INMUNOLOGIA



Seminario 1

Respuesta Inmune Innata
Parte 1



Respuesta inmune innata (1parte): Objetivos

A) Generalidades del sistema inmune:

Relacion con el entorno, composicidon y organizacion de las distintas estructuras que
lo componen, origen de las células inmunes, diferencias principales entre sistema inmune
innato y adaptativo.

B) Sistemainmune innato:

componentes (celulares y humorales), estrategias de reconocimiento, tipos de
familias receptores (ubicacién, funciones, etc).
c) Inflamacion:

1- Sistema de complemento (caracteristicas generales, funciones, vias,
caracteristicas de la activacion de cada una de las vias, regulacién de cada una de ellas)

2- Macrdfagos (rol en la inflamacidn local, rol en la inflamacidn sistémica, plasticidad
funcional del macrdéfago)

3- Migracién leucocitaria (Conceptos generales)

4- Fagocitosis ( macréfagos y neutrofilos)

5- CCDA

6- CD (conceptos generales)

7- NETS

8- CLI

9- Memoria innata



Relacion del ser humano y los microbios

Microrganismos - comensales
- patégenos

- oportunistas



COMPOSICION

>  TEJIDO LINFATICO

+ Organos: M.O., Timo, bazo,
ganglios linfaticos.

* Agregado: asociado a mucosas
(MALT, BALT, GALT), anillo de
Waldeyer, etc.
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> SISTEMA DE CAPILARES Y VASOS
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Organos Linfoides Secundarios
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Origen de las celulas inmunes
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Sistema inmune innato

Componentes celulares Componentes humorales

Células epiteliales Sistema de complemento
Células endoteliales Proteinas de fase aguda
Células parenquimatosas Citoquinas

Células dendriticas mieloides y Quimiocinas
plasmocitoides

Neutroéfilos, basofilos, eosindfilos Mediadores lipidicos

Monocitos/macréfagos

Células NK, CLI



4 Categorias de patogenos

BRI
10°
(1cm)

Caracteristinas morfologicas

Ciclos de vida y replicativos
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Viruses Neisseria Viruses Mycobacterium spp.
Bacteria gonorrhoeae Chlamydia spp. Yersinia pestis
Protozoa Streptococcus Rickettsia spp. Legionelia
Fungi pneumoniae Protozoa pneumophila
Organisms Worms Vibrio cholerae Cryptococcus
Helicobacter neoformans
pylori Leishmania spp.
Candida albicans
Worms
Complement Antimicrobial NK cells T-cell and NK-cell
Protective Phagocylosis peptides Cytotoxic T cells dependent
immunity Antibodies Antibodies, macrophage
especially IgA activation




Defensas del hospedador Capacidad de los microorganismos de

evadir o resistir a la respuesta inmune

SISTEMA
INMUNE

INNATO ADAPTATIVO
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Estrategias del Sistema Inmune

Mecanismos de Mecanismos de Mecanismos de
Evasion Resistencia Tolerancia

Barreras “Mecanismos Efectores™ Resistenciatisular
anatémica y quimica Moleculares y celulares al dafio




Estrategias de reconocimiento de las células inmunes innatas

1. Receptores de reconocimiento de patrones (RRP).
2. Receptores para el fragmento Fc de las IgG.
3. Receptores para Complemento



1. Receptores de reconocimiento de patrones (RRP)

A.Reconocen Patrones Moleculares asociados a Patogenos (PAMP)

Caracteristicas de los PAMP:

v’ Son patrimonio de los microorganismos pero NO del hombre.

v Son esenciales para la sobrevida o patogenicidad del
microorganismo, conservados durante la evolucion.

v’ Son estructuras invariantes compartidas por clases enteras de

patégenos.
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B. Familias de RRP

Familia de RRP Integrantes
(membrana y citoplasma)

TLR Receptores tipo Toll TLR1al 10

NLR Receptores tipoNOD NOD1, NOD2, NLRP3, NLRC4, etc.

RLR Receptores tipo RIG RIG-1, MDA5

CLR Receptores de Lectina tipo C Receptor de manosa, Dectina-1, MINCLE

SR Receptores Scavenger SR-A1, SR-A2, MARCO



Receptores de Tipo Toll (TLR)

TLR1 al TLR10O

Se localizan en membrana plasmatica y
endosomal (TLR3,TLR7, TLR8, TLR9)

Reconocen PAMPy DAMP (HMGB1, HSP,
fragmentos de acido hialurdnico, acidos
nucleicos).

diacyl
lipopeptides

TLR2 actua como heterodimero junto
con TLR1y TLR6

TLR4 reconoce LPS de bacterias gram-,

estaria implicado en shock séptico. T AT

Funcidn: produccion citoquinas,
guimiocinas, INF-1 o productos GG DNA
antimicribianos. endosome

NO median endocitosis.



TLRy LES

* Enfermedad multifactorial

e Esta involucrado el sistema inmune y adaptativo

* Neutréfilo desregulado

e TLR7 y TLRY implicados en su patogénesis por mediar la produccion
de IFN gamma

« TLR2 vy TLR4 estan en altas concentraciones en saliva

 Ambiente proinflamatorio
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Receptores de Tipo NOD (NLR)

LRR domain
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cytoplasm

Inflamasoma
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NFxB

NOD activado

intracellular bacteria,
muramyl dipeptide
or iE-DAP

1B

NOD1, NOD2, NLRP3,
Ubicacion en el citosol.

Reconocen PAMP (péptidoglicano,
flagelina, muramildipéptido, ADNdc) y
DAMP (ATP, cristales de acido urico,
asbesto o silica, sales de aluminio ).

Funcidn: sintesis de citoquinas,
quimiocinas o productos antimicribianos.

Participa en la formacion del
Inflamasoma.

NO median endocitosis.

Presentan 3 dominios: dominio de
reconocimiento del ligando, dominio de
oligomerizacion, dominio de reclutamiento
de caspasas



Enfermedades autoinflamatorias

= Enfermedades poco frecuentes, también denominadas
Sindromes febriles periddicos

= Episodios recurrentes de fiebre e inflamacion

=  Ausencia de causas infecciosas o tumorales

=  Mutaciones en la proteina NLRP3 que genera alteracion en
la regulacion del inflamasoma

4
=  PFAPA: fiebre periddica, estomatitis aftosa, faringitis y ~/
adenitis cervical

—

-

=  FMF: Fiebre periddica autolimitada 3-6 dias, Inflamacidén en
articulaciones, Rash o manchas en la piel

4
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Receptores de Tipo RIG (helicasas)

RIG-1y MDA5

Ubicacién en el
citoplasma.

Reconocen ARNdc viral

presentes en citoplasma.

Funcion: produccidonde
INF-1.

Presentan 3 dominios:
dominio de
reconocimiento del
ligando, y dos dominios
de reclutamiento de
caspasas
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Figure 1

The RLR signaling pathway is shown. RIG-I and MDAS recognize a complementary set of cytosolic viral
dsRNA ligands. Their activation is tightly regulated by phosphorylation, ubiquitination, and host proteins such as
LGP2. RIG-I and MDAS signal to MAVS, which initiates the production of interferon signaling. Circled “P”
indicates phosphorylation and slashed circled “P” indicates dephosphorylation.
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Comprende mas de 10 entidades diferentes.

Ubicacion en la membrana celular o
secretadas como proteinas solubles al
espacio extracelular.

Reconocen PAMP (motivos de carbohidratos
ricos en manosa, fucosa y B-glucanos)

Funcion: median endocitosis de
microorganismaos y sus toxinas,
pueden actuar como adhesinas
en la migracion leucocitaria e
inducir la secrecion de
citoquinas y quimiocinas



Receptores Scavenger (SR)

* Familia Integrada por diferentes
entidades no relacionadas.

* Reconocen un grupo
heterogéneo de ligandos: LDL
oxidada u acelilada,
componentes microbianos y
células apoptdticas.

* Funcion: median la activacién de
diferentes respuestas celulares.
Algunos son endociticos.
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C. Algunos RRP secretados al medio extracelular

RRP solubles
Colectinas Lectina de union a manosa (MBL) Surfactantes pulmonares
(SP-A'y SP-D)
Pentraxinas Proteina C reactiva, Proteina amiloide sérica

Ficolinas FicolinasHy L



2. Receptores para Fc de IgG (RFcy)

FCyRI FCyRII-A FcyRII-B2 | FeyRII-B1 FcyRIII
Heceptoe (CDB4) (CD32) (€p32) (¢032) (CD16)
Structure o 72 kDa o 40 kDa o 50-70 kDa
or
¥ yorg
% H E] | 1 L} ! H
i A i
Cell type Macrophages | Macrophages | Macrophages B cells NK cells
Neutrophils Neutrophils Neutrophils Mast cells Eosinophils
Eosinophils Eosinophils | Eosinophils Macrophages

. Se fusionan los
Bacteria recubierta Cuando C3b se une a S fuillei lisosomas liberando
CR1 ylalgG al RFcla membranas formando .
con . . enzimas que
bacteria es fagocitada el fagosoma
complemento e degradan la
IgG bacteria
bacterium i ii \_l*
W C3b
Fc
receptors
CR1
macrophage I ’
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3. Receptores para componentes del complemento

Bacteria recubierta La sola union de S actllva Gl C3b, C4bi Promueve la degradacién de C3by Monocitos/macréfag
con C3b C3baCRlno UEE D 1 C4b. Estimula la fagocitosis (C5a) os, LPMN, LB, CDF,
induce fagocitosis fagocitosis via CR1 (CD e EaE € For € GR
C3b 35)
IN N CR C3d, iC3b, C3dg Parte del co-receptorde LBy LB, CDF
My N 2 potencia la respuesta LB
C5a (cD
receptor M 21)
CR3 iC3b Estimula la fagocitosis Monocitos/macréfagos,
@ nwoe © @ © (Mac ¢ LPMN, CDF ¢
-1)
(cp1
1b:
CD18
)
CR4 iC3b Estimula la fagocitosis Monocitos/macréfag
(cD1 os, LPMN, CDc
1c:
CcD1
8)
RC5a C5a Union a C5a, proteina G activada Monocitos/macroéfagos, cel
(CD88) endoteliales, mastocitos
RC3a C3a Unidn a C3a, proteina G activada Monocitos/macréfagos,

cel endoteliales,
mastocitos



Primera linea de defensa frente a las infecciones

Epidermis of skin
Superficies epiteliales y mucosas & ettt i oy
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Cuando los patégenos logran superar las barreras anatomicas...

Adherencia epitelial del
patogeno

Infeccidn local,
penetracion intaepitelial

Infeccion tisular local

Inmunidad Adaptativa

tissue macrophage  tissue dendritic cell

Complemento, citoquinas,
quimiocinas, fagoscitos, cNK.
Activacion de macréfagos
Migracion de CDc a los OLS.

Remocidén del proceso
infeccioso por accién de

anticuerpos y LT efectores.
Memoria inmunoldgica.

Péptidos antimicrobianos.
Complemento y fagocitosis.

Barreras anatdmicas
Flora comensal
Factores quimicos locales




Caracteristicas de la respuesta innata

Dependera de |la naturaleza del microorganismo involucrado

|_ macroéfago [ neutrofilo |
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Activacion de

Bacteria i
2. macrofagos
extracelular :
. tisulares




1. Activacion del sistema complemento

Inflamacién: C3a y C5a
Opsonizacién: C3b

Citotoxicidad: C5b6789

H wnh e

Potenciacién de la respuesta B: C3bi, C3d, C3dg

Superficie del patogeno Complejos Hidrolisis
carbohidratos antigeno-anticuerpos espontanea de C3b
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Vénula
post-
capilar

/'*

C3b, C3bi S—
Activacion del Opsoninas
Complemento \ Mastocito
0’0

Foto NeCtioss QUIMIOATRACTANTES
bacteriano ; -
Péptidos 1

Celulitis por
Stafilococo aureus

formilados LTB4

" Moléculas de adhesion ==
1 Pemmeabilidad vascular "

RlL-‘I, TNF«

IL-6 =P Respuesta de fase aguda




2. Activacion de macrofagos tisulares

TEJIDO
_ " Tejido
Hueso SNC Pulmoén Higado Conectivo Bazo
| A" inflamatorios y
'\/ macréfagos
Célulade la Macrof. Células de el
el crofagos e s - Macréfagos  diferenciados
Osteoclasto microglia Alveolares Kupffer Histiocito esplénicos  de monocitos
extravasados
> a Quemocinas
Fcdelgs
1 Componentes
activados del
complemento
o o 1y
Fagocitosis Inflamacidén

mannose bacterium
receptor

Citoquinas IL1, IL6, TNFa, 1L12,IL18,IL10,TGFb.
Quimioatractantes IL8, LTB4.

GILD scavenger receptors

(SR-A I/1l, MARCO)

Fc
receptor

lipid
receptor
(CD36)

complement
Dectin-1  receptor




Rol del macrofagos como motor de inflamacion local

Activa endotelio.

l+) permeabilidad
| vascular { IgG, C,
 celulas efectoras)

Drenaje linfatico al
_ganglio

Activa endotelio.
Activa linfocitos.
Destruccion tisular. I

Activa linfocitos.
(+) procuccion de

(+) Acceso de anticuerpos.

celulas efectoras .

Factor quimiotdctico
de neutrdfilos,
basofilos y LT.

Activa cNK.
Induce
diferenciacion de
LTCD4 a Thl.

Macréfaga produce TNFu tisular

Aumentan proteinas plasmaticas en tejido,
los fagocitos y la migracion linfocitaria.
Adherencia plaquetaria al endotelio.

Remocion de la infeccion,



Rol del macrofagos como motor de inflamacion sistémica

Proteinas de
fase aguda
{PCR, MBL)

Quimiotaxis
de neutdfilos

Moavilizacion de
proteinas y
energia que
potencia la
Fiebre.

| TNFa induce
maduracion y
migracion al
ganglio linf.
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Complenients. Fagocitosis Disminuye nepltmcu'sn mlcmt?nan?. inunidad
Opsonizatidn. Aumenta prt?cesanuento antlgérflco. adaptativa.
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Falla multiorganica.
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Dos proteinas de fase aguda son RRP

El patég induce la produccién de IL-1,

IL-6 y TNF-a por los macréfagos,
estimulando la sintesis de proteinas de
tase aguda por los hepatocitos

sérica

® (Y
Proteina Proteina

Amisloite C-reactiva

-

v

A

‘ Prot. Unlon
manosa

Fivrinogono

s 5
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Laprotelna C reactiva se une a motivos
fosforicolna delas paredesde bacteriasy
hongos actuande come opsonna. También

puede unir C1qy activariaviaclascadel

Laproteinadeuniénamanosaunea
residuos manosa delas superficies
pacterianas actuando como una opsoning.
También incuce laactivadondelaviade las
lectinas del complemeanto

complemento

Function Acute phase protein Increase up to
Protease inhibitors o-antitrypsin 4 fold
a,-antichymotrypsin 6 fold
Coagulation proteins | fibrinogen
prothrombin
factor VIII AH
plasminogen
Complement factors | Cls
C2b
C3,C4,C5 2 fold
Cc9
C5b
Transport proteins haptoglobin 8 fold
haemopexin 2 fold
ferritin 4 fold
Scavenger proteins ceruloplasmin 4fold
Miscellaneous a,-acid glycoprotein (orosomucoid) 4 fold
serum amyloid A protein 1000 fold
C-reactive protein 1000 fold




Respuesta de Fase Aguda

Respuesta sistémica a un proceso que ocurre a nivel
localizado que involucra:

» aumento de la temperatura corporal:

inhibe crecimiento bacteriano, incrementa la actividad bactericida de
neutréfilos y macréfagos, produce anorexia que minimiza la biodisponibilidad
de glucosa para los microorganismos y somnolencia, que disminuye la
demanda energética corporal.

» cambios hematoldgicos:
« leucocitosis con predominio neutrofilico

« incremento en la tasa de eritrosedimentacién

» cambios metabdlicos:

« incremento en la sintesis de ciertas proteinas hepaticas: componentes del
complemento, antiproteasas, fibrinégeno, proteina C reactiva, ferritina, etc.

« disminucion de la sintesis de otras proteinas hepaticas: albumina, lipoprotei-
lipasa, etc

« cambio en la utilizacién de glucosa como fuente de carbono a un metabolismo
basado en lipidos y proteinas



Plasticidad funcional del macrofago

Perfil Clasico(M1) Cicatrizacion Alternativo (M2)
Agentesinductores PAMPsy citoquinas IL-4, IL-13, IL-10, IL-4, IL-13, IL-10,
inflamatorias célulasapoptdticas, célulasapoptéticas,

helmintos, células helmintos, células
tumorales, PG E2, tumorales, PG E2,

Glucocorticoides Glucocorticoides
Accidon Antimicrobiana Producen IL-10, Producen
TGF-betay principalmenteIL-10

componentesdela yTFG beta
matrizextracelular



Perfil alternativo del macréfago

"anti-inflamatorio”

Célula
apoptotica

Migration
Signals

Macrofago



Resolucién de la inflamacién y reparacion del tejido

Costra

Coagulo sanguineo

— } Epidermis
| regenerada



Respuesta inflamatoria

Efectos beneficiosos

Control o contencbnde la infeccién

Dilucién de toxinas (transporte por
linfaticos)

Llegadade proteinas de fase aguday
de anticuerposcon funciones
opsonizantes y/o neutralizantes

Formacioén de fibrina a partir del
fibrinégeno exudado permitiendoel
atrapamiento de microorganismosy
facilitando su fagocitosis y evitando la
diseminacion

Aporte de oxigeno para asistirla
incrementadaactividad metabélicade
los neutrdfilos

Drenaje de antigenos a 6rganos
linfaticos secundarios para estimularla
respuesta adaptativa

Efectos indeseables

Destruccion tisular por digestion
mediada porla colagenasay otras
proteasas

Obstruccion de vias aereas por
edema

Ejemplos:

v epiglotitis aguda porinfeccion
porH influenzae en ninos)

v meningitis aguda con edema
intracraneal

Activacion frente a antigenos
ambientales inocuos

Dolor
Somnoliencia




Rodamiento Adherencia Diapédesis Migracion
estable

Liberacionde
citoquinas Citotoxicidad dependiente

de anticuerpos (CCDA)

Liberacion de trampas
extracelulares

FAGOCITOSIS



Se promueve la fagocitosis de la
bacteria. La activacion del neutrofilo
activa a la enzima NADPH oxidasa.

Fagocitosis

Componentes bacterianos u
opsoninas depositadas sobre ella son
reconocidos por receptores en el
neutréfilo.
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__ primary
Qranule

_ secondary
Qranule
lysosome

Se forma el fagosoma que se fuciona con los lisosomas y origina un fagolisosoma
donde la bacteria es sometida a la accion de mecanismos microbicidas
dependientes e independientes del oxigeno. Se digiere y los productos de la
digestidn son liberados de la célula.




Mecanismos antimicrobianos de la fagocitosis

Productos del macréfago Productos del neutréfilo

Acidificacion pH 3.5-4, bacteriostatico o bactericida
Productos toxicos derivados Superoéxido O,, perdxido de hidrégeno H,0,, oxigeno singlete O,,
del oxigeno radical hidroxilo OH, hipoclorito OCI-
Oxidos de nitrégeno tdxico Oxido nitrico NO
Péptidos antimicrobianos Cathelicidinas, péptidos derivados aDefensina, bDefensina,

de elastasa cathelicidinas,

azurocidina,proteina inductora
de permeabilidada bacteriana,
lactoferrina

Enzimas Lisozimas: digieren pared celular de algunas Bacterias
Gram(-) Hidrolasas acidas:elastasas y otras
proteasas

Competidores Lactoferrina(secuestra Fe),

Vit B12-unidn a proteinas.



Trampas extracelulares de neutrofilos (NETS)

Las NETs estan compuestas por cromatina y proteinas asociadas a ella, tales como
proteasas lisosomales, proteinas citoplasmaticas y proteinas nucleares

Son liberadas en respuesta a bacterias, virus, hongos y parasitos

Actan como una red de contencidn de la infeccién atrapando a los microorganismos
y mediando su destruccion extracelular gracias a su capacidad de sostener una alta

concentracion local de sustancias antimicrobianas




Citotoxididad celular dependiente de anticuerpos (CCDA)

El entrecruzamiento de los
RFc activan mecanismos Apoptosis
citotoxicos de la CNK

Adherencia de Anticuerpos Reconocimiento po RFe
opsonizantes (IgG) presentes en las cNK

N

> g
A A

e

Es un mecanismo que utilizan las células de la
inmunidad innata (macrofago, monocito,
neutrofilo, eosindfilo y cNK) y que resulta relevante
frente a células infectadas por virus o infecciones
por patdgenos que no pueden ser fagocitados por
su gran tamafo. Esta mediado por anticuerpos Larva de Squistosoma rodeada de

opsonizantes del isotito IgG IgA e IgE eosindfilos que liberan el contenido tdxico
! ) de sus granulos.







COHCGptOS nuevaos:

Células linfoideas innatas (CLI)

Citoguinas
Efectoras
; _ <IFN«, B )

Citoquinas

TNF %
Pip.Gz 8o )

NKP .

@0

CLP CILP CHILP

LTiP




Residen en tejidos periféricos

Celulas Linfoides Innatas (CLI)

Tienen un papel esencial en la iniciacion, regulacion y resolucidn de la inflamacién

Carecen de receptores antigénicos ( diferencia con los LT y LB)
Fuente productora de mediadores inflamatorios

CNK, CLI-1, CLI-2, CLI-3,LTi

La CLI1, CLI2, CLI3 son homodlogos innatos de su contraparte de linfocitos TCD4+ en la

inmunidad adaptativa.

Efecto modulador Tipos celular, funciones y mecanismos

Citotoxicidad

Inmunidad intracelular

Inmunidad de barreray mucosa

Inmunidad extracelular

NK, LT CD8+

Eliminacién de células infectadas por virus y células estresadas

CLI 1, LTCD4 Thl

Eliminacién de patégenos intracelulares, activacion de macréfagos

CLI 2, LTCD4 Th2

Eliminacién de parasitos, reclutamiento de eosindfilos, basoéfilos y mastocitos

CLI 3, LTCD4 Th17

Eliminacién de bacterias extracelulares y hongos, reclutamiento y
activacion de neutrdfilos
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Memoria innata

Vacunacioén con vacunas vivas demostro tener efectos beneficiosos
inespecificos contra distintas infecciones 2 “inmunidad entrenada”

Se produce la activacion inespecifica de células inmunes innatas

Cambios epigenéticos y transcripcionales, sumado a cambios metabdlicos

celulares pueden inducir memoria entrenada.

La vacuna con BCG puede inducir efectos antitumorales: prevenciony
tratamiento de tumores malignos como el cancer de vejiga, melanoma,
leucemia y linfomas.

La memoria innata es de menor duracidon que la memoria adaptativa

Feature Mo NK 1ILC2 Lymphocyte
Specific memory No Yes No Yes
Duration Months Months Months Years
Antigen receptor PER Virus specific No TCR/BCR
Costimulation ? Stimulatory 7 Stimulatory/inhibitory
Activating cytokines IFN-y IL-12, IL-18, IL-33 IL-33 IL-7,IL-15
Epigenctic Epigenetic Epigenctic Somatic recombination

Memory mechanism

modifications

modifications

modihcations

and hypermutation

Precursor
reprogramming

Yes

7

o

Mo







