11Va24 (humanos)

TCR VB8Val4 (camundongos)
Podem produzir IL-4 ou IFN-y e IL-17

Células NKT




Células do Sistema Imune Adaptativo
T Lymphocyte

&

Linféocitos T

IMUNIDADE ADAPTATIVA

Receptor antigeno-especifico: TCR

CD4, CD8, TCRaf ou TCRyd

Atuam:

Infecgdes virais ou tumores (Celulas TCRaf3 CD8*)

Infeccbes bacterianas ou por protozoarios

Séao caracterizados segundo citocinas / funcao (Thl, Th2, Th3, Th17, Tregs)
ou seus CDs (Clusters of differentiation) (CD4, CD8, CD45RB...)

Reconhecem Ags peptidicos via apresentacdo MHC



Células do Sistema Imune adaptativo

B Lymphocyte

Linfécitos B

IMUNIDADE ADAPTATIVA

Receptor antigeno-especifico: BCR (Igs de membrana)

Produzem anticorpos

Plasmocitos (estagio terminal de ativacao)
Células Apresentadoras de Antigeno
Produzem citocinas

Reconhecem Ags diretamente




Interactes Celulares

Smooth muscle

Endothelium

Platelets

Nitric oxide
Prostaglandins
Vasoactive peptides
Interleukins
Chemokines
Clotting factors
Growth factors
Proteases

Extracellular matrix

/

Neurones




Citometria de Fluxo

Linfdcitos

Mondcitos

Neutrofilos

Eosinofilos

Basofilos

=10 0N 500 =00 14900

Foil

= Trombdcitos

Obs: Amostras ndo marcadas.
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Marcacdo com Fluorocromos

Anti-CD4
Anti-CD8




Orgéos Linféides

Vasos Linfaticos

adenoid

tonsil

right subclavian vein Iiﬁ subclavian vein
thymus

heart

//"“‘ kil

spleen

kidney
. Peyer's patch in
‘g.&? small intestine

lymph node

appendix é~ ’, large intestine

lymphatics bone marrow

Linfa: plasma coletado dos tecidos,
rico em nutrientes e antigenos




Orgéos Linféides Centrais

Medula Ossea

Hematopoiese

saco vitelino — figado — baco — medula 0ssea
Ossos achatados

Células pluripotentes: CD34* Sca-1* Lin-

Producéao de Fatores Estimuladores de Colonias (CSF)
Grande concentracédo de Plasmaocitos

Maturacéo de Linfécitos B



Orgéos Linféides Centrais

Timo

Bilobado
NUDE: sem pelos e timo

Maturacéo de Linfécitos

Cortex
MHC CD8
}." | T-cell receptor

Thymus gland

Positive
selection

|
Cortical
epithelial
cell

CD8and CD4

Negative
selection

Apoptosis

Migracao do Cortex para a Medula

Medulla

Dendritic cell
or
\ macrophage

Positive
selection

Apoptosis

— CD8 or
CDa

Surviving
) X cells leave the
- thymus

f
|
¢

\




Maturacao

Migracdo Intra-Timica e Maturagdo das Células T




Maturacao

Medula . Periferia
Timo




V1

Rearranjo V(D)J do TCR

Dn J1 J J J J

Y L V D1 D2 D3
.I_ 2 .. n — T —..........
P P
Rearranjo DJ
L V L V2 L Vn
1 - I _H;IIA_I-._
P P P E
Rearranjo VDJ
L vi L RR/

-

Transcricao

iy 1.

— RNA Primario

Especificidade da Célula T

E

DNA

DNA



Sindrome Di George e Camundongos NUDE

Deficientes para foxnl



Receptores de Células B

Pro-B cell Pre-B cell B cell Plasma cell a
y—# Heavy chain ¢ g —Mature Antibody-—|
+ surrogate B-cell receptor o\
=% light chain — SR

Rearrangement of V

Heavy-chain primary RNA transcript

v

——l1 - Heavy-chain messenger RNA
VDJC,

Copyright ® 2000 Massachusetts Medical Society

Delves PJ, Roitt IM. The Immune System (Part1). % The New England
N EngI J Med 2000;343:37-49. Q_Z“‘ Journal of Medicine




Anticorpos ou Imunoglobulinas

(b) IgD o

1

~Hinge
region

() IgA (dimer) (e) IgM (‘p('nl;mwr)( o
® ) W)
@l h -
-~ %
. s
Disulfide

Hinge bond-
region

J chain




Comprovacao da Recombinacao Somatica

/‘ 1975: DNA de fibroblastos néo rearranjado;
. DNA de células B rearranjado

 DNA de Fibroblastos (digerido)
 DNA de Hybridomas de Células B (digerido)
« Sondas de DNA

27

Susumo Tonegawa



Orgéos Linféides Periféricos

Corddes medulares

Linfatico eferente
Trabécula
Céapsula Artéria

Linfatico aferente

Follicular Germinal center

dendritic cells

Small resting

==y Apical

light zone

Lymph node

Proliferation of Positive selection Generation of
B cells for binding to antigen  memory cells and
and somatic on follicular plasma-cell precursors
hypermutation dendritic cells and class switching

 Vénulas: Células Endoteliais “Altas”

e * Foliculos Primarios
culo Linfoide (B)
» Foliculos Secundarios (Centros germinativos)




Orgéos Linfoides Periféricos

Central artery Marginal zone

Baco

_ _ Regiao do hilo it
Veia Esplénica folile (B

cell zone)

Periarteriolar
lymphoid
sheath (PALS;
T cell zone)
Red pul
Trabecular i
vein
Trabecular Sinisord

Artéria Esplénica

* Sinusoéides vasculares (Entrada do Antigeno)
* Nao possuem HEV

- Filtra o sangue, e remove células velhas (Ac. Sialico)



Recirculacao Linfocitaria

Vein ()

Superior i Thoracic duct
vena cava

Atery @ O

Efferent
lymphatic

Arteriole

} ; r Lymph node
{ ¢ (antigen present)

[:] Lymph or memory T cell lymphatic

[ ] venous blood ) Naive T cell i
[_] Arterial blood (O) Activated effector erent

Perlpheral tlssue |



Mas como as células do sistema imune
Interagem com os Ags?

/




Imunidade Inata e seus Receptores
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Toll Protein

* (1985):0rientacao dorso-ventral do embrido de Drosofilas.

St. Johnston, D AND Nusslein-Volhard.1988. The origin of pattern and polarity in the Drosophila embrio. Cell 68, 201-219.



* (1996): Resposta a Aspergillus fumigatus.
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""-._ GIE'I||'!.-|ZI| < ez T|;||||}.gthw.ay [H'-ZIE-JIW-LIH, Alc,

Lemaitre, B.et all. The dorsoventral regulatory gene cassette spatzle/Toll/cactus controls the potent antifungal response in
Drosophila adults. Cell 86,973-983 (1996).




Charles A. Janeway — Ruslan Medzhitov




Familia Toll-like Receptor

CpE, ssRMA, Nagedin

Pody Incaine cylbosing

LT, LF, zyrmosan, others Lipopaksaccharkds

TLR2, TLRS,
TLRT, TLRS ~ |

St

\ / et

TH'.ﬁ.Fl! JHE, r-IF-.E- M

A ) _
10 em humanos "“wa- Tasr — —— E

v, Typs= | IFH recaplor

12 em camumdongos




Via de Sinalizacao do TLR-4

Microbial lipopolysaccharide

‘— TLR4

U— MD-2
Plasma membrane

w C
?_ MyD88 ytoplasm

L

J }'RAK
IKK1 IKK2

e Q) 03
v
MAP3K

CITOCI NAS Degradation of IxB I"‘.B
PRO-INFLAMATORIAS Loz — D

. W

- M o Bt 4N X6
IL-6 ey,
IL-12 ¥ S
. Induction of inflammatory-
TN F_a \_/and immune-response genes

Copyright @ 2000 Massachusetts Medical Society

Medzhitov R, Janeway C Jr. Innate Immunity.
N Engl J Med 2000;343:338-44.

G
fue 9 The New England
=% Journal of Medicine




Link Entre a Imunidade Inata e a Adaptativa

PAMP ——j il Cytokines :
(interleukin-1, 6, 12) Quiescent T cell

Toll-like
receptor
Pathogen

Activation

e QQ Peptide

A PR ., T-cell receptor
Endocytic pattern- . 2 - &R ‘\'4 ‘
recognition receptor ¥ s ! MHC class I
o molecule
8 Antigen-
o' presenting cell

£

Copyright @ 2000 Massachusetts Medical Society

Medzhitov R, Janeway C Jr. Innate Immunity.
N Engl J Med 2000;343:338-44.

% The New England
% Journal of Medicine




Outros Receptores

Lectinas;
Scavengers;
Receptores Fc;

NOD (nucleotide-
binding oligomerization
domain);

Receptores de
complemento.




Imunidade Adaptativa e Seus Receptores
ou
Como a Imunidade Inata Ativa a Adaptativa?

Contato e Fatores Soluveis



Apresentacao de Antigenos via MHC Classe |
HLA-A, B, C

' Receptor

Phagocytosis

\ '@} Endoplasmic
reticulum

“~Golgi tu :
N gl apparatus & pygtem

roteasome
HLA class |

molecule O— Peptide
— roteasome

Klein J, Sato A. The HLA System. First of two parts.

w2 The New England
N Engl J Med 2000;343:702-9.

> Journal of Medicine




Apresentacao via MHC Classe Il
HLA-DP, DQ, DR
Q

Cytoplasm
Endo:

’_’—\ O P TRy

'.II Primary—_ _ ‘\. o 0 \com artment
o S 10 P
/ lysosome

Early 7
“~._endosome [/ O
0sis 1\

—

. Degradation
4 \ p / of protem

" HLA class I ‘F\
molecule HLA-DM- “* OQ' ”

Endo;)lasmic 7 T CD‘

reticulum

Copyright @ 2000 Massachusetts Medical Society

o
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Klein J, Sato A. The HLA System. First of two parts.
N Engl J Med 2000;343:702-9.

The New England
Journal of Medicine




Estrutura das Moléculas de MHC | e I

Class | Class I

Peptide-binding
. groove

membrane Y
Cytoplasmic Cytoplasmic
tail tail

Copyright @ 2000 Massachusetts Medical Society

Klein J, Sato A. The HLA System. First of
two parts. N Engl J Med 2000;343:702-9.

&= The New England

= § ie
275s  Journal of Medicine
wee




Estrutura das Moléculas de MHC | e I

MHC Classe I MHC Classe IT




Apresentacdo de Ag

Citocinas
Th1l — IFN-y
Th2 —1L-4,5,13
Th3 - TGF-B
Th17 —IL-17, 22

p




A ligagdo com o complexo MHC-peptideo promove
a formagdo de sinapses imunoldgicas

0.5

QG5 6 00

Stage 1- Junctlon formation Stage 2- MHC-paptide Stage 3- Stabllization

transport
5 Ton
’_J:"‘},LF.&

I:I:Iq

N
»'/ﬂ E’}\a ﬂMﬁﬁﬁﬁﬁx f‘J )ﬁ" “’“"'Fﬁ:ﬁ




Vias de Sinalizacao

— Class [1 MHC

__— Pepride

T CELL

MAP MAP
- kinase Kkinasc
cascade cascade

f
{

Transcription factors interact with tlu—
regulatory sequences of many genes, =
increasing their expression

Transcriptionally
activated genes




Relacao Entre o Numero de Células B, T e NK em Pacientes com
Imunodeficiéncia Combinada Severa Dependente do Fator
Comprometido

[J CD20+ B Cells
CD3+ T Cells
[[] CD16+ natural killer cells

N
£
£

~

@

©

L
u
£
Q
=)

£
Q
13
>

-

Lo s

Normal Deficiency of Jak3 Deficiency of Adenosine Autosomal Unknown
range common deficiency interleukin-7- | deaminase recessive (n=4)

v chain (n=7) receptor « chain| deficiency
(n=50) (n=2) (n=16)

Copyright © 2000 Massachusetts Medical Society

Buckley RH. Primary Immunodeficiency Diseases Due to Defects in Lymphocytes. /,Q‘s’» The New England
N Engl J Med 2000;343:1313-24. % Journal of Medicine




Ativacao das Células T

* Depende

— Da natureza do Ag

— Background genético

— Fatores soluveis

— Moléculas co-estimuladoras

— Microambiente



Populagdes de Células T

Foxp3+CD4™ thymocyte

IL-27

IL-4 IGF-B IL-10 Contact

IL-5
I-13 Adaptive Natural

Effector T cells Regulatory T cells

Weaber CT, Harrington LE, Mangan PR, Gavrieli M, Murphy, KM. Immunity. 2006 Jun;24(6):677-88




Funcdes das Células Thi

Prolferation and
differentiation

Neutrophil activation
(enhanced microbial
killing)

Macrophage activation
(enhanced microbial
killing)

Complement-binding
and opsonizing antibodies

Fc receplor

Opsonization and
phagocytosis




Funcbes das Células Th2

Neutralizing
IgG antibodies
(human: 1gG4;
mouse: IgG1)

Naive CD4*
T cell

®©)

Proliferation and
differantation

TH2 cells

IL-5

Mast cell
degranulation

Eosinophi

D
BN
Gy

Eosinophil
activation

Activated
macrophage

~
.

P
b A

P
f
| &
J
\ y

>
L
, &
*-\é,u

4

Suppression of
macrophage
activation




Funcdes das Células Th3

Antigen
recognition

T cell proliferation
and differentiation

O IL-12
=,

M Naive T cell

Effector functions
of T cells

T Effector T cells

Activated
macrophage

Cytokines
produced by
suppressor

T cells

IL-10 inhibits

functions of APCs:

IL-12 secretion,
B7 expression

TGF- inhibits
T cell proliferation

IL-4 inhibits IL-10, TGF-J inhibit
actions of IFN-y| | macrophage activation

L

&

Suppressor T cells




iL-27

“—~ /
iL-23

"T':g Foxpl =9 TGFp

Smrad?

Y4 MDA/ ICE NN —-TRROWS




[ Mas 0 que sao mesmo as citocinas ?




Citocinas
‘Polipeptidios

IL-2 e seu receptor



Target Cell

PLEIOTROPY

Activated TH cells

REDI "\l)\\'( Y

Activated Ty cells
SYNERGY

Activated TH cells
ANTAGC )I\l\\1

Effect (b) CASCADE INDIUCTION

7 _’. @ 3\
Activation 1 | 1 9)
Proliferation N @
Differentiation e

Activated T]] cells

Proliferation

Proliferation

Macrophage

Proliferation

Induces class switch to IgE

;\cti\';ltcd '1'11 cells

Blocks class switch to IgE
induced by IL-4

IFN-y, TNF, IL-2, and
other cvtokines




Th2 e Asma

_~Follicular
dendritic
cell

#1
g
Fecy—

receptor

Secreted
& N antibody
Antigen— . 4 |

~

Interlet;kin-4, 5,
and 6

of microbe or
al components

Journal of Medicine

irt 2). gfg"‘e, The New England

g



Th2 e ASMA

F~ g reeri
lnterlelukin-13" ,/" I in- ¥ _.:' L h ? §=
|.' R wra /J(\ & ‘> -— o)g') -

b i (' -
7 e Sl
B cell y
I
Q\f é=—lgE antibody Early response
P

Bronchospasm
Edema
Allergen Airflow obstruction

t

Physiological
(o effects
/ Mediator
Release
Histamine
Activated Mast cell Leukotrienes ‘

B cell Cytokines Late response
Airway inflammation
Airflow obstruction

Airway hyperresponsiveness
Copyrlqht @ 2001 Massachusetts Medical Society

Busse WW, Lemanske RF. Asthma. The New Fn;,hnd
N Engl J Med 2001;344:350-62. ]ourn al of Medicine




Thl

IFN-y — Estrutura, Produc&o e Receptores

Leu- >9ro Lys-Ser

JAK1

JAK2

 Células T CD4 Th1, células CDS8, células NK

* Producéao estimulada via IL-12
STATl



Citocinas na Imunidade Adaptativa

IFN"Y — Fungf')es « Ativa Neutrofilos e NK

Antigen-presenting
cell (APC)

Interferon-y
(IFN-y)

Macrophage activation,
increased microbicidal I |
activity uE Increased
\/ \J MHC expression, |
Metabolitos do - ™ Y antigen presentation | |
Oxigénio e Nitrogénio :

(Classe | e Il e moléculas
co-estimulatorias)

Isotype switching Development of
to opsonizing antibodies Ty1 effector cells

IlgG2a (mouse) Efeito Indireto via IL-12




Resumindo

Viral resistance Infected cell Virus
\ _-Follicular

Interferon-a : 'Killing of de::;;t'c
< = ¢ infected cell

Ly
o s

Interferon-g

: g

ul Fcy—

1 Cla§s;‘IMHIC receptor )i, Sec.reted
with vira ‘4 antibody

> N
peptide Antigen- \<\ . I
Interfqron-Y g TR |

Cytotoxic T cell —§ ’) \ '

Interferon-y

Interleukin-2 -
| Interleukin-4, 5,

CcD4 V. and 6

Th1 cell—§ Th2 cell l\

e Ad‘ g
g a
, Interferon-y L

Class Il ‘ Interleukin-2 J
MHC " J
: Interdigitating

Macrophage dendritic cell ¢ ¢

% Virus

>

Uptake of microbe or
microbial components

Copyright @ 2000, Massachusetts Medical Society

Delves PJ, Roitt IM. The Immune System (Part 2). The New England

BN T camsnal ol AE222080 2



Restabelecimento da homeostase

expansao
deT

Inativacao
funcional

Células T
ativadas
expressam

CTLA-4 ) :
Células T ativadas

sao privadas do
antigeno e outros -
estimulos células de

ativacao
deT

=
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O
0 L
|
|
O |
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Sl
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el |
C
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memoria
sobreviventes

Tempo ap0s a exposicado ao antigeno




O que acontece quando esses
Mecanismos falhnam ?




Auto-imunidade

Doencas
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Anemias Auto-imunes

Anemia perniciosa Anemia hemolitica
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Doencga de Graves

A glandula pituitdria secreta o hormdnio estimulante

da tiredide (TSH) que age sobre a tiredide,
induzindo a liberagéo de hormédnios tiredideos

Pituitria

Foliculo
tiredideo

Horménios
tiredideos

0Os horménios tiredideos atuam sobre a glandula
pituitdria interrompendo a produgao de TSH,
suprimindo a sintese de mais hormdnio tiredideo
(supresséo por retroalimentagéo)

As células B auto-imunes produzem anticorpos
para o receptor TSH, que também estimulam
a produgéo de hormdnio tiredideos

0Os horménios tiredideos interrompem a producéo
de TSH, mas ndo tém efeito sobre a produgao de
autoanticorpo que continua a provocar
produgéo do hormdnio em excesso




Miastenia gravis

Eventos normais na jungao neuromuscular Miastenia gravis

Impulso neuronal

Receptoresde  Musculo Influxo Na* _Y (o2
acetilcolina contracao muscular o sem influxo Na*

internalizados e degradados Sem contra¢ao muscula




Tireoldite de Hashimoto

* Mulheres de meia-idade: bécio e hipotireoidismo
+ Anticorpos e Tyt contra antigenos tireoidianos
- Infiltragdo intensa de linfécitos, macrofagos e
plasmdcitos
» Soro: anticorpos anti-tireoglobulina e
para péroxidase da tiredide no mixedema primadrio




Doencas Auto-imunes devido a
Hipersensibilidade do Tipo IV

Sindrome Auto-antigeno Consequéncias

Diabete melito insulino- Antigeno pancreatico das Destruicéo das células p
dependente células B

Antigeno desconhecido da

: . Inflamacéao e destruicdo

articular

Proteina béasica da
mielina, proteina
proteolipidica,

esclerose multipla glicoproteina na mielina
dos oligodendrécitos

Encefalomirlite auto-imune
experimental (EAE) Invaséo cerebral pelas T

CD4+, paralisia




Diabete melito insulino-dependente

*+ 0,2% da populagdo
+ Ataque as células B do pancreas - CTL 2
IL-1, IFN-y, TNF-o + anticorpos & DTH
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Esclerose Mdltipla

+  Inflamagdo do SNC
- Infiltrado Inflamatério
- Gliose
- Desmielinizagdo
- Morte neuronal

- Lesoes
predominantemente
perivasculares

* Pico e remissdo
* Primdria progressiva
»  Secunddria progressiva




O Papel do Sistema Imune

Citocinas
NO
MMPs
Granzimas
Integrinas
Glutamato

CD4 M icroglia

Inflammatory Cell Migration into the Central Nervous System: A Few New Twists on an Old Tale. Shumei Man et al. Brain Pathol
2007:17:243-250



Inducdo da EAE
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Relacdo EAE/MS com Células Th17

* Pacientes com MS ativa apresentam grandes
quantidades de mRNA para IL-6 e IL-17 no sangue e
no LCR (Mantusevicius et all. ;1999 Lock et all. 2002).

- BBB possui receptores para IL-17 e IL-22, sendo
essas citocinas capazes de aumentar a permeabilidade
desta estrutura (Kebir et all 2007) ;

» Camundongos IL-17 KO assim como IL-6 KO sdo mais

resistentes a EAE (Veldhoen et all 2006; Korn et all.
2007).



A Tolerancia Oral

Se caracteriza pela introdugdo de antigenos pela via
oral seguida de:

-diminuigdo da resposta celular;
‘no titulo de anticorpos antigeno especifico;
‘na patogenicidade;

frente ao mesmo antigeno quando este é re-
introduzido por via parenteral.



Mecanismos Envolvidos na Tolerancia Oral

Antigenos nha luz intestinal
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Resumindo
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