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Respuesta iInmune
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Tipos de respuesta iInmune

Depletion of NK cells; g _
blocking of IL-12, IFN-y ' Depletion
i of T cells

— Control of infection |—as""
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of infection
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12][ IFN-y| |
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Abbas A. Et al, 2000



Janeway C.A. And Medzhitov R. Ann Rev Immunol, 2002. 20:197-216

Sistema iInmune innato

o Sistema muy conservado,y evolucionado
presente en plantas y animales

 [liene como lecho una respuesta inflamatoria
Iniciada por macrofages,; polimorionucieares
V. mastocites a traves de receptores de la
Immunidad innata

o |L.os defectos en este sistemai son raros V. casi
siempre letales

¢ Reconocimiento de patogenes mediado, por;
receptores: PANPs (LPS'y CpG de ADN
bacteriano)



Janeway C.A. And Medzhitov R. Ann Rev Immunol, 2002. 20:197-216

Propiedad Sistema Inmune Sistema inmune
innato adaptativo

Reconocimiento Patrones moleculares Detalles de la
conservados estructura molecular

Discriminacién entre lo | Perfecta, seleccionado | Imperfecto:
propio y lo extrano Ancestralmente seleccionado a nivel
celular

Respuesta Moléculas co- Expansion clonal o
estimuladoras, anergia
citocinas y quimiocinas | |[-2, citokinas
efectoras




Componentes de la inmunidad innata

Componente

Capas del epitelio

Funcion

Barreras

Prevenir la entrada de microorganismos

Defensinas, linfocitos intraepiteliales

Muerte de microorganismos

Células efectoras circulantes

Proteinas efectoras circulantes

Neotrofilos Fagocitosis temprana, muerte de microorganismos
Macroéfagos Fagocitosis, muerte de microorganismos, activacion de respuesta inflamatoria
Células NK Muerte de células infectadas, activacion de macréfagos

Complemento

Muerte de microorganismos, opsonizacion, activacion de leucocitos

Lectina de union a manosa (colectinas)

Opsonizacion, activacion del complemento

Proteina C reactiva (pentraxina)

Opsonizacion, activacion del complemento

Factores de coagulacion

TNF, IL-1, quimiocinas

Compartalizacion de tejidos infectados

Inflamacion

IFN-a.y B

Resistencia a infecciones virales

IFN- y

Activacion de macréfagos

IL-12, L.-18, IL-23

Produccion de IFN-y por NK'y células T

IL-15

Proliferacion de células NK

{ 1L-10, TGF- B

Control de la inflamacion



Medzhitov R, Nature review in Immunoogy, 2001,
Akira S and Takeda K, Nature review in Immunology, 2005

Reconocimiento Inmune innato

e Basado en ellreconecimiento de productos
constitutives consernvados

* Pertenecientes a vias metabolicas unicas a

0S micreorganismes y ausentes del

nespedador, esenciales para la sebrevivencia
dellmicroorganismo, Ej: LPS; lipoproteinas,
peptidoglicano y acido lipeteicoico

o Permite la identificacion de “huellas dejadas
por oS microorganismes”, ausentes del

nespedador: Sensores de la presencia de
Infeccion




Family

Member (major ligand)

TLRs |

C-type lectin receptors

Scavenger receptors

Complement receptors

IFN-inducible proteins
CARD helicases
NOD-like receptors

Complement

Pentraxins

Collectins

TLR1 (triacyl lipopeptides), TLR2 (LTA®, zymosan, lipopeptides), TLR3 (dsRNA, polyI:C), TLR4 (LPS),
TLRS (flagellin), TLRO (diacyl lipopeptides), TLR7 (ssRNA, R848), TLRS (ssRNA, R848), TLRY (CpG-
DNA), TLRI1 (profillin-like molecule)

Mannose receptor (ligands bearing mannose, fucose, or N-acetyl glucosamine), DC-SIGN (ICAM-2/3,

HIV gp120, Mycobacterium tuberculosis ManLAM), Dectin-1 (zymosan, -glucans from fungi)

Scavenger receptor A (modified LDL, apoptotic cells), CD36 (oxidized LDL, apoptotic cells), MARCO
(modified LDL)

Integrins [CR3 (iC3b, B-glucan, fibrinogen), CR4 (iC3b, B-glucan, fibrinogen)], gClgR (Clq), C5aR
(C5a)

PKR (dsRNA), OASs (dsRNA)

RIG-I (uncapped 5'-triphosphate RNA), MDAS (polyl:C, dsRNA from EMCV)

NODI (iE-DAP), NOD2 (MDP), 14 NALPs [NALPI (cell rupture), NALPIb (anthrax lethal toxin),
NALP3 (bacterial mRNA, R848, extracellular ATP, uric acid crystals)], IPAF (Salmonella flagellin),
NAIPS (Legionella flagellin)

C3 (carbohydrates and proteins on microbial surfaces), Clq (immune complexes, apoptotic cells)

SAP (LPS, Clg, apoptotic cells), CRP (PC, Clg, apoptotic cells), PTX3 (galactomannan, Clg, zymosan,
apoptotic cells)

MBL (LPS, LTA, HIV gp120)

Myeong Sup Lee and Young-Joon Kim Mol. Cells, Vol. 23, No. 1, pp. 1-10

PRR citoplasma, PRR membrana
D PRR solubles



Receptores de la inmunidad
Innata

Distintas clases de PRR dentro de elles estan
os receptores Ioll

=unciones de activacion de la cascada del
complemento y fagocitesis. Iniciacion de
cascada de senalizacion que conduce a
activacion de la mmunidad innata

Activacion de inmunidad adaptativa

Contrel mediante |a participacion de
moleculas coestimuladoras, citocinas V.
guimioecinas (celulas dendriticas)




Akira Shizuo. Curr Opin Immunol, 2003, 15:5-11.

Pasare C. And Medzhitov R. Curr. Opinimmunol, 2003, 15:1-6.
Goldstein DR. Curr. Opin Immunol. 2004)

Takeda K and Akira S. International Immunol. 2005. 17:1, 1-14

Receptores Toll T .
(T L R) T;f;“fgr"‘ ' TLR for

* Reconocen bacterias, hongosy, Virug: TLRTor

peptidoglycan

o Reconocimiento de motives altamente consernvados:
patrones moleculares asociados a patogenos
(RAWVIRS)

* 11/ receptores Toll' hasta ahora descritos

. Dominio extracelular rico en leucina

. Dominio intracitoplasmatico similar;al receptor: de |-
1 (TIR)

* Senalizacion a traves de: My[D88, kinasa asociada al

receptor de IL-1' (IRAK), factor: asociado al receptor:
del TNE (TRAE), Map kinasas'y (NF)-xB

flagellin




Takeda K and Akira S. International Immunol. 2005. 17:1, 1-14

diacyl triacyl
lipopeplides lipopeptides flageliin

TLR2

TLR2




Estructura y localizacion celular de TLRs y NOD

TLR1
or

TLRe TLR2 TLR4  TLR5

LRR domain

Plasma membrane

-

/

CARD NOD  LRR domain

L} - NOD1
L H H M NOD2

QD CARD  NOD LRR domain

Warren Strober®, Peter J. Murrayf, Atsushi Kitani* and Tomohiro Watanabe, volumen 6, Enero 2006




Medzhitov R, Nature review in Immunoogy, 2001

Receptores de reconocimiento para
patrones moleculares

(8) Grameposiive Gram-negafive  Other microbe Microbe 1 Microbe 2 Micrabe 3
bacteria bacteria classes

PGN LPS

A o O
} }

1 I I o O W WA
TLR?

TLR4 TLRX TLR4 TLRS TLRS TLR2  TLR4 TLR2

N/ W

Inflammatory response Response A Response B Response C

Current Opinizn in Immunciogy



Estructura y
senalizacion via TLR

MAP kinases

|
} TIR domain

||

% NF-xB- blndlng motif &

T

Nuclear membrane

Nature Reviews | Immunology




Medzhitov R, Nature review in Immunoogy, 2001

TLRs en iInmunidad en
mamiferos

 |_.amayoria de los ligandos son
productos microbianos cConsenvados

» | aimayoria de los TLRs pueden
[econocer varnos: ligandos
estructuralmente no relacionades

o Algunoes TLRs requieren de proteinas
accesorias para reconocer sus ligandes
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Especificidad de los receptores Toll

Paptidoghycan (G+)

Lipoprotein

Lipoarabinomannan

(Mycobacteria)

LPS (Leptospira)

LPS (FPorphyromonas) LPS (G-) . :
GPI ( Trypanosoma cruzi) Lipateschoic acids (G+) | . Unmethylated
Zymosan (Yeast) RSV F protein dsRNA | |Flagnll.n CpG DNA

v \ v \ \

QTLFH
0-2)

Nature Reviews | Immunology




AKIra snizuo, curr Opin Immunol, 200s, 19:0-11.
Medzhitov R, Nature review in Immunoogy, 2001

Reconocimiento de PAMPS
mediado por LR

o [ILR4: Primer receptor Tolllreconogcido;
expresado enmacrofagoes y celulas
dendriticas

EI'LPS en circulacion es capturado por LBP
(proteina de union de LPS). LPS-LBP es
transfernido a CD14 en |la superficie de
fagocitos.

Participacion de la moelecula MID2, asociada a
TLLR4



Medzhitov R, Nature review in Immunoogy, 2001

Senalizacion via TLR4

Peptidoglycan (G+)
Lipoprotein
Lipoarabinomannan
{Mycobacteria)

LPS (Leplospira)
LPS (Porphyromonas) LPS (G-)

GPI ( Trypanosoma cruzi) Lipoteichoic acids (G+)
Zymosan (Yeast) RSV F protein Flagellin

Unmethylated
CpG DNA

Figure 3 | Ligand specificities of TLRs. Toll-like receptors (TLRs) recognize a variety of pathogen-associated molecular
patterns (FAMPs). Recognition of lipopolysaccharide (LPS) by TLR4 is aided by two accessory proteins: CO14 and MD-2. TLR2
recognizes a broad range of structurally unrelated ligands and functions in combination with several (but not all) other TLRs,
including TLR1 and TLR&. TLR3 is involved in recognition of double-stranded (dsRNA). TLRS is specific for bacterial flagellin,
whereas TLRI is a receptor for unmethylated CpG motifs, which are abundant in bacterial DNA. G+, Gram-positive; G-, Gram

negative; GPI, glycophosphoinositol; RSV, respiratory syncytial virus.




Akira Shizuo, Curr Opin Immunol, 2003, 15:5-11
Medzhitov R, Nature review in Immunoogy, 2001

Reconocimiento de PAMPS mediado por TLR

* TLR2

Reconoce, peptidoglicano de las bacterias gram+,
zimosan, glicofosfatidilinositol de /= Cruzi; Reconoce LPS
atipico proveniente de leptospira. Cooperacion con TLR1
y TLR6

 TLRS

La flagelina es un poderoeso inflamatorio cuya senal esta
mediada por; TLRS. Es expresado en la cara basolateral
mas no en la apical de |la superficie intestinal

* TLR9 respuesta a ADN bacterianoy, virally
oligonucleotidos sinteticos que contienen dinucleotidos
CpG no metilados.

* TLR3. Expresado casi exclusivamente en celulas
dendriticas. Funciona como, receptor: para RNA de doble
cadena



Papel de la senalizacion via Toll en
|la respuesta iInmune adaptativa

o |La expresion de diferentes grupos de
receptores loll en diferentes poblaciones de
celulas dendriticas programadas para
desencadenar repuestas; 'hi o Th2 puede
facilitar la funcion de la respuesta inmune
adaptativa

o Ratones deficientes en MyD88 ne generan
respuesta celular a LPS, se desviala
respuesta Thil hacia unpatron TTh2



Diferenciacion de celulas dendriticas
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SUBPOBLACIONES DE CELULAS

Dendritic
cell subset Markers
Myeloid CD11c*CD205-CD11b*
CD8 -CD4+-
Lymphoid CD11c*CD205*CD11b-
CD8 *CD4-

Plasmacytoid CD11c*CD11b-B220*
GR1*-

DENDRITICAS

Function

Located in splenic marginal zones. Efficient
stimulation of CD4* and CD8* T cells. Favor
Th2 differentiation

Efficiently cross-present exogenous antigens to
CD8* CTL. Favor Th1l differentiation
Maintain cross-tolerance to self antigens.

Possibly contribute to peripheral self-tolerance.
Mediate anti-viral responses through
production of IFN- o, .

Wallet MA et al. Clinical Medicine & Research, 2005 3:3, 166-175



Inmunoregulacion de las celulas

Slariticels

Naive T cell
A” cpsoM

ﬂ u cD8g"

sILT4 IL-1pht
TNF-o
IL-12 p70
sILT4h
miLT4'e

Effector CD4* T cell

Wallet MA et al. Clinical Medicine & Research, 2005 3:3, 166-175



Inmunoregulaoién de las celulas
cle, Flr"l‘ifbj por IL-10

Tolerogentc
r signal

y Enhibltory
. - signal .
miLT4 N ::._. . :

Naive T cell CDBD'“
cDag'?

IL- E'“

IL-1p'e

TNF-a (inhibition) — Anergy
IL-12 p70

(inhibition)

sILT4'e

Effector CD4* T cell

Wallet MA et al. Clinical Medicine & Research, 2005 3:3, 166-175



Modulacion de celulas dendriticas
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Peptidos antimicrobianos: Las
defensinas

= Son polipeptidos de menos de 100 aaicon
actividadlantimicrobiana a concentraciones
fisiologicas. Dos miembros principales:
defensinas y catelicidinas (LL37)

= A, [3; 6 defensinas: Hoja plegada beta,
estructura de cisteinas con puentes; disulfuro
Distribucion: mayor concentracion, presente en
granulos de almacenamiento. Celulas de
Paneth en el intestino delgado. leucocites

= Actlividadicontra bacterias, hongos V. Virus

Ganz Tomas. Nature Review in Immunology, 2003, septiembre: 3.
Mary E. Klotman and Theresa L. Chang, Junio 2006



Table 1| Distribution and source of defensins

Defensin Tissue distribution Cell source Synthesis and requlation
HNP1,HNP2  Placenta, intestinal mucosaand cervical Neutrophils*, monocytes, macrophages, ~ Constitutive
and HNP3 mucus plug natural killer cells, B cells and 10 T cells
HNP4 Not determined Neutrophils* Constitutive
HD5andHD6  Salivary glands, smallbowel, inflamed large Intestinal paneth cells* andvaginal Constitutive or inducible, such as by
bowel, stomach, eye, female genitaltract ~ epithelial cells (HD5 only) sexually transmitted infection
(HD5 only), breast milk and inflamed urethral
lumen
HBD1 Oral and nasal mucosa, lungs, plasma, Epithelial cells*, monocytes, Constitutive or inducible in response
salivary glands, small and large bowel, macrophages, monocyte-derived to interferon-Y, lipopolysaccharide and
stomach, skin, eyes, mammary glands, dendritic cells and keratinocytes peptidoglycan
urogenital tract and kidneys
HBD2 and Oral and nasal mucosa, lungs, plasma, Epithelial cells*, monocytes, Inducible in response toviruses,
HBD3 salivary glands, small and large bowel, macrophages, monocyte-derived bacteria, lipopolysaccharide,
stomach, skin, eyes, mammary glands, dendritic cells and keratinocytes peptidoglycan, lipoproteins, cytokines
urogenital tract and kidneys (IL-1B, TNF) and growth factors
HBD4 Gastric antrum and testes Epithelial cells* Constitutive or inducible in response to
PMA and bacteria

*Main cellular source. HBD, human B-defensin; HD, human oi-defensin; HNF, human neutrophil peptide; IL- 1B, interleukin-1p; PMA, phorbol 12-myristate
13-acetate; TNF tumour-necrosis factor.

Mary E. Klotman and Theresa L. Chang, Junio 2006




Sintesis y liberacion de
defensinas

Bone-marrow promyelocyte Blood neutrophil Tissue neutrophil
(phagocytosis)
Mucleus |[ER Golgi | Maturing

1 Preprodetensin [l Prodefensin [l Defensin

HNP: defensina a, péptido de los neutréfilos humanos
Nature Reviews | Immunology

Mary E. Klotman and Theresa L. Chang, Junio 2006
Ganz Tomas. Nature Review in Immunology, 2003, septiembre: 3.
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Papel de las defensinas en la infeccion contra el HIV

o O Infected
: CD4 T cell

HBD2 and HED3

o0 O
O

ﬁ"l—ucnﬁal

epithelial
cell

d Macrophage

Chemokines an

cytokines J.
.

O
Recruitment of
Immature adaptive immune

dendritic cell response

Mary E. Klotman and Theresa L. Chang, Junio 2006



Lehrer R., et al. Curr Opin Immunol, 2002

Defensinas: induccion de respuesta
INMune adaptativa

o Reclutamiento de neutrofilos rices en| a-defensina
o Efecto antimicrobiano directo
o Facilitan y amplifican Rl adaptativa

* Aumentanla proliferacion de los linfocites,
aumentan la preduccion de citocinas, aumenta la
respuesta de anticuerpos (1gG1l, IgG2a y 1gG2hb)

o« Reclutamiento de celulas dendriticas imnmaduras

Disminucion de expresion de moleculas de
adherencia



Peiser L., et al, Curr Opin Immunol, 2002

Receptores Scavenger en
Inmunidad Innata

« Pertenecen al grupo PRR; expresadoes en celulas
mieloides y celulas endoteliales

o Captura y eliminacion de elementes propios
transformados; (ej: cellapoptoticas)

» |nteracciones con bacterias

— SR-Al'y SR-AIl: Expresados en la mayoria de macrofagos
tisulares (no neutrofilos ni monocites). Union de lipido A
(LPS) y bacterias Gram + (LTA)

— La eliminacion de estos receptores en ratones conduce a
susceptibilidad a L. monocitogenesy S. Aureus

— SR-A en eliminacion del LPS



Fidgor CG. Et al. Nature Review in Immunology, 2002:2

Receptores lectinas tipo C en
la Inmunidad innata

» |ectinas de tipo € se unen a azucares en una
manera dependiente de Ca utilizando residuos, de
carbohidrates altamente conservados (CRDs).

« Ejemplos de tipo solubles: Surfactante pulmonar
(SPA y SPD), llamadas colectinas
(colagenotlectina). Proteina de union a manosa
(MBP)

» Alunirse a sus ligandes, las colectinas se asocian a
receptores en laimembrana promoviendo la
fagocitesis



Innata

* [Familia de receptores
unides a laimembrana del
tipo lectina: de tipo |
(posee varios CRDs) vy de
tipo Il (un solo dominio
CRD)

* De tipol: MMr, DEC 205

* Detipo ll: Langerina, DC-
Sign, Induce proliferacion
de celulas, It mediada por:
DC.
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Abbas A, 2005, Kopp Curr Opin Immunol 1999, Greenberg S. Curr Opin Immunol, 2002

Inmunidad innata: Fagocitosis

. Principalmente por PIVIN'Y.
MOonocitos/macrofages
— Migracion v llegada al sitio de |a mnjuria
— Comienzan aingerir; detritus celulares, bacterias y

particulas extranas

» Reconocimiento en parte por. PRR o receptores de
patron de reconocimiento

» <100 nm endocitosis, mediada por; clatrina
* >100 nm y multivalentes por fagocitosis

» Una vez ingeridas forman los fagosomas, los granuloes
citoplasmaticos comienzan a fusionarse generando
degranulacion y formacion de fagolisosoma

— Mas abundantes: defensinas, lisosimas, lactoferrina



Mac-1
integrin

[
I with antibody
|
I

Scavenger |

Fagocitosis: [k Al
Vlecanismo

Phagocyte
membrane zips
up around microbe

(O Microbe ingeste
in phagosome

DO Lysosome fuses
with phagosome,
killing microbe




Lanier L, Clinical Immunology, 95:1, 2000

Origen y funciones de las
celulas NK

o Representan entre 5-20% de los linfocitos
circulantes, 5% de los linfocites esplenicos

» Expresion de CD56 Yy CDA6, ausencia de
CD3

» Producen citokinas: INE-y, TNE-a,
_infetexina,, IL-3, GM-CSE;, IL-5, IL-13; IL-10;
-8, MIP=1lai, MIP=13; entre otras.

o Deficiencia de NK, infecciones virales
severas

e Resistencia contra: L. /monoc/iogenes,
malaria, /. gonal, Lelsfimania.




Kagi Annu Rev Immunol 1999, Kos Immunol Today 1996, Immunol Today 1995, Immunol rev 1997

Citotoxicidad

o (CD8citotoxicas

Educadas para
reconocer peptides

Granules citaliticos
formadores de poros

Poseen perforina
analogo al C9, gramzime
(neofermada)

Citotoxicidad via Fasl

Pico maximo de
activacion 5-8 dias

o (Celulas NK

Reconocen MHC
propias

Granulos, citolitices
formadores de poroes

Poseen perforina
analoego al C9,
gramzime
(constitutivamente)

Citotoxicidad via FasL

Pico maximo de
activacion 1-3 dias



a Granule exocytosis pathway

NEK actaling
Meceior

Caspasa-depandant

) === ggecdiada por

MK inhibitary =
receptor A Tumour cells

Granule exocytosis
{mediated release of
perforim and granzymes)

b Death-receptor pathway

FAS (CD95)

Tumour cells

THAILR
(DR and DARS)

€ IFN-y, nitric oxida
MK cel
Industion of MHC molecules
Anti-angiogenc effect

—

)
A:t'wabmk . Tumcur cells
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Nature Reviews | Cancer



Hoffmann Science 1999; 284:1313; Underhill DM, Ozinnsky A. Curr Opin Imm, 2002

Inmunidad innata: conexién con
INmunidad adquirida

« PRR induce la expresion y sintesis de
moleculas co-estimuladoras; citekinasy

guemokinas en APC
» TLR4:

— A traves de la activacion de NF-kB induce

expresion de:
e [I-1B, IL-6, IL-8, p40 de IL-12, CD80 y CD86

» Ratones deficientes en MyD88 desarrollan
patron IiH2



Luster AD., Curr Opin Immunol, 2002

Papel de las Quimiocinas en la
conexion: Inmunidad

Innata/inmunidad adquirida

o Eventos mediados por TLRs para elreclutamiento
de celulas dendriticas iInmaduras, hacia los; sitios
de entrada de los pategenos, V el trasladoe de
estos a los nodulos linfaticos en donde activaran
a celulas T virgenes.

o | a activacion mediada por: LR induce la
liberacion de guimioecinas a partir de les
macrofagos residentes y celulas dendriticas,
reclutando, diferentes grupos de: leucocitos

» Asociacion entre la activacion de respuesta I[H2 .
laieosinofilia tisular



Trdfico de CD mediado por guimiocinas
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