MECANISMOS DE AMPLIFICACION DE
LA RESPUESTA INMUNE




INMUNIDAD INNATA

PRIMERA LINEA DE DEFENSA CONTRA LAS INFECCIONES

# Lainmunidad innata estimula la respuesta inmunitaria
adaptativa

# El sistema inmune adaptativo produce senales y
componentes que estimulan e incrementan la efectividad de

la respuesta innata



INMUNIDAD INNATA

COMPONENTES DE LA INMUNIDAD INNATA

# Barreras: Capas Epiteliales, Defensinas, Linfocitos
Intraepiteliales

# Celulas efectoras: Neutroéfilos, Macrofagos, Células NK

® Proteinas efectoras: Complemento, colectina, proteina C
reactiva, factores de coagulacion

® Citoquinas: TNF, IL-1, quimiocinas, IFNa. - By v, IL-12, IL-15,
IL-10, TGF



INMUNIDAD INNATA

LA RESPUESTA INFLAMATORIA ES LA REACCION LOCAL
INICIAL DE LA INMUNIDAD INNATA

LA FUNCION DE LA INFLAMACION ES DESTRUIR LOS
MICROORGANISMOS INVASORES PONIENDO EN
CONTACTO LAS CELULAS EFECTORAS ACTIVADAS
CON LOS MICROORGANISMOS EN UN TEJIDO
INFECTADO



FAGOCITOSIS

ACTIVACION DEL
COMPLEMENTO
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FAGOCITOSIS




FAGOCITOSIS

—

® Proceso dependiente del citoesqueleto que consiste en
la ingesta de particulas grandes (>0,5 um de diametro)
y posterior destruccion por la produccion de moléculas

microbicidas

# FAGOCITOS PROFESIONALES
Mononucleares
Monocitos
Macrofagos: Células de Kupffer
Ceéelulas de la microglia
Ceélulas mesangiales
Osteoclastos
Macrofagos alveolares
Polimorfonucleares
Neutrofilos

® FAGOCITOS NO PROFESIONALES
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FAGOCITOSIS

® RECEPTORES:

Receptores de Manosa
Receptor Scavenger
Receptor Fc

Receptor del complemento
Integrinas

Receptores tipo Toll

® FUNCIONES:

- Union del microorganismo
- Seiales de activacion para

Remodelacion de la membrana del
fagocito

Formacion del fagolisosoma
Generacion de radicales libres

Produccion de mediadores
Inflamatorios



FAGOCITOSIS

# RECEPTORES ENDOCITICOS

# RECEPTORES DE SENALIZACION



FAGOCITOSIS

RECEPTORES ENDOCITICOS:

El reconocimiento del Ag lleva a la internalizacion y fusion con
los lisosomas

®= Receptores de Manosa

Lectinas que reconocen carbohidratos
con gran numero de manosa.
También ficolinas

®= Receptor Scavenger

Se unen y median la fagocitosis de pomz
particulas de LDL oxidadas o
acetiladas. Se unen también a
polirribonucleodtidos, LPS, silice

Clase A (SR-A) fagocitosis de bacterias
Clase B (SR-B) CD36 fagocitosis de células apoptoticas

J Cell Sc, 2001. 114:1061-1077




FAGOCITOSIS

a Activation or inhibition of cell signalling
RECEPTORES ENDOCITICO Antigen

# Receptor Fc

Los fagocitos reconocen a los
patdgenos opsonizados
por IgG (IgG1, IgG3) a
través de receptores para
la porcion Fc de las Igs

- Activadores: FcyRI, RIIA y RIII

- Inhibidores: FcyRIIB

Nat Rev Immunol, 2002, 2: 580-592 Actvation Flall oluilely
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RECEPTORES ENDOCITICOS:

# Receptor del complemento

Algunos fragmentos del sistema del complemento son potentes
opsoninas y son reconocidos por los receptores CR1, CR3,
CR4, C1gR

N o Anticen
Antigen recognition Antigen

and Or UL take

recognition

and/or uptake

€Al Ch) LD CRd

# Integrinas
En especial a3, (CD11b CD18 o0 Macl), asf; o,Bs



FAGOCITOSIS

RECEPTORES DE SENALIZACION:

El reconocimiento de Ags induce la activacion de una gran
variedad de vias de transmision de sefiales que ponen en
marcha la activacion de numerosos genes de la respuesta
Inmune

Pepiidoglycan (G+) Receptores tipo Toll

Lipoprodain

Lipoarabinomannan

[Mycobaciana)

LPS (Leptospira)

LPS [ Forpinyromonas) LPS [5-)

GPI [ Trypanosoma cruzi) Lipateichoic acids (G+) - Linmeathylated
Zyriogan [ Yaast) RSV F protam d:‘sHNﬂ Flavellan Lpl DiNA

v \ \

/
TLR1 CcDi14 ugn-nﬂjTLHd U TLRZ ;] TLRS U TLRS
o8 O U 0

Nature Reviews | Immunalogy

Nat Rev Immunol, 2001. 1:135-145



FAGOCITOSIS Y APOPTOSIS
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FAGOCITOSIS Y APOPTOSIS
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MECANISMOS DE DESTRUCCION DE LOS

MICROORGANISMOS
LISOSOMAS

pPH bajo

Hidrolasas acidas (proteasas, nucleasas, glucosidasas,
lipasas)

Proteinas cationicas
L actoferrina

*ESTALLIDO RESPIRATORIO

Posterior a la union de los receptores endociticos hay un
Incremento en la captacion de oxigeno por los fagocitos para la
generacion de productos intermedios reactivos de O, (ROlI,
reactive oxygen intermediates)



MECANISMOS DE DESTRUCCION DE LOS
MICROORGANISMOS

*ESTALLIDO RESPIRATORIO
generacion de ROI por las enzimas:

NADPH OXIDASA

A £ B i
SUPEROXIDO DISMUTASA EnzimaS// ~_ Bacternia
SINTETASA DEL OXIDO o

NITRICO inducible (iNOS)
MIELOPEROXIDASA

Arginina

Oxidantes reactivos
Superoéxido O, Noﬁ.‘mos
Radicales hidroxilo OH e
Perdxido de hidréogeno H,O0,
Oxido nitrico NO Pegciicsons . oy
Acido hipocloroso HOCI 5




FAGOCITOSIS
PRODUCCION DE MEDIADORES INFLAMATORIOS

IL-1 TGFB
IL-6 TNFo
IL-8 (=N
IL-10 IFNB
QUIMIOCINAS TNFo

FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS
FACTOR ACTIVADOR PLAQUETARIO

DERIVADOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO

GMCSF GCSF

MCSF



EVALUACION DE LA FAGOCITOSIS

Deficiencia de los fagocitos conduce a infecciones
recurrentes con bacterias y hongos.

ESTUDIOS FUNCIONALES
® Ensayos de guimiotaxis

# Ensayos de adhesion

® Ensayos de fagocitosis

# Ensayos de estrés oxidativo
® Actividad microbicida
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SISTEMA DEL
COMPLEMENTO

OPSONIZATION ACTIVATION OF INFLAMMATORY CLEARANCE OF
RESPONSE IMMUNE COMPLEXES

Complement

recepto
Bacteria “
Complement *




COMPLEMENTO
FUNCIONES

® LISIS
= OPSONIZACION

= ACTIVACION DE LA RESPUESTA
INFLAMATORIA

® ELIMINACION DE INMUNOCOMPLEJOS



‘A | classical B | lectin ' C | alternative

COMPLEMENTO

C1q binding to MBL binding to spontaneous
- antbody-antigen complexes oligosaccharides on breakdown

*Se nombran con 1a letra C et bl
seguida de un numero o por h i C3b 4 C3a

FLE U v p Y um 9 : ~
letras como factor B Clu ¥ hiay o, 4 MO

_ . : ~  surface-bound C3b
*Proenzimas inactivas hasta %5 cive can «— factor B
Su escision proteolitica c2—»| Cabe
v factor D >
. , ~ Cab2 C3bBb + Ba
= fragmento mas pequeno | Sahiesen e
se designa con laletraay Cab2a C3bBbP
el mas grande con la letra [ (Cocomense), (3 comvertase)
b D terminal N ¥
, excepto para C2 e i - - C3 convertages
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La via clasica es un ' Co0678
mecanismo efector de la < I

(membrane attack complex, MAC)

iInmunidad humoral
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30 - 16 units membrane disruphon
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COMPLEMENTO

VIA CLASICA
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IgM soluble (Fc inaccesible) [— —

VIA CLASICA

o unida ol anigeno & iige » Cada molécula de C1 puede
unirse a 2 sitios Fc

« Una molécula de IgM
pentameérica unida a Ag expone
3 sitios de union a C1

« Una molécula de IgG contiene
sOlo un sitio de union a C1,
para que ocurra la activacion
. de C1qg es necesario que 2
GGunidaslontigene & moléculas de 1gG estén

il adyacentes




VIA CLASICA

e La union de C1qg a la region Fc convierte a C1r
en una enzima activa, la cual escinde a C1s
convirtiendola en una enzima activa

*C1s hidroliza C4y C2
*C4a es una anafilatoxina, queda libre

*C4b se ancla adyacente a C1

*C2a se une a C4b, C4b2a » C3 convertasa -___""ﬁ.cmmadecs

«C3a es una anafilatoxina, queda libre

« Una molécula de C3 convertasa puede generar
200 moléculas de C3b, paso de amplificacion de
la cascada

» C4b2a3b » C5 convertasa =




Via de la Lectina Via Clasica

B: acteria Antigen-antibody
complex

s-d
\ ¢ \“

Mannose-
bi n(‘mq lectin

CablC2a

v 5
ol — @

VIA DE LA LECTINA

 Se inicia con la union de MBL,
(Mannose Binding Lectin) con
residuos de manosa sobre la
superficie de microorganismos

e Union de MASP, serina
proteasa asociada a MBL

* El complejo MBL-MASP causa
la escision de C4

 MBL similar a C1gq, MASP
similara C1lry Cls


http://content.nejm.org/content/vol343/issue5/images/large/06f1.jpeg

VIA ALTERNATIVA

« C3 sérico sufre hidrolisis
espontanea

 C3b se une covalentemente a
superficies extranas

» Superficies de las células de
mamiferos contienen acido sialico
gue inactivan a C3b

 Factor B se une a C3Db,
permitiendo al factor D escindir el
fragmento Ba

 C3bBb » C3 convertasa, es
Inestable hasta la unién de
properdina

Estabilizado =]

por properdina

- C3a

) Hidrolisis de
.. fase fluida
Superficie |
microbiana &

C3b inactivo

—~  Superficie del
microorganismo

> C3b ;,_:f’]~ Convertasa de C3
»
[ r‘lBa

. C3a g pt
el o C3b

S o [Cf il

Amplifica la escision de C3
iniciada por la via clasica
o alternativa

3b 871 c3b | — Convertasa de C5




Poli-C9

i Membrana plasmatica

SECUENCIA TERMINAL

- La via clasica, de la lectina y la alternativa conducen a la produccion de C5
convertasa que escinde a C5

» C5b se une a la superficie de la célula blanco, es inestable hasta que se une C6
* Al unirse C7 el complejo se inserta en la bicapa lipidica

 La union de C8 induce un cambio conformacional

« C5b678 forma un poro de 10 A

* El paso final es la polimerizacion de C9, molécula similar a perforina

« El CAM tiene forma tubular y el @ es de 70-100 A



RESUMEN

a Classical pathway

Imrnunoglotulin Y |
N /Y

'Bacterial
antigen

i

]I Bactanal surtacs

¢ Alternative pathway and amplification loop

b Lectin pathway

MELficolin

Carbofmpdrata

Bacterial surface

Hacienal surface

Nature Reviews | Immunclogy




RECEPTORES
RECEPTOR | LIGANDOS DISTRIBUCION FUNCION
CR1 C3b. C4b Eritrocitos, neutrofilos, -Bloquea formacion de
(CD35) ’ monocitos, macrofagos, C3 convertasa
eosinofilos, células -Cofactor para Factor |
dendriticas, células B, -Eliminacion de
algunas células T iInmunocomplejos
CR?2 C3d, C3dg Ceélulas B, algunas células | -Correceptor de cel B
CD21 . " | T, células dendriticas -Receptor para VEB
( ) IC3b foliculares -Atrapamiento de Ag en
centros germinales
CR3 iC3b Monocitos, macrofagos, | -Adhesion de
(CD11b/18) neutrofilos, NK, algunas leucocitos al endotelio
células T -Fagocitosis
CR4
(CD11c/18)
Receptor C3a, C4a Mastocitos , basofilos, -Induce degranulacion
C3a/C4a granulocitos de mastocitos y
basofilos
Receptor Cbha Mastocitos , basofilos, -Induce degranulacion
Cbha granulocitos, monocitos, de mastocitos 'y

macrofagos, plaquetas,
células endoteliales

basofilos
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PROTEINA TIPO VIA AFECTADA FUNCION

C1 inhibidor Soluble Clasica Causa que C1r,s, se disocie
de Clq

C4BP Soluble Clasicay lectina | Bloquea formacion de C3
convertasa por union a C4b
Cofactor para Factor |

Factor H Soluble Alterna Bloguea formacion de C3
convertasa por union a C3b
Cofactor para Factor |

CR1 (CD35) Unida a Clasica, alternay | Bloguea formacion de C3

MCP (CD46) membrana lectina %%%vertasa por uniona C4b o
Cofactor para Factor |

DAF (CD55) Unida a Clasica, alternay é%eC'%rnavgggggaCié” de las

membrana lectina Cofactor para Factor |
Factor | Soluble Clasica, alternay | Corta C4b o C3b usando
eEineE C4bBP, CR1, factor H, DAF, o

MCP como cofactores

Proteina S Soluble Terminal Impide la insercion de C5b678

HRF Unida a Terminal Blogue la union de C9,

MIRL (CD59) membrana uniéndose a C5b678

Inactivador de Soluble Efectora Inactiva las anafilatoxinas

anafilatoxinas

C3a, C4ay Cbha




Current Op Immunol, 2000. 12:44-51



b Regulation Current Op Immunol, 2000. 12:44-51

o Nat Rev Immunol, 2007. 7:9-18
Cofactor activity

Factor | and CD4é,

factor H ar CR] Factor |, CR]
C3b - - CS-::.CE-c:lg

Factor | and CD4éa,
CABP or CR] > [Cdc Cad

Decay-accelerating activity for C3 convertases

L : -
C36RE C D55, CRI, factor H »[C35. BD

CD55, CRI C4BFP
CAbC2a »|C4b, Cla

Inhibition of lysis

D52, 5 protein —
C5b-C9 | MAAC inhibition




C1 inhibitor

\/ C1 MBL C3(H,0) properdin
Immune complexes Carbohydrates, IgA Some bacteria and viruses

Classical pathway Lectin pathway Alternative pathway

Clearance of
apoptotic cells

Fl, C4BP C3-convertase C3-convertase
CD35 (C4b2a) (C3bBDb)

Fl, FH, FHL-1
CD35, CD46, CD55

CD46, CD55
/ Amplification

Activation of C3
Opsonisation Deposition of C3b

~ |

Release of C5-convertase Fl, FH, FHL-1, C4BP

anaphylatoxin C5a CD35, CD46, CD55

|

. Membrane attack CD59
Lysis

-complex vitronectin

TRENDS in Immunology



# CITOLISIS

\ Phospholipid
{ A bilayer

- El CAM es capaz de lisar bacterias, virus, eritrocitos y
células nucleadas

- Evita la expansion viral durante la infeccion aguda. Virus

gue pueden ser lisados por el complemento: herpesvirus,
ortomixovirus, paramixovirus y retrovirus

- La mayoria de las bacterias gram — son susceptibles a la
lisis mediada por complemento, principalmente Neisseria

- Las células nucleadas son mas resistentes a la lisis que los
GR



COMPLEMENTO

FUNCIONES

® RESPUESTA INFLAMATORIA

C3a, C4a y Ch5a son anafilatoxinas que se unen a
receptores sobre mastocitos y basofilos e inducen
degranulacion con liberacion de histamina y otros
mediadores

C3a y Cbha estimulan en los neutrofilos:
la migracion hacia los sitios de entrada del Ag
la adhesion a las células endoteliales
la produccion de intermediarios reactivos del O,
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\ Fagocito

Nicleo

Los inmunocomplejos y las particulas antigenicas son
recubiertas por estas opsoninas que se unen a los
receptores (CR1) sobre fagocitos (macrofagos y
neutrofilos) incrementando la fagocitosis
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COMPLEMENTO

FUNCIONES

2 ELIMINACION DE
INMUNOCOMPLEJOS

- Los inmunocomplejos pueden ser
recubiertos con C3b que se une a
CR1 sobre los eritrocitos, los
transportan al higado y bazo, donde
ocurre el traspaso a los macrofagos

HIGADO

el presentes en estos organos y son
- @y eliminados por fagocitosis




COMPLEMENTO
PRUEBAS DE LABORATORIO

Pueden ser funcionales o inmunogquimicas

FUNCIONALES > CH50
# Evalua la integridad de la via clasica

® Mide la hemolisis especifica de eritrocitos mediada por
anticuerpos y complemento

# Emplea
Eritrocitos de carnero
Ac de conejo contra eritrocitos de carnero
Suero fresco de cobayo como fuente de complemento

® Cantidad de complemento que se necesita para provocar la
lisis del 50% de los eritrocitos, bajo condiciones
estandarizadas de sensibilizacion con Ac

Via alterna



COMPLEMENTO
PRUEBAS DE LABORATORIO

INMUNOQUIMICAS
& Concentraciones moleculares en suero

® Se pueden determinar cualquiera de los componentes de la
via clasica, alterna, lectinas y sus inhibidores

® Técnicas utilizadas
Inmunodifusion radial
Nefelometria

ELISA
# C3 evalla la via efectora comun, principalmente via clasica

# C4 evalla la via clasica y de las lectinas
# CAE Complement Activation EIA
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