IMUMOLOGIA DOS TRANSPLANTES
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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



Transplantes - nomenclatura

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

células de cordao embrionario — medula dssea
células fetais - SNC

Enxerto autdlogo
Enxerto singénico

Alogénico - aloantigenos

Xenogénico




Reconhecimento de enxertos como proprios ou estranhos é determinado por genes
poliférmicos de expressao co-dominante
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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?

human mouse

98%
similaridade

(

99.9%




HLAs sao os genes mais polimorficos
HLA class | genes
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Tipos de transplante

Transplantes singénicos nao sao rejeitados

Transplantes alogénicos sao os 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 6sseos dentais em humanos
Tecidos bovinos para transplante em humanos — pele, rins, ilhotas pancreaticas



MECANISMOS DE REJEICAO

DIRETO
INDIRETO
SEMI-DIRETO



Mecanismos de rejeicao de enxertos alograficos — direto e indireto

@

Reconhecimento direto

MHC alogénico Células T reconhecem MHC
APC alogénico, ndo processado em
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Inflamacao e respostas inatas para ativagao de respostas adaptativas

Isquemia e reperfusao
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Mecanismo semi-direto — “cross-dressing”

APC alogénica APC propria

APC proépria
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 préprio
carregado com peptideo estranho

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

alogénico ligado a peptideo, onde ambos
mimetizam MHC prdprio e peptideo



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

Inducado de resposta efetora

101

eluela

APC do enxerto, potencialmente o ,
todas as moléculas MHC podem APC propria apresenta antigenos
constituir um determinante ndo préprio proprios e >1% de antigenos estranhos



Mecanismo indireto

Células do enxerto sao fagocitadas, suas moléculas MHC processadas
e apresentadas como peptideos estranhos a linfécitos do receptor como

se fossem qualquer antigeno nao proprio e disparam uma resposta

equivalente. MHC
alogénico  ApC do receptor CélulaT
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Moléculas MHC sao altamente polimérficas — potencial para formacgao de
um numero grande de peptideos estranhos e ativacao de varios clones

de célulasT.

Outras proteinas polimorficas, 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

* MHCHI- =<,

\ \ — Resposta CD4 contra MHC-
- — do doador
\ Alo-enxerto de pele em

camundongo tipo selvagem

Moléculas MHC-I do doador foram processadas (via fagocitose)

e apresentadas via MHC-II do receptor OU
Por “cross-dressing” moléculas classe | das APCs do enxerto foram incorporadas

as APCs do receptor

-linfécitos de pacientes com transplante de figado ou coracdao 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)

CD8 é restrita a MHC,
estas nao 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 histopatoldgicas ou cinética da rejeicao
apos transplante

Padroes (baseados em transplante renal):
Hiper-aguda

Aguda

Crbnica

Hiper-a

P guda
e

e .
- NS N

S TARSaa

Abbas et al:
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REJEICAO HIPER-AGUDA

y Blood
< < ™~ . ~
‘ » Ativacao do
A . sistema complemento
G

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 plaquetas levando a
formacao de trombo

-Eventualmente ha oclusao vascular e isquemia

- historicamente, IgM anti-ABO era a principal causa de rejeicao hiper-aguda,
Hoje sé 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 nao é indicado

Mede, por exemplo, anticorpos anti-HLA circulantes

-O 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 ndao € muito efetivo

pancreas
llhota | | Ilhota
sadia "= em processo de

" rejeicdo



REJEICAO AGUDA

Dano ao
: parénquima,
) (miim ). inflamacgao
Parenchymal cells intersticial
) G Alloreactive

25 - antibody

endotelialite

Q \ Endothelial
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-Mediado por células T (apresentacao indireta)

-Causa danos ao endotélio e ao parénquima

-Inicia-se aproximadamente 1 semana apods 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 rejeicdao 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 ap0s o transplante enxerto foi retirado

Transplante renal, IH para CD4
depositado nos tubulos



http://www.wikidoc.org/index.php/Image:Acute_Transplant_Rejection_1.jpg
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http://www.wikidoc.org/index.php/Image:Acute_Transplant_Rejection_10.jpg
http://www.wikidoc.org/index.php/Image:Acute_Transplant_Rejection_6.jpg

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

REJEICAO CRONICA
Q Mauophage@c

5 Cytokines

0
muscle cell o

Cytoxlnes specific CD4* T cell

-Ocorre até 6 meses apods o transplante
-Mediada por anticorpos e células CD4 principalmente

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

-diferentes sintomas dependendo do 6rgdo: pulmao, vias aéreas espessas (bronqueolite
Obliterativa); figado, dutos biliares fibroticos e nao funC|ona|s (smdrome do desapareci
mento dos dutos biliares) e g SRR

7~ coracdo

£ 00 Cwme



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 CDS8, e NK
resposta muito potente, dificilmente controlavel



Knock out GTKO
B4GALNT2
CMAH
SLA

Transgenes CD46, CD55 and CD59 Inhibition of Complement immunity
HO1, CD47, HLA-G or HLA-E Reduce Inflammation

_ Inhibition of T lymphocyte response
TBM, EPCR Regulate coagulation function

Immunosuppressive regimen

FasL, CTLA4Ilg, LEA29Y, PD-L1

Immunosuppression induction Immunosuppression maintenance

Human

Rituximab, ATG (T and B cell depletion)
Berinert (complement C1 esterase inhibitor)

KPL-404 (Block CD40) MME KPL-404 MPS
MPS (methylprednisolone)

Human

Baboon Baboon

Rituximab, ATG (T and B cell depletion) MMF CC10R4 MPS
Berinert (complement C1 esterase inhibitor)

2C10R4 (Block CD40)

MPS (methylprednisolone)



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,
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PREVENCAO

Quanto menores as diferencas aloantigénicas, menor o risco de rejeicao
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Years after Transplantation

HLA-A, B, DR sao os mais importantes (C nao 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 coracao — 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
ou ainda antigenos minoritarios que apresentem
variagao (Minor Histocompatibility Complex)

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

da célula e induzir resposta;
proteinas polimérficas podem ser processadas diferentemente

pelo sistema proteasomo, gerando novos peptideos
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REACAO DE LINFOCITOS MISTOS

Teste de compatibilidade in vitro
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TRATAMENTO

IMUNOSUPRESSAO

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

Macrophage
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AUMENTO DO NUMERO DE TRANSPLANTES MANTIDOS POR 5 ANOS APOS O INICIO DO
USO DE CICLOSPORINA
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INIBICAO DA PROLIFERACAO COM TOXINAS METABOLICAS
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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, inibicdo 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

@ Tl Differentiated CTLs
Cytokines

=X Anti-B7



USO DE ANTICORPOS E MOLECULAS SOLUVEIS

Anti-CD3, anti-CD25 CTLAA4 soltvel para inibir células T

Eliminacdao de populagdes Antigen recognition T cell response

de células T APC expressing Naive

f Effector
;ostumulators T cell T cells

anti-CD40I

Deficiéncia na estimulacao
entre célulasBeT

Naive
T cell
APC presenting
self antigen

Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology, Updated 6th Edition.
Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.



TRANSPLANTES DE MEDULA OSSEA

-Tratamento de defeitos adquiridos em populagdes 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 dssea



DC precursor,

{
Leukapheresis @ ‘

NK cell 4@ ‘

Donor PBSCs

Donor

G-CSF

HSC

— B cell

Transplantation of
donor cells

Chemotherapy 1. Immunosuppress recipient
(and radiotherapy) | to prevent graft rejection
2. Reduce number of
Recipiant tumour cglls
3. Reduce number of recipient
haematopoietic cells

>

, Dependendo do regime de
., condicionamento, o receptor
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dos pacientes transplantados
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Doenca enxerto contra hospedeiro (graft versus host disease)
apos transplante de medula dssea

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

-Crbnica — fibrose e atrofia de um ou mais 6rgaos. Pode causar obliteracao 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

~
ol v e - U _ ¢
Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology, Updated 6th Edition.
Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.




Sparse lymphocytic hﬂm‘nuu_u of the dermis



Recipiente € condicionado para receber o enxerto
- 0 condicionamento causa condi¢cbes para GVHD
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a Initiation phase of GVHD b Evolution of GYHD
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Feature Infection GVHD

Source of responding T cells Resident Infused
Specific pathogen + -

APC maturation linked to antigen presentation + -

Antigen eliminated +/- -

Antigen expression Generally localized  Ubiquitous

Specific induction of signals for T-cell entry into tissues + -

Donor-recipient APC chimerism - +

Immunodominance + +



Estratégias de prevencao e manejo
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