Profesor: Ignacio J. Molina, 1°
Curso: 23/24
Aitana Ybot Fernandez



Aitana Ybot Fernandez Dr. Ignacio J. Molina

Anotacion:

Mi recomendacion es que antes de empezar a estudiar (Ignacio lo repite mucho en sus clases) os miréis
en YouTube un conjunto de videos “pildoras inmunolégicas”. Os dejo un QR para que accedais
directamente.
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TEMA 1: INTRODUCCION

El sistema inmunitario es el “6rgano” encargado de discriminar lo propio de lo extrafho, y actuar en
consecuencia, reaccionando ante lo extrafo. Las enfermedades autoinmunes (actian contra el sistema
inmunitario) las sufren en su mayoria mujeres.

La respuesta inmunitaria es un continuo balance entre sefales pro- y anti- (proinflamatorias-
antiinflamatorias, proapoptéticas-antiapoptéticas). Si hay un defecto en la reaccion del sistema inmune hay
una inmunodeficiencia, pero si tenemos una respuesta exagerada podemos presentar una
hipersensibilidad o alergia, por eso tenemos que tener un equilibrio.

La respuesta inmune consta de:

1. Iniciadores: elementos que detectan el antigeno y generan la respuesta.

2. Mediadores: los anticuerpos (Ac).

3. Efectores: sistema que complementa y finaliza la respuesta, porque los anticuerpos no son
respondedores.

“La respuesta inmunitaria es unica y debemos tratarla en conjunto”.
Podemos clasificar las respuestas inmunitarias (IR) segun los mediadores:

- Respuesta inmunitaria especifica: sabemos a que nos enfrentamos.
o Respuesta inmunitaria primaria: primer contacto, nos defendemos con respuesta lenta.
o Respuesta inmunitaria secundaria: tras un segundo (o siguiente) contacto, ya sabemos
como enfrentarnos a el, tenemos células de memoria, es una respuesta rapida.
- Respuesta inmunitaria inespecifica: sabemos que hay un agente extrafio/patégeno, pero no
sabemos como o con que actuar contra el, actia de forma estandarizada. Ejemplo: un linfocito
que reconoce virus A, SOLO responde a este y no a otro.

Dependiendo de los mecanismos efectores que utilicemos se clasifican en: respuesta inmunitaria
humoral o celular.

La célula presentadora de antigenos (APC) tiene el complejo humoral de histocompatibilidad que
SIEMPRE tiene que tener un péptido alojado en su interior, la gruta tiene que estar llena.

- Sino hay infeccion habra un péptido propio, por lo que no hay respuesta inmunitaria.

- Sitenemos una respuesta ante este péptido propio, sera una enfermedad autoinmune.

- Si presentamos el péptido a una célula adecuada y lo identifica como no propio, generara
respuesta inmunitaria.

En este proceso, también participan las moléculas accesorias, necesarias para realzar la respuesta. Una
célula presentadora de antigenos presenta el péptido a una célula T colaboradora que ayuda en multiples
tareas:

- Alos linfocitos B a producir anticuerpos.

- Alas células NK.

- Alas células de inmunidad especifica.

- Actua sobre médula ésea.

- Participa promoviendo la respuesta inflamatoria...

Desde el punto de vista inmunitario, la inflamacién es CLAVE para el desarrollo de la enfermedad. La que
manda en esta transmisidon de informacion es la célula presentadora de antigenos a la célula T. La
transmisién de esta informacion requiere contacto y tiempo. El contacto también se establece entre células
fagociticas y patogenos.
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HISTORIA DE LA INMUNOLOGIA

Dentro de este campo, podemos destacar una serie de personajes ilustres, que son considerados grandes
pioneros de la inmunologia:

- Edward Jenner: fue un médico inglés que vivia en un pueblo en el que habia mucha viruela. Se
dio cuenta de que la gente que trabajaba con las vacas no tenia viruela, y que las vacas sufrian
una enfermedad similar a la viruela (vacuna). Llegé a la conclusion de que la gente que
trabajaba con las vacas tenia contacto con las pustulas de animales enfermos y esto inmunizaba
de alguna manera a los trabajadores.

14 de mayo de 1796, Edward llevo a un nifio con viruela para comprobar si era cierta la supuesta
inmunidad que se obtenia de las vacas, le puso en contacto con estas pustulas de los animales y
el niflo superd la viruela y se inmunizo, a este proceso le llamaron como la enfermedad, VACUNA.

- Lady Mary Montagu: vivia en Constantinopla (la actual Estambul, Turquia), alli no habia viruela y
ella se dio cuenta de que esta poblacién era inmune a la enfermedad porque en Turquia se
producia un proceso de variolizaciéon, que consistia en que una persona sana ingiriera las
pustulas de los enfermos de viruela creando resistencia a la enfermedad, confiriendo proteccion
a los sanos. Quiso llevar a cabo este procedimiento en Inglaterra, donde si habia mucha viruela,
pero no se lo permitieron.

- Louis Pasteur: era un quimico, acufiado como padre de la microbiologia. Trabajaba con la peste
aviar, que enfermaba y mataba a todos los pollos en la época. Haciendo experimentos realizaron
un cultivo infectado de peste aviar, este cultivo se les administré a los pollos, pero les hizo
enfermar, por lo que determinaron que no les inmunizaba. Dejaron olvidado ese cultivo durante
todo el verano sobre la mesa, y al llegar se lo administraron a los pollos (después de tres meses
al aire), estos pollos no solo no se murieron, sino que se inmunizaron. Por lo que llegaron a la
conclusion de que la atenuacién de virulencia del cultivo generé un virus atenuado por lo que
introducia la enfermedad en los pollos, pero generandoles inmunidad y no haciéndoles
enfermar. Habia testado este cultivo en conejos y también los habia inmunizado, pero un dia un
nifio de 9 afios fue el primer paciente al que le introdujeron este cultivo, consiguieron que se
inmunizara.

- Javier Balmis e Isabel Zendal (1804): eran médico y enfermera; en el siglo 19 observaron que
habia mucha viruela en Espafa y en sus colonias. Estaban muriendo muchos nifios, para
inmunizar a la poblacién realizaban un proceso de variolozacién. Querian poner en practica este
proceso en las colonias espafolas de América del sur, pero para eso tenia que ir un enfermo en
barco hasta América sin superar la enfermedad, como el viaje era tan largo necesitaban que
siempre hubiera alguien enfermo que fuera contagiando a los demas. El experimento consistié en
montar en un barco a 20 huérfanos y en principio s6lo uno tenia viruela, fueron realizando el
proceso de variolizacién uno a uno todos los nifios, para que al llegar a América aun continuase
este proceso virulento y poder conseguir la inmunizacion.

Gracias a este experimento, la viruela fue la primera enfermedad erradicada, en 1980, tras dos
anos sin ningun caso. En el afio 2011 se erradico el virus de la peste bovina, las dos unicas
enfermedades erradicadas. La vacunacion es esencial para erradicar enfermedades. El
sarampion, estaba casi erradicado, pero ha vuelto a haber casos por nifios sin vacunar.

- Jonas E. Salk: fue el descubridor de la vacuna de la polio.

- Katalin Karik6 y Andrew Weissman: fueron los desarrolladores de las vacunas de
ARNmensajero, lo que fue clave para la vacuna del Covid.
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TEMA 2: CELULAS Y ORGANOS QUE COMPONEN
EL SISTEMA INMUNITARIO

De acuerdo a lo que nombramos en el tema 1; podemos clasificar la respuesta inmune en:

1. Dependiendo de el antigeno de reconocimiento:
o Respuesta inmune inespecifica, innata o natural.
o Respuesta inmune especifica, adquirida o adaptativa.
= Respuesta inmunitaria primaria.
= Respuesta inmunitaria secundaria.
2. Dependiendo del mecanismo efector de la respuesta:
o Humoral.
o Celular.

En la respuesta inmunitaria especifica van a responder muy pocos linfocitos, solo aquellos que tengan
en su membrana receptores para dicho patdégeno concreto. Las caracteristicas de la respuesta inmune
seran diferentes segun como se desarrolle (por primera, segunda o tercera vez), la respuesta especifica
primaria tarda mas tiempo en desarrollarse por eso en un primer contacto actua primero la respuesta
inmune inespecifica mientras se desarrolla la respuesta inmune especifica primaria.

La respuesta especifica secundaria es la creacion de células memoria, ejemplo: células memoria del
COVID no son longevas, por eso no nos aseguran proteccion y se recomienda la vacunacién anual. Cuando
vacunamos no tratamos de evitar la enfermedad sino hacerla mas leve y generar esas células memoria
para que cuando entremos en contacto con el patdégeno, podamos responder de forma rapida (respuesta
especifica secundaria) ante él.

Antigen recognition Effector functions

KINETICS OF NON-SPECIFIC (INNATE) AND ADAPTIVE (SPECIFIC) IMMUNITY
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o Activa la proliferacion o diferenciacién de los linfocitos T o B.

En esta respuesta celular tiene lugar la expresion de antigenos del patégeno por parte de las células
infectadas que son eliminadas por los linfocitos T citotoxicos (CTL). Después se realiza la suspension
de la activacion de linfocitos para que no se produzca una respuesta excesiva que genere
hipersensibilidad o alergia (una vez eliminados los patdgenos) esto es gracias a los linfocitos T
reguladores.
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RESPUESTA INMUNITARIA ESPECIFICA:

1. Inicia con el receptor de reconocimiento de antigeno y la activacion de los linfocitos que lo
reconocen. En situacion de reposo solo algunos linfocitos poseen esta capacidad.

2. Proliferacion de linfocitos capaces de responder a este antigeno.

3. Diferenciacion en células plasmaticas: las que producen anticuerpos y las células infectadas.

4. Una vez eliminado el peligro hay que suprimir esa respuesta, si hay respuesta y no hay peligro
pueden destruir a los tejidos sanos. Por lo tanto, las células B son eliminadas por apoptosis.

5. Como producto de la respuesta especifica quedan células memoria en poca cantidad pero que
duran mucho tiempo.

Las células plasmaticas de larga vida NO son células de memorias, estas células viven mucho mas
tiempo y siguen produciendo anticuerpos, solo afectan a las células B, porque SOLO PRODUCEN
ANTICUERPOS. En el avance de la respuesta el linfocito B puede ver al antigeno no procesado mientras
que a las células T hay que presentarles al antigeno procesado, sino no lo reconocen.

La respuesta especifica es generada por linfocitos mientras que basofilos, neutrofilos pueden actuar
en respuesta especifica e inespecifica. La respuesta inmune especifica primara es relativamente
ineficaz ya que es lenta, pero genera inmunidad (células de memoria).
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CELULAS INMUNITARIAS INESPECIFICAS

Estas células desarrollan respuesta inespecifica, las tenemos de forma natural, células NK, sirven como
barrera mientras los linfocitos se estan especificando, células T y B estan montando el sistema
especifico. La respuesta inmunitaria inespecifica es muy importante porque mientras se prepara la
respuesta inmunitaria especifica es necesario combatir contra los antigenos para que no nos arrolle la
proliferacién incontrolada de la bacteria provocando una asepsia.

El reconocimiento del patégeno es posible por los receptores para inmunidad inespecifica. NO HAY
MEMORIA EN RESPUESTA INMUNITARIA INESPECIFICA.

La respuesta innata, inespecifica o natural se caracteriza por:

- Es la primera barrera de defensa de patdgenos, en primera instancia tenemos la piel y las
mucosas, limita la entrada de patdégenos. Por eso las heridas cuando se infectan son un peligro
porque traspasan esa barrera, o los pacientes grandes quemados, tienen esa primera barrera muy
débil.

- Sus componentes estan presentes en el organismo antes de que se produzca la infeccion.

- No tiene un sistema selectivo de reconocimiento de antigenos.

- El reconocimiento de patégenos es posible por los receptores y las estructuras de
reconocimiento molecular que son muy comunes en estos patégenos (PAMP).

- Este sistema no genera memoria como el especifico. Por lo tanto, una nueva infeccion puede ser
contraida de la misma forma que otra contra la que ya atacamos.

Elementos que participan en la respuesta inespecifica:

1. Diferente susceptibilidad a enfermedades segtin la especie:

Hay diferencias segun la susceptibilidad o sensibilidad de cada especie a determinados patégenos
ejemplo: un perro no contrae las mismas enfermedades que los humanos, esto es porque:

- Los virus necesitan unirse a un receptor para introducirse en la célula, si faltan esos receptores
de union; el virus no puede ser introducido en la célula y no podra replicarse, cada especie cambia
esos receptores de union.

- Diferencias de temperatura: hay patégenos cuya temperatura éptima de replicacion es 37
grados (podrian hacerlo en los humanos), pero hay otros que lo hacen mejor a bajas/altas
temperaturas. Por eso la fiebre es un mecanismo de defensa que evita la proliferacion de
patégenos.

- Falta de factores nutricionales en el organismo infectado: si un patdégeno necesita para sobrevivir
un nutriente del que nosotros no disponemos, no podra replicarse en nuestro organismo y se
va a eliminar. Por eso a cada especie nos afectan virus diferentes, porque también disponemos de
diferentes nutrientes.

- Falta de toxinas microbianas (esporas).

Organo o tejido Mecanismos innatos que protegen la piel/epitelio
P Piel Péptidos antimicrobianos, dcidos grasos en el sebo
2. Barreras anatémicas: : ‘
Boca y canal Enzimas, péptidos antimicrobianos y barrido de la superficic
. alimentario superior por el flujo direccional del liquido hacia el estomagc
Hay elementos barrera en las mucosas que evitan la
. Estomago pH bajo, enzimas digestivas, sales biliares, péptidos
llegada de patdgenos, hay elementos de respuesta antimicrobianos, flujo de fluido hacia el intestino
mediante las cuales se pueden controlar las  intestinodelgado Enzimas digestivas, péptidos antimicrobianos, flujo de
. . - . .. . . fluidos hacia el intestino grueso
infecciones. Hay péptidos antimicrobianos en la piel, -t
. . . . 2oy . " Intestino grueso La microbiota intestinal normal compite con los microbios
ejemplo: la soriasina es un péptido de la piel que es eficaz invasores, el liquido/las heces expulsadas del recto
contra s. aureus. Vias respiratorias Los cilios barren el moco hacia afuera, la tos, los estornudos
y pulmones expulsan el moco, los macréfagos en los alvéolos de los puln
Tracto urogenital Lavado por orina y mucosidad, pH bajo, péptidos
antimicrobianos y proteinas
Glindulas salivales, Lavado por secreciones y mucosidad, péptidos antimicrobias

lagrimales y mamarias v proteinas
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3. Barrera fisioldgica: Physical barrier &
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4. Fagocitosis:

En este mecanismo, como células importantes en el control de entrada de patégenos tenemos a los
macroéfagos que realizan fagocitosis. La célula fagocitica invagina al patégeno en una vacuola a la que
le afiade componentes lisosomales, formando un fagolisosoma que procesa al patégeno, se elimina
mediante exocitosis. La mayoria de las células fagociticas tienen la capacidad de presentacion de
antigeno.

La fagocitosis se pone en marcha por un reconocimiento Iigando-receptor. El macroéfago no solo fagocita,
sino que se produce una seial de activacion que lleva a la activaciéon

] K Bacterium becomes attached
del macrofago y de la fagocitosis. to membrane evaginations
called pseudopodia
Como consecuencias de la fagocitosis tenemos: ey
forming phagosome
- La destruccion y degradacion del patdgeno.
- La activacién de los macréfagos ?hag"“’"‘e"““w""
g . lysosome
- La mediacién de la respuesta gracias a receptores.
ysosomal enzymes digest
captured material
, B R |gesnon produc(s are
5. Células del sistema innato: released from cell

Estas céluas liberan elementos (granulos) para luchar contra patégenos.

. Different :
- Neutrofilos s \‘[ & O
- A Identical

Macréfagos Mannoss
- Células dendriticas: encargadas de presentar en antigeno a las células receptors

T, que tienen un sitio limitado de entre 12-18aa, por lo que tendran que

fragmentar al patégeno si quieren presentarlo. También son capaces de

secretar citoquinas, interferones... 2'2?532‘5

- Células Natural Killer: son las Unicas células que no necesitan una %%
sefal de activacion, sino al revés, sino queremos que nos maten aDrliitg;céy = R
debemos mandar sefiales inhibitorias. Son células muy efectivas en molecules

eliminar células tumorales o infectadas por virus.
- Basofilos, eosinodfilos, mastocitos: luchan contra parasitos.
- ILC (células linfoides innatas), hay tres tipos de estas células, una para cada funcion.

6. Citoquinas, quimiocinas e interferones.
7. Inflamacién.
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RESPUESTA INMUNE MEDIADA POR RECEPTORES:

Diferencias entre receptores inespecificos y especificos:

- Los receptores inespecificos reconocen patrones o estructuras presentes en muchos
patégenos, PAMP.

- Mientras que la respuesta especifica esta asociados a los detalles estructurales de un
patoégeno concreto (antigenos). Un receptor reconoce un antigeno concreto y solo uno.

PAMP (receptores de reconocimiento de patrones):

Los PAMP son esenciales en las células procariotas, ejemplo de su efecto es la flagelina, proteina
asociada a las prolongaciones de las baterias, cualquier
bacteria que tenga flagelo sera reconocida por estos PAMP
TLR5 de flagelina, abarcando un amplio espectro de
bacterias. Un patrén molecular asociado a patégeno sera
reconocido por los receptores inespecificos.

Lipoproteins
Lipoarabinomannan
LPS (Leptospira)

LPS (P. gingivalis)
PGN (Gram-positive)
Zymosan (Yeast)
GPI anchor (T. cruzi)

LPS (Gram-negative)
Taxol (Plant)

F protein (RS virus)
hsp60 (Host)
Fibronectin (Host)

Flagellin CpG DNA

Como caracteristicas generales de los PAMP: l

>
[Jmo-2
TLR2 TLR6  TLR4 TLRS TLR9

- Conservan las secuencias de las procariotas.

- No estan presentes en eucariotas.

- Tienen funciones esenciales en procariotas
(tienen baja tasa de mutacion).

- Son reconocidos por los receptores de reconocimiento de patrones (PRR)

RECEPTORES TLR:

Los TLR (Toll-like receptors) son receptores de la familia de los PRR
(no son receptores TOLL pero tienen estructura similar) que estan
expresados en muchas células involucradas en la respuesta inmune

TLR engagement
by bacterial or
viral molecules

4e-

P
4= Leucine-rich
47 repeats

inespecifica y seran capaces de detectar PAMP. Cada receptor TLR
reconoce, selecciona y detecta patrones moleculares.

Todo el reconocimiento esta basado en la deteccién de patrones con
funciones importantes, son selectivos, pero no especificos.

&
:;.

Toll-IL-1 receptor (TIR)

signaling domain

Recruitment of

. . . . . . . adaptor proteins
La activacion del sistema inmunitario no es al azar, es necesario que

se medie esa interaccion ligando-receptor que emite una sefal, sin

A
pY

Activation of QI p
esa interaccion no puede haber sefial. "3?:3";?;'0" NF-xB IRFs (interferon

regulatory factors)
TLR reconoce a la bacteria a través de PAMP, tendra una zona de
recepcion de senal en el dominio intracitoplasmatico que va a ser
capaz de transmitir la sefial, hay que informa al nucleo de lo que esta
pasando fuera (la deteccion), esa modificacion de los patrones de genes
es una respuesta. La sefial se envia desde el exterior celular (hemos

~

A &

i ; Increased expression of Production of
entrado en contacto con una bacteria) hasta el nicleo para que este tome Cytokines, adhesion type 1 interferon
molecules, costimulators (IFN a, B)

decisiones, responda.
] Antiviral stalel

La interaccion TLR-bacteria va a transmitir el reclutamiento de
proteinas que inducen los factores de transcripcion que son los
responsables que una vez traslocadas al ndcleo, inician la
transcripcion del gen.

-Acute inflammation
-Stimulation of
adaptive immunity
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En el caso de la imagen, NF-kB es el factor de transcripcion que actua, es el mas importante. Este

mecanismo NF-kB hace varias cosas al mismo tiempo:

- Promueve inflamacion aguda.
- Emite senales que activan respuesta inespecifica.
- Induce produccidn de citocinas, moléculas de adhesioén...

- En esta célula también se secretaran interferones (elementos clave en el mantenimiento del
estado antiviral, elementos esenciales en las respuestas antivirales) gracias a los NF-kB.

En el COVID uno de los elementos de mala sefal (evolucién negativa de la enfermedad) es la deficiencia

en la produccioén de interferones tipo 1 que son claves para la respuesta viral.

OTROS RECEPTORES DE INMUNIDAD INESPECIFICA

Tenemos otros receptores, a parte de los TLR:

- Receptores que pueden producir especies reactivas del oxigeno y del hidrogeno; los que
producen la muerte del patégeno una vez fagocitado. El patégeno es internalizado en una
vacuola/fagosoma a la que tenemos que afiadirle componentes lisosomales (fagolisosoma) para

destruir la bacteria mediante un golpe oxidativo.

- Receptores para factores del complemento; tienen participacién en respuesta inespecifica,
para que los factores del complemento disparen la respuesta inespecifica necesitamos receptores.
- Receptores de citocinas: hay factores solubles que estimulan la respuesta, la citocina es un
factor soluble; llega a la membrana de la célula y se une a un receptor especifico, este receptor
emite una senal que da como resultado respuestas para multiples mecanismos dependiendo
de la citocina: reparacion tisular o fibrosis, eliminacién de células apoptéticas que inducen la

fagocitosis ayudando a aceleracion del proceso inflamatorio...
- Receptores IgG.

- Receptores carroiieros (RS) se encargan de eliminar restos celulares de células propias.

Sirven para mediar una interaccién entre células muertas.

INFLAMASOMA:

Mecanismos para desarrollo de la inflamacién en la respuesta
inespecifica, promueve de forma muy potente y eficaz la respuesta
inflamatoria. Es un trimero entre la unién de:

- Un receptor de inmunidad inespecifica, en este caso es NLRP3,
que actua como sensor y es responsable del reconocimiento de la
bacteria dentro del PAMP. Por si solo este receptor no actua, por eso
conforma el trimero.

- Proteina adaptadora.

- Procaspasa-1 inactivas: enzimas que van a inducir la muerte
celular programada.

NLRP3 se une a la proteina adaptadora y reconoce al patdgeno, procaspasa-
1 se activa y produce la secrecion de interleuquina 1 beta (IL1 beta), es una
citocina proinflamatoria esencial para llevar a cabo la inflamaciéon aguda
ya que activa a todas las células encargadas de esta accion.

Pathogenic bacteria
Extracellular ATP

Plasma

e ix‘ membrane
e

NLRP-3 oome®™

(sensor) 5 Bacterial products
Crystals

Adaptor @ K+efflux

. N + Reactive oxygen species

Caspase-1  ogy Viral DNA

(inactive)

Innate signals \
(SAUE -38-
zo” NLRP-3

\ dp nflammasome

<. Caspase-1 (active

oo/ @ —
Pro-| IL1|! qem
rau —> QAT 118
Pro-iL-18 \
Nucleus

Secreted
18
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CARACTERISTICAS DE LOS RECEPTORES DE INMUNIDAD ESPECIFICA:

1. Clonalidad: cada linfocito va a tener en su membrana receptores especificos diferentes (3-4
aminoacidos diferentes) que reconozcan virus concretos.

Clon: grupo de células (muy pocas) que por casualidad tienen el mismo receptor, se consideran idénticas
y pertenecen al mismo grupo, clon.

Una vez reconocido el antigeno, se van a activar y van a proliferar, generando clones. Queremos el
mayor numero de células que puedan reconocer el virus concreto contra el que atacamos. Los receptores
clonotipicos son los que definen a ese clon, son tipico de ese clon de linfocitos especifico que detecta
ese antigeno concreto. Al reconocimiento le siguen la activacion, expansién, proliferacion y
diferenciacion.

“En el caso de que entremos en contacto con antigeno X, solo los que tengan receptores de ese antigeno
X se pondré en marcha, pero queremos fabricar la mayor cantidad de células que ataquen a ese virus para

aumentar la efectividad de este ataque inmunitario”.
(a) B cell (b) Ty cell () T cell

Hemos creado células que reconocen a ese antigeno concreto, S O K“\{\CDS
los linfocitos que se activan requieren una reestructuracion de @ Y ‘/’\W‘
su citoarquitec'tura, UN CLON DE LINFOCITOS RECONOCE ém(;gen- - 4 X K/(\/\R'J
UN SOLO ANTIGENO CONCRETO, es una respuesta clonal. Ee'?e_";"lﬁé)
(antibody)
et i« W

in generative

2. Diversidad: la clonalidad implica diversidad, porque hay muchos 'Vi’é‘ﬁ?e"fb‘é'eg.?c'és'
. . . s e . of antigens
antigenos (el nimero tiende a infinitos) conocidos o no, y para eso

tendriamos que tener un numero de clones diferentes que también | Cnes o mature ;@/@ z};

specific for diverse

e

tienda a infinito para defenderse de esos antigenos infinitos. antigens enter
. . . . . . . lymphoid tissues Antigen X Antigen Y
La diversidad de la respuesta inmunitaria especifica se consigue — -
. R . ntigen-specific
mediante unos mecanismos moleculares aleatorios e coflos a1 %ﬁ ;‘,ﬁ
imprecisos que generan muchos linfocitos que portan en sus | by anigens
membranas receptores para antigenos conocidos y por conocer. Si S —~

— S,
. Antigen-specific (
aparece un virus ante el que no tenemos clones nos enfermamos o QOD;M D
responses occur @7/‘;) a;‘“'body Am;le\:?

incluso morimos. antbody
El sistema inmunitario es inconstructivista, no aprende, tenemos que tener mecanismos
prereformados ante este mecanismo aleatorio que funciona tan bien. El repertorio es la cantidad de
receptores que tenemos ante los antigenos, si falta un receptor en los linfocitos tenemos un
agujero/falta en el repertorio. La generacion de un receptor ante un antigeno desconocido es pura
casualidad.

3. Reconocimiento de lo propio y lo extrano: el sistema
inmunitario funciona tan bien, aunque actue de forma /
aleatoria, porque su objetivo es diferenciar lo propio \j
de lo extrano, si tiene receptores de lo propio nos
genera autoinmunidad, por lo que estos receptores
antes de salir seran eliminados ya que sino lucharian
contra lo propio. La mayoria de las células T
(timocitos) seran eliminados por tener receptores de |,
reconocimiento de lo propio, seran reemplazados por \§
la médula. h

+ NO RESPONSE

ANTIGENIC AND SELF PEPTIDES ARE

4. Generacion de las células memoria (memoria inmunolégica): que determina la respuesta primaria
y secundaria. En el caso de que las células del sistema inmunitario (células virgenes) entren en
contacto con el antigeno se va a producir una activaciéon y generara una respuesta lenta, escasa e

11
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insuficiente, la primera vez que entramos en contacto con el antigeno la respuesta es ineficaz. Pero
al entrar en contacto con el antigeno por segunda vez, esta respuesta es mas rapida y potente, tenemos
la capacidad de eliminar al antigeno de forma eficaz. Se monta respuesta secundaria gracias a
las células memorias generadas tras la repuesta primaria (algunas son mas longevas que otras) que
permanecen y guardan la informacion, tienen mecanismos de activacion mas eficaces que las de los
linfocitos virgenes, ya que ha inducido los cambios correspondientes para responder de manera optima

al antigeno.
Plasma cells
) ) ) o , Antigen X A RSen v
Ejemplo: si le aplico a un individuo un antigeno X tenemos ’im_xm" N ;;:f
una respuesta primaria al antigeno X, si después le aplico :P-¢Ann~vecell
antigeno Y + antigeno X obtendriamos una respuesta Piasme Secondary Memory
. . , . , Il anti-X B cells
primaria al antigeno Y + respuesta secundaria para antigeno 1 e response
S
X. Con la vacuna triple virica se ponen en marcha tres clones = Memory Plasma
. . . s § B cells cells
para la defensa, la simultaneidad de la aparicion de los £ Primary bomacy Memory
-
antigenos no condiciona las demas respuestas. £ 3@ [ pcnee *ok reepones ¥ }05&
% aive B cells P <
2 4 6 8 10
Weeks >

GENERACION DE CELULAS MEMORIA

1. Reconocimiento del antigeno: las células T necesitan que las células presentadoras de antigeno
les presenten el antigeno procesado previamente.

2. Activacion
3. Proliferacion o expansion del clon.
4. Diferenciacion.

5. Células efectoras que frenan la respuesta una vez se combate contra el antigeno, finalizada la
respuesta, eliminan todas las células usadas para ello a excepcion de las células plasmaticas de
memoria; que permanecen fabricando anticuerpos y en un momento dado pueden reexpandirse si fuera
necesario. No es lo mismo que las células plasmaticas de larga vida.

RESPUESTA ESPECIFICA HUMORAL Y CELULAR:

- Respuesta inmunitaria humoral especifica: esta mediada por linfocitos B capaces de segregar
anticuerpos que no son efectores de la respuesta inmunitaria sino mediadores.
- Respuesta inmunitaria celular especifica:

o Respuesta frente antigenos extracelulares: mayoritariamente bacterias reconocidas
por células T colaboradoras que activan otras células del sistema inmunitario y van a
destruirlas.

o Respuesta frente a antigenos intracelulares: mayoritariamente virus, reconocidos por
células T citotoxicas, el virus entra en la célula usando un receptor, una vez dentro se
replica y emite sefales, el linfocito T citotoxico mata a la célula infectada y asi consigue
eliminar al virus.

En la respuesta especifica actian las siguientes células:

- Linfocitos B.

- Las células plasmaticas son las que producen anticuerpos, son muy diferentes a las células B,
aunque son linfocitos B diferenciados, estas células estan en reposo normalmente.

- Las células T colaboradoras son las encargadas de organizar la respuesta inmunitaria,
estaran silenciadas o en reposo hasta que detectan las citocinas y se activan. Las citocinas las
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liberan células para activar el sistema de
respuesta inmune y ayudando a la produccion
de anticuerpos. Evitan hipersensibilidad.

Las células T citotoxicas o citoliticas, tienen
capacidad de matar, estan en reposo hasta que
se activan por las citocinas liberadas por las
células T colaboradoras. Las células T
citotdxicas en reposo son totalmente distintas a
cuando estan activas. Necesitan estar
sostenidas por citocinas producidas por las
células T colaboradoras para destruir la célula
infectada.

Las células T reguladoras negativas, son
supresoras ya que actiuan limitando la
respuesta inmunitaria, para que NO se
produzca hipersensibilidad. Estas células son
controladoras, evitan expresion excesiva de
actividad inmunitaria ya que la respuesta
inmunitaria no controlada es un peligro para los
tejidos sanos.

En la respuesta inespecifica actuan:

Antigen recognition

2
o] 2 — @F A

Dr. Ignacio J. Molina

Effector functions

Neutralization
» of microbe,
phagocytosis
complement
activation

Antibody

33
f 4 Activation of

# Pl m phages
- oy ¢
+ -8 13 ) i
X »‘ | Inflammation
- Microbial antigen
Helper T | e - braconted
lymphocyte | (% by antigen Activation
= presenting cell (proliferation and
differentiation)
of Tand B
lymphocytes

Cytotoxic T
lymphocyte
(CTL)

Regulatory i
T lymphocyte O

Natural
killer
(NK) cell

% 2
# Intected cel

Killing of
infected cell

expressing
microbial antigen

P-

Suppression of
immune response

Infected cell

Células natural killer (esenciales para destruir células tumorales y células infectadas por virus).

Explicacion de la grafica: normalidad=linea amarilla

Si hay un defecto de inmunidad especifica (linea verde):
inicialmente esta controlada y se descontrola por cuestiones de
tiempo; al principio la respuesta inespecifica puede controlar los
antigenos, pero si la respuesta especifica no actua surgen los
fallos, solo pueden controlar la proliferacion de la bacteria/virus
inicialmente, pero necesita una respuesta especifica.

Si hay un defecto en la inmunidad inespecifica (linea roja):
fallan los mecanismos de respuesta inespecifica se descontrola

la proliferacion desde el inicio,

la respuesta

inmunitaria

inespecifica no se desarrolla y no le da tiempo a la respuesta

especifica a organizarse.

Lacking innate
immunity only

Lacking adaptive
immunity only

Number of microorganisms

Normal humans

Duration of infection

INMUNIDAD ACTIVA Y PASIVA

La diferencia entre la inmunidad activa y pasiva radica en la forma de adquirir esa inmunidad:

- Inmunidad activa: iniciamos nosotros mismos una respuesta, surge cuando hemos sido
vacunados o hemos superado una enfermedad.

- Inmunidad pasiva: nos

inyectan un suero hiperinmune (de personas o animales

inmunocompetentes que sobreproducen determinados anticuerpos contra la infeccién) que nos
protege de manera pasiva de la infeccion. Estas son armas accesorias contra las infecciones, no
generan memoria porque los anticuerpos no son de produccion propia.

Diferencia_entre_interleucinas y citocinas: es una diferencia muy sutil, las citocinas son sustancias

solubles que favorecen la comunicacion intercelular, mientras que las interleucinas son sustancias que
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favorecen la comunicacion celular de linfocitos, podemos considerarlas un subtipo de citocinas. También

hay quimiocinas.
(Innate immunity | Adaptive immunity )
Specificity For structures shared by classes of microbes | For structural detail of microbial
(pathogen-associated molecular patterns) molecules (antigens); may
or damaged cells (damage-associated recognize nonmicrobial antigens
molecular patterns)
Different
microbes Dufferem—[ A
: microbes >
Identical J . /{ =t $
Toll-like Distinct e
receptors antibody
molecules
Receptors Encoded in germline; limited diversity Encoded by genes produced by
(pattern recognition receptors) somatic recombination of gene
segments; greater diversity
Tolkike )3 Mannose
receptor & receptor
NOD-like
receptors g\%’
Cytosol
Distribution Nonclonal: identical receptors on Clonal: clones of lymphocytes
of receptors all cells of the same lineage with distinct specificities express

Discrimination
of normal self
and nonself

Yes; healthy host cells are not recognized, or
they may express molecules that prevent
innate immune reactions

different receptors

Yes; based on selection against
self-reactive lymphocytes; may
be imperfect (giving rise to
autoimmunity)

CELULAS DEL SISTEMA INMUNITARIO

Linfocitos:

Células responsables de respuesta inmunitaria especifica. Las
células plasmaticas, aunque aparentemente tienen una morfologia muy
diferente, son linfocitos B que han reconocido el antigeno, se han
activado, se han diferenciado y estan produciendo anticuerpos.

Diferencias notables entre linfocito en reposo y activado.

Linfocito en reposo tiene nucleo grande y citoplasma pequefio, ya que
no esta haciendo ninguna funcién, pero el nucleo guarda mucha
informacion porque la célula tiene funciones especializadas, cuando la
célula se activa sucede al revés, el citoplasma pasa a ser grande y el e

nucleo pequeno.

Dentro de ellos tenemos subtipos:

a.

i. Linfocitos T CD4+:

llevan en su membrana una molécula CD4,

Q| @

Fully differentiated form of B cell
that secretes antibodies

© @

Production of antibodies (B cells) or cytotoxic
and helper functions (T cells)

Linfocitos T: segun la molécula que este presente en su membrana, tenemos:

tienen funciones

colaboradoras o reguladoras negativas, dependiendo del subtipo, son los linfocitos T
colaboradores que son responsables de regulacién negativa del sistema inmunitario
(supresoras). Tenemos muchas subpoblaciones con diferentes funciones:

1.

oo pwN

Th1: regulan funciones celulares.

Th2: regulan produccion de anticuerpos, regulan la reaccion alérgica.
Th17: potentes efectoras de la respuesta celular.

Treg
ThFC
Th9
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7. Th22
8. Células T colaboradoras del foliculo.

ii. Linfocitos T CD8+: llevan en su membrana una molécula CD8. Tienen funciones citotoxicas.
Son linfocitos T citotoxicos.

b. Linfocitos B: productores de anticuerpos, respuesta inmunitaria especifica humoral.

Receptor de Receptor de Receptor de
linfocitos T (TCR) linfocitos T (TCR)  linfocitos B (BCR) b) Linfocito con

El nombre obedece a requisitos de maduracién. ) Linfoito X Yok Mok \/«§g
Primero se descubrieron linfocitos B porque se = f@\/ L @\
identifico que, en las aves, estas celulas necesitaban . & ;{\,/*x
madurar en una estructura que es la bolsa de B I e
Fabrizio. Pero en humanos no tenemos esta 9 Célula del plasma ) Célula linfoide innata (se muestra I célula NK)

medula, sin embargo, los linfocitos T tienen origen en
la medula, pero su maduracién y seleccidn se produce (Ctla plasntile iz paiure "‘;"7&?“)

. . . (NK) REG Ty17 Th2
en el timo, son celulas T o timo-dependientes.

estructura, en nosotros se producen y maduran en la /@*"\)\ : /? Wranel
@ S @) | '~
&V ) 2 T, e

Cell lineages deriving from the Common
Lvmphocvte Precursor

Todas las células del sistema inmunitario se producen en la médula, todas las células tienen origen
hematopoyetico.

Durante las primeras fases del desarrollo fetal hay otros érganos hematopoyéticos, el primer érgano en el
desarrollo hematopoyético va a ser el saco vitelino y en la etapa fetal sera el higado (en menor medida
el bazo). A partir del nacimiento los 6rganos hematopoyéticos van a residir en la médula ésea (sobre todo
de huesos largos o planos como los de la cadera, el fémur, esternén, craneo...)

Células NK:

Células que estan espontaneamente listas para matar, no tenemos Natural killer cell

que activarlas. Van a proceder a matar a la célula diana, a no ser r,.
que reciban una sefal negativa. Son células que poseen -/
granulacion (en rojo), estos granulos tienen compuestos c
citotoxicos (perforina y grancina) mediante los cuales una célula s colfs Infectad with cartal viruses

NK puede matar a una célula diana.

Monocitos:

Células presentadoras de antigenos que estan en la sangre, cuando migran a los tejidos, pasan a ser
macroéfagos. A su vez, en los tejidos estas células logran un gran grado de especificidad componiendo una
estirpe celular completamente diferente, por ejemplo: los osteoclastos, las células de la glia... son
macrofagos muy diferenciados que poseen caracteristicas muy diferentes pero que surgen a partir de
monocitos, que se diferencian en macrofagos y posteriormente en células especificas.

Estas células estan en circulacion periférica como derivados de la Monocyte
medula; cuando salen de la sangre y van a los tejidos, si se activan,

pueden pasar dos cosas: @

- Sisufre una activaciéon obtenemos un macréfago activado Ry e Gl AT
que fagocita y procesa el antigeno (trocearlo) para : :
presentarlos en el CMH (Complejo Mayor de Scrophess

Histocompatibilidad) a la célula T, célula T siempre
necesita que le procesen y le presenten al antigeno en

el contexto del CMH, en la gruta del CMH hay sitio para j

un péptido de 11-18aa. Procesa una proteina antigénica | acmiasar cis and initision of e sors
grande en pequefos péptidos para que la célula T lo

reconozca.
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- Células macrofagicas pueden diferenciarse de forma muy Zood  ymphoictisue peripheratissie
especifica en los tejidos en los que residen, alcanzando un T @‘ i ropage
grado alto de diferenciacion: @@ﬁ,@/v"'

. \\ Differentiation
-Microglia (CNS)
-Kupffer cells (liver)

o Células de la microglia. “Alveolar macrophages (lung)
, , -Osteoclasts (bone)

o Macrofagos alveolares del pulmon. :

o Osteoclastos del hueso.

Todos son mocitos que salieron a los tejidos se diferenciaron muy notablemente, esto es necesario para
que realicen sus funciones.

Células dendriticas del sistema inmunitario:

Tienen una morfologia que nos recuerda a las células dendriticas del SNC, por eso se llaman igual. Son las
presentadoras de antigeno y lo hacen de manera muy eficaz (mas que los macréfagos). Macrofago y
célula dendritica:

1. Captan al antigeno completo de manera inespecifica;
reconociendo los PAMP (patrones moleculares asociados a
patégenos).

2. Lo reconocen de forma especifico. g

Activation of T cells and initiation of adaptive
Lo procesan. i P
4. Lo presentan a células T generando una respuesta especifica.

w

Presentacion, captacidon, y procesamiento son mecanismos inespecificos, pero finalizan con la
respuesta que es especifica (y el reconocimiento).

Células polimorfonucleares: (parece que hay varios
nucleos, pero es uno con varios Idbulos)

- Eosinofilos: tinen con colorantes acidos,

eosina.

- Basofilos: se tifien con colorantes basicos.

- Neutréfilos: son las células inmunitarias mas
abundantes, pertenecen a la inmunidad

le
Killing of antibody-coated parasites through release
of granule contents

inespecifica, estos van a fagocitar y a liberar

sustancias antimicrobianas provocando la
citotoxicidad de muchos patégenos de manera
especifica. Se llaman neutrofilos porque se

v IEBR

[

tinen con colorantes neutros. Estas células son — | Controling immune responses to parasies
esenciales para formar respuesta ante
parasitos.

El problema es que una respuesta inadecuada de este tipo de células es su contribucién en las respuestas
alérgicas.

- Mastocitos son células similares, con la diferencia de que estan especializados en los tejidos,

aunque ayudan a la respuesta alérgica, su funcion
h

principal es la eliminacion de parasitos. Lo que sucede
con la reaccion alérgica es que estas células tienen en el
Expulsion of parasites from body through release of
! h and other active agents

citoplasma granulos con serotonina e histamina, cuando
algo produce la liberacion de estos granulos, tenemos la
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respuesta alérgica. Los mediadores de estos granulos son eficaces para la defensa contra

parasitos.
Células ILC (células linfoides innatas): respuesta inespecifica ‘ bmohold
progenitor
Tienen 3 grandes subpoblaciones, estas se corresponden, dentro del *
compartimento innato, con las TH de la inmunidad especifica. )ch Sa—
Development

- ILC1: funciones similares a TH1 ofiitGs

- ILC2: funciones similares a TH2 =

- ILC3: funciones similares a TH1 FroeD) >

Son celulas que proceden del progenitor linfoide, es decir, en un

momento dado estuvieron a punto de convertirse en linfocitos, pero Ac:i;/Laéion
. . , . . . Ol S

derivaron hacia células innatas linfoides. —_—

IL-17
IL-22

Estan formadas por tres grandes poblaciones (ILC1, ILC2, ILC3), que

. . . . . - Defense Defense Intestinal

se diferencian hacia un tipo u otro dependiendo del entorno en el que se  Effector against ~ against barrier
. . . . functions viruses helminths; function;
encuentre el precursor que procede del progenitor linfoide comun: of ILCs allergic lymphoid

inflammation oraanoaenesis

- Siesta en un entorno con interleucinas 7 y 15, esta deriva a diferenciacion ILC1 que activan el
factor de transcripcion T-BET. Estas celulas producen IL11, IL18, IL21 y gamma interferén que
nos lleva a la defensa contra virus (esta funcién también es realizada por las TH1).

- Siesta en un entorno con solo IL7, que activan el factor de transcripcion GATA3, lo que nos lleva
a la diferenciacion de ILC2, que produce la activaciéon de 1L25, IL33 y TSLP (son alarminas que
nos llevan a la defensa inmediata contra el asma).

- Si el precursor linfoide activa el factor de transcripcion ROR gamma t se va a diferencial hacia
ILC3, que producen IL17, IL22 (tipicas también de la poblacion linfoide TH17) funcionan en la
defensa de patdgenos extracelulares (barrera intestinal...).

La diferenciacion celular esta influenciada también por el factor de transcripcidn que este activo (GATAS,
T-BET, ROR gamma t). Los estimulos que diferencian la célula son sinergias, varias cosas que se dan a la
vez.

ORGANOS HEMATOPOYETICOS

Los érganos hematopoyéticos van cambiando a lo largo de la vida, durante la juventud la médula de los
huesos largos juega un papel importante pero poco a poco la actividad hematopoyética de estos declina
dejando como responsables a los huesos planos (de la cadera).

Y ,— Neurona
No toda la médula tiene células troncales hematopoyéticas (progenitor A el
troncal hematopoyético), estas van a estar en determinados nichos, nos
las encontramos en: 1/10.000. Sujetas a una regulacién muy importante

por parte de citocinas y sefales.

Las celulas hematopoyéticas tienen su origen en la célula troncal
hematopoyética (progenitor troncal hematopoyético). Este progenitor
cuando se divide va a sufrir la division asimétrica, no va a dar lugar a dos
células iguales, esta célula hija puede ser:

Nicho Nicho
endosteal perivascular

- Progenitor linfoide comun.
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- Progenitor mieloide comun.

Dr. Ignacio J. Molina

Dentro de la diferenciacion de la medula, segin vamos hacia delante no es un proceso reversible. Cuando

la célula se diferencia a progenitor linfoide, este progenitor
da lugar a multiples células (celulas t, celulas b) pero
nunca podra dar células de la estirpe mieloide, y viceversa
con el progenitor mieloide. ;

Dependiendo de las sefiales que lleguen a la médula,
tendremos una diferenciacién u otra. Esto esta muy
determinado segun los factores solubles de la médula.
La presencia de el factor estimulador de colonias
granulociticas macrofagicos (GM-CSF) que daran lugar
a neutrofilos. Si hay IL5 produciremos eosinéfilos.

La eritropoyetina va a ser fundamental a la hora de
diferenciar la produccién de la estirpe roja, dependiendo
si estamos en un entorno con bajo oxigeno, en la altura,
estos elementos favoreceran la produccion de glébulos
rojos. La diferenciacion esta finamente regulada.

Las NKy las células ILC proceden de los progenitores linfoides.

Stem Multipotent Committed Late precursors
cells progenitors precursors and mature forms
[Common
lymphoid polelm e @
progenitor Erythrocyte
/ oneryl voblas(
Thrombo- ' >
’ o o poietin
F|l3L Megakaryoblasl Platelet
Thrombopo-enn o —> Q —] %
Myelopoiesis .
l Immature basophil Basophil
. -PGMCSF —|L5—>°—|Ls—> —
ommon Immature eosinophil Eosinophil
myeloid GM (SF
progenitor| M-CSF
- = —_—
_Fnzl."
Monocyte
FItBL Monoblast

G CSF

90— &

Pre-dendritic cell

0—0-

Myeloblast

Dendritic cell

Neutrophil

Los CD (Cluster of Differentiation) son moléculas que en algin momento se van a expresar en los
leucocitos, son marcadores de superficie que nos ayudan a determinar patologias. CD2 por ejemplo es

una molécula de adhesion expresada en células T o sus precursores.

Primary organs (generators/maturators)

Secondary organs (peripheral)

Generative Blood Secondary
lymphoid organs lymph lymphoid organs
B Immature Lymph
m(::z)w B lymphocytes 3 4§ nodes
ooTon Naive T o
lymphoid B lymphocytes S i’
precursor lymphocyte ’ Spleen
lineage ¢ - -
Recirculation
Thymus
Iymphocyte { [
oy lineage £y ) X'/
/z\) i ) Naive B ‘e
‘ N lymphocytes )i
S aR ~ i
= ucosal
angOW Naive and cutaneous
T lymphocytes lymphoid tissues
ORGANOS PRIMARIOS:

En los que las celulas del sistema inmunitario se generan o
maduran. Son la médula 6sea y el timo

Timo:

En el timo vamos a seleccionar y eliminar células
inmunitarias. En este érgano hay dos zonas diferenciadas:
corteza y médula, donde se van a producir las
interacciones celulares entre los timocitos (células en
formacion) y las células que nos van a presentar a los
péptidos propios (autoantigenos).

«— Medulla —> «— Cortex —>

Dividing thymocyte

Capsule
Trabecula

Dead cell

‘ Cortical epithelial
cell

) Interdigitating
/ / dendritic cell
| I
Blood vesse Medullary epithelial cell
Macrophage Hassall's corpuscles
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La mayoria de los timocitos (90-95%) van a morir; ya que tenemos mecanismos muy estrictos de seleccion
de células no autoreactivas, lo importante es que no escapen células autoreactivas porque provocaria
enfermedades autonmunes.

El timo es un 6rgano retroesternal, por delantes del corazon. Va a tener una funcién que va a ir declinando
con la edad, en los primeros afios es un érgano muy grande (en nifios) y luego va disminuyendo. En los
nifos es mejor no irradiar el térax ya que como el timo es muy prominente se ve sombra timica que evita
la vision de los demas 6rganos. También disminuye su parénquima con lo afios. La timpoyesis (generacion
de linfocitos T) es muy activa en la infancia y va declinando, por lo que con la edad no hace tanta falta esta
accion tan potente del timo, disminuye también el numero de células que salen de él, disminuye la
proporcion de células virgenes y aumenta la proporcion de células memoria.
El proceso de inmunosolescencia es el que nos explica porque las personas mayores no pueden
desarrollar una respuesta inmunitaria potente y eficaz. Con la edad se producen dos procesos:

- Disminucion de células virgenes.
- Activacion latente (preactivacion) de las pocas células que hay, generando una respuesta

ineficaz.
Thymic output
100
0 80 \ _Naive T cells

B ® N\ Memory T cells
o
= + 601 Y
2 'g :
g S 40
5 @
g 2 20-
)
<
E 0 I L 1 1 1 0 y . . . . ;
g Birth 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60 70 80
= Aae (in vears) Age (Years)

Por eso las personas mayores son de riesgo para muchas enfermedades, por eso vamos a vacunarles
anualmente, porque ademas los virus mutan entonces queremos actualizar estas vacunas. Lo que
queremos prevenir son las complicaciones (o minimizarlas) no la infeccién, queremos evitar la enfermedad
de forma grave. La mortalidad de la gripe es de 2.000-15.000 pacientes al afio en Espafia.

MUERTE CELULAR DE TIMOCITOS:

La muerte celular que se produce en el timo esta controlada, existen varios mecanismos que la
promueven y otros que la impiden, hay varios mecanismos de muerte, la muerte celular no programada
es la necrosis, dentro de las muertes celulares programadas tenemos:

- Apoptosis: la célula destinada a morir en lugar de producir estallido de toda la célula, esta se va
conformando en pequeios cuerpos apoptoéticos que no estallan, sino que se degrada su ADN
genomico (compactacion de cromatina) y los cuerpos apoptéticos son fagocitados por
macroéfagos (y células con capacidad fagocitica).

Asi evitamos el estallido celular y la liberacién de componentes intracelulares inflamatorios, por eso
cuando se produce necrosis se produce un proceso inflamatorio brutal, porque se liberan estos
componentes en vez de cuerpos apoptoticos rodeados por membrana. Si la necrosis sucediera en el timo
no sabriamos diferenciar las células que deben ser eliminadas de las que no.

Ademas de evitar la liberacidon de componentes intracelulares potencialmente inflamatorios, se regula esa

muerte celular generando un balance entre sefiales propoptoticas y antiapoptéticas, dependiendo de
que sefales prevalezcan se producira la muerte o no.
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El producto del gen BCL2 es un gen antiapoptético, BAX tiene un componente de bloqueo de BCL2, si

BAX prevalece sobre BCL2, la célula muere.
BCLXL previene la apoptosis, mientras que
BCLXS se opone a BCLXL.

La apoptosis se lleva a cabo por a activacion
en cascada de las caspasas (efectores).
Este mecanismo de apoptosis es importante
para terminar la respuesta inmunitaria una
vez finalizada la funciéon de las células
activadas, eliminado el antigeno. Pasamos
de entorno antiapoptético a entorno
proapoptotico, porque las células B dejan de
emitir sefiales antiapoptéticas.

- Piroptosisi: es un mecanismo muy
importante  en las  bacterias
intracelulares, es tipica de los
macrofagos. Este mecanismo se
activa porque es uno de los
mecanismos efectores relacionado

con inflamasoma, este puede
reconocer al patégeno por el trimero
produciendo:

Chromatin clumping
Swollen organelles |
Flocculent mitochondria \

Disintegration J

Release of
intracellular
contents

Inflammation

c. Activacion de interleuquina 1 y produccién de inflamacion

d. Induce piroptosis.

\
\ APOPTOSIS

Mild convolution

/o \\ Chromatin compaction
' P *’ and segregation
4

Condensation of
| cytoplasm

2 Nuclear fragmentation
“— Blebbing
o.] Apoptotic bodies

‘ Phagocytosis

V \u/ Apoptotic body
e

z) /\, [}

-

( ~— Phagocytic
% cell
&y

(

Muere el macrofago infectado con la bacteria con este mecanismo, pero a su vez mueren las

bacterias intracelulares.

- Netosis: esta asociada a la muerte de los neutrofilos, estas células van extendiendo una red o
trampa que implica la muerte su muerte, pero lanza la red de fibras y atrapa a la bacteria.

ORGANOS SECUNDARIOS:

En los que las células del sistema inmunitario se almacenan y son en los que se inicia la respuesta
inmunitaria especifica. Son el bazo, ganglios linfaticos, mucosas de tejidos.

Ganglios linfaticos:

Estan distribuidos en el organismo, hay una circulacion linfatica paralela a la sanguinea habiendo puntos

de contacto entre ambas. Los linfocitos van a
estar continuamente circulando en circulacion
linfatica, los linfocitos viven y desarrollan su
respuesta inmunitaria especifica en los érganos
secundarios, por lo tanto, es necesario que estos
estén siempre circulando de un ganglio a otro
hasta que finalmente llegan a un ganglio y las
células presentadoras de antigenos les den
antigenos hasta que encuentran para el
antigeno que son especificos. Este 6rgano es de
suma importancia.

Large reserves of neutrophils are stored in
the bone marrow and are released when
needed to fight infection

Neutrophils travel to and enter the infected
tissue, where they engulf and kill bacteria.
The neutrophils die in the tissue and are
engulfed and degraded by macrophages

bone marrow
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Si las células del sistema inmunitario se dispusieran juntas formarian el 6rgano mas grande
(aproximadamente 1200g). La minoria de las células linfaticas estan en la circulacion sanguinea y la
mayoria en medula ésea y sistema linfatico. Neutrofilos y leucocitos son almacenados en la medula 6sea,
en caso de una infeccion pueden ser reclutados hasta desarrollar la inflamacion. La mayoria de los
linfocitos esta en ganglios linfaticos, también hay células inmunitarias en piel e intestino.

En el caso de infeccion vamos a movilizar células almacenadas en sistema linfatico, la mayoria de
polimorfonucleares estaran en medula, a la médula llegaran estimulos de aviso de infeccion para que libere
a los neutrdfilos. La respuesta inflamatoria es un elemento clave de la repuesta inespecifica.

Bazo:

Capsule

Es un 6rgano con dos areas diferenciadas.

Trabecula
Primary

follicle

Marginal "
zone White
Periarteriolar | PulP
lymphoid

sheath (PALS)

- Pulpa roja con células rojas que pueden
ser eliminadas con el envejecimiento
- Pulpa blanca (zona interna) viven los
linfocitos y dentro tendremos estructuras
diferenciadas.
o Laminas linfoides
periarteriolares, laminas de i Artery
células que se disponen
paralela a las arteriolas del bazo, son de linfocitos T.
Foliculos linfoides tendremos linfocitos B.
o Centros germinales son muy parecidos a foliculos primarios, pero en los que esta
ocurriendo una respuesta, hay linfocitos que han reconocido un antigeno, pero son las
mismas estructuras y células.

Germinal center

La estructura de los ganglios linfaticos es similar a la del bazo, hay corteza, paracorteza y médula.

- Células B estan en foliculos en la corteza formando circulos.
- Células T estan formando laminas en la paracorteza del ganglio.

Al ganglio linfatico van a llegar dos tipos de circulacién linfatica y sanguinea; llegaran vasos linfaticos
aferente y saldran eferentes pudiendo arrastrar asi a los antigenos de la vecindad del ganglio linfatico, que
van a ser recogidos y arrastrados al ganglio linfatico porque este a parte de circulacion sanguinea tendra
circulacion linfatica. Hay multiples vasos linfaticos aferentes pero un unico vaso linfatico eferente.

Hay dos mecanismos:

- Arrastra de manera pasiva al antigeno que se haya encontrado hasta el ganglio. Quién procesa
al antigeno son las células presentadoras de antigenos que estan en el ganglio.

- Este antigeno es arrastrado por células presentadoras de antigenos y lo internalizan, lo llevan
al ganglio (si tenemos una infeccién), cuando llega al ganglio lo presentan hasta que es reconocido
por un linfocito.

Organos primarios maduracién y generacion, érganos secundarios daran la respuesta. Respuesta
inmunitaria especifica ocurre siempre en érganos secundarios.

Organos secundarios nos encontraremos en la mucosa del intestino y de la boca.
- Enla boca: amigdalas y adenoides son 6rganos secundarios. Por lo tanto, al hacer diagnostico
comprobamos estos 6rganos secundarios para detectar un sintoma desatado por una infeccion, si

hay inflamacion o pus en esta zona, esta ocurriendo una respuesta inmunitaria. Se ven porque se
esta produciendo una proliferacion de células secundarias.
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- En la mucosa intestinal: tenemos una respuesta muy potente con las células M en la lamina

propia y en la submucosa tendremos foliculos primarios, son una zona de respuesta al
antigeno.
Las células M (morfologia diferente a células epiteliales) son las que captan el antigeno, son muy
permeables a la captacion y el paso del antigeno desde el lumen a la submucosa y asi es facil
para el ataque posterior de macréfagos (y células inmunitarias), que proceden a su captacion y
presentacion. Los foliculos linfaticos tienen mucha IgA. Este paso de antigenos por las células M
se da para alcanzar una zona que llamamos Placa de Peyer que esta en los foliculos para montar
una respuesta inmunitaria.

- En el caso de la piel pasa similar: las células presentadoras de antigenos captan estos
antigenos y tienen capacidad de presentarlo, van al ganglio y alli montan la respuesta.

INTESTINAL MUCOSA

Intestinal lumen

Follicle  Inductive site

TONSILS

Pharyngeal

tonsil (adenoid)

ADENOIDS

v Germinal
Peyer’s patch center

Kuby Imn

ANTIGENOS:

Sustancia que puede disparar una respuesta inmunitaria que puede activar linfocitos B o T y puede tener
varios determinantes antigenicos.

Los factores que contribuyen a la inmunogenicidad (potencia de la respuesta):

- Diferencias de la estructura, cuanta mas diferencia mayor capacidad de ser detectado, esto se
denomina antigenicidad.

- Tamafo molecular, células pequefias son poco inmundgenas, pueden ser muy antigénicas.

- Composicion quimica y heterogenicidad del antigeno, diferente respuesta ante un fosfolipido y
una protéina.

- Susceptibilidad de los mecanismos de procesamiento y presentacion. Al antigeno hay que
captarlo, introducirlo en la gruta y ensefiarlo, si el péptido es muy grande no es presentado.

Los antigenos (sobre todo los proteicos) tienen

conformacion primaria, secundaria o terciaria dependiendo T AR TGy iy iy Val - ien o

de la proteina, dentro de un antigeno nos vamos a encontrar Afminfacidé;qus"vce o helix B pleated sheet
B . . s . . of polypeptide chain

diferentes determinantes antigénicos, un linfocito T puede PRIMARY STRUCTURE PO eTETRE

reconocer 11-18aa, habrd zonas inmunégenas y zonas que
no, las zonas inmundgenas son las que denominamos como
determinantes antigénicos o epitopos.

Cuando el linfocito T reconozca esta estructura conformada '/
por cinco determinantes antigénicos con estructuras Q@
diferentes, pondra en marcha cinco respuestas el - ’ y =
inmundgenas diferentes. Lo que las células T reconoce son W * %:y
los determinantes antigénicos. Si producimos una Monomeric polypeptide molecule  Dimeric protein molecule
desnaturalizacién, convirtiendo el epitopo en una TERTIARY:STRUCTURE QUATERNARY,STRUCTURE
estructura lineal, ya no es reconocido por el linfocito T.
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NEOANTIGENOS:

@ (145) 146-151

Importantes para explicar patologias autoinmunes. R
Si esta proteina es parcialmente degradada, y rompe
el doblaje, se crea un determinante antigénico nuevo
que no reconoce tu organismo. El receptor T necesita

ver siempre al antigeno procesado y encajado en MHC.

Linear epitopes

Conformational epitopes

HAPTENOS

Sustancias antigénicas, pero no inmunogénicas, normalmente son
sustancias de pequefio tamafio, capaces de generar una respuesta
inmunitaria pero no son capaces de dispararla por si solos, son tan
pequefios que no pueden hacerlo. Para que lo hagan hay que conjugar
el hapteno con una proteina transportadora, teniendo el conjunto
hapteno-transportador Ilo inyectamos y asi podremos generar
anticuerpos contra el hapteno, contra la proteina y contra el conjunto
hapteno-transportador. Ya esta en desuso.

Cerrier protein
With hapten
Hapten Hapten &
used )
s epitope

No ant |50d;
produced

N

Antihapten antibody

ADYUVANTES

Sustancias que estimulan la respuesta inmunitaria de forma
inespecifica, es un proceso muy importante en algunas
vacunas, por ejemplo, con vacunas de su unidad de proteina
recombinante, que en si misma es poco inmunégena (no tiene
gran capacidad de generar respuesta), aunque es segura, para
solucionarlo administramos esta vacuna junto con un
adyuvante que tiene capacidad de disparar la respuesta
inmunitaria. El adyuvante contiene senales de peligro, los
adyuvantes interaccionan con receptores TLR, entonces

Muscle

’
° O———Vaccine antigen

o
v O A J & Adjuvant (containing

'\\sz//‘ danger signals)

Dendritic
cell

I —MHCclass Il

Ll"eptide of
vaccine antigen

cuando la célula dendritica detecta la sefial de peligro a través de los patrones que detectan antigenos, en
el caso de TLR reconoce adyuvante que genera la respuesta y aumenta el reclutamiento de celulas
inmunitarias en la zona de administracion. Las celulas presentadoras de antigeno estaran sobreestimuladas
y son capaces de presentarse de forma mucho mas eficaz, esto es fundamental en muchas vacunas. Los
adyuvantes se usan de hace mucho tiempo, pero no se conocia exactamente su efecto.

Hay tres tipos de adyuvantes:

- Inmunomoduladores (IM): analogos de ARN, flagelina... sustancias reconocidas por los TLR,
potencian la activacién de las células involucradas potenciando la respuesta inmunitaria.

- Particulas formuladas (PF): sales de aluminio, emulsiones...
- Combinacién de ambas (C).
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TEMA 3.1: INMUNOGLOBULINAS

Inmunoglobulinas: receptores de las células B para antigenos, tienen un paralelismo entre los receptores
para antigeno de las celulas T.

Las inmunoglobulinas se descubrieron al separar las proteinas plasmaticas mediante electroforesis, lo
que vemos en proteinograma son las fracciones que componen el plasma sanguineo:
® C]
- Un gran pico de albumina, 70% de las proteinas | Albumin
plasmaticas seran albumina, ¢ Globulins
- Habra unos picos sucesivos que seran globulinas; alfa,
beta, gamma.

Absorbance —

Las proteinas que tienen una funcidon inmune se desplazan a la
fraccion gamma del proteinograma, y por eso se las llamaba gamma
globulinas, gamma globulina e inmunoglobulinas son lo mismo.

Migration distance

ESTRUCTURA PROTEICA

La inmunoglobulina esta formada por una unidad basica; conformada por cuatro cadenas, iguales dos a
dos. Dos grandes con elevado peso molecular (cadenas pesadas), dos cadenas mas ligeras de menor
peso molecular y menor tamario (cadenas ligeras). Cadenas pesadas son idénticas entre si y pesadas
idénticas entre si, estan situadas como en espejo.

. ; Heavy chain Light chain
Las cadenas ligeras estan formadas por (VJC): 1,7,0,, or € Kor

- Regién Variable porque cambia.

- Regién de Unién (regiéon J), une a la
regiéon constante y a la variable.

- Regién Constante, porque siempre es la
misma.

h/\.ﬂﬂ(]ziﬂ
binding

Biological
activity

La cadena pesada es un poco mas compleja
(VDJC): Nos vamos a encontrar genes especificos
en cada region, por ello tenemos: genes V, D, J, C.

Ne—n N——n nn

L . CoO- OO~
- Regién Variable

- Region de Diversidad: region pequefia, estratégicamente separada, multiplica las posibilidades
de generar diversidad (anticuerpos diferentes). En el espacio no forma un globo independiente,
sino que los aminoacidos que son codificados por los genes D se meten en el espacio dentro
del dominio globular variable.

- Region de Union

- Region Constante: tendra tres dominios globulares en el espacio, por lo que seran CH1, CH2,
CH3 (Constant Heavy 1, 2, 3).

Estas inmunoglobulinas van a plegarse en el espacio formando dominios globulares en el espacio,

estas cuatro cadenas estan unidas por puentes disulfuro que van a mantener toda la estructura unida,
puentes disulfuro inter e intracatenarios.

24



Aitana Ybot Fernandez Dr. Ignacio J. Molina

Los dominios y las regiones no son lo mismo; las regiones son de la estructura proteica lineal
mientras que los dominios se refieren a la estructura tridimensional en el espacio.

En las cadenas ligeras el dominio globular variable es el producto de los genes variables, en el caso de
cadenas pesadas el dominio globular variable es a consecuencia de la comunicacion de los genes
variables mas los de diversidad que se afiaden al final en una posicidon estratégica, esto es lo que
multiplica la capacidad de reconocimiento de antigenos.

En la cadena pesada; entre dominio constante uno y dos hay una regidon que permite que la
inmunoglobulina se mueva como una bisagra, abrir-cerrar, esta sera la region bisagra (hinge).

La inmunoglobulina a la hora de reconocer al antigeno o montar la respuesta inmunitaria, va a tener dos
partes:

- Fragmento de unién al antigeno (FAB),

- Fragmento constante y cristalizable (FC). La capacidad biolégica de cada tipo de ig dependera
de laregién FC. La actividad biolégica de cada uno de los 5 tipos dependera del FC de las cadenas
pesadas.

TIPOS DE CADENAS

- Cadenas ligeras (2): Kappa y Landa.
- Cadenas pesadas (5): Alfa (IgA), Gamma (IgG), Epsilon (IgE), Delta (IgD), Mu (IgM).

La utilizacion de una de las cadenas pesadas dara lugar a un isotipo de inmunoglobulinas diferentes.
Las cadenas ligeras no tendran que ver con la definicion de la inmunoglobulina, pueden ser IgM, IgG,
IgA, 1gD, IgE, y aparearse indistintamente con Kappa o Landa, ejemplo: puede haber IgM Kappa.

En el caso de las cadenas ligeras nos encontramos con dominio globular variable en el espacio
(coincide con la codificacion de los genes variables), una regiéon de union y dominio constante.

Las cadenas pesadas tendran dominio @5« ; (b) 1, € have 4 constant domains

globular variable, una regién de union, region

bisagra y tres dominios globulares
constantes 1, 2y 3. Esto se refiere a cadenas
alfa, gamma, delta.

No hinge o
region /
Additional

domain

Las cadenas Mu y Epsilon tienen cuatro
dominios globulares en el espacio y no
tienen regién bisagra, y tiene gran
importancia estructural segun los dominios
que tengan.

IgM and IgE do not
have a hinge region

MOVIMIENTO DE INMUNOGLOBULINA

Cadena ligera y cadena pesada van a tener movimiento y flexibilidad para ser capaces de atrapar al
antigeno. Hay cuatro posibles movimientos para la inmunoglobulina:

- FAB: movimiento de codo, movilidad y rotacion (de su fragmento de unién al antigeno).
- FC: movimiento pendular.
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La inmunoglobulina esta formada por cuatro cadenas iguales dos a dos unidas entre si, el antigeno se une
a un brazo, le queda otro libre, que puede unirse a otro antigeno, pero debe ser idéntico, los determinantes
antigénicos o epitopos deben ser iguales para ambas uniones.

La fortaleza de union (avidez) de la inmunoglobulina a su determinante antigénico es importante porque
debe soportar fluidos, fuerzas electrostaticas... Tiene mayor avidez si esta unida con ambos brazos al
determinante antigénico. Las reacciones cruzadas de los anticuerpos suceden cuando dos antigenos
comparten epitopos y reaccionan contra un mismo antigeno. Estos determinantes antigénicos pueden estar
muy separados entre si, la region bisagra me permite que los brazos se abran o se cierren si estan muy
proximos entre si. La region constante es la que confiere a la inmunoglobulina caracteristicas diferentes.

REGIONES HIPERVARIABLES:

Dentro de la regién variable tenemos zonas mas variables y menos, la variabilidad esta concentrada, no
esta distribuida de forma homogénea.

FR1 (Framework 1): region
inicial que sirve de marco para
el dominio, relativamente

conservada (casi todos los
aminoacidos son iguales)
Region de determinantes

antigénicos (CDR1): sirve de
complementariedad para
determinantes antigénicos, es
hipervariable. Y le siguen en
ese orden:

FR2: relativamente conservada.
CDR2: hipervariable.

FR3: relativamente conservada.
CDR3: hipervariable

Ny

COOH

Hypervariable regions or
Complementarity-determining regions
(CDR) are the binding site for the
antigen.

Hypervariable (CDRs) and relatively
conserved (Framework, FR) regions
within the Variable region are
intercalated (FR1-CDR1-FR2-CDR2-
FR3-CDR3).

La region de diversidad introduce sus productos en la region variable y
multiplica la probabilidad de generar anticuerpos. En el caso de las
cadenas ligeras no hay regiones D, por lo que sera igual excepto por los
productos.

Si miramos la estructura de inmunoglobulina tiene dominios globulares en el
espacio formadas por hojas beta antiparalelas. Hay una parte de la
inmunoglobulina que protruye del dominio globular, cada protrusién son
las zonas hipervariables (CDR), por eso necesitamos regiones marco (FR)

para CDR que desde aqui se van a unir al antigeno. El antigeno puede
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contactar a la cadena pesada o a la ligera, si mantengo en una inmunoglobulina la cadena pesada, pero
modifico la cadena ligera voy a cambiar la especificidad del antigeno porque se generan al azar. Si cambio
la especificidad, cambio las caracteristicas de union al antigeno.

Cuando plegamos todo vemos que CDR1 (aa26) esta muy préximo fudoman S

a CDR2 (aa53) y CDR3 (aa9%96), por eso necesitamos verlo en el A le
espacio. Se generan carbohidratos entre las cadenas, es una {
glicoproteina porque las inmunoglobulinas estan moderadamente oo L r/AF " # :
glicosiladas. y

fstrands

W
t W

Los dos brazos de la inmunoglobulina pueden unirse gracias a la ’
flexibilidad que le aporta la region bisagra y los movimientos de FAB Disulfide bond NHy s
y FC. Cada brazo se unird a un epitopo. Hay una distancia entre
epitopos, pero no puede ser muy grande porque sino los anticuerpos
no van a llegar.

Dependiendo del tipo de unién varia la fortaleza, la unién del
anticuerpo-antigeno es unién no covalente que se puede unién o
disociar segun la constante de disociacion, no es lo mismo la
disociacion que la avidez (fuerza global de union de anticuerpo-
antigeno), ejemplo: dos inmunoglobulinas iguales con misma
afinidad ante un antigeno tendran diferente avidez si los
determinantes antigénicos estan préximos o separados, o si se une
con un solo brazo o con los dos, la IgM tiene gran avidez. La avidez
esta influenciada por la afinidad de unién, por la valencia (numero
de uniones) y por las estructuras del antigeno.

€)1gM (pentamen) \ »

Aol W

Kg \§
p
L \\

La inmunoglobulina suele ser un monémero, con cadena pesada + ligera, en IgG, E, D. Pero la IgA
puede ser un dimero, mientras que IgM puede tener forma pentamérica (5 moléculas de IgM) unidas por
una cadena J que sirve para unir las 5 moléculas de IgM y las dos cadenas de IgA, la regién J (region de
unioén entre region constante y variable) no es lo mismo que la cadena J (proteina que mantiene la
estructura dimérica o pentamérica).

IgA va a estar especializada en secreciones y nos la encontramos siempre de forma dimérica, si la vemos
con MET veremos el pentamero formado por IgM.

ISOTIPOS DE INMUNOGLOBULINAS

Hay 5 isotipos de inmunoglobulinas (IgM, IgA, IgD, IgG), pero hay subclases.

- Subclases de IgG: hay 4 genes constantes diferentes y cada uno codificara una subclase; estas
tendran estructura diferente segun para el gen
constante que codifican, seran diferencias sutiles.

a. gen constante gamma 1 codifica IgG1.

b. gen constante gamma 2 codifica IgG2.

c. gen constante gamma 3 codifica IgG3, tiene
una estructura con puentes disulfuro.

d. gen constante gamma 4 codifica IgG4.

1gG1 19G2

{
Yy
Disulfide

bond J
C

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE IG

- Todas las inmunoglobulinas tienen un peso molecular similar, menos IgM que es mas grande ya
que es un pentdmero y puede llegar a 900kDa, normalmente rondan 150kDa.
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Las proporciones de inmunoglobulinas son diferentes, la mas abundante es IgG1, la menos
abundante es la IgE.

La vida media de los anticuerpos (tiempo que pasa para que se degrade la proteina), la IgG1 es
bastante estable, con una vida media de aproximadamente 23 dias, IgG3 tiene aproximadamente
8 dias, y las IgE tienen aproximadamente 2 dias de vida media. Por lo que, los cambios entre las
estructuras de las inmunoglobulinas tienen repercusion en su funcionalidad.

Los anticuerpos no son efectores, no matan, necesitan poner en marcha organismos
efectores, aqui entra el complemento, pero no todas las inmunoglobulinas son capaces de activar
el complemento; solo las IgG e IgM pueden usar al complemento.

No todas las Ig cruzan la placenta, durante la etapa fetal el feto tiene un sistema inmunitario en
formacion, pero la madre solo puede darle IgG, porque es la Unica que tiene una regién constante
que le permite el paso. En cambio, la IgA estara presente en secreciones, es la que esta
especializada y su regién constante le permite este paso.

Las propiedades funcionales estan directamente relacionadas con la region constante de la cadena

pesada.

Reconocemos a los tipos celulares segun el tipo de inmunoglobulinas que hay en su membrana, la IgE es
responsable de reacciones alérgicas porque va a producir desgranulacién. Se encontraron proteinas con
capacidad de precipitar otras sustancias (precipitinas), otras tenian capacidad de aglutinar (aglutininas)

y otras de neutralizar (antitoxinas).

FUNCIONES DE IG

Neutralizacion de bacterias, virus y toxinas;
uniéon a las membranas. Los virus necesitan
unirse a un receptor de membrana para entrar en
la célula y poder dividirse, son parasitos
intracelulares. El virus se introduce en la célula
porque se une a una molécula de la expresada en
la membrana, se produce la internalizacién, la
molécula tira del virus hacia dentro, si el virus no
contacta con el receptor no se divide porque no

Without antibody

Infection of cell by microbe

Cell surface Microbe

receptor Infected

for mucrobe\ epithelial cells
Y =

K R A

Epithelial |

cells A

Infected
tissue

cell s "§

i
|
'
Tissue ;'
cell @

Release of microbe from infected cell
and infection of adjacent cell

With antibody

Antibody blocks
binding of microbe
and infection of cell

Antibody blocks

infection of
: 2 Release of microbe adjacent cell
se introduce en la célula. infected_ Y/ from dead s, =
Con las toxinas pasa igual (bacterias que no o - FPS 0%,
ejercen su funcion patogénica, sino que segregan ) e & % ' @#
. . . f )
toxinas que son la que actuan), si cubro esta Z’%}S:Zf.‘xed ! speadof PR PP h X
. . . cel infection
toxina con anticuerpos, no la dejo entrar en la B -
célula. Pathologic effect of toxin Antibody blocks
Pathologic effect binding of toxin
f:eilégror:ace of (oxm?eg‘ to cellular receptor
Para matar al virus tengo que internalizarlo en for toxin,___/Toxin ok crow) ;\("
fagocito, la célula fagocitica tiene un receptor T

especifico que se une IgG (receptor FC gamma).
Vamos a tener tres tipos de receptores FC: Para IgA tenemos receptor alfa, para la IgE tenemos
receptor épsilon.

Receptor FC del neonato facilita la transmisién de IgG de la madre porque en la placenta se
expresa ese receptor concreto. Estas proteinas de transmision se organizan en dominios
globulares en el espacio; no tienen homologia entre si (ni bioquimicas ni funcionales), a estas
moléculas se les considera de la familia de las inmunoglobulinas por organizacion globular
(tipico de receptores FC y Poly IgReceptor).
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- Opsonizacion y fagocitosis de antigenos (unién a los receptores FC) es muy importante porque
para eliminar al virus necesito que la regién constante de este anticuerpo se una al receptor
FC que esta presente en la superficie de muchos fagocitos, cuando se produce la union receptor
FC-IgG el receptor tira del complejo y lo introduce en el fagocito formando el fagosoma, le afiade
componentes fagolisosomales formando fagolisosoma y elimina antigeno. Sirve para eliminar a

un antigeno pequefio.

s Binding of Fc receptor
Oopisgﬁgrgg:n opsonized microbes signals
by 1aG to phagocyte activate

Y g Fc receptors (FcyRI) | | phagocyte

A By PO o
~ e XY 1”{
e

N

\C(Fcﬂl \(\

Phagocyte

- Activacién del complemento que nos dara 3 grandes fun

- Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC): se utiliza cuando queremos eliminar una célula
de mayor tamafno. Reconoce los antigenos tumorales
expresados en la superficie celular a través de
anticuerpos y los receptores FC son los que se uneny
van a disparar diferentes funciones segun la célula en la
que estén; los macréfagos no solo fagocitan, son
capaces de liberar granulos citotdxicos que destruyen a
la célula tumoral. La célula NK que tiene receptores FC
cuando se une a estos receptores libera perforina y
granicina que son elementos citotoxicos muy
importantes.

3 Killing of
Pg??“"i‘é‘{;%zs ingested
microbe
-
A ®

ciones: lisis, fagocitosis e inflamacion.
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La union de la regiéon FC de la inmunoglobulina con el receptor FC va a disparar una funcion
que dependera del tipo de célula a la que se una. Esto se llama citotoxicidad celular dependiente

del anticuerpo, se ha tenido que producir una unién de an
la respuesta inmunitaria especifica e inespecifica actuan ju

ticuerpo-célula tumoral, en este caso
ntas.

Allergen

REACCION ALERGICA MEDIADA POR IgG:

IgE
\V/ \\{/// Fc receptor
| specific for IgE

La reaccion se produce por la union IgE-alérgeno; alérgeno se une
a la IgE, pero esta esta muy proxima al receptor especifico de IgE
del mastocito, cuando el mastocito/basofilo (previamente
sensibilizado) contacta con el alérgeno, dispara una sefal
liberando el contenido de los granulos del mastocito que estan
llenos de histamina, lo que provoca una respuesta inmediata.

Por eso se administran antihistaminicos para el bloqueo de esta
histamina.

Granule

Mast cell

and release of
granule contents

l Degranulation

VAV,
|

Histamine and )
other substances

that mediate

allergic reactions

TRANSFERENCIA PASIVA DE ANTICUERPOS

La madre durante el embarazo le da IgG al bebé a través de la placenta, que solo tiene receptor neonatal

FC gamma (de IgG). La IgG que le ha transmitido la madre se ira

degradando (dura 23 dias), a partir de

los 3-4 meses de vida desaparee por completo esta IgG, por lo que en este periodo se produce la

inmunodeficiencia transitoria del recién nacido.
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(b) Formation of secretory IgA

. e
IgA esta presente en Submucosa [l e -
secreciones y sangre. Pero % ™ Lumen
tiene que estar en forma de / / -l (@) Structure of secretory Igh
{ / [ z
J chain

dimero + cadena J + pieza
secretora.

/
Esta pieza secretora se o | O/\g Seehee
obtiene por el paso de la IgA \ | y C;m;:}g—f Seﬁ'ﬂw\ EZE:;?r:Zm
desde la submucosa al /f/l b4 :\)
lumen al pasar por las | \ >\< Z}\ IgA transcytosis: IgA is transported through the epithelium,
células epiteliales que \‘ — Ye/sfl/e/ C’? from the basal side or submucosa to the lumen
expresan Poly Ig Receptor “' e

con capacidad de unién a la IgA, este receptor es digerido (digestion parcial enzimatica) al traspasar la
célula epitelial quedandose a la salida en forma de pieza secretora, esta le permite la migracién a las
secreciones, y tiene funcion de proteccion de la IgA.

La IgA también pasa al bebe desde la madre mediante la leche materna; llega al bebe por el tubo digestivo
para llegar al intestino y ser absorbida, esta IgA no se degrada en el estdbmago porque la pieza secretora
que le hemos afadido permite transcitosis y proteccion durante el transito gastrico.

Para que la IgA esté en secreciones; tiene que ser dimérica, tener la cadena corta y tener la pieza
secretora.

RECOMBINACION DE IG

La funcién de la IgD ha sido un misterio mucho tiempo y se ha descubierto hace poco, sabemos que tiene
tres grandes funciones:

- Favorece el paso de maduracién de linfocitos B, su diferenciacion, es esencial para el ultimo
paso de maduracion, en el paso de célula B inmadura a madura. Es una funcién critica.

- Regula alalgM: controla células productoras de IgM, tanto por la autoreactividad como para evitar
la generacion de anergia (falta de respuesta de linfocitos productores de IgM).

- Ayudar a la IgA para la inmunidad de las mucosas.

SINTESIS DE IG

A la hora de la sintesis de inmunoglobulinas (cadena pesada y ligera), estas proteinas son sintetizadas en
el reticulo y a este nivel van a unirse los integrantes de ambas cadenas, primero se une cadena pesada y

cadena ligera y posteriormente
f ¥ Secretedlg

se unen otra cadena ligera y 7
otra cadena pesada. Para salir S \
. P . . . \“Y vesicles
del reticulo, ir hasta Golgi 3 e
Trans Golgi \J
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. . Membrane Ig g
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azucares y glicoxilarse, sale a “ e
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CONTROL GENETICO DE IG Y GENERACION DE DIVERSIDAD

Esto nos lleva a la generacién de diversidad; si hay millones de antigenos diferentes, tenemos que tener
millones de inmunoglobulinas diferentes. Puesto que una inmunoglobulina se une a un antigeno y SOLO a

un antigeno.

Los genes que codifican a las
inmunoglobulinas estdn en
partes del genoma diferentes
(cadena Landa en cromosoma 22,

C Region

la Kappaenel2ylosgenesdela &
cadena pesada en el 14). Alo largo

Ig

[Other H chain
L '

Vu Dudn Cul Cn2 Cu3 Cud
Ig hea LTI :
del genoma nos encontramos | {C v L L D D @D @@ cooH
dispuestos (en direccion 5°-37) | (membraneform) s s s S S s S s s s
genes que van a codificar para la §
S S S S

region variable de la cadena
pesada (no muchos), a
continuaciéon, nos encontraremos
otra regién con los genes de .

diversidad, después genes que codifican para la regién de unién (J1, J2...) y finalmente los genes de la

g igntcnain] v QR G oo

Vi Jd Cy
x chain locus (1820 kb; chromosome 2)
(n = ~35)
LVl LVen Ji Cy
o/ 1/ B E
[E/At /) - .
anh anh

5

region constante (constante mu, constante delta, constante gamma 1, 2, 3, 4, constante alfa 1, 2, constante
épsilon) 9 genes constantes para 9 subclases de inmunoglobulinas. En el caso de la cadena kappa no
habra regiéon que codifiquen genes, nos encontraremos genes variables (Vkappa 1, 2, 3,4...) que se

continuan con los genes de union (landaJ1, 2,3...).

Los genes estaran separados entre si y en algun punto tendran que acercarse, porque la estructura

proteica de inmunoglobulinas.

Cadena pesada: habra region variable, la region
de diversidad pegada a la region variable, la region
de union, seguido de los dominios globulares en el
espacio.

- IgM tendra 4 dominios globulares en el
espacio, en lugar de 3 como la IgD.
- Cadena ligera no hay regiones D: hay un

primer dominio globular de region
variable, regiébn de union, regién
constante.

H chain locus (1250 kb; chromosome 14)

enh |

(n =~100) \ /
LV41  LVin Dy (n=23) wm  \lc, G cs cy
5 ‘ | [ | o . e ..
. s
Cql CR2 C4 Ceg1 Cy2 enh
x chain locus (1820 kb; chromosome 2)
(n=~35)
LVl LVin Jx Cy
S ‘ // s

A chain locus (1050 kb; chromosome 22)

(n = ~30)
LVt LVin Bl Gl 52 G2 43 C3 U7
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C)7
5

RECOMBINACION DE CADENA LIGERA

Los genes responsables de la codificacion estan alejados entre si y cada uno de ellos va a codificar para
diferentes proteinas. EI ADN tiene que unirse para transcribir una proteina que se lee unida.

1. Cualquier gen V va a unirse a cualquier gen J (separados entre si).

2. Mediante el azar se produce un corte y un empalme del ADN, este es el fendmeno/proceso de
aproximacion fisica para formar un segmento reordenado VJ eliminando la zona intermedia.

3. Este segmento reordenado VJ sera transcrito a nivel de ARN, el gen constante NO se
recombina, el segmento reordenado dara lugar, mediante procesamiento de ARN, a un transcrito

VJC.
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4. El transcrito VDJ tiene una secuencia lider y cola de

PoliA (elemento distintivo de ARNmM).

traducido a proteinas conservando inicialmente la
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secuencia lider que se transcribe a un péptidio lider

VJC.

5. Finalmente, a este polipéptido inicial le quitamos el

péptido lider y se procesa adecuadamente.

Tienen que estar pegados permaneciendo el cuadro de lectura,

no se puede haber introducido un gen de parada.

RECOMBINACION DE CADENA PESADA

En el caso de las cadenas pesadas pasara igual; pero con un

paso intermedio adicional, porque tenemos genes D.

En lugar de remorderan un segmento VJ, tendremos un estamento

VDJ, tendremos los genes variables en la zona 5" del locus de
genes de inmunoglobulinas, a continuacién, estaran los genes D,

genes de unién, genes constantes.

Habra una recombinacion en dos pasos;

1. La primera recombiancion sera DJ, cualquier gen D se 1 W/

recombina con cualquier gen J, para dar lugar a un

segmento reordenado DJ.

En la segunda este segmento DJ se recombinara con
cualquiera de los genes variables, dando un segmento
reordenado VDJ, este segmento sera transcrito a ARNm.
El gen constante no se recombina, sino que es utilizado
para el procesamiento de ARN. ARNm con secuencia
lider VDJ, gen constante y cola de poliA. Nos dara
segmento VDJ con region C. Que continua hacia

ARNmMm, polipéptido naciente, y proteina madura.

Si comparamos las dos cadenas los procesos son idénticos

excepto por la recombinacion que en las cadenas ligeras es en

un paso y en las pesadas es en dos pasos, esto genera diversidad.
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Los genes de las inmunoglobulinas han cambiado, los linfocitos son los Unicos genes en los de que
ADN genémico no es el mismo, ha habido una recombinacion de aproximacion fisica y pérdida de ADN.

Los genes se tienen que diferenciar

r

%‘3

entre V y J, por lo que los genes J A Spacer szp;ce
P ~ -z 12bp . = bp

tendran una senal de unién y los = i - ° )
V otra. Los genes V tendran la o ﬁ wle— ~ly

~ . . Heptamer Nonamer
sefal al final y los genes J la tienen CACAGTG ACAAAAACC

_ ~ - GTGTCAC TGTTTTTGG
al inicio, esta sefal es la senal Vi 23 7 _ 12 /AJ
especifica de recombinacion A8 ; v oo Yy
(RSS) que es un hectamero (7pdb), Vu o 23, ) 2 D g
un espaciador (12pdb) y un m b - \9' @ »g/

L — J

nonamero (9pdb).
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Es decir, la secuencia de los genes V por detras sera hectamero, espaciador, nonamero, mientras
que la secuencia del principio de los genes J sera, al contrario; nonamero, espaciador, hectamero.

La diferencia es que, si espaciador del gen V es de 12pdb, el de los genes J sera de 23pdb, y viceversa.

Respetamos esta regla porque el ADN es una doble hélice (va girando), 12 pares de bases es una vuelta a
la hélice y 23pdb son dos vueltas, aunque no se sabe porque es tan critico, pero corresponde a las vueltas
de la hélice y espacialmente es muy relevante.

El hectamero es un palindromo (da igual leerlo en una direcciéon o en otra), pero el nonamero hay que
darle la vuelta (invertir la lectura).

En las cadenas pesadas tendremos la excepcion de los genes D tendran sefal en ambos lados porque
tendran recombinacion en los ambos sentidos (por delante y por detras) y coordinado con los genes que
van a unirse.

Resumen recombinacion de genes: *

1. Aproximacion fisica entre genes Vy J.

2. Corte en las seiales especificas de recombinacion (RSS), estas sefiales sirven de dianas para
las enzimas que cortan, RAG1 y RAG2 (endonucleasas de restriccion). Van a cortar en zonas
especificas para favorecer la union VJ.

3. Una vez cortado el ADN se forma una horquilla/muion porque el siguiente paso tarda un tiempo,
si el ADN se queda abierto se puede abrir.

4. Para abrir el ADN se usa exonucleasa (Artemis, ADN pk).

5. Se hace una reparacion de la zona de unién con TDT y unimos las hebras con ADN ligasa.

Elementos que regulan la transcripciéon de los genes inmunoglobulina:

- Promotores

- Amplificadores (enhancer)
- Silenciadores

- Factores de transcripcion

Los promotores que estan en la linea germinal por delante de los genes V; cuando se produce la
recombinacion el promotor de V2, que se va a recombinar con J5 para formar V2J5, sirve como promotor
para el segmento reordenado y para todo el complejo. Necesitamos el amplificador porque el gen
constante se quedara alejado, para transcribir con eficacia toda la cadena.

DIVERSIDAD ANTIGENICA DE IG

Mediante 4 mecanismos:

- Unién combinatorial VDJ: cuantas combinaciones posibles diferentes tenemos combinando al
azar los genes V con los D y los J, en el caso de las cadenas pesadas: 46 x 23 x 6 = 6.348
combinaciones diferentes. Pero la inmunoglobulina también tiene cadenas ligeras, usando el
ejemplo de la cadena Kappa: 36 x 5 x 1 = 180. Dando como minimo 2 millones de combinaciones
diferentes combinando la cadena pesada y la ligera.

- Imprecision de uniones:

- Proceso de reparacion de hebras.
- Adicién de nucleotidos.

- Hipermutacion somatica.
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En el caso de las cadenas pesadas hay 46-48 genes variables, 23 genes de diversidad, 6 genes de union,
9 genes constantes (uno por cada isotipo). En la cadena Kappa hay 36 genes variables, 5 genes de union

y 1 constante.

Mecanismos de imprecision de uniones:

Si en un sitio estratégico cambiamos un Aa hidrofébico por
otro hidrofilico vamos a cambiar totalmente las propiedades de
union de la cadena.

La uniéon 3 nos demuestra que cambiando un nucleétido,
cambio el aminoacido, los cortes no son precisos.

Las uniones 4 y 5 nos lleva a un coddén de parada, es decir, la
imprecision de las uniones puede acabar mal, pero las veces
que sale bien multiplica las probabilidades de formacién de
anticuerpos.

El mecanismo de reparacién conllevaba la apertura de la
horquilla con una exonucleasa para abrir ADN, tengo que
reparar el fragmento de ADN anadiendo a la hebra
complementaria porque me falta un fragmento, hay que anadir
los nucledtidos que faltan esto lo realiza la TDT. Si afiado los
nucledtidos de 3 en 3 no afecta tanto, pero si introduzco 1
nucledtido cambio todo el sentido de lectura y codifico para
aminoacidos totalmente diferentes, generamos diversidad.

Pr

rearrangements i

Nonproductive

I

J

RSS —Ir—ar—

Joining
flexibility

=i

~_GAGGATGCTCC| [cACAGTG
;le_ll_l RSS
K

yductive Asp Ala Thr

GAGGATGCGACTAGG

Asp Gly Thr
GAGGATGGGACTAGG

Glu Asp Trp Thr Arg
GAGGATTGGACTAGG

Glu Asp Ala
1

earrangements

@

Glu Val Asp Stop
1

i
® GAGGTGGACTAGG

CACTGTG| [GTGGACTAGG

Asp Stop

GAGGATGCGGACTAGG

- Adicién de P-nucleétidos: exonucleasa abre la hebra de ADN y genero una hebra
complementaria afiadiendo los nucleotidos y recuperando la complementariedad de bases.
- Adicién de N-nucleotidos: exonucleasa abre la hebra de ADN y genero afiade nucleétidos de
mas (no multiplo de 3) y cambia el marco de lectura modificando toda la codificacién de
aminoacidos, generamos diversidad. Puede generar un codon de parada, pero también produce

diversidad, es un proceso de reparacion impreciso.

P-nucleotides addition

N-nucleotides addition

Hairpin
/

—Epe> M=

Cleavage of hairpin 7
l generates sites for the
addition of P-nucleotides

:@TCGAATATDZ

Repair enzymes add
complementary nucleotides

] #3295 ) e

W

Hairpin
=

:@TCGAATATIII:

TCGAAGTTATA
:@AG eI —
~

Cleavage of hairpin 7
generates sites for the
addition of P-nucleotides

TdT adds N-nucleotides
Repair enzymes add
complementary nucleotides

Como consecuencia de las combinaciones, las imprecisiones y las adiciones de nucleétidos como minimo

tenemos 10210 inmunoglobulinas.

El proceso de reordenaciéon de ADN va en paralelo al proceso de maduracién celular. La célula troncal
hematopoyética es la menos diferenciada, puede dar lugar a cualquier célula del tejido hematopoyético, el

primer paso de diferenciacion de esta célula troncal:

- Estirpe linfoide: puede ser célula B o célula T.
- Estirpe mieloide.
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primer reordenamiento no podra volver atras y

CELL

Dr. Ignacio J. Molina

Ig EXPRESSED

— Hematopoietic stem cell K) None

cambiar de estirpe. )
Cuando se produce el primer reordenamiento Lymphoid cell ©) None
de las inmunoglobulinas DJ, luego DJ pasa de Partial hewvy:chaingena rearmangemient
ser una célula proB, que al reordenar VDJ pasa PROR N Noce
a ser una célula preB, que pasa a ser una Bone Complete heavy-chain gene rearrangement

. . marrow o " "
célula B inmadura (solo expresa IgM) cuando Pre-B te" 1 Heavy chain + surrogate light chain
reordena la cadena ligera. Cuando expresa IgM 1“9"“"‘"" gene rearrangement
e IgD pasa a ser una célula B madura. Esa Immature B cell migM
célula se activa se diferencia hacia células l(hangeinRNA processing
plasmaticas, no puede ir hacia atras. E—— ,@ pR—
La respuesta primaria siempre va a ser IgM, Antigen stimulation
la secundaria ya puede ser cualquiera de las Adivatedscell,@
demés, generalmente IgG que es la mas N Differentiation

Peripheral
abundante. Iympphoid IgM-secreting plasma cells @-—) }Y,(é
organs N

No damos un paso adelante en procesos de 9 c"”\:"‘“"'"‘-l\ \ lgM
maduracion celular si previamente no se ha @

- .z P T gy Plasmacells
producido la maduraciéon molecular, es un = = el
requisito previo para que el progenitor linfoide e l | isotypes
comun se convierta en una célula proB tiene of various ' Y

) . i 196 IgA IgE
que haber ocurrido antes reordenamiento DJ. o Wotrow: U8 . »
Early pro-B cell Late pro-B cell Pre-B cell Immature B cell
H-chain gene H-chain gene L-chain gene Rearrangement
rearrangement rearrangement rearrangement ceases
V-DJ rearrangement Cell expresses p/k

D-J rearrangements
on both chromosomes

on first chr
~\

Rearrange k gene
on first chromosome

V-DJ rear t

9
on second chr
o

¥

Apoptosis

productive rearrangement

nonproductive rearrangement

&
4

Figure 6.16 The Immune System, 3ed. (© Garland Science 2009)
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En funcion de la expresion de marcadores en la superficie

celular, vamos a poder identificar en que punto del estadio de
diferenciacion esta (ejemplo une célula que muestra CD43+ es

una célula bastante inmadura).
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Ademas de reordenar el ADN, los linfocitos van a realizar la

exclusion alélica, de cada gen se van a expresar 2 copias de
un gen. Pero para las inmunoglobulinas no se pueden expresar
los dos genes porque sino la clonalidad de la respuesta
inmunitaria se acabaria, lo que hay que hacer es expresar solo
un alelo de las dos copias, vamos a expresar un reordenamiento
dando lugar a un tipo de inmunoglobulinas. Si quiero generar

un clon de linfocitos que reconociesen un alelo.
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Exclusion alelica: mecanismo mediante el cual nos aseguramos de que solo se va a expresar uno de los
dos alelos. Uno se reordenara antes que el otro, en el momento en el que uno de ellos se reordena antes
emite una sefal inhibitoria para la reordenacion de los siguientes. Cuando se produce el primer
reordenamiento, no se producen mas. Valido para cadena pesada y ligera, mediante este proceso
expresamos el producto de un solo alelo. Siempre iniciamos realizando un reordenamiento.

Si el reordenamiento de la cadena pesada ha sido exitoso, vamos a reordenar la cadena ligera,
empezamos por la cadena Kappa y si no funcionan vamos con los de la cadena Landa. Una cadena mu
Kappa no sera igual que el de la cadena mu Landa, no porque uno sea mejor que otro sino porque tiene
una complementariedad antigénica diferente.

PUNTOS DE CONTROL DE MADURACION DE CELULAS B:

Habra multiples puntos de control para generar la diferenciacion de las células.

- Primer punto de control: si llegamos a la reordenacion y esta célula no expresa los genes de la
cadena pesada del primer reordenamiento, muere por apoptosis y si se expresan continua.

- Siguiente punto de control depende de si se han reordenado adecuadamente los genes de la
cadena ligera.

- Elultimo paso de diferenciacion esta promovido por la coexpresion de IgM + IgD.

Esto es al azar puede no salir bien; que no se expresen los genes o que genere receptores que
reconozca nuestras propias moléculas, autoinmunidad. No podemos permitir que salgan de los érganos
de maduracion ninguna célula potencialmente reactiva.

En las células T no hay segunda oportunidad, si hay un error se muere. Pero en el caso de las células
B hay una segunda oportunidad, tenemos el proceso de ediciéon del receptor corrigiendo el error
cometido. Si se produce un receptor que no es autorreactivo vamos a dejar que la célula complete su
proceso de maduracion, pero si la célula es potencialmente autoreactiva no puede salir. La segunda
oportunidad consiste en la retencion de la célula en la medula y la induccién de un reordenamiento
subsiguiente de las cadenas ligera (hay 4 alelos diferentes), cambia la reactividad si cambiamos la cadena
ligera. Esto es una ventaja de las celulas B sobre las células T que no tienen este proceso.

‘Pre-BIT amlgen Antigen "Positive and
Proliferation receptor Proliferation receptor negative
expression expression selection
Weak
— ; Mature
Immature antigen T/B cell
—y B/T cell: recﬂogmgon
Pre-B/T cell: expresses -\~ -\ 7~
expresses complete
one chain of antigen ) > D
antigen receptor Q So receptor j 4

Pro-

Va5 \ o~ Positive

selection
~— ) Strong ———
antigen

N \\é

Failure to Failure to
express express
pre-antigen antigen ——
receptor; receptor; Negat]ve
cell death cell death selection

Las células B maduras y en reposo expresan IgM y IgD, esta coexpresion es un paso critico en el ultimo
paso de la maduracioén de las células B. Un linfocito reconoce dos isotipos de inmunoglobulinas, produce
reordenamiento VDJ, los genes constantes no se recombinan para poder cambiar el isotipo en la
respuesta inmunitaria (si se recombinase generaria una IgM no seria posible cambiar su isotipo), el
segmento reordenado VDJ, mediante el procesamiento ARN, puede cambiar de isotipo (usando el gen
constante mu o delta), pero el segmento reordenado VDJ es exactamente el mismo por lo que reconocera
al mismo antigeno.
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RESPUESTA INMUNE DE CELULAS B:

Un antigeno es reconocido por una célula virgen
(IgM o IgD) provocando la activacion (ayudado
por las células T colaboradoras en el caso de los
antigenos proteicos) y estimulacién de esta
célula virgen que se activa y prolifera, los
primeros anticuerpos generados son IgM (son
los que ya teniamos disponible), en las fases
iniciales de la respuesta primaria tenemos una
produccién de IgM, si estamos en una respuesta
secundaria lo normal es que se cambia el isotipo
y no producimos IgM sino que para activar una
respuesta secundaria IgA (si queremos establecer
una defensa en las mucosas o secreciones), IgG
(la inmunoglobulina pase al feto). Segun la funcion
que queramos generaremos una inmunoglobulina
diferente cambiando el isotipo.

Habra una maduracion de la actividad mediante
la que iremos generando anticuerpos cada vez
mas afines por el antigeno, células B memoria

Isotype
switching

Principal
effector
functions

&O Cytokines
-

Activated
B cell

Various cytokines,
e.g. APRIL, BAFF,

(
[1FN-y GF-B, others)

M

o " Lo @

1gG subclasses

Complement
activation

(igG1, 19G3) IgA
Fc receptor- Immunity Mucosal
dependent against immunity
phagocyte helminths (transport of
responses; IgA through
complement Mast cell epithelia)
activation; degranulation

neonatal immunity (immediate

(placental transfer) | hypersensitivity)

Elsevier. Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology 6e - www.studentconsult.com

y células B de larga vida después de finalizar esta respuesta, la generacion de células memoria es

esencial.

Va a haber tres tipos de cambio:

- Maduracién de la afinidad: la IgM es la primera en entrar en contacto con el antigeno, conforme
vamos encontrandonos con el antigeno se generan mutaciones que van modificando la afinidad.

Ejemplo: inmunizamos un animal y generamos mdultiples anticuerpos monoclonales (aislar células
B individuales y ponerlas a producir anticuerpos), las inmunoglobulinas producidas son iguales
(anticuerpos monoclonales), comparamos los clones y deberian ser iguales.
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a. Alos 7 dias de la inmunizacion: no hay muchos cambios ni en la cadena pesada ni en la
cadena ligera. También medimos la afinidad segiin una constante de disociacion (Kd).

b. A los 14 dias de la inmunizaciéon: hay mas cambios de aminoacidos con respecto a la
secuencia patron (mutaciones), tanto en cadenas pesadas como en ligeras. Ahora la
constante de disociacion es mejor (menos disociado). Se generan mutaciones del ADN de

forma espontanea.

c. Le inmunizamos por segunda vez (respuesta secundaria): hay mas mutaciones, con una
constante de afinidad diferente, aun alguna mejor y otras peor.
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d. Le inmunizamos por tercera vez: mutaciones mas frecuentes y los anticuerpos generados
son sustancialmente mas afines. Quiero generar una célula B memoria con alta afinidad, por
eso vacunamos y administramos varias dosis, para generar afinidad terciaria.

- Cambio de isotipo: tipico de respuestas secundarias o respuestas primarias que se
prolongan en el tiempo, va a ocurrir porque es necesario que las inmunoglobulinas se creen para
las zonas que son especificas y reciben colaboracién de células T colaboradoras, estas células T
colaboradoras van a ordenar la funcion de la célula B: interactuando con la célula B (a través de
receptores CD40, CD40 ligando esta interacciéon es una orden a la célula B para cambiar el
isotipo) y secreta citocinas (segun cual produzca el isotipo generado por la célula B sera uno u
otro). Por lo tanto, la célula T colaboradora controla el cambio del isotipo de la célula B.

o Una mutacion en CD40 ligando produce sindrome de hiper IgM con deficit de IgE (sus
células B no cambian el isotipo porque las células T no expresan CD40 ligando) tipo 1, es
una inmunodeficiencia y los nifios suelen morir. Interleuquina 4 es un producto importante
para el cambio de isotipo.

o Una mutacion en CD40 también produciria sindrome de hiper IgM con déficit de IgE
tipo 2 esta vez.

o Mutacién en AID también produce sindrome de hiper IgM con déficit de IgE tipo 3.

Este proceso se produce porque delante de cada gen constante (excepto delta) tenemos una secuencia (S
mu o gamma) que sefiala la transcripcion de

ARN. La respuesta primaria es IgM porque 5'—Lf VD[J I . - _,__{:}_ T e
el segmento mu es el mas préximo a VDJ, TS s ! RN o e Sa

si queremos IgG tenemos que aproximar S:;’N“m"'""

el segmento gamma al segmento Vi o 0

reordenado VDJ, se producira by | N

recombinacion de cambio de clase que § S Em é“ e ¢b - g &
produce una aproximaciéon constante s—HIllH2 - el

. ., S.2b S,2a S, Se
c.amblarlla produccion de IgM por I’gGI(o IgE e -
si aproximamos el gen constante épsilon). | Syands,1 P ¥

L VDI 55351 o C2b C,2a c o 3 W¢

Si el cambio de isotipo ha sido de IgM a IgA  *H == o el U
no podria cambiar otra vez el isotipo porque [ ONA looping and recombination Yo (s
ya se ha producido un corte, pero si no G
implica el corte de la region si que podria L VD) " & c. 2 A
mover a cambiar. La enzima AID es il +
importante en este proceso de cambio de SS\J
clase y también en el proceso de 31l -
maduracion de la afinidad.

- Cambio de inmunoglobulina anclada a la_ membrana a inmunoglobulina_secretada: la

inmunoglobulina de superficie son receptores de las células B para el reconocimiento del
antigeno y pondra en marcha la respuesta; cuando se encuentra con el antigeno, la célula se
activa y secreta anticuerpos idénticos al receptor que reconocié al patégeno.
Las inmunoglobulinas ancladas a la superficie tienen una region de 20aa altamente
hidrofobicos y por eso su tendencia es la de anclarse a la membrana. En el caso de las
inmunoglobulinas secretadas no se transcribe esa porciéon hidrofébica y por eso es
altamente hidrofilica, en vez de hidrofdbica, por eso su tendencia es a salir. Algunas
inmunoglobulinas transcriben estas zonas y otras no segun la regién transmembrana (exon
transmembrana, segmento reordenado VDJ) que codificara para esta zona, en las que se codifica
la region transmembrana la inmunoglobulina sera de membrana. Cada exon da lugar a un dominio
globular en el espacio.
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TEMA 3.2: COMPLEJO MAYOR DE
HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC)

En los humanos HLA (antigenos leucocitarios) es el complejo mayor de histocompatibilidad, regulan el
rechazo a trasplantes de érganos, pero esta no es su funcién principal. Este complejo se encarga de la
presentacion de antigenos, hay dos tipos de moléculas de histocompatibilidad:

- Clase 1: expresadas en todas las células nucleares. Compuestas por una cadena pesada (alfa)
y una cadena ligera. La cadena pesadal/alfa muy polimérfica estd organizada en dominios
globulares, constituida por un dominio alfa 1, alfa 2 y alfa 3.

Class | molecule Class Il molecule
Peptide-binding
cleft

Membrane-distal
domains

Membrane-proximal
domains
(Ig-fold structure)

Transmembrane segment

Cytoplasmic tail

Hay una molécula asociada a la cadena alfa 3 pero no unida sino asociada (sin efecto
transmembrana), la cadena alfa es una cadena polimorfica con multiples combinaciones de
cadenas pesadas, beta-2 microglobulinas (unida a cadena mas pequefia). Entre alfa 1 y alfa 2
se crea una oquedad/gruta que sera usado para la presentacion del péptido al complejo para
presentarselo a la célula T. Las cadenas alfa hélice conforman las paredes de la gruta mientras
que las hojas beta antiparalelas forman el suelo.

- Clase 2: expresion reducida, restringida a células presentadoras de antigenos. Presentes en poca

medida en células T activadas, si tienen funcion células B, células dendriticas, macréfagos, células
epiteliales...
En las moléculas de clase 2 nos encontraremos dos moléculas muy parecidas, normalmente
polimérficas, con una cadena alfa y una beta, ambas tienen dos dominios globulares (alfa 1, alfa
2, beta 1, beta 2), dominio alfa 1 y dominio beta 1 se entrelazan para formar la gruta de
presentacion de antigeno. Alfa 1 y alfa 2 tendran alfa hélices y hojas beta antiparalelas, las hojas
beta de alfa 1 y alfa 2 conforman el suelo de la gruta y las hojas alfa hélices formaran las paredes
de la gruta. El dominio alfa 3 de la cadena alfa del CMH tienen solo tienen hojas beta.

HLA CLASS 1 HLA CLASS 11
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Si superponemos la gruta de clase 1y la de clase 2 son iguales, en estructura
y tamafio, aunque su funcion sera diferente. Los antigenos
intracitoplasmaticos (virus) son presentados por clase 1 vy
extracitoplasmaticos (bacterias) clase 2. El péptido se encaja en el centro
de la gruta en clase 1 (sera pequefio y protuye un poco) mientras que en

Dominio al

7

clase 2 el péptido estara mas extendido y aplanado por lo que entendemos » ’

que los péptidos son diferentes entre clase 1 (sera mas pequefio, Q% ‘*\p
aproximadamente 11 aa) y el péptido de clase 2 (puede llegar hasta 18 aa). ;&7'

Los péptidos se encajan de forma diferente, aunque las grutas sean iguales. ’ ¥

Dominio a2

El péptido de clase 1 esta anclado por residuos que estan al final del péptido b
pero intermedio no hay nada, el péptido de clase 2 tiene multiples puntos de o 1
anclaje.

AR Peptide binding by class | and class Il MHC molecules
Class | molecules Class Il molecules

Peptide-binding domain all/a2 al/pl

Nature of peptide-binding cleft Closed at both ends Open at both ends

General size of bound peptides 8-10 amino acids 13-18 amino acids

Peptide motifs involved in Anchor residues at both ends of Anchor residues distributed along

binding to MHC molecule peptide; generally hydrophobic the length of the peptide
carboxyl-terminal anchor

Nature of bound peptide Extended structure in which both ends Extended structure that is held
interact with MHC cleft but middle at a constant elevation above
arches up away from MHC molecule the floor of MHC cleft

ORGANIZACION GENETICA

Estos genes en humanos estaran en el brazo corto del cromosoma 6, estos genes en humanos se llaman
HLA. Los CMH es el nombre genérico; HLA el concreto del humano y H2 son los del ratéon (en el
cromosoma 17). Cada especie tiene CMH organizado de forma similar pero nombrados y localizados en
sitios diferentes.

CHROMOSOME 6

MHC
Clase Il Clase Il Clase |
DP DN DM LMPTAP DO DQ DA B C A C
'\u-\—'—mm*—-" —— ‘;-—'-—-=-—.=.‘

B Al A B a1 A 8y g2

En el brazo corto del cromosoma 6 hay un locus con los genes de clase 1 y otro locus con genes de clase
2, entre medias hay genes de clase 3 (genes del complemento, genes de citocinas...) pero no tienen nada
que ver con el CMH.

- Locus de clase 1 hay 3 genes diferentes que codifican moléculas diferentes:
o genes que codifican HLAA.
o genes que codifican HLAB.
o genes que codifican HLAC.

Son los genes clasicos del complejo, son altamente polimérficos, presentadores de antigenos...
En este locus también hay HLAE, HLAG, HLAF son estructuralmente similares, pero no son
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polimérficos y tienen funciones diferentes. Las moléculas de clase 1 estan conformadas por una
cadena del CMH y beta 2-microglobulinas (que se codifica en el cromosoma 18).

- Locus de clase 2 estan codificados por:

o HLADR.
o HLADQ.
o HLADP.

Estas moléculas estdn conformadas por dos moléculas: alfa y beta, dentro del locus tendremos de cada
gen su version alfa y beta (HLADR alfa y beta, HLADQ alfa y beta, HLADP alfa y beta), necesitamos dos
genes para cada molécula. En este locus (clase 2) también hay antigenos de histocompatibilidad NO
clasicos, tienen la estructura, pero no son polimoérficos y tienen una funcién diferente (HLADM, HLADO,
HLADN), ademas tendremos genes transportadores que tendran funcion importante en el mecanismo de
presentacién de clase 1.

Cada exon codifica para un dominio en el espacio: por ejemplo, el gen HLAA estara constituido por exon
alfa 1, alfa 2, alfa 3, transmembrana y citoplasmatico. Cada uno de los genes del CMH (gruta de clase 1
cadena alfa, gruta de clase 2 cadena alfa y beta) va a estar organizado en genes que cuando son transcritos
en ARNm dara lugar a un dominio en el espacio que tendra funciones diferentes. Estos genes estan
localizados todos juntos en un locus del cromosoma 6.

Los antigenos de clase 1 estan expresados en todas las células nucleadas mientras que los de clase
2 estan expresados en células que tienen funciones asociadas a la presentaciéon de antigenos.

En realidad, tenemos 2 antigenos HLAA, 2 HLAB, 2 HLAC (materno y paterno), por lo que no tenemos
3 antigenos de clase 1 sino 6 (3 maternos y 3 paternos).

EXPRESION DE MHC

Hepatocito: antes de hacer un trasplante hay que comprobar el HLA del higado. En este caso tenemos:

- HLAA1, HLAA29 a los antigenos los e Class I
nombramos igual' ani X rcer Expressed on ALL nucleated cells
- HLABS, HLAB44.

- HLACWG6, HLACW?7. rcu ™

Mientras que, podemos ver que el macrofago
expresa las mismas moléculas de clase 1 que
el hepatocito, porque las moléculas de clase 1 se ™y,
expresan igual en todas las células, pero a parte
el macrofago expresa las células de clase 2:

Class Il
Expressed on:

+ Macrophages and monocytes

el

« Bcells

+ Dendritic cells

- HLADRS3, HLADR7, HLADP4, HLADP2, Ry ) )
Macrstago « Activated T lymphocytes
HLADQ?2...

Este solo tiene un tipo de HLADQ2 porque en este caso es homocigético para HLADQ (padre y madre
tienen el mismo alelo HLADQ). Tendra 6 antigenos diferentes de clase 1 y 5 de clase 2 (homocigota).

Los genes HLA se expresan de forma codominante; tienen la misma fuerza genética los alelos maternos
y paternos. Ademas HLA son los antigenos mas polimoérficos de todo el genoma humano, estos genes se
heredan en bloque, no hay herencia segregada, o bien toda la zona codificante es materna o paterna, por
lo tanto, los haplotipos posibles del cruce entre los padres serian:
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- 25% HLA haplotipico, hermanos Two brothers have a
compatibles ﬁ? + EE probability of being:

_ o Y . -HLA incompatible: 25%
50% HLA haploidéntico. -HLA haploidentical: 50%

-HLA identical: 25%

- 25% HLA incompatible.

Haplotipo: grupo de genes que se heredan juntos, no
segregados, como una unidad. Y que estan
localizados en uno de los dos cromosomas (materno
o paterno).

Kubyly

Muy de vez en cuando ocurre un fenémeno de recombinacion en la que la mitad de un alelo materno se
recombina con la mitad de otro alelo materno para dar un nuevo alelo materno, generando mas diversidad
(aumentando el polimorfismo). Aqui no se heredarian en bloque, no seria haplotipo. La combinacién no
es totalmente aleatoria, algunos antigenos estan sobreexpresados en poblaciones concretas, ejemplo
40% de europeos son HLAA.

En caso de HLADRalfa no tiene polimorfismo, pero si en HLADRbeta. Este es el origen de la dificultad para
encontrar un donante adecuado ante trasplantes, hay millones de combinaciones posibles, es dificil
encontrar dos personas compatibles.

El polimorfismo es fundamental para la especie, necesitamos presentar el antigeno de forma adecuada,
en términos de eficacia tenemos que ser polimérficos en cuestion de grutas, tenemos que tener grutas
diferentes. Todas las diferencias se congregan en puntos concretos, no estan en sitios al azar, estan
localizados en los puntos de contacto del péptido con el antigeno; habra polimorfismos sobre todo en el
suelo y en las paredes de la gruta, encajara el péptido o no dependiendo de este polimorfismo.

I
T

— T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Residuo

T T 1 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
Residuo

d risk factors for disease

Una madre en el parto del segundo hijo tiene anticuerpos de

histocomatibilidad ante anticuerpos que no son suyos, hay un Frequency (%)

intercambio de sangre muy intenso que da lugar a que células de la

HLA
allotype

Relative

Disease

Patients | Controls

Ankylosing spondylitis B27 >95 9
Birdshot

chorioretinopathy

madre vayan al nifio y células del nifio van a la madre, en el caso
del nifio la mitad de los genes son de la madre y la otra mitad del
padre, pero se produce una tolerancia ante los antigenos extrafios,
pero exponen a la madre y se podian observar mediante serologia.

A29

DQ6
DQ2 and
Das
DQ2 and
DQs
B35
DQ6

Narcolepsy

Celiac disease

Type 1 diabetes 81

70
86

Subacute thyroiditis

En el caso del gen HLA-A es mas dificil tener haplotipo porque hay

Multiple sclerosis

mas variedad, para la cadena alfa y la cadena beta habra genes
diferentes. La nomenclatura de los genes humanos hay que
nombrarlos segun el catalogo del WHO (el gen humano va siempre
en italica y mayuscula).

Rheumatoid arthritis
Juvenile rheumatoid
arthritis

Psoriasis vulgaris
Addison’s disease
Graves' disease
Myasthenia gravis
Type 1 diabetes

DR4

DR8

Cwb
DR3
DR3
DR3
DQ6

81

38 7

87
69
65
50
<01

33
27
27
27
33
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La importancia de estos genes polimorficos radica en su relacién con enfermedades, la presencia de
enfermedades se relaciono con determinadas HLA, hay enfermedades inmunes que, si tienes un haplotipo
HLA determinado eres mas propenso a sufrir una enfermedad concreta, no son la causa, pero si un gran
factor de riesgo. Ejemplo: el 95% de los enfermos con Espondilitis Anquilosante tienen B27+, hay un 5%
de pacientes con B27+ que no tienen la enfermedad. Casi todos los enfermos celiacos son DQ2 o DQ8
(diabéticos también).

RESTRICCION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA:

Las células T reconocen al antigeno en el contexto de sus propias moléculas HLA (las mismas moléculas
HLA tienen que expresarse en células presentadoras y reconocedoras). Para que se produzca una
respuesta inmunitaria eficiente, las moléculas HLA que presentan el antigeno tienen que ser las mismas
que las moléculas HLA que hay en las células que reconocen al antigeno.

- Siel péptido antigénico (X) es presentado [EELAGDEE
a la célula T correcta (con receptor para Céla T Céla T
esta célula), con células de Cetia T | |

histocompatibilidad son las mismas,
entonces hay respuesta.

- Si al mismo receptor le ensefiamos un TCR TCR TCR
péptido antigénico (X) diferente, no va a

hab t Kap ‘ Lay
aber respuesta. e — wic® et =
- Si al mismo receptor (que reconoce al ‘D . H:]
péptido X) le ensefiamos un péptido | | f
antigénico  diferente  (Y), no hay ! ! !
Célula presentadora de antigeno Célula presentadora de antigeno Célula presentadora de antigeno
respuesta.

Reconocimiento Ausencia de reconocimiento Ausencia de reconocimiento

Por lo tanto, para que haya una respuesta inmunitaria eficiente las células presentadoras de antigeno
tiene que tener las mismas moléculas de histocompatibilidad que las células respondedoras, y sino
no hay respuesta.

TRASPLANTES:

No deberia haber respuesta porque el 90-95% de células no se equivocan, pero 5% de las células cometen
un error respecto a la conformacion espacial del complejo HLA-péptido, aloreconocimiento. Cuando
tenemos un reconocimiento entre células hay una alorespuesta, las células rechazan a células
incompatibles.

El rechazo consiste en una destruccion de la nefrona (en el caso del trasplante de rifién), destruccion del
parenquima noble por parte de las células T. La Unica explicacion posible es que se produce un error
conformacional; cuando una célula con HLA extrafo presenta un péptido propio a una célula T, esa célula
T se confunde y entiende que ese péptido propio estd siendo presentado en el contexto de HLA
propio+péptido antigénico. El hecho de presentar un péptido propio en el contexto de MHC extrafio, MHC
extrafio + péptido propio hacen que un pequefio porcentaje de células interprete que lo que en realidad se
presenta es un MHC propio y un péptido antigenico, se invierte. Este aloreconocimiento aun no se entiende
por completo. Los trasplantes son una paradoja porque lo que sucede es la confusién del 5% de las células,
estas son las responsables del rechazo.
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PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE ANTIGENOS:

Las células CD8 siempre reconocen el antigeno

cuando es presentado por clase 1 (no hay :
excepciones), mientras que las células CD4 | | .

reconocen el antigeno cuando es presentado por |.|.
clase 2.

Clase 2 (bacterias, extracitoplasmaticos) presentan el
antigeno a células CD4 (colaboradoras), clase 1 (virus,
intracitoplasmaticos) presentan el antigeno a CD8

Clase Il
helpers/reguladoras).
( p g ) CD8* T lymphocytes (cytotoxic) CD4* T lymphocytes
recognize antigen in the context (helpers/regulators) recognize

of HLA-CLASS I

Vias principales de presentacion y procesamiento de antigeno:

- La via citosolica pretende presentar

antigenos endégenos a Clase 1, a través del +Ubiauitin

antigen in the context of HLA-CLASS 1T

TAP

Endogenous —=—— Cytoplasmic —> Peptides — > Endoplasmic —> Peptide-class |

proteasoma. antigens proteasome /

complex

- La via endocitica mete los antigenos que
estan fuera por endocitosis, metiéndolos en un
compartimiento endocitico y presentandolos a

ENDOCYTIC PATHWAY

reticulum MHC complex

Exopeptidases _ Amino
acids

v
Clase 2. Endocytic comp ——> Peptides —> Peptide—class Il

g
antigens  Endocytosis

- Presentacion cruzada: usa ambas vias. or

phagocytosis

MHC complex

VIA INTRACITOPLASMATICA/CITOSOLICA

El antigeno pasa por el proteasoma (su mision es el reciclaje de proteinas
del citoplasma).

Las proteinas del citoplasma se unen a ubiquitina que las lleva hasta el
proteasoma, que es un cilindro hueco que degrada proteinas propias
senescentes o proteinas virales, recicla las proteinas en aminoacidos o
péptidos que no llegan a ser degradados en aminoacidos individuales; si no
hay infeccion son péptidos endoégenos, si hay infeccion seran
antigénicos. Estos péptidos los queremos cargar en la gruta de moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad clase 1, pero estas se estan

sintetizando en el reticulo y esto pasa en el citoplasma por Cytosolic ntravesicular | Extraceluar pathogens
pathogens pathogens and toxins

(b) Cytosol =
Protein ':'.'Amino acids
?’ T "4
~
-~ Peptides
~
ATP { 7
ADP +P; ) -
Class 2T i

I MHC YUvUv —_—
‘///I = Tapasin  geg

Calreticulin
g\ t lumen
ﬁ Class | o chain

“\\\ Calnexin

lo que hay que atravesar una membrana por lo que
necesitamos transportadores. TAP1 y TAP2 (genes

transportadores) forman un canal por el que entrar O

péptidos formados en la degradacion en el = >

proteasoma. Estos péptidos antigenicos se cargan en la [ ..., — et vesies et vscs
oW b oo b

grUta de CMH’ eSta grUta SIempre eSta "ena porque SInO Peptides bind to MHC class | MHC class Il MHC class Il

el complejo es inestable, por eso es tan importante el

Presented to Effector CD8 T cells Effector CD4 T cells Effector CD4 T cells

reconocimiento, siempre habra algo en esa gruta lo que
. . . . ~ Effect on
habra que determinar es si es propio o extrano. presenting cll

Cell death intravesicular bacteria secrete Ig to eliminate

Activation to kill Activation of B cells to

and parasites extracellular bacteriatoxins

Se sintetizan las moléculas de clase 1 (cadena alfa) pero aun no hay beta-2-microglobulina, por lo que el
complejo no es estable, para hacerlo estable unimos la Calnexina con la cadena alfa.
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Cuando estan unidas cadena alfa y beta 2- Microglobulina se separa la Calnexina. La Calreticulina y
Tapnesina ayudan a la carga del péptido arrastrando a las moléculas del CMH a la proximidad de los

canales.

Endoplasmic
reticulum

MHC
class|

VIA ENDOCITICA

Los antigenos extracelulares se meten en una vesicula endocitica (fagosoma) donde los vamos a
degradarlos afiadiéndoles componentes lisosomales (fagolisosoma) y cargamos el péptido. La molécula de

clase 2 que sale del reticulo sin tener el péptido cargado.

Es una diferencia con respecto a clase 1, que en el reticulo se sintetiza cadena
alfa y cadena beta, y si nadie ocupa la gruta es un complejo inestable, por eso
entra la cadena invariante se introduce y se exporta, la cadena invariante
esta asociada a las cadenas alfa y beta de clase 2, pero la cadena invariante
mimetiza a accion del péptido propio o antigenico al introducirse en la gruta,
la cadena invariante forma el péptido clip (la parte de cadena invariante que
esta introducido en la gruta de clase 2), cuando se digiere la cadena invariante
se corta el sobrante y ahora si que estabiliza clase 2.

Pero queremos sacar este péptido clip para meter el péptido antigenico o
propio, esta salida del péptido clip de la gruta de clase 2 la realiza las vesiculas
HLADM (molécula de histocompatibilidad no clasica que saca el péptido de la
gruta) y mete en su lugar un péptido propio o antigenico y sale la molécula de
clase 2 cortada en vesiculas. Esto tiene lugar fuera del reticulo.
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PRESENTACION CRUZADA

Es la tercera via de presentacion, se inicia como via endocitica y se desvia para presentar la molécula por
clase 1 favoreciendo la respuesta a virus y tumores.

Se va a montar una respuesta inmunitaria cuando la célula presentadora de antigeno presenta un péptido
antigenico a la célula T, antes la célula presentadora de antigeno tendria que haberse infectado con virus,
el problema es que la gran mayoria de células presentadoras de antigenos no se infectan con virus
(excepcion VIH), si la proteina viral no esta dentro del citoplasma de la célula presentadora de antigeno no
podemos presentarlo a la célula citotéxica, que son las que responden al virus.

Vacuolar pathway | Endosome-to-cytosol pathway

| Soluble antigens

~
~

- Particular antigens
/

Rab11

IRAF

alkalization 4 Il
2 -

MHC | I

\

Ejemplo: me pongo vacuna del COVID y hay respuesta porque hay una tercera via de presentacion que
genera una presentacion cruzada.

Antigenos que han entrado por la via exdgena/endocitica, lo normal seria presentarlos por clase 2, pero
esta presentacion clase 2 no va a generar una respuesta antivirica, esto lo hacen las células citotéxicas por
lo que habra que meter el péptido viral en la molécula de clase 1 para obtener respuesta.

La célula presentadora de antigenos no se infecta por el virus, pero si lo fagocita dentro de una vesicula, lo
que ocurre es que determinadas poblaciones de células presentadoras de antigenos (dendriticas) van a
tener este proceso de presentacion cruzada; se inicia la entrada con la via endocitica (clase 2) y luego se
cruza a la clase 1. Que puede darse de dos maneras:

- Viavacuolar: entra el virus/proteinas en una vacuola y la Calnexina hace el proceso de derivacion
aclase 1.

- Via endosémica: se produce cuando hay muchos antigenos, la introduccion del antigeno en la
célula presentadora de antigenos hay muchas vacuolas que se pueden romper, dejando al péptido
libre en el citosol, y a partir de ahi los péptidos van directos a clase 1.

Esta presentacion cruzada es fundamental para respuesta antivirica y tumoral. Hay que sensibilizar
células citotoxicas con antigenos presentados por clase 1 que les induzcan la muerte.
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Es el proceso por el cual, antigenos internalizados por clase 2 son desviados para ir a cargarse dentro de
la molécula de histocompatibilidad de clase 1, favoreciendo que las células citotoxicas reconozcan que
células estan infectando y montar una respuesta eficiente.

Resumen presentaciones:

- Las respuestas inmunes contra virus y

tumores requieren la captacion del antigeno TR R Pt o w [y il 4 T
por las DC y su transporte a los 6rganos coudendia \\ o Anifgard

secundarios. Sin embargo, la mayoria de los exigena ) Y % l{}ﬂ .;‘R
virus no infectan a DC. La presentacion n—— R s g D i s
cruzada es la via por la cual los antigenos s TR ? _ MHC dlase
extracelulares se presentan a las células CD8. ]“‘ "'***7/’/ O - 'f \\,jf’f)

CD28

- Las células dendriticas captan el antigeno y Q//\“”‘" Neee e (/
lo presentan a través de moléculas de Clase Il A 4 -

a las células CD4+ (figura a).

- Estas células CD4 activadas actian como un “puente” para ayudar en la activacion de las células CTL
secretando IL2 y en la “licencia” de la célula dendritica. Se inducen receptores TLR Y moléculas CD80/86.

- Las células dendriticas autorizadas desvian el antigeno exdgeno a moléculas de Clase | (figura b).

Células respondedoras son siempre CD8.

PRESENTACION DE ANTIGENOS DIFERENTES A PROTEINAS:

Presentamos los antigenos no proteicos (sobre todo los fosfolipidos son muy antigénicos) a través de
las moléculas de histocompatibilidad no clasicas (no polimorficas), en este caso usamos CD1 que es
casi igual que la molécula de clase 1.

[Feature ] Significance ]

Broad specificity | Many different peptides

Esto se traduce en que la gruta de CD1 es can bind o the same I ' W f

. . . MHC molecule
diferente, mucho mas profunda, permite %J % WT[I] @]jlj
la presentacion de antigenos completos Each MHC Each T cell responds to \

. ) . molecule a single peptide bound P4 I
sin procesamiento, permite un contacto  displays one to an MHC molecule

. peptide at a time

mayor. El cambio fundamental en CD1 y

P . T . MHC molecules MHC-restricted T cells
moléculas de histocompatibilidad tiene que  bing only respond mainly to Proteins % — N — [@h]

. ) . protein antigens e — Peptides i
ver con las diferencias entre grutas, la  PePides Lipids 13 (S
mayor profundidad permite la presentacion Garbohydrate OC)OO S— @
ugars
de antigenos lipidicos y fosfélipidicos Nucleic %, Y
S H acids L
profunda en vez de la presentacion I'|neal Forikies are e Taih s pep“ e et docwc T
que se da en Clase 1y clase 2 (proteinas). RCCUER Avg ibcar g R O K
. . intracellular
Es muy importante desde el punto de vista | assembly conarcomparmeny’ || ept r‘ }
funcional. Class Il MHC
j2- Cytosol ol
Lucroglobulm « trg‘i)olr‘t:e‘:!oﬂl\'oiﬁ '
 fA— ™
. ﬂ
Clase 1 y clase 2 se forman al mismo et Wi
tiempo, pero la cadena invariante se mete | stable surface Only popide-ioaded ' MHC
. . i f molecules i
en la gruta de clase 2 impide que 10 WG molecuie 2 expressed on e S % bound poptde
3 cell suriace for
péptidos que irian presentados por clase 1 [ediifes bOUNd recagation by T cels @ =5 % ﬂm —(A3)me”
se cambien accidentalmente a clase 2, por e
i i6 v I MHC molecule displa pa-
eso necesitamos la presentacion cruzada. VN sow e o mm,og,obu,,,, pepm -
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TEMA 4: RECEPTOR DE CELULAS T PARA
ANTIGENOS (TCR)

SIMILITUDES ENTRE INMUNOGLOBULINAS Y TCR:

Los TCR estan constituidos por dos cadenas
similares entre si unidas, tanto cadena alfa
como beta del receptor tienen un dominio
globular variable y un dominio globular
constante, su estructura esta sostenida por
puentes disulfuro intracatenarios. La
superfamilia de las inmunoglobulinas esta

8-cell might
ofd T-cell receptor
/7N Lchains /N

NH,

a-chain  B-chain L)~ AWy NH,
NH, NHZ \'~<:_~,c_‘/‘ \c.‘r:;y 23
N N C
Vel 3V
g

,/f\ H chain : : H chain
. Cd ic i3
Connecting { e o/

sequence

Transmembrane{ +§—? 1 ] S::;:rf:;nq
conformada por: region (Ty,) BB —'—} Transmembrane
E B region (T,,)
Cytoplasmic COOH - b
COOH Cytoplasmic

- Receptor TCR. { (48) (282) } i (e

- Inmunoglobulinas.

- NHC Immunogiobulin (IgM)

- Moléculas de histocompatibilidad.
- Moléculas accesorias
- Moléculas de adhesion....

Lo que todas tienen en comun es la organizacion
del dominio globular en el espacio, no
comparten homologia en estructura.

El receptor T esta formado por cadena alfa
(variable y constante) y cadena beta (variable y
constante) son altamente polimérficas, formadas
al azar, con tamafo similar. Estan organizadas en
hojas beta antiparalela y el dominio variable tienen
regiones que protuyen (regiones hipervariables
dentro de region variable)) hay muchas
equivalencias con las inmunoglobulinas.

T-coll accessory protesns KAMY

La funcion del receptor es reconocer el péptido, este péptido tiene que estar encajado en la gruta CMHC
para ser presentado a células T, interactia con regiéon variable de cadena alfa y beta que emiten las
protusiones y son las que contactan con el antigeno (regiones de complementariedad de determinantes

antigénicos).

COMPLEJO MOLECULAR TCR-CD3:

TCR esta formado por:

- Alfa
- Beta

CD3 esta formado por las proteinas homologas:

- Gamma
- Delta

Extracellular
space

Plasma
membrane

Cytoplasm

Immunoreceptor @8
tyrosine-based
activation motif
(ITAM)

Disulfide bond  ----

ITAM MOTIF (YL-----YL): TRANSDUCTION
OF THE ACTIVATION SIGNAL
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- Epsilon TCR-CD3

- Z r >
Ceta (2) TCR

Las cadenas alfa y beta tienen el tallo
intracitoplasmatico muy corto, por lo que es baja la
probabilidad de interaccién para transmitir informacion, el
TCR es el responsable de reconocer el antigeno en las
células T, hay enviar una sefa a la célula T para que
responda; es un reconocimiento y
transmisién/transduccion de sefiales para activar a la
célula, hay que informar al nucleo para expresar los genes
determinados. Si el tallo de las moléculas es corto, la
transmision de seiales es mas dificil.

Hay que informar al ntcleo para expresar determinados
genes segun las necesidades de la célula, alguien tiene
que transmitir esa informacion, en este caso lo realiza el
complejo molecular CD3 que esta relacionado con las
cadenas alfa y beta.

La cadena épsilon forma heterodimeros (gama épsilon y delta epsilon). Hay una cuarta cadena, Z, tiene un
tallo intracitoplasmatico muy largo y un tallo extracitoplasmatico muy corto, esta cadena tiene funcién
intracelular gracias a su tallo largo, se relaciona con otras proteinas para transmitir la sefial hasta el nucleo.

Para la transmision de la sefal, se necesita la expresion de todas las cadenas porque el complejo esta muy
relacionado entre si, en el humano si falla una cadena hay problemas, pero el complejo funciona, complejo
TCR-CD3. En el raton si falta una cadena, no funciona el complejo.

Si detectamos la molécula de la superficie, detectamos el todo el complejo asociado a ella.

Las moléculas TCR estan en posicion central y tiene cargas positivas, las moléculas de CD3 tienen carga
negativa, TCR atrae a CDR3, formando el complejo que esta asociado por fuerzas electroestaticas.

MONTAJE Y EXPRESION DE MEMBRANA DE LAS CADENAS TCR/CD3:

La cola intracitoplasmatica del complejo tiene una peculiaridad, la secuencia de Tirosina-Leucina-XX-
Tirosina-Leucina (siendo XX cualquier aminoacido) lo vamos a encontrar en determinadas zonas de CD3,
hay tres aminoacidos que se pueden fosforilar (tirosina, serina, treonina), lo que determina el patron de
activacion-reposo no depende de la fosforilacion-desfosforilacion, a veces si va asociado pero a no siempre,
lo que cambia es el patrén de activacion (hay proteinas que estan siempre fosforilacion y lo que cambia es
el lugar de fosforilacion, no la fosforilacion en si). En el caso de CD3 cuando tiene residuos de tirosina
desfosforilado sefala que podemos fosforilarlos para completar la sefal de activacién.

A la secuencia Tirosina-Leucina-XX-Tirosina-Leucina es lo que
conocemos como motivo ITAM, es clave en el mecanismo de
transmision de la sefal de activacion.

TCRa

CD3y CD35 (CD3:
j f POLIRRIBOSOMAS

CD3yde
Gamma, delta y épsilon tienen motivos ITAM (transmiten activacion), irﬁ \(_
3

pero Z tiene tres por cadena (6), por lo que Z va a ser muy importante
a la hora de la transmision de la seiial de activacion.

~~
RETICULO \
Estas cadenas se van a sintetizar en el reticulo, migran al Golgi para /
procesarse y van a salir juntas a la superficie (similar a
inmunoglobulinas). Ocurre en la mayoria de las células periféricas st UTH GOLGI
(receptor para el antigeno formado por cadenas alfa y beta). | TCR/CD3 TCR/CD3

AZUCAR

COMPLET PROCESADO
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TIPOS DE RECEPTORES DE CELULAST:

Tenemos dos receptores de células T para el antigeno (son muy similares pero codificados por genes
diferentes, conforman dos formas diferentes de respuesta al antigeno), por lo tanto:

- Receptor alfa/beta TCR: esta codificada por o/p TCR: @, TCR; ¥, 5, &, § CD3

genes alfa y beta de TCR y gamma, delta, épsilon /8 .0 TCR;y, 8, ¢ £ CD3
y ceta de CD3. Es el que normalmente portan las antigen-binding antigen-binding
células T; células con gran repertorio de genes e e
TCR la mayoria en células periféricas (CD4 y ol o Lar-d-wg
CD8) que reconocen péptido presentado por gt tn—1
CMHC, tienen una gran restriccion MHC. P -
- Receptor gammal/delta TCR: esta codificada | e
por genes gamma y delta de TCR y gamma, delta, [ : e ) ]
épsilon y ceta de CD3. Las células que portan ‘ = """'u,,
gammal/delta son diferentes, en la circulacion B Teell ] BT el i

periférica las células T son muy minoritarias, pero en la mucosa intestinal son las mas numerosas.
Tienen un repertorio de genes TCR menor, la mayoria no son ni CD4+ ni CD8+ sino doble
negativas, CD4- y CD8-. Las células gammal/delta no son CD4+, son CD8 o dobles negativas.
No hay restriccién de MHC porque no es quien presenta, tiene mecanismo de prestacion diferente,
por ejemplo, reconoce fosfolipidos, CD1 presenta. También son buenas reconociendo
micobacterias, las células gammal/delta tienen porciones muy especializadas.

ORGANIZACION GENOMICA DE TCR:

Los genes TCR tienen una organizacién genética similar a las inmunoglobulinas:

- Cadena alfa y delta en cromosoma 14. | ReginV | RegionC |

- Cadenabetay gamma en cromosoma 7. Las cadenas  tcg Vi  Dgdy  Cp  TMCYT
alfa y gamma tendran genes VJC (no hay D, igual TtCcRpchain N
que en las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas).

- Las delta y beta tendran VDJC.

TCRachain  NH

En los TCR el dominio globular de la cadena beta Human TCR B chain locus (620 kb; chromosome 7)

(VDJC) tendra: HIEE
. . L Vgl L Vgn  Dpt Jpl Cy1 /Op2  Jg2 Cu2
- Region variable (V). s /LA M i
- Region D, al final del dominio V. penh
Cadena J Human TCR «, & chain locus (1000 kb; chromosome 14)
: (n = ~45)
- Regiodn constante (C). - TR TR - “n _—
/W /) - - lh3
o si aenl
Y en la cadena alfa (VJC) habra: L V2 /gf}zua Js Cs LV
Y/
» ) (I //-Ad_A dgm-n
- Region variable (V).
- Cadena J. Human TCR y chain locus (200 kb; chromosome 7)
.y (n=~5)
- Region constante (C). L vy L Lva o o 42 c -
4 i S / sl ft p— — e
- Ademas, hay una zona de complementariedad M/ . / e

de determinantes antigenicos (1, 2, 3).

En los genes de la cadena alfa y gamma nos encontraremos; V alfa (1, 2, 3,4, 5,6, 7),Jalfa(1,2,3,4)y
C, en la cadena beta y delta tendremos; V beta (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7), D beta (VD1, D2, D3, D4, D5), J beta
(1,2,3,4)yC.
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La ubicacion de los genes delta es muy importante, el locus delta estara entre los genes variables de
alfa y la unién alfa, si se produce un reordenamiento productivo de la cadena alfa, los genes delta se
pierden, se corta ese bucle, nos pasara igual que en las inmunoglobulinas, generaremos receptor de la
misma manera. Esto nos explica la incompatibilidad de la expresion simultanea de alfa/beta y
gammaldelta, las células son alfa/beta o gammal/delta.

V,
Para generar un segmento reordenado V alfa J alfa, N Ca
. B ,—%
cualquier gen V se une a cualquier gen J: — PRI ", W m a
a-chaingene  [HEN— {1
- Aproximacion fisica. 7 Canmmg/ ~4
- Formacion del bucle. Y sequence /' plasmic
Encoded Leader Variable Constant Trans-  tail
- Corte, se lleva a cabo por RAG1 y RAG2 (como domains domain domain  membrane
(Vi 0r Vi) (CqorCp)  region

recombinacion). Los pacientes sin RAG1 ylo
RAG2 no tienen ni células B ni células T,
porque no ha habido recombinacion, nos da Rearranged i‘lIiﬁlf G H o m T
lugar a inmunodeficiencia combinada grave. e - vﬂ] i

CORTCOR2 COR3 —

- Empalme — &
V“

IMPORTANTE: si hay un reordenamiento productivo entre V alfa y J alfa, como el locus delta esta en
medio, se pierde.

Dentro de las secciones variables también hay dominios de complementariedad de determinantes
antigénicos. Habra regiones relativamente conservadas hipervariables.

GENERACION DE DIVERSIDAD EN EL TCR:

La diversidad del TCR se genera a través de los siguientes mecanismos:

- Unién combinatorial de VJ y VDJ, todas las
e VJ and VD] combinations o
posibilidades de cadena alfa y todas las ﬁ v oJ * RSS:12:23 pb spacers.
T B and § chains chain * ENTICAL
posibilidades de cadena beta, son v ;[JU" " HEPTAMERS AND
recombinaciones al azar, cada una va por B covcras B cevin . ipexmicar raG v
. RAG2 RECOMBINASES
su lado. Sucede igual que en las Alternative joining of D genes
. . LV D5 Dy J5 L Vy Dy Iy
inmunoglobulinas. [D—//—O—O—//_ﬂ_ HD——O——
- Union alternativa de los segmentos D. ! 4 =gream |
. sz . . === V;-J; D MAY BE SKIPPED { =Two-turn Viy-Dy-Jyonly
- Imprecisiéon en las uniones: dependiendo VeDy-Jg ss
del | donde se haga el corte-empalme se —" L
e Lo 9 P
desplaza al TCR. Imprecise joining
- Adiciéon de nucleotidos: es muy frecuente en T oL
TCR ta | biidad d _—lya| gy . e
, aumenta la posi ||.a . e generar s g v . g
receptores, aumentando la diversidad de TCR Vs Two-tum RS Vi TwotumRss
en comparacion con las inmunoglobulinas. N-nucleotides addition Nucleotides addition s mud
V_J . and T =Addionof . Nuc eotides addition is much
- Células T NO hay maduracion de la B 0 oénuceotdes™ T MORG frequentfor TCR genes
. . . . (5461)' = 5.5 10° permu than for Ig genes.
afinidad, es la primera diferencia con
vV DJ . vV DJ
inmunoglobulinas. - -
- En el caso de la cadena gamma podemos e1R=30x10
tener asociacion combinatorial de los ﬁ’ﬁ % chdin
fragmentos D. En las inmunoglobulinas se [Geor=16x107] «— o NUMBER OF TCR

cumple siempre el orden VDJ o VJ, pero en

TCR, se producen uniones D alternativas, podemos tener VDJ, VDDJ, VJ (falta D)... las uniones
alternativas radican en la imprecision de estos genes D, esta recombinacion la realizan gracias
a las senales especificas de recombinacion, hectamero-espaciador-nonamero y nonamero-
espaciador-hectamero, respetando la sefal 12-23, son las mismas sefales y reglas que en la
inmunoglobulina. La recombinacion de los genes de TCR es igual que en las
inmunoglobulinas, pero con diferentes genes.
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TEMA 5: (T13) DIFERENCIACION Y MADURACION
DE LAS CELULAS TEN EL TIMO. CELULAS
REGULADORAS. GENERACION DE TOLERANCIA A

NIVEL CENTRAL (Teresa)

- Seleccidn positiva: el TCR reconoce al péptido con su parte variable reordenada y al MHC.
- Seleccidén negativa: los linfocitos reconocen nuestros propios antigenos y derivan apoptosis.

DIFERENCIACION LINFOCITOS T:

Muiltipotent
Linfocitos: ( Py HsC

La célula multipotente (autorregeneradora) da lugar a un
progenitor comun linfoide que dan lugar al linfocito T o B.

Si se sigue el camino de la derecha la diferenciacion puede
ser hacia; célula T, NK e ILC.

En el timo se emite una sefial mediante el factor de
transcripcion Notch 1 y el progenitor linfoide T se transforma
en linfocito T muy inmaduro, se activa el factor de

subpoblaciones 7

EBF Common lymphoid
E2A progenitor
Pax5_r

Tcell, NK

Algunos moléculas y

factores de transcripcion

son muy importantes en
determinar la diferenciacién
hacia una poblacién u otra

05—

transcripcion Runx3 que favorece su desarrollo como >(‘ )
Linfocito T maduro. Una vez se elige un camino de o L
diferenciacion, no es un proceso reversible. FO B: Céluias B fobcutaes (tjoos nfétcosy sangre) 2B T

MZ B: Céulas B de la zona marginal (bazo)
B-1: Desarrollo fetal (mucosas y peritoneo)

Un precursor linfoide esta
determinado a ser un
linfocito T cuando expresa
el receptor Notch-1 que
activa factores de
transcripcion como Runx3,

Abbas et a: Celutar and Molecular Ievmumology, 7e.
Copyright © 2012, 2007, 2005, 2003, 2000, 1997,

El progenitor prolifera, lo primero es un pre-TCR, en este punto se chequea su funcionamiento, muere si
no funcionase, si funciona comienza a reordenarse la cadena alfa, si se produce correctamente tenemos
un TCR con su parte variable formada. A partir de aqui tenemos un reconocimiento de TCR que puede llevar
a cabo seleccion positiva o negativa segun el tipo de reconocimiento (fuerte o débil).

ESTADIOS CELULARES EN EL DESARROLLO TIMICO:

(" MEDULA (SANGRE)/” TIMO "\ (SANGRE Y)
OSEA | TEJIDOS
- Dobles negativos: no expresan ni CD4 ni coscone 'j"‘f‘, Linfocito Te
+, TCRap~ &
CDs. gos-coe. \ . CD4-CDB+
. ity “ Ny "~ CD3+, TCRap
- Dobles positivos: expresan CD4+y CD8+. N\ \'j': .
. . " . Precursor S/ ~/ Linfocito Th
- Positivos simples (o positivos sencillos): = if 1 “{[*cosscose
. @ : * .
expresan CD4 o6 CD8 (colaboradoras o \c;‘/ sl . & oo yoRap
citotéxicas). cos. || recrers N\
TCR- CD3lo= / ) Linfocito Tyé
Sequn | Rali i& ib tadi CD4- CD8- cn;.cns.:\_t‘/" ’mfa‘.’é&.
egun la sefalizacion que reciba pasa a un estadio u L )\ N S04 CoEN N )

otro. Los dobles positivos se dan en el timo.

ORGANIZACION CELULAR EN EL TIMO:

Una pequefia proporcion

pueden ser CD8+

En la corteza del timo tenemos células epiteliales corticales, algun macrofagos y células T muy
inmaduras. Hay una unién corticomedular con células epiteliales medulares, células dendriticas,
macrofagos, y los corpusculos de Hassall (células dendriticas y epiteliales con funciéon desconocida).
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Para que el timo cito madure es necesario el microambiente del timo (no podemos madurar a un timocito in
vitro porque no podemos generar ese microambiente) imprescindible para generar linfocito T.

Necesitamos:

Las

Células epiteliales corticales y medulares que expresan Notch1.
Muchas moléculas HLA de clase 1y 2.

Citocinas.

Quimioquinas (IL-7): citocinas que atraen células a un sitio determinado.
Sefiales de los fibroblastos.

células epiteliales tienen forma estrellada y contactan unas con otras a través de sus multiples

prolongaciones. En la corteza se hallan la mayoria de los timocitos (85-90%) que corresponden a linfocitos
T inmaduros, asi como algunos macrofagos dispersos. La médula contiene escasos timocitos, que
corresponden ya a linfocitos T casi maduros (~5%) asi como a células dendriticas, a macrofagos y unas
estructuras concéntricas de macréfagos y células epiteliales, los corpusculos de Hassall.

Es muy importante el microambiente timico, se produciran
interacciones entre los timocitos y las células timicas que son
necesarias para la maduracion y la seleccion de los linfocitos T:

MADURACION INTRATIMICA

Célula epitelial
cortical

origen timico;

origen médula

bsea)

Célula epitelial|
medular

(origen timico)

Cortex

capsular
epithelium

Los timocitos expresan notch1 en superficie que

interacciona con su ligando en la superficie de las eddlfory
células epiteliales corticales (cCTEC) y las epiteliales neten
medulares (mTEC) timicas.

Las moléculas HLA de clase I y Il expresadas por las "] ussans
células timicas son fundamentales para la seleccion corpuse
del repertorio de linfocitos T.
Las células del estroma timico producen citoquinas que estimulan la proliferaciéon de timocitos
y el transito a través de la corteza y la médula, ej. IL-7, CCL25, CCL21 y CCL19, y otras
sustancias como la timosina-alfa y la esfingosina-1P.

Los fibroblastos producen componentes de la matriz extracelular que concentran citoquinas y
sirven también para dirigir a los timocitos desde la corteza a la médula.

Célula
dendritica
(origen médula
bsea)

Macréfago
(origen médula
6sea)

SELECCION EN EL TIMO DEL REPERTORIO DE CELULAS T

Una vez que el timocito tiene su TCR reordenado sufre la seleccion:

Seleccion positiva: asegura la restriccion por MHC (asegura que se reconozcan las moléculas
del MHC propias). Se va a da en la corteza timica.

Seleccion negativa: genera (asegura) tolerancia a nivel central. Se va a dar principalmente en
la médula, pero puede darse en la corteza timica.

PAPEL DE LA AFINIDAD DEL TCR POR EL PEPTIDO EN LA SELECCION EN EL TIMO:

En el timo siempre hay péptidos propios. Segun el tipo de presentacion tendremos:
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- Muerte por abandono: 90-96% de timocitos mueren mediante este proceso porque no se le da
una sefal positiva, no reconocen HLA, falta de seleccion positiva, no hay afinidad.

- Cuando presentamos un péptido propio de baja afinidad a la molécula de la corteza del timo, y
este genera una senal de afinidad intermedia, dandole al linfocito una sefial de vida. Es un
linfocito doble positivo, seleccién positiva.

- Cuando presentamos un péptido propio de alta afinidad da una interaccion fuerte, se produce
la muerte. Seleccién negativa.

Péptido ,m\ Seleccion de la
presentado 9 célula T CD8

- (90-96% de los
c¢TEC nguna t\mgci(os): muerte
pasiva como
FALTA DE [ Ninguna consecuencia de NO
SELECCION Nt.lla <L 9 producirse una
POSITIVA afinidad — interaccion MHC-
\ péptido y no recibir
MHC de clase | vacio 50' tanto una sefial
o no interaccién © supervivencia
Intermedia
cTEC : (2-5%)
SELECCION Baja afinidad ~d o ﬁ:, Positiva 'NTI;E:S%:"\ON
HOSIIVA /-. = ‘ AFINIDAD CON
\ EL PEPTIDO-
MHC de clase | cargado con \_// MHC
péptido propio con
interaccion de baja afinidad
Fuerte
o cTEC ) (2-5%)
SELECCION ini mTEC : INTERACCION
NECRTUA Alta afinidad e Negativa SRAcCH
TEC o AFINIDAD CON
Células epiteliales de MHC de clase | cargado EL PEPTIDO-
IaTc;réeza del timo con péptido propio con MHC
mTEC: : o b
Células epiteliales de interaccion de alta afinidad
la médula del timo

SELECCION POSITIVA Y NEGATIVA DE LOS TIMOCITOS:

- Seleccion positiva: Permite la supervivencia de aquellas células que son capaces de reconocer
moléculas MHC propias, y que reaccionan con baja afinidad

« Si el reconocimiento se realiza a través Lo . P .
de péptidos presentados por moléculas (débilmente) con el complejo MHC-péptido propio. Se da en la corteza

MHC de clase |, las células DP : : H
(CD4+/CD8+) maduran & CDB. comienza con los timocitos DP.

« Se realiza a través de péptidos

presentados por moléculas MHC de - Seleccion negativa: se da tanto en la corteza como en la
clase Il, las células DP (CD4+/CD8+) . . — . .
maduran a CD4 médula. En la médula elimina las células T que reaccionan con

demasiada intensidad (alta afinidad) con moléculas MHC propias o con
complejos MHC- péptido propio. Muy importante la proteina AIRE (for autoimmune regulator),
Individuos con mutaciones en AIRE desarrollan cuadros autoinmunes (poliendocrinopatias
autoinmunes).

Repertorio de células T auto-tolerantes y restringidas por el MHC propio.
Linfocito Th / \ Linfocito Te
CDx

14
Corteza cos —é
A TeR
cp3 /

D
Timocito doble positivo | cD4 [ Seleccion \
\ ( noglllvl
/ | t
2%-5% 90-96%
Interaccion de No interaccionan AIRE+ ¢
alta afinidad 2%-5%
Interaccion de mTEC

x baja afinidad R Za ‘§
4 abandono

Seleccion (ﬁ I?)
positiva &b Llnv(:o;!:oTh Linfocito Te
\ + CcD8+
el &/
& p
b4 £l
\ P
b/

Moltcu‘llas BAHC / Célula dendritica

declaselolyde |/ \ |
clase Il / . //,
L (2-5% Linfocito T CD4+ o CD8+ maduros Y,
Tlm°f':::::'0:|: ﬁg:::;"pln ( ) emigran a la periferia
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TOLERANCIA CENTRAL Y PERIFERICA:

En la medula los timocitos entran siendo simples positivos, CD4 o CD8, si no reconocen a péptidos propios
pasan a sangre. En la selecciéon negativa las células epiteliales de la médula presentan una proteinas
AIRE, hacen que se expresen muchos genes del genoma por corto periodo de tiempo que no tienen funcién
en el timo, para detectar si las células los reconocen o no, si reconocen genes diferentes, mueren. Esta

proteina es muy importante para que podamos ser tolerantes a
nuestros propios genes.

Los linfocitos T y B sufren proceso de:

- Tolerancia central: impiden que las células
autorreactivas salgan de los érganos.
- Tolerancia periférica: eliminan a las células

autorreactivas que se han escapado.
Los mecanismos que utilizan son:

- Apoptosis.

- Supresion: frenan la respuesta inmunitaria.

- Anergia: se reconoce el antigeno y se dispara la
primera sefial, pero la segunda sefial no se da porque
interaccionan CD8 y molécula B7.

Es mas importante la respuesta de las células T.

Tolerancia central:
o6rganos linfaticos generadores
(timo, médula ésea)

Tolerancia periférica:
tejidos
periféricos

Rk

Precursor
r linfocitico

meocltos inmaduros

- Reconommlenm mtenso del antlgeno propio

débll o nulo dal
.antigeno propio,

% 4 d

Apoptoshq Cambio de

Desarrollo

\ 2

i6n del

receptor;

(solo linfocitos
T CD4%)

Linfocitos maguros

i -
Reconocimiento de antigeno propio

\

@

e d

(Suprellén)

Ags ] (Anargln)

MICROAMBIENTE DEL TIMO Y DESARROLLO DE TIMOCITOS

Los timocitos en diferentes estadios del desarrollo se encuentran en distintas partes del timo.

- Células epiteliales corticales: presentan

péptidos de una forma
Timoproteasoma, una catepsina L.

- Células epiteliales medulares: presentan gran
cantidad de péptidos de antigenos de tejidos
extratimicos: AIRE determina la expresion de
estos antigenos periféricos.

peculiar.

Los timocitos son guiados por quimiocinas, el progenitor
entra por la unidn corticomedular, va sufriendo los
reordenamientos hasta llegar a ser doble positivo. En el
momento de doble positivo las células epiteliales corticales
van a sufrir seleccion positiva (primero se hace la positiva
y luego la negativa).

CD25: cadena alfa del receptor de linfocitos T reguladores CD4+.

CD8 T cell

CDAT cell

« Si el reconocimiento se

realiza a través de péptidos
presentados por moléculas
MHC de clase |, las células
DP (CD4+/CD8+) maduran
acDs

*Se realiza a través de

péptidos presentados por
moléculas MHC de clase II,
las células DP
(CD4+/CD8+) maduran a
CD4
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LA SELECCION POSITIVA DETERMINA LA ESPECIFICIDAD DEL CO-RECEPTOR:

Mas de un 95% de timocitos van a morir en el timo, de una forma controlada, por apoptosis (necrosis no).

RESUMEN DE LOS ESTADIOS EN LA MADURACION
DE LA CELULAS T EN EL TIMO

I\ I\ N

b =

14

Senalizacién Pre-TCR

PreTCR TCR TCR
‘ - -
Reordenamiento |r Pre-TCR |r " 1r Coestimulacién 1{
de B de afinidad
CcDa4* CD44* /cDaa /CDa4 CD4*) \ intermedia /£ (celh)
[ (cp2s- CD25* CD25* \cp25- >| (cost ‘\(C)Dt!‘
) o Seleccion
R
DN1 DN2 DN3 DN4  golacadena DP positiva sp

(pre-DP)  TCR-a

Detiene los

Reorganizacion reordenamientos
del locus de la adicionales del locus Coestimulacion Proliferacion de i
cadena a del de la cadena B de alta afinidad funcién efectora
TCR (exclusion alélica) (linfocitos T
l colaboradores o
Estimula los receptores Estimula 9 )
CD4y CD8 proliferacion

Los timocitos van a sufrir uno de los tres siguientes procesos celulares:

MUERTE POR
ABANDONO
Non-selection
Seleccion positiva

supervivencia de

4 los linfocitos T que
Timocitos con TCRs reconozcan los
no funcionales o que complejos formados
no reconocen a las por péptidos
moléculas HLA propios HLA con
propias sufren avidez baja (2-5%)
apoptosis (90-96%)

Seleccion negativa
se eliminan los
linfocitos T que
reconocen con
avidez alta los
complejos formados
por péptidos propios
HLA propio (2-5%)

SELECCION NEGATIVA

asegura la autotolerancia
SELECCION

POSITIVA
asegurael
reconocimiento
del MHC propio

Negative selection

w

Relative number of thymocytes

Positive selection

TCR affinity/avidity

CELULAS TREGULADORAS:

Nacen en el timo, son inhibidoras, ayudan al control de de la respuesta. El reconocimiento de los péptidos
propios por los linfocitos T inmaduros en el timo puede llevar a la muerte de las células (seleccion negativa)

o al desarrollo de los linfocitos T reguladores.

- Tiene la capacidad unica de inhibir las respuestas inmunitarias.

- Pueden ser células TREG naturales, cuando surgen durante la maduraciéon en el timo a partir de
células que reconocen proteinas propias con alta afinidad (células autorreactivas).

- Pero inducirse en el sitio de una respuesta inmunitaria en una forma dependiente del antigeno

(células TREG inducidas o periféricas).

- Los linfocitos T reguladores se identifican por la presencia de CD4 y CD25 en sus superficies, asi
como por la expresién del factor de transcripcion interno FoxP3.

- Los linfocitos TREG inhiben las respuestas autorreactivas y desempefian un papel en la limitacion
de las respuestas normales de los linfocitos T ante los patdgenos.

Asociacion entre el destino de los timocitos y la afinidad de su TCR por los complejos de MHC/péptido

propios que encuentran en el timo.

Seleccion
Negativa

La proteina AIRE, mas otras
caracteristicas propias del timo,
hacen que antigenos extratimicos
se expresen en el timo

fuerte de MHC-

Apoptosis
auto-Ag en el timo Célula T inmadura

especifica de auto-Ag
APC

Reconocimiento ‘

Desarrollo de
linfocitos T
reguladores

Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology, 7e.
Copyright © 2012, 2007, 2005, 2003, 2000, 1997,

CélulaT
reguladora
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CELULAS NKT

No estan restringidas por MHC ni reconocen
péptidos presentados por las moléculas MHC
clasicas.

Expresan TCRap e interaccionan con CD1.

Tienen marcadores de superficie propios de las
células T (CD3) y NK (CD16, CD56), por lo que se
denominan NKT.

El TCR reconoce
presentados por CD1.
La molécula CD1 es similar a las moléculas HLA de
clase |: cadena pesada unida a la 2m.

Muchos linfocitos NKT tienen TCRaf invariante, por
lo que se consideran de la inmunidad innata.
Nacen en el timo.

antigenos lipidicos

Nimero de célula

Afinidad de TCR por lo propio

Baja -

Alta
Intermedia

Muy baja Muy Alta

No reconocen el
MHC/péptido +——
propio

No es seleccionado | Seleccionado Algunosse |Seleccionado

de manera positiva de manera desarrollan de manera

positiva para Tggc negativa

Muerte por abandono | Sobrevivencia | <1% Eliminado

90-96% 2-5% (5-10% de
todos los

timocitos CD4*)

2-5%

CELULAS B TRANSICIONALES:

pre-B expresa IgM:

IgM no autorreactiva: sale de la médula como célula pre-B y llega al ganglio para completar la

maduracion y expresar IgD.

IgM autorreactiva: no permite la salida de la célula, se la retiene para darle una segunda
oportunidad con la edicién del receptor (de cadenas ligeras). Segin como sea el reordenamiento:
o Reordenamiento productivo y no autorreactivo: a la célula rescatada se le permite

abandonar la célula.

o Reordenamiento no productivo o autorreactivo: la célula entra en apoptésis.

Las células B también estan sujetas a muerte por abandono y seleccién positiva y negativa.

LAS CELULAS B DEBEN MIGRAR AL BAZO
PARA COMPLETAR SU MADURACION

Bone marrow
Stem cell Early pro-B cell Late pro-B cell Large pre-B cell Small pre-B cell Immature B cell
iom
N N N
Qronrorgd® iy drg
germline 1 germline uDJ WD) wVDJ LVDJ
A germline A germline W\ germline w\ germline /A germline WAV
Bazo d
Mature naive Antibody-
'";E:?’;;?,’" ('E;“.,ﬁ’:"n,..)“" B cell activated secreting Memory cell
: ’ (1gm', 1gD"9") | | Blymphoblast plasma cell
Igm gD IgM gD IgM Igm s ® M 196
A A ol Dﬁ \ ) il ivs
A J
“ M h
( ) ~{1gG)
; 'I‘l':I:"‘::"fve Enters Alternative
Leaves bone ‘;mhg“;’ circulation splicing to
marrow and L4 and binds secrete Ig
chains Fighting the Preparing for
enters specific antigen Isotype
; Gains access > ‘ o currentinfection| | future infection
peripheral in lymphoid switching
to primary
circulation ¢ tissue draining Somatic
Iymphoid follicle
infection hypermutation
and matures

Las células B también estan sujetas a la muerte por abandono,
seleccion positiva y negativa

I
5

Y VvVVvyv v 7

blood bone marrow : ;

@ .sé’%;i:uvwbw ““’IVVV . LT o
© 1}(‘. @3" <§ilw

Son células B que salen de la médula dsea y sufren un ultimo estadio de maduracion en el bazo. En el
bazo se pueden someter a otro proceso de seleccion negativa y positiva.

Las células B transicionales se someten a seleccién negativa y positiva en el bazo (6rgano secundario).
Las células B transicional T1 que reconocen el antigeno, incluido el antigeno propio, con alta afinidad
en el bazo, se eliminan mediante selecciéon negativa y nunca llegan a los foliculos esplénicos.
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Esas células B T1 que escapan a la seleccion negativa
entran en los foliculos y se diferencian en células B T2.
En los foliculos, sus BCR emiten tonicamente una seial
de supervivencia estimulante, ya sea sin unirse a un
ligando o por interacciones con moléculas
desconocidas.

Las células B T2 que han recibido esta sefal de
supervivencia regulan hacia arriba sus receptores BAFF y
se unen a BAFF, lo que también contribuye a la
supervivencia.

La supervivencia debida a estos dos conjuntos de sefales
constituye una seleccion positiva. Esas células B T2 que
no reciben estas sefiales estimulantes mueren en el bazo.

Dr. Ignacio J. Molina
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La seleccion de antigenos se muestra como formas violetas; las células B T1 y B T2 son verdes. Las células
de color verde claro representan las células muertas que se seleccionaron negativamente o la seleccion

positiva fallida.

MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE SENALES APOPTOTICAS

Tenemos dos vias para la sefalizacion:

Via extrinseca: se produce interaccion FAS-FAS ligando. Las moléculas FAS tienen en su interior

un tallo intracitoplasmatico. Dominio de muerte FADD:

o
la Caspasa-3 que mata.

ROS y activan a las caspasas:
o

Los mecanismos reguladores de apoptosis son:

Sefales proapoptéticas Fas-FaslL.
Sefales antiapoptoticas Bel-2, Bel-xL.

MECANISMOS DE
TRANSDUCCION DE
SENALES APOPTOTICAS

(a) T cell

Células T activadas: AICD
(activation-induced cell

— B
U[Ijﬁm

)\ Procaspase-8
(inactive)

Corta y actua la Caspasa-8 (primero inactiva y luego se activa), Caspasa-9 y por ultimo
Via intrinseca: se unen MHC-TCR. Llegan sefiales a la mitocondria y se movilizan elementos

Caspasa-9, Caspasa-3 que induce a apoptésis.

(b)
/MHC

- J\TCR o -
Seleccion
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death) — muerte inducida [
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. Trun:ated o
REGULADORES: Bid cytochrome ¢
+ Senales proapoptoticas Procaspase-3
(Fas-FasL) (inactive) @,
« Sefiales antiapoptoticas I} Caspases
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TEMA 6: SISTEMA DEL COMPLEMENTO

Caracteristicas generales del sistema del complemento:

Esta formado por muchas proteinas plasmaticas (30-50).
Sintetizado por hepatocitos, macréfagos y células epiteliales.
Los componentes del complemento se sintetizan como proenzimas inactivas (inmundgenos).
Con activacion en cascada.
Hay un poderoso paso de amplificaciéon (C3a); porque se activan muchas moléculas.
El complemento se puede activar a través de tres vias:

o Clasica (Anticuerpo-dependiente). Fue la primera que descubrimos.

o Alternativa (independiente de Anticuerpos).

o Lectinas (independiente de Anticuerpos).
Es el principal mecanismo efector de la respuesta inmune humoral.
Desempenfa papeles clave en la respuesta inmune no especifica; donde cae, actua.
Se une covalentemente a los microorganismos y permite su eliminacion directa o indirecta.
Funciones: Participa en varios procesos, tales como:

1. Lisis celular: después de formar el poro.

2. Opsonizacion del antigeno: cuando un patégeno une factores del complemento y

aumenta opsonina y fagocitosis.
3. Activacion de la respuesta inflamatoria: liberan una sustancia que activa mastocitos,
quimiostasis...

4. Aclaramiento de inmunocomplejos: forman unién antigeno-anticuerpo.
Esta sujeto a una estricta regulacion por parte de proteinas reguladoras que inhiben la
activacion del complemento (para que no actie contra nuestras células, lisa la célula/patdogeno
donde cae).

Se produce una protedlisis secuencial de proteinas que adquieren actividad enzimatica (cimégenos).

Al "unirse a la accion", muchos factores del complemento son escindidos
(divididos/fragmentados) proteoliticamente, por serin-proteasas, en dos fragmentos "a"y "b".
Los fragmantos "b", normalmente mas grandes, se unen al complejo molecular en formacion o
quedan unidos a la membrana.

Las opsoninas al unirse adquieren capacidad enzimatica para actuar sobre el siguiente
componente: convertasas (son las que se quedan en la membrana).

Los fragmentos "a", mas pequeinos, migran y sirven como agentes quimiotacticos o ayudan a
la desgranulacioén, son anafilotoxinas.

VIAS DE ACTIVACION

La via clasica es antigeno-anticuerpo necesita union a anticuerpo, esta via empieza por el factor
C1y terminan por C9.

La via de la leptina: (la leptina mas comun es la manosa) se une a las leptinas de la superficie.
Van por orden (C1-C9), con algunas excepciones.

La via alternativa: igual que la via clasica, pero comienza un poco mas adelante.

Estas tres vias confluyen en el factor de amplificacidn C3b, a partir de aqui las tres vias son idénticas
y forman un poro, complejo de ataque a la membrana (MAC). Donde caen estos factores lisan patégenos
o nuestras células (si no tuviéramos proteinas reguladoras). Hay dos convertasas muy importantes C3 y
C5. Las tres vias son complementarias.
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VIA CLASICA

Excepciones de la via clasica:

- C1:eselinicio.

- Cd4:vaantes que C2y C3 (en via clasica y de lecitinas).

- En C2 el fragmento pequefio es “b” y el grande “a” (a
diferencia de todos los demas), el pequefio siempre es el
que cae en la membrana (por eso C2a forma convertasa
de C3).

Funciona en cascada:

1. Se activa mediante la unién del anticuerpo a la superficie de
patégeno activando al factor 1 del complemento (C1).

2. Ese factor 1, que ahora es una enzima, C1, actiia sobre C4 y
lo escinde en un fragmento grande (que se une covalentemente
a la membrana) y otro pequefio, que tiene poca funcién (C4a).

3. C2 y C4 son escindidos por C1, por lo que tendriamos C4b y
C2a que conforman la enzima convertasa C3 (complejo C4b2a).

4. Convertasa C3 escinde a C3, se rompe en muchas moléculas;
un C3b grande y C3a pequeio, soluble (no se une a la
membrana) con acciones muy importantes. Se genera
amplificacion por la rotura en pequefios fragmentos de C3a.

5. C3b se une a C4b2a (convertasa de C3) formando la
Convertasa de C5 (complejo C4b2a3b): que escinde C5 en C5a
y C5b.

C3b ademas de unirse a la convertasa C5, se une
covalentemente a la membrana, y actia como opsonina (por
eso esta en la membrana para actuar como opsonina).

A partir de aqui, TODAS LAS VIAS SON IGUALES.

Binding of
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antigen; binding of
C1 1o antibodies
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surface and * )
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6. C5b se une a C6 y C7 activan al C8, la union de todas produce la activacion de muchas moléculas de
C9 que perforan la membrana formando un poro, complejo de ataque a la membrana (MAC). Estos poros
perforan la membrana sacando el contenido de la célula y produciendo su muerte, este proceso se
denomina MAC. El proceso va en cascada, si falla una proteina el complejo de ataque no podra

desencadenarse.

Esta via es una contribucién en la respuesta secundaria, hay anticuerpos, por lo que no puede ser de la
via primaria (los anticuerpos tardan varios dias en generarse tras el contacto con el patégeno).

C5b

lipid bilayer

pathogen

Lesions caused by
MAC in an erythrocyte

Figure 2.13 The Immune System, 3ed. (© Garland Science 2009)
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El complejo C1 es el iniciador de la via clasica; formado por C1q que forma polimeros que se abren dando
prolongaciones que se unen a los anticuerpos, con C1rs unidos (serin-proteasas). C1 actua como serin-
proteasa, fragmentando a C4 y luego al C2. Es la serin-proteasa mas activa.

Los anticuerpos que mejor fijan complemento son IgM e IgG. Esto

sucede porque:

Complement
activation

Soluble IgM (planar form)

La IgM tiene forma plana, pero al unirse al antigeno sufre
un cambio conformacional generando una forma en
grapa, pudiendo activar al complemento, es la mejor para

A
B

x|

Antigen-bound IgM (staple form)

esta funcion. Tiene cuatro dominios globulares en el o) Yes
espacio, por lo que tiene dos sitios de union al
complemento pudiendo disparar la cascada de activacion c
con una sola |gM Soluble IgG (Fc portions
L. i . not adjacent)
La IgG es monomérica, por eso necesitamos minimo 2 )\ ,/4\ # No
moléculas de IgG unidas al antigeno para que sufran un g £ ,\(
cambio conformacional y asi poder activar al © Antigen-bound IgG
complemento. La IgG puede unir una cabeza de Fc porque
tiene solo un sitio de unién por lo que tiene que haber dos 7,/(k&\\, Yes
IgG muy proximas entre si como para disparar la cascada gt
de activacion.
Para activar la cascada necesitamos o 2 IgG muy proximas o 1 IgM unida a antigeno.
VIA ALTERATIVA
<\C3a
, . . . Spontaneous | .
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; Hydrolysis and Microbial \ :
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_ Factor B C3b in fluid phase Ir;acllve
—_— Microbe .  C3b
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espontanea. C3b se inactiva muy rapido, siempre que no BV Disoenmin R
esté unido a la membrana del microorganismo de forma c3off] o3 convertase
Stabilized by &7 \

covalente.

2. El Factor B se une a C3b y lo fragmenta. El C3b puede
unirse a un microorganismo y actuar como opsonina, o unirse

ala convertasa de C3.

3. Factor D fragmenta al Factor B, generando C3bBb,
convertasa C3 (es diferente a la de la via clasica).

4. La convertasa C3 rompe muchas moléculas de C3 en C3a
y C3b, estas C3 tienen un enlace tioester interno que se

Cleavage of additional
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properdin
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of complement activation

puede romper por hidroélisis separandose en C3a y C3b, C3b se activa al unirse a la membrana. C3b
puede unirse a la superficie actuando como opsonina o se puede unir a la Convertasa de C5.

5. La convertasa de C5 (C3bBb3b) fragmenta C5.

A partir de aqui es el proceso idéntico a las demas vias.
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VIA DE LAS LECITINAS

Es muy similar a la via clasica, pero esta via inicia en C4:

1. En vez de tener union a anticuerpos tiene unién a lectinas, la mas frecuente es la manosa, por eso
tenemos MBL (Manose Binding Lectin, tiene la misma forma que C1q) que se une a leptinas.

2. Su serin-proteasa es MASP-1 y 2 que escinde al C4 en C4a y C4b, la C4b se une covalentemente a la
membrana de microorganismos.

3. La MASP-1 y 2 también escinde C2 en C2a y C2b, se forma la Convertasa C3 (idéntica a la de la via
clasica, C4b2a).

4. Convertasa de C3 (C4b2a) escinde C3 en C3a y C3b, la C3b se une a la membrana.

5. Tendremos por tanto C3b que se une a C4b2a (convertasa de C3) formando la Convertasa de C5
(C4b2a3b): que escinde C5 en C5a y C5b

A partir de aqui todo sera comun en las tres vias que convergen en el punto de rotura de C3b.

LECTIN CLASSICAL ]

Activacién por Lectinas Activacion por Anticuerpos

MBL: Manose
Binding Lectin (=Ciq)

MASP-1/2: MBL-
Associated Serin
Proteases(=C1r/C1s)
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T . I |
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[ Hidrolisis espontinea

amplificacion. C3b lisa la membrana sobre la que ha
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S
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Los fragmentos pequefios “a” importantes son C3a, C4a

PO C3vBbC3b
y Cb5a, son anafilotoxinas, desgranulan a los < /ﬂ_
. . . . . Caa) C3b \
mastocitos, son quimioquinas (tengo una sustancia | |
mediante la que atraigo a otros compuestos). \

Anafilaxis: liberacién de sustancias vasoactivas, los mastocitos pueden producir la vasodilatacion, si se
produce en todo el organismo puede producir shock anafildctico. Una de las sustancias que potencian la
actividad de los mastocitos son C3a y C5a (por eso son anafilotoxinas).
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REGULACION DEL COMPLEMENTO

El complemento es un sistema muy potente en términos efectores, puede ejercer un dafio en los tejidos
si la actividad no se controla, por eso debe tener mecanismos reguladores.

Mecanismos reguladores: factores solubles y factores de membrana (antigenos). La activaciéon del

sistema del complemento esta regulada desde la activacion del C1
hasta el C9.

- El primer paso de regulacion es el inhibidor de C1, inhibe la
actividad de la via clasica, ya que el C1 no actia en las demas
vias. El C1 se une a dos sitios de union, para que el C1 se
active necesita que al menos dos de sus 6 brazos se unan a
un sitio de union Fc de las inmunoglobulinas. El inhibidor de
C1 se va a introducir en la interaccion bloqueando el disparo
de activacion del complemento.

- Inhibicién de la Convertasa de C3: la convertasa de C3
(C4b2a) esta unida durante un cierto tiempo, es importante
porque puede escindir hasta 100 C3. Pero si esta mucho
tiempo actuando, se produce mucha amplificacion, por eso
tenemos el DAF para disociar la Convertasa de C3. Se
introduce entre medias y disocia la unién de C4b2a de manera
temprana generando menos C3a y C3b para evitar la
amplificacion.

- En el complejo de ataque a la membrana (MAC) también
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vamos a tener elementos que regulan de forma negativa la actividad del complemento. CD59 es
una molécula que inhibe la polimerizaciéon de C9, este C9 es esencial en el paso final de la
formacion del MAC; se polimerizan 16-18 moléculas de C9 para la formacién del poro para lisar la
bacteria, pero sin C9 no hay poro y por lo tanto no se puede lisar. Regulan de manera negativa

al complemento para evitar actividad incontrolada de este.

FUNCIONES DEL COMPLEMENTO

: : LYsIs OPSONIZATION ACTIVATION OF CLEARANCE OF
- Opsonizacion. INFLAMMATORY RESPONSE  IMMUNE COMPLEXES
- Promocion de la respuesta inflamatoria. Complement E
- 5 receptor a Ag-Ab
- LISIS. ) ) ) Complement Bact;m ‘ complex W
- Aclaramiento de inmunocomplejos. <Y - =
\' 3 Degranulation ﬂ, N\
(3.8 . r '—ﬁ Extravasation = 0
. "—\'; z. Tissue
\_;,:—f B Blood
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OPSONIZACION

La opsonizacion es la promocién de la fagocitosis, il P

hay dos formas de opsonizacion: deposition of C3b binds C3b bacterium by the
on the bacterial on bacterium macrophage

-  Respuesta especifica: las células
fagocitadas reconocen la cola Fc de bacterium
inmunoglobulinas cuando esta unida al -

antigeno y se unen al receptor Fc, g
favoreciendo la fagocitosis. La unién al Fc CR1 I 1
implica la finalizacion de una respuesta lysosome

especifica. El  reconocimiento  por .Macrophage. () @ O @
receptores Fc implica que previamente el L N L
patégeno ha sido recubierto por anticuerpos (por eso respuesta especifica).

- Respuesta innata: C3b generado en el complemento favorece la opsonizacion; porque C3b
puede unirse a la pared de la bacteria. El macréfago tiene un receptor para C3b (CR1 CD35),
cuando se une el receptor de la célula fagocitica + C3b unido al patégeno, se produce
fagocitosis del patogeno. Ocurre mediado por receptor, interacciéon unién ligando-receptor.
Este C3b se genera en el bucle y no deriva a la cascada.

)3

INFLAMACION

Los factores pequeiios “a” del complemento seran clave para la respuesta inflamatoria de la respuesta
inespecifica, evita la muerte del paciente. En la inflamacion actuan las anafilotoxinas C3a, C4a, Cba.

LISIS CELULAR

Un virus cubierto de anticuerpos esta vivo, los anticuerpos no matan, necesita un complejo que efectue la
respuesta, el complemento activado sirve como efector y puede eliminar al virus.

Virus + anticuerpo + complemento= MUERTE

ACLARAMIENTO DE INMUNOCOMPLEJOS

Se forman complejos antigeno-anticuerpo (C3b). Multiples anticuerpos se unen a multiples antigenos,
formandose redes a las que denominamos inmunocomplejo.

El problema es que son complejos muy grandes y pesados y pueden depositarse en algunas
estructuras, como el rifldn; cuando entra la sangre en el rifién la presién aumenta en relacion con la
circulacién periférica y destruyen a la nefrona. Para evitar la destruccion de la nefrona contamos con la
actividad del eritrocito, que expresa CR1 (igual que las células fagociticas) que es receptor de C3b, al
unirse forman un inmunocomplejo, y el eritrocito hace de transportista. Pasa por el higado/bazo donde
los macréfagos van a reconocer C3b favoreciendo la fagocitosis del antigeno internalizando este
inmunocomplejo, el eritrocito tras soltar el C3b sigue transitando con normalidad.
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ENFERMEDADES DEL COMPLEMENTO

Patologias por deficit del complemento:

- Variantes patogénicas (mutaciones) que como resultado evitan la activacion del complemento,
dependiendo del factor afectado.

©]
©]

Si falla C3b no vamos a poder hacer el aclaramiento de inmunocomplejos.

Defecto de C3: enfermedad muy poco frecuente, es la mas grave ya que el C3 actua en las
tres vias, es el que genera el efecto amplificador, tiene un papel central en el complemento.
Defectos en C4 y C2 no son tan graves ya que no afectan a la via alternativa.

Defecto en Properdina solo afecta a la via alternativa.

Mutaciones en factores finales del complejo de ataque a la membrana: los pacientes
tendran multiples infecciones por meningococos, hay que vacunarles con otros cocos para
potenciar otras ramas de la inmunidad para compensar el déficit.

- Mutaciones en mecanismos reguladores, los inhibidores del complemento:

o

Mutacion en C1: es frecuente, produce una enfermedad, angioedema hereditario, el
paciente sufre un edema generalizado.

Defectos en mecanismos reguladores de etapas finales del complejo de ataque a la
membrana, defectos en DAF/CD59, nos lleva a pacientes que sufren hemoglobinuria
paroxistica nocturna; por la mafiana orina sangre, por sobreactivacion del sistema del
complemento afecta a células con membrana celular mas fina, eritrocito tiene una membrana
muy fina que se rompe depositando los eritrocitos en los vasos sanguineos, produce vasculitis,
disminuye la cantidad de eritrocitos, acaba con la vida del paciente. Tratamiento con
bloqueantes de C5.

Hereditary angloedema lavolving the face

- — &
—
-
Oefore / Aftor
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TEMA 7: ACTIVACION CELULAR

La activacion celular es muy importante porque las células inmunitarias van a estar en ganglios y tejidos,
pero también estaran en reposo, por eso cuando las células inmunitarias especificas reconocen al
antigeno se activan, esta activacion es clave para montar respuesta inmunitaria especifica que ocurre en
dorganos secundarios. Si hay infeccién en la piel habra células dendriticas y fagociticas que captan el
antigeno y lo llevan al ganglio linfatico donde se desarrolla la respuesta inmunitaria especifica. Hay una
circulacion, las células dendriticas o la linfa captan el antigeno y lo llevan al ganglio linfatico donde se
produce la presentacion del antigeno, hasta que una célula lo reconoce, esa célula es la que responde.
Se produce un proceso de activacion y las células activadas van a salir del ganglio ya activadas y van a ir

al sitio de infeccion.

Fopre 81 Tha e Syt ok Gt S 200

Circulating, unstimulated T cells enter into the lymph nodes
through blood or lymphatic circulations. They will find there their
specific antigen, which will be recognized after presentation by APCs.
Upon antigen encounter, they will undergo activation, proliferation
and differentiation, and will leave the lymph node as effector cells.

Dendritic cells take up antigens in the tissues and migrate
to the secondary lymphoid organs, where they will present
the antigen to unstimulated T cells.

Figure 8.5 The lemmune System, Jod. (< Gartand Scimmce 2009

CIRCULACION DE CELULAS DEL SISTEMA INMUNITARIO

Hay una segunda fase de expansion clonal, porque
cuando presentamos al antigeno hay pocos clones,
necesitamos generar muchas células para montar una
respuesta efectiva. Se produce una diferenciacion:

- Células CD8 se convierten en células
citoliticas, con capacidad de matar.

- Células CD4 se convierten en células
colaboradoras efectoras, produciendo
citocinas.

- Células D se convieten en células
plasmaticas, producen anticuerpos.

La respuesta inmunitaria especifica por lo tanto se
compone de: un proceso de reconocimiento del
antigeno, activacion, proliferacion, diferenciacion y
funciones efectoras. Los genes se expresan siguiendo
un orden temporal:
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- Eventos inmediatos (aproximadamente 1h): primero es inducir la generacién de un gen,
protoncogenes como c-Fos (a nivel molecular), después se reprime porque da paso a otros genes.

- Eventos tempranos (aproximadamente 6-7h): como la induccién del gen de la IL-2, sin ella no
hay proliferacion de células T, hay que inducir la expresion el receptor de la IL-2. Tenemos
también_c-69 (primera molécula de activacion de superficie), y el ligando CD40. Estos elementos
aparecen y van desapareciendo segun va evolucionando la respuesta.

- Eventos tardios (pueden tardar 3-4 semanas después de haber estado en contacto con el
antigeno) en este grupo tenemos antigenos VLA (very late antigen).

Se activa porque enviamos una sefial al nicleo para montar una respuesta y la informacién viaja desde la
superficie celular hasta el nucleo, proceso largo en el que hay reconocimiento ligando-receptor. Hay
muchos mediadores que producen el reclutamiento de proteinas adaptadoras que producen una
activacion de segundos mensajeros y del complemento.

La activacion va a depender del patron de fosforilacion de las proteinas; serina, treonina y tiroxina.

- Enzimas tirosinquinasas: favorecen la unién de grupos fosfato a los residuos de tirosina de
manera selectiva, fosforilan tirosina.
- Serintirosinquinasas haran lo mismo con la serina y treonina. La activaciéon de la proteina nos
llevara a la actividad de su funcion, fosforilan serina y treonina.
- Enzimas con efecto contrario, fosfatasas, que desfosforilan estas proteinas.
El acoplamiento de un receptor celular-ligando o bien de una molécula soluble (citocina)-receptor, siempre
va a dar como resultado el reclutamiento para la iniciacién de la cascada de activacién hasta que la
informacién llega al ndcleo y va a los genes para activar la respuesta.

MEDIACION CON EL COMPLEJO TCR-CD3

TCR (cadena alfa y beta) tiene una cola intracitoplasmatica muy corta siendo muy dificil la transmision
de la sefal, esto nos lleva a la asociacion del TCR a CD3. Los motivos ITAM (formados por Tirosina-Leucina-
XX-Tirosina-Leucina) estan en este CD3. La fosforilacion de tirosina en los motivos ITAM es lo que produce
la activacion de la célula T.

Cuando la célula presentadora de antigenos presenta el antigeno a la célula T y este es reconocido por
TCR.

- Se transmite una primera sefal que es necesaria pero no suficiente (TCR-CD3).

- Se necesita una segunda sefal que esta mediada por las moléculas accesorias, sobre todo la
interaccion formada por la molécula B7 (CD80, CD86 de la familia B7) y su ligando CD28 (de la
superficie de la célula T), esto emite la sefial cortico-reguladora que es critica para completar el
proceso de activacion.

TCR TCR-CD3 Complex:

The TCR recognizes its specific antigen and the CD3 associated
Reconocimiento
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Una célula presentada por clase Il tiene que tener una molécula CD4, célula presentada por clase | tiene
que tener una molécula CD8, SIN EXCEPCIONES.

CD4 y CD8 tienen asociada a su cola una tirosinquinasa, P53-Lck (pesa 56 kD). P59-Fyn (pesa 59kD) y
P53-Lck forman parte de la misma familia y son homoélogas. Cuando se produce la interaccion del péptido
antigénico-TCR todo el complejo se aproximan en un contacto estrecho, CD4 se pega al complejo. CD4
esta interactuando y enganchando el dominio mas cercano a la membrana (en este caso alfa 2), CD4 tiene
una funcién de adhesién de las dos células porque la interaccién es muy débil y por eso necesitan que
CD4 sujete. CD4 se aproxima al CD3, se engancha a Clase 2 |l sujeta la interaccion TCR-Clase Il la vez
que se asocia a CD3, cercando una “unién de grapa’.

CD4 arrastra consigo al P53-Lck que es una tirosinquinasa, las tirosinas estan en los motivos ITAM. Por lo
tanto, cuando P56 es arrastrada a la proximidad de CD3, va a quedarse fosorilando los motivos ITAM que
tiene proximos. De forma similar P59-Fyn también contribuye, pero Lck es mas relevante.

P56-Lck y Fyn estan siempre fosforiladas; pero cuando esta en reposo P56-Lck tiene fosforilada una
tirosina final, esta fosforilacion de la ultima tirosina hace que el dominio catalitico se pliegue sobre si
mismo y al plegarse hace que P56-Lck esté inactiva. Cuando se aproximan todos los compuestos, la
tirosina final se desfosforila abriendo el dominio catalitico, lo que produce que se autofosforile una
proteina central y este proceso produce la activacion de P56-Lck.

Resumen: P56-Lck SIEMPRE esta fosforilada, pero dependiendo de si esta fosforilada su tirosina final o la
proteina central, P56-Lck estara activo o no.

Una vez fosforilados los residuos de tiroosina, tenemos que comprobar esta fosforilaciéon, la proteina
ZAP-70 (pesa 70kD), ZAP-70 se va a acoplar a CD3 como un muelle, SOLO si los motivos ITAM estan
fosforilados, si NO estan fosforilados ZAP-70 no se une a CD3.

Por lo tanto, la molécula CD4 estabiliza la interaccion de la molécula-TCR y permite que P53-Lck fosforile
a todos los motivos ITAM de su proximidad.

ZAP-70 se une a la cadena

La union del ligando al receptor fosforilada de los ITAM y es

En las células T en reposo los lleva a la fosforilacion de los ITAM e el

ITAM no estén fosforilados por las cinasas asociadas ¢ -
al receptor

-

Célula presentadora de antigeno

-

g

MHC
clase Il

Lek é ZAP-70 Fyn

CélulaT

ZAP-70

68



Aitana Ybot Fernandez Dr. Ignacio J. Molina

SINAPSIS INMUNOLOGICA *

La sinapsis inmunolégica es la interaccién entre la célula presentadora de antigenos y la célula
respondedora.

CD4 no tiene mucha potencia como molécula de adhesion, lo Unico que hace es estabilizar la interaccion,
pero no puede mantener unidas a las células, como tiene que transcurrir cierto tiempo para la transmisién
de la sefial hay que mantener la unidon necesitamos células de adhesion, que tienen la capacidad de
formar este conjugado y mantenerlo unido. La funcién principal de CD4 es estabilizar la interaccion TCR-

MHC Il y potenciar la sefializacion. B

|
La distribucién de las moléculas de adhesion no es aleatoria, Wi

estan en el centro de la unién. Cuando se produce el contacto entre
las células se produce una remodelacién de ambas, estas

moléculas TCR se reordenan y se van a unas balsas lipidicas [l oA
(flotando) de fosfolipidos de membrana. i fTCR
LFA-1

ICAM-1

Las moléculas TCR-MHC ocupan una posicion central y las l
moléculas de adhesion estan alrededor, formando un doble
circulo, al que denominamos donuts. ITM :

Esta estructura se ve muy bien con microscopia con focal
(rojo=proteina asociada a TCR, verde=proteina asociada a moléculas ' '

de adhesion).

Talin

Esta estructura es muy importante para asegurarnos una correcta adhesion de ambas células y una
correcta estructura para disparar la sefial de activacion. Con la activacion celular queremos activarlas
correctamente (en tiempo e intensidad), con activarlas mal no nos vale. Hay que mantener un equilibrio.

Ejemplo: enfermos con inmunodeficiencia con defecto en la formacion de la sinapsis inmunolégica
(Sindrome de Wiskott-Aldrich), no trasmiten una sefial de activacion correcta, no dan una respuesta.

ACTIVACION MEDIADA POR TCR

Cuando se produce la interaccion ZAP- éé PIP,

70-CD3, ZAP-70 activa la cascada de g @o »

activacion mediante al menos tres vias, ® | DAGQ[C!"-modlatedpathwnys I
qu<~a se van a poner en marcha trasmitie:ndo (gq [PRCmedinted pathways |
sefiales, ZAP 70 recluta proteinas |ZAP-7°

A ) Small G protein—
adaptadoras, pero la distancia entre swm mediated pathways
. . . AT o I - Ras pathway
superficie y el nucleo es muy grande por lo - % \

® - Rac pathway
que tiene que hacerlo como una carrera de SL"-" - FACy l
B |
relevos: GADS LAT - Changes in gene expression
GEF * Functional changes
- Differentiation
- ZAP-?O reclutaa SLP-76 y LAT’ ?ZAPJO phosphorylates adaptor molecules that | - Activation
estas tramiten la sefial de Eecuiccon ot several sionaling patineay
activacion a las demas. Kty muNOLOGY St dtion

2007 W.H.Freeman and Company

En la superficie tenemos fosfolipidos de

membrana, nos lleva a la movilizacion de los depdsitos de calcio, la activacion de la Protein Kinasa
C (PKC) enzima relevante para inducir fosforilacion de Serina y Treonina. Produciéndose una activacion
en cascada:

- Via mediada por Calcio.
- Via PKC gamma.
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- Viade las proteinas Ras y Rac.
Cuando las tres vias confluyen se produce una activaciéon celular eficiente produciendo cambios
funcionales de los patrones de expresion de genes, diferenciaciéon y activacion. Muchas vias de
sefalizacion de activacion intracelular se activan tras el reconocimiento de antigenos.

MECANISMO DE ACCION DE LOS INMUNOSUPRESORES

Ca2+

El calcio actua sobre la Calmodulina, que a su vez va a N

actuar sobre la Calcineurina que desfosforila NF-AT, factor

de transcripcion muy relevante. Este NF-AT se trastoca al e K50G-immunophilin
nucleo y activa la sefal de activacion de genes. P or CsA<immunophilin

e/‘

Esto nos interesa porque tenemos dos inmunosupresores ,,(,
que se unen a las inmunofilinas (FK506-inmunofilina y CsA- '
inmunofilina, proteinas intracitoplasmaticas con actividad
fosfatasa) y forman un complejo inmunosupresor-
inmunofilina. Este complejo bloquea la actividad fosfatasa

de la calcineurina, por tanto, previene la activacion y translocacion nuclear de NF-AT, que no llega al
promotor y no induce la produccion de genes. Estos son pasos criticos para la activacion de las células T.

Nuclear translocation

Enfermos trasplantados son tratados con este tipo de inmunosupresores, el problema de los trasplantados
es que suprimimos TODA la respuesta inmune por lo que esta mas débil ante infecciones.

NF-ATc en el citoplasma esta fosforilado y por tanto no cruza la barrera del nucleo, para cruzarla tiene
que desfosforilarse, ser activo.

Hay varios compuestos que cruzan la barrera del /? @ @

nucleo, esto es importante para el tratamiento de
inmunodeprimidos, podemos actuar sobre una via Epidermis

N
o sobre varias dependiendo del medicamento: P @D L SirolimusJ

Pimecrolimus (ASM981) y Tacrolimus (FK506) W\}\
tienen mecanismos similares a los de la
ciclosporina A, Sirolimus actua a través de una via @ @ @

. .. .. . - X Cytoplasm
diferente. La rapamicina (sirolimus) es un analogo Cyclophilin Gisiil ) ek FKBP-12

de FK506, pero en lugar de bloquear Ia J_ // e
calcmeur/na,. detiene las celulas' T'af:t/vadas e’n la
fase del ciclo celular G1, inhibiendo asi Ila

proliferacion celular.

MOLECULAS ACCESORIAS DE CELULAS T

o . TeRICDS // Kﬂ\
Su funcién es esencial. En la union del linfocito- 0 @%(. [ o /\ — NORESPONSE

célula respondedora hay dos sefales de activacion

( i’) BN ,\‘
emitidas: ey
- Primera (TCR-CD3). - eReos /L/L,\
- Segunda (molécula accesoria-ligando). ° £ ;
. . «. N — RESPONSE
No se produce la respuesta si no se emiten ambas 0 L <= /
sefales. AP, = |
% Accesory ngandyg» $ ~
molecules ?/,V
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Estdas moléculas son necesarias porque la interaccion MHC-TCR es de muy baja afinidad, sin las
moléculas accesorias no podriamos mantener la unién y por tanto no se podria desarrollar la cascada
de activacion.

Tipos de moléculas accesorias:

. . .y s .z CTLA-4-1
- Moléculas de adhesion: funcién de estabilizar la union g

formando conjugados manteniendo la unién el tiempo
suficiente para que se de la cascada de activacion. CD2,
LFA1 son moléculas de adhesién muy potentes se unen a su @
ligando; CD58, ICAM-1 respectivamente. Seria la segunda ockads
sefal de activacion.

- Moléculas coestimuladoras: la interaccién mas importante es CD28-CD80 o CD86 que son
moléculas de la familia B7 esto trasmite una primera sefal coestimuladora, es necesaria paro
no suficiente.

La primera sefal que se trasmite por

B7 (CD80 y CD86) . L .
interaccion MHC-TCR es importante pero

molecules are

CD28 is expressed on resting expressed on activated |18 Segunda (CD28-B7) es esencial, esto
and activated T cells antigen presenting cells permite que tengamos mecanismos
/ reguladores.

‘ CTLA4 compite con CD28 por B7, porque
87 tienen el mismo ligando, modula la
respuesta o disminuye la activacion.

APC . p

Pacientes de cancer (tratados con

——— inmunoterapia) queremos bloquear CTLA4

CTLA-4 (CD154) is expressed on J\/ para que no interfiera con B7, para quitarle
activated T cells and competes for the B7 los frenos a la respuesta inmunitaria.

CD28 ligands (B7 molecules:
CD80/CD86)

REGULACION DE LA RESPUESTA INMUNE POR MOLECULAS ACCESORIAS

Las interacciones mandaran sefnales:

- Senales positivas: las mandan CD28 y ICOS.

- Senales negativas: las mandan CTLA-4 y PD-1.
Células T cuando interactua TCR con las dos sefales, se produce la activacion. Cuando el CTLA-4 se une
a B7 bloquea la senal corticoreguladora, trasmite sefiales negativas y las manda durante el periodo de
infeccion, si dura mucho tiempo produce cansancio inmunitario. Ejemplo: en pacientes con VIH (infeccion
crénica) tenian un numero razonable de células T, pero no mejoran, esas células T estan, pero habian
agotado sus energias. Para conseguir un efecto funcional, el objetivo es inducir una funcion, dependiendo
del tipo de células sera diferente. Ademas de las sefales y la organizacion de la respuesta, tenemos la
generacion de células memoria después de una respuesta especifica, para evitar volvernos a infectar.

CELULAS MEMORIA

Hay muchas diferencias entre células virgenes y células memoria. Las células memoria se van a
generar como consecuencia de la respuesta inmunitaria una vez eliminado el antigeno, hace apoptosis
y generamos células memoria.
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Pero no tenemos un marcador que nos diferencie a las células
memoria y células virgenes, por eso hay que hacer fenotipado de
las moléculas de superficie de la célula, por eso recurrimos a CD45
que tiene muchas isoformas, dependiendo de el conjunto de la
expresion de estas moléculas podemos determinar si estamos ante
células memoria o no.

El curso natural de la respuesta inmunitaria es el
reconocimiento del antigeno, activacion células T, expansion
del clon (proliferacién), diferenciacion, eliminacion del
antigeno y apoptosis de las células que han actuado.

Necesitamos recurrir al mecanismo de apoptosis (AICD;
activacion-induced cell death) que se puede inducir por varias
vias:

- Via efectora: Fas se une a Fas-ligando dispara cascada
de activacion que activa las procaspasas que cortan el
ADN y como resultado produce la muerte celular
programada.

Dr. Ignacio J. Molina
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- Via mitocondrial: las células T activadas van a recibir sefales proapoptéticas y sefiales
antiapoptoticas; las sefiales antiapoptoticas le llegan en forma de citocinas segregada por
células T colaboradoras. Pero cuando la célula T colaboradora detecta que no hay antigeno
deja de emitir sefales antiapoptoticas, a la célula T activada sélo le llegan senhales

proapoptéticas y se muere.

SUPERANTIGENOS

Son antigenos relevantes, que en lugar de unirse al TCR por
dentro de la gruta, lo hacen por fuera de la gruta, este
superantigeno se une a Clase 2 MHC (NO PUEDE HACERSE
CON CLASE 1) y a la cadena beta del TCR por fuera.

Podemos agrupar a los receptores por homologia en 20 familias.
Estos superantigenos se unen a la regiéon V beta (region
variable) del receptor estimulando a TODAS las células de

\ 4

. =

o TCR

/ . .
Peptide for which
TCR s not specific

Superantigen

Endogenous b
superantigen is — /| o
i

membrane-bound it

T e O\

determinada familia. Suelen ser toxinas secretadas por virus (endégeno) o exotoxinas secretadas por

bacterias (exégeno).

Ejemplos: SEC1 estimula todas las células de la familia V beta 12, cuando se estimulan todas estas células
nos encontramos con millones de células que secretan muchas citocinas, produciendo una tormenta de
citocinas (liberacién masiva) con efectos devastadores. La toxina TSST1 produce el sindrome del
tampax/choque séptico, se llama sindrome del tampax porque el tampax puede favorecer el desarrollo de

una bacteria que prolifera y secreta esta toxina.

CELULAS T BYSTANDAR *

Son células T que se estimulan con un mecanismo de activacidon peculiar, lo hacen de forma
independiente del TCR, en general se da cuando hay un entorno altamente inflamatorio. Las células T
se activan como si fueran células de la inmunidad inespecifica, a partir del TLR. Se produce un cruce
porque son células especificas, pero aqui se activan por receptores de la inmunidad inespecifica.
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Dependiendo del tipo de enfermedad que produce el entorno inflamatorio pueden actuar de forma positiva
0 negativa:

- Si el entorno inflamatorio es producido por infeccion viral, la activacion de células T bystandar
produce una mejora sustancial. Ejemplo: factor determinante para la supervivencia al COVID;
si se te activaban las células T bystandar no te morias y si no se activaban te morias.

- Si el entorno inflamatorio es producido por enfermedad autoinmune, la activacion de las células
T bystandar empeora la situacion. Ejemplo: la enfermedad de Synovium produce la activacion de
células T bystandar que van a producir dafios en articulaciones.

ACTIVACION DE CELULAS B

Las células B maduras y en reposo expresan IgM (respuesta primaria) e IgD, entran en contacto con el
antigeno, comienza el proceso de activacién, reciben ayuda de las células T, proceso de expansion clonal,
diferenciacién, secrecién de anticuerpos, cambio de isotipo, maduracién de la afinidad y generacion
de células B memoria.

Recognition ) _ Beell o
of antigen proliferation and differentiation
IgM
Pl 0
Helper T cells ce?‘sma Antibody
other stimuli | Clonal 3 @ S
expansion =
1gG-expressing 19G
B cell LK/ 9
+$&—> = — > @) K| Isotype
A ' ' switching
“A< Antigen £
Resting Activated
IgM*, IgD* B cell 3
mature B cell X ;( Affinity
o % maturation
High-affinity Ig- W) High-
expressing B cell \ affinity 1gG
Memory
B cell

ESTRUCTURA DE LOS RECEPTORES DE CELULAS B

El receptor de las células B para el antigeno esta formado por: receptor propiamente dicho
(Inmunoglobulina de superficie) + complejo asociado (Ig alfa e Ig beta), podemos tener correceptor.

A los receptores de células B
para el antigeno
(inmunoglobulina de
superficie) les pasa lo mismo
que a las cadenas alfa y beta del

[P——————
Cross-linking
of membrane
Ig by antigen ¢

e e

Extracellular

TCR, tienen tallos space

intracitoplasmaticos muy

cortos con motivos ITAM Fane

(Tirosina-Leucina-XX-Tirosina- P Tyrosine

P SO, phosphorylation :

Leucina), y aunque son las events Activated Src
. Cytoplasm — s family kinases

responsables de interactuar con Immunoreceptor A (e.g.Lyn, Fyn, BIK)

rosine-base S~
el antigeno no trasmiten la actvaton mot (TAM) \‘ ~~~~~~~~~~~
sefal, para eso tenemos dos Y XX LA X X(6-9 amino acids) ¥ X X LTI

ITAM seauence
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moléculas asociadas Ig alfa e Ig beta (NO SON INMUNOGLOBULINAS) que trasmiten la senal de

activacion.

El antigeno se entrecruza, Lyn/Blk/Fyn
fosforilan los motivos ITAM de las
moléculas Ig alfa y beta, Syk comprueba
que se produce esta fosforilacion (hace la
funcion que hacia ZAP-70 en células T), si
estan fosforilados emite sefal de
activacion.

Si se produce mutaciéon de Blk (MUY
IMPORTANTE) no pueden emitir sefial de
activacién, no tienen inmunoglobulinas,
tienen agammaglobulinemia asociada al
cr X, antes se llamaba sindrome de Bruton.

acrlve active b active
o T

MUTATIONS IN THE BTK GENE CAUSE A SEVERE
IMMUNODEFICIENCY: X-LINKED AGAMMAGLOBULINEMIA.
PATIENTS DO NOT HAVE SERUM Igs.

Kuby. Immunolog

Hay multiplas vias que convergen en el nucleo para trasmitir adecuadamente la sefial.

CORRECEPTOR DE CELULAS B

Estas moléculas van a multiplicar la eficiencia de la transmisién seial del receptor, funciona como un
amplificador. En ausencia del correceptor necesitarias unas 10.000 Ig de superficie unidas al antigeno de
manera simultanea como para que la sefial sea lo suficientemente potente para llegar al nucleo, pero con
el correceptor valdria con que 100 moléculas del se unan al antigeno para que la sefal lleque de manera
poderosa al nucleo. El coreceptor es muy relevante para trasmitir una sefal potente al ntcleo.

Queremos destruir al antigeno lo antes posible, si el reconocimiento se puede realizar con menos
cantidad de moléculas es mas eficiente porque se lograra en menor tiempo.
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CELULAS T-DEPENDIENTES E INDEPENDIENTES

Casi todos los antigenos proteicos requieren lo que hemos estado viendo hasta ahora, son antigenos T
dependientes, pero tenemos antigenos T independientes que no requieren células T para completar

su activacion.
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T-Dependent Type I T-Independent
antigen antigen
a) Antigeno TD b) Antigeno TI-1
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Célula B Célula B

Dr. Ignacio J. Molina

Type Il T-
Independent antigen

¢) Antigeno TI-2

Célula B

La célula B dispara su primera sefial a través del receptor, pero necesita una segunda senal disparada
por CD40 CD40-ligando. La segunda sefial de las Células T es CD28-B7, son T-dependientes.

Los antigenos T independientes no necesitan la segunda sefal, disparan sefial una sefial muy potente

y mimetiza la segunda sefal. Hay dos tipos de antigenos T independientes:

- Tipo 1: lipopolisacaridos de membrana, disparan la sefal independiente a las células T, un
lipolisacarido puede cubrir toda la superficie haciendo que se generen las dos sefales. Pero el
problema es no hay maduracién de actividad, no hay cambio de isotipo, hay poca memoria

inmulogica.
- Tipo 2: polisacaridos capsulares.

SECUENCIA DE RESPUESTA DE CELULA B A CELULA T-INDEPENDIENTE

DE ANTIGENO

1. Célula B reconoce al antigeno por las inmunoglobulinas de superficie.
2. Cuando se activa genera la primera sefial de activacion y empresa B7.

3. Célula T colaboradora interactia con Célula B mediante CD28-B7,
célula T recibe esta sefial, se activa, y como consecuencia la célula T expresa el
ligando de CD40 (en reposo no lo presenta), generando la segunda seinal de
activacion. Este mecanismo permite que la sefial solo se genere cuando la célula T

ha recibido la sefal de activacion.

4. CD40 ligando (de célula T) interactia con CD40 (de célula B) emitiendo la
segunda seial, con ayuda de las citocinas se completa la activacion.

Las dos células se necesitan mutuamente, es necesario el contacto fisico entre ellas

mediante moléculas de adhesion.

X ,cozs
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I

\ /’t\ /’c‘\\

| Qe // \\G;'!/

Proliferating B cells A

RESPUESTA DE CELULAS B A CELULAS T-DEPENDIENTES DE ANTIGENOS

La célula B se va a activar en el foliculo y en el ganglio, la respuesta inmunitaria especifica se produce
SOLO en los érganos secundarios. Las células T en las laminas periarteriolares del bazo.

1. Fuera del foliculo la célula dendritica encuentra una célula T colaboradora y se activa, al mismo tiempo
el antigeno entra en el foliculo y lo reconoce, teniendo el primer proceso de activacion.

75



Aitana Ybot Fernandez Dr. Ignacio J. Molina

2. La célula B sale del foliculo para interactuar con las células T, interactia con la célula T y la ayuda. La
célula B produce la reaccion extrafolicular, produce anticuerpos fuera del foliculo. Aqui se inicia la
produccion de IgM y para generar los cambios de isotipo.

3. Una vez estimulada vuelve al foliculo completando la reaccion de produccion de anticuerpos. Dentro
del foliculo ocurre en cambio de isotipo, la maduracion de afinidad, generacion de células memoria y

células plasmaticas de larga vida.

La célula B inicialmente esta dentro del foliculo, reconoce al antigeno, sale del foliculo se reacciona con la
célula T, y cuando esta estimulada vuelve al foliculo y completa los procesos que hemos visto.

CENTRO GERMINAL

Las células T foliculares estan muy especializadas en ayudar a las células B del foliculo, genera células
plasmaticas de memoria. La maduracion de la afinidad se produce por la seleccién de linfocitos B en
los centros germinales. Los cambios de la respuesta se dan durante la respuesta humoral a células T-
dependientes de antigenos.
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into germinal center T cell
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CELULAS PLASMATICAS DE LARGA VIDA

Bone Marrow

tissue

Las células plasmaticas de larga vida se generan en una

reaccién en el foliculo del centro germinal. En el tejido l@ E>@[>@ E>© Q @5
HSC

linfoide se generan células plasmaticas de corta vida. QP ProBeell  Pre-Beell  Immature B cell
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No son células memoria, son células que intrinsecamente  shortived
necesitamos mantener vivas (sino se mueren), estas células e
plasmaticas de larga vida estan en la médula ésea, no estan
en los ganglios ni la periferia. No son intrinsecamente de
larga vida, reciben continuamente seinales
antiapoptoticas, por eso decimos que hay que
mantenerlas en un estado metabolico adecuado, sino se
moririan. El medio ambiente es critico también. Se
necesitan sefiales intrinsecas y extrinsecas para
mantenerlas.
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Tienen un trasncriptoma (genes) inicial diferente y pueden producir anticuerpos neutralizantes, algunas
producen anticuerpos de por vida (enfermedades que se pasan solo una vez en la vida).
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TEMA 8: INMUNOSUPRESION Y TOLERANCIA

Lymphoid

Oprecursor . .z . .
La inmunosupresion y la tolerancia influyen en el control de la

4} Immature . .
Mmmm respuesta y de la autoinmunidad.

2
ST
gs¢g
§3E 2 s Los mecanismos de inmunosupresion se caracterizan por un
95 2 S(rong recognition of self anhgen . . . .,
2Es sistema de tolerancia central (mecanismos de destruccion de
[ 5 I . . - g s
gé 2 células potencialmente reactivas) y otro de tolerancia periférica.
o %f:
o ApoptOSIS Change in Development Las células B tienen edicion de receptores para células
o phocytes]  potencialmente autoreactivas (queda retenida en la médula)
edmng; (CDM Tcells L
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Peripheral tolerance:
Peripheral
tissues

[Suppressmn ]

Sistema de tolerancia central con el que destruimos células potencialmente autoreactivas, generadas
en las reordenaciones.

Este mecanismo se emplea en la seleccidn timica donde se eliminan los receptores autorreactivos con
mecanismos de seleccion positiva que luego dan lugar a seleccién negativa. Eliminamos las células con
receptor potencialmente autorreactivo.

Diferencia de células T y B:

Edicién del receptor: en las células T si el reordenamiento da un receptor autoreactivo esa célula no
migra al ganglio linfatico, sino que se induce su muerte por apoptosis, mientras que el ultimo paso de
maduracion de célula B se produce en el ganglio donde la célula B queda retenida si tuviera un receptor
potencialmente reactivo, dando paso al proceso de edicién de receptores si se produce un reconocimiento
fuerte de antigeno propios.

Por lo que las células B con reconocimiento fuerte de antigenos propios tendrian otra oportunidad y
las T ninguna.

TOLERANCIA PERIFERICA DE LINFOCITOS T

Ademas de los mecanismos de tolerancia central tenemos mecanismos de tolerancia periférica. Estos

mecanismos aseguran que las células periféricas @A Dendriic D28

. — COl
NO son autorrectivas, hay tres grandes "Normal T call fu Effector and
mecanismos: _ fesponse = Lo M

T cell

- Anergia. ) -
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El GEN AIRE es importante en el mecanismo de regulacion de la autoinmunidad, participa en mecanismos
de seleccion negativa. AIRE presenta péptidos a las células en maduracion y elimina las autorreactivas.

Si no se produce el proceso mediado por el gen AIRE (presentacién de péptidos propios de los tejidos)
vamos a tener mutacién en el gen (APECED); desarrollan sindrome autoinmune poliendocrino tipo 1,
tiene mucha autoinmunidad, como el gen no funciona, no se generan las células autorreactivas a nivel

central.

ANERGIA DE LINFOCITOS T

Mecanismo de mantenimiento de tolerancia periférica
induciendo el estado de no respuesta permanente.

Para que las células T se activen necesitan una primera
sefial (MHC-Péptido TCR), y una segunda senal
coestimuladora (CD28-B7) para la activacion.

Las células dendriticas (presentadoras de antigenos) no
expresan B7 a no ser que se hayan activado fagocitando al
antigeno, es decir, una célula dendritica en reposo NO
expresa ligando de CD28 (NO CD80, CD86) al interactuar
con célula T. Si no expresa CD28 estara presentando un
péptido propio y no uno extrafio. Si tengo una union célula
T-célula dendritica y dispara la primera sefial y NO la
segunda, quiere decir que no se ha expresado ligando de
CD28 y por tanto lo que reconoce la célula T es un
péptido propio, es una célula potencialmente reactiva.

Normal
response

Tcell
anergy

Antigen recognition T cell response

DC expressing
costimulators Naive

Effector
T cells

“Recognitionof T cell
foreign antigen with proliferation and
costimulation differentiation

DC presenting
self antigen
|

Unresponsive
(anergic)
T cell

'Rccogml‘on of
self antigen

J Engagement of 1
inhibitory receptors

Ahhac A atal

- Cuando se produce la primera seiial, pero no la segunda, la célula presentadora de antigenos
envia una sefial a la célula T que induce un estado de no respuesta permanente. No mata a la

célula, pero no la deja responder (anergia).

La diferencia entre inducir anergia y apoptosis es la intensidad de la interaccion.

CTLA-4 COMO INHIBIDOR DE CELULAS T

Si todo va bien; se emiten primera y segunda sefial, pero se de una
interaccion que no tiene un freno podemos acabar generando una
respuesta excesiva. Esto lo controlamos con CTLA-4 (compite por B7
con CD28), de tal manera que si se produce interaccion CTLA-4-B7 no se
emite la segunda senal porque no se produce la interacciéon CD28-B7, asi
estamos frenando la respuesta y ademas la interaccion CTLA-4-B7

emite sefales negativas a la célula T.

Podemos evitar asi el agotamiento del sistema inmunitario en enfermos de

VIH.

A Cell intrinsic
inhibitory signaling

B’ Blocking and
removing B7 on APC

CD28 T cell

Signal block=
inhibition of T cell
activation

Regulatory T cell

Reduced B7
costimulation=
inhibition of T cell
activation
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MECANISMO INHIBIDOR DE PD-1

Esta mediado por PD-1 y su ligando, la interaccion envia una sefal negativa,
el receptor tiene un motivo ITIM, este receptor cuando se fosforila envia una
sefal inhibitoria.

Tengo tres posibilidades de bloquear vias negativas, son inhibidores de los
puntos de control (inmune checkpoints) de intensidad del sistema

PD-L1/
PD-L2

B7-2

T cell

inmunitario: “y
ITAM/'? PI3K
- Sibloqueo PD-1: emito sefiales negativas.
- Sibloqueo CTLA-4: bloqueo la sefial negativa. _
- Sibloqueo PD-L: evito desarrollo de sefial negativa. [ cel actvation
1 . i H i PD-1 inhibits si f
Ejemplo: estamos conduciendo, con pie derecho en CD28, que tiene dos e TOR comie el OOty
ligandos; acelerador y freno, pie derecho se une a los dos. Cuando sistema
inmunitario funciona bien, funciona porque pie derecho esta interactuando con el acelerador (CD80), si
alguien mueve esa interaccion, el acelerador deja de acelerar y el coche se va parando. Pero CD28 también
puede unirse al freno bloqueando el acelerador. La inmunoterapia evita que el pie derecho se una al freno,
hay situaciones en las que no queremos controlar la respuesta.
No se puede usar inmunoterapia con cualquier enfermo,  APC/target cell \ | oo, «CD28 / T cell
hay que tener en cuenta el mecanismo de actuacion ’/a / —>g{aelanal
natural que tiene el paciente. e D /\CTLM
- L 4
. P {mmune CD80 //'
Cuando tengo una interaccién ligando-receptor, puedo  inhibitory) izl | () signal
bloquear cualquiera de los dos y no se emite la sefial. Si /
= . PD-L1_ oPD-1
tengo sefiales que se emiten por PD-1-PDL-1 puedo » / > o
bloquear con un antlcu'erpo monoclonal Cl'Janmera de ) signal —\
los dqs ten|e~ndo el mlsr'no resultac'io, evitar qut'e se RGMb ) ? ()aral
trasmitan sefales negativas. Funciona en tratamiento < : '\

con inmunoterapia para tumores.

INMUNOTERAPIA DEL CANCER

En linfomas de células B se usa un ataque directo con anticuerpos monoclonales anti-CD20 y anti-
CD19, asi el anticuerpo recubre la célula que expresa CD19 o CD20 y las destruye, se destruyen células
tumorales, pero también células sanas, el objetivo es modular la respuesta inmunitaria.

REGULACION CENTRAL DE CELULAS T

Thymus

Las células reguladoras se desarrollan a nivel centra, tienen la
capacidad de controlar la intensidad de la respuesta. El factor
de transcripcion Foxp3 induce a las células reguladoras.

Lymph node
oV 3
5 )

=

Lo

o O —
Recognition

Mutacion en Foxp3 causa sindrome de IPEX ligado al
cromosoma X, nos ilustra la importancia de las células T
reguladoras.

of self antigen
in thymus

Estas células T supresoras las podemos generar a nivel central
y a partir de una célula CD4. El fenotipo de la célula T
reguladora central es CD25+, CD4+, Foxp3.
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GENERACION Y FUNCION DE CELULAS T REGULADORAS INDUCIDAS

Una célula CD4 puede polarizarse a diferente funcion dependiendo de los estimulos que reciba.

Pueden diferenciar hacia generacion de células T reguladoras, son células inducidas, no salié del timo
siendo célula reguladora, sino que se diferencié en la periferia.

Las células T reguladoras pueden ser de origen central (reguladoras) o inducidas (generadas en periferia).

Extracellular bacteria Intracellular pathogens
Fungi Autoimmunity
Autoimmunity

21 . Wy

IL-2

IL-17a ~
L7t (@ Lo ¢
IL-22 /< . {19
(IL-10) 2y T
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Foxp3/Stat5 % GATA-3/Stat5
Y g, > -4
TGFp < -5
IL-35 IL-13
IL-10 IL-25
Amphiregulin

IL-10

Immune tolerance ) Extracellular parasites

Lymphocyte 'homeostasls Allergy and asthma

Bagulation of b

Induced T regulatory cells The origin of T regulatory cells, therefore, may be:
- Central
- Peripheral (induced)

TERCER MECANISMO DE TOLERANCIA PERIFERICA, APOPTOSIS

La Apoptosis puede ser inducida como consecuencia de recibir sefiales proapoptoéticas. En este caso el
reconocimiento de lo propio con alta intensidad recibe sefales proapoptoticas, pero no recibe sefales
antiapoptoticas y por eso muere.

Hay dos maneras de induccion de muerte: Apoptosis (via mitocondrial) y Fas-Fast ligando (via de los
receptores).

Anti-apoptotic  Activated

Naive <., protein T cells

Immune response: APC  Tcell -
expression of = — T cell proliferation
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TOLERANCIA CENTRAL DE CELULAS B
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Células B pueden recuperar algunas células que fueron condenadas como autoreactivas mediante la
edicion del receptor (tolerancia central), si genera un receptor que ya no es autoinmune.

Pueden sufrir anergia cuando tenemos una interaccion inadecuada (bloqueo del receptor, poca expresion
del receptor), la deteccion no esta tan clara porque no hay CD28-B7.

TOLERANCIA PERIFERICA DE CELULAS B

El reconocimiento de alta afinidad por la célula B tiene dos posibilidades:

- Si el reconocimiento del péptido propio es High-avidity self Self antigen recognition
muy intenso, inducciéon de apoptosis. antigen recognition (low or high avidity)
- Sielreconocimiento del péptido propio no N N
esta tan claro, las sefales no son Self Self
antigen antigen

suficientemente potentes para apoptosis,
se induce el estado de no respuesta

permanente, anergia. / \ *

A Functional
inactivation

O«

Anergy I Regulation by

inhibitory receptors

optosis

el

Inhibitory
receptors
(e.g.,

CD22)

e

RECEPTORES INHIBIDORES DE LOS
PUNTOS DE CONTROL DE LAS CELULAS B

- CD22

- Receptores Fc.
Son moléculas que envian sefales negativas para evitar que la respuesta de las células B sea excesiva.
También hay sefiales negativas mediadas por los receptores Fc; capturan del antigeno, hacen
acomplamiento de inmunoglobulina-Fc, envian sefiales de freno de intensidad, evitan expresion
excesiva.

A — B
BCR signaling leads to Fc receptor-associated
PIP3 formation, which phosphatase, SHIP,
binds other signaling converts PIP3 to PIP2
molecules, leading in B cell-receptor complex,
to activation blocking downstream signaling
Regulation of B cell Polyvalent Antibody-antigen

i Polyvalent complex
activation by the FcyRIIB antaen antona
receptor (important for \*
ending humoral responses) /

k]

PLCy,
PISK PDK“ Block in B cell
receptor signaling,
B cell no activation
activation
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TEMA 9: RESPUESTA INFLAMATORIA

Vamos a distinguir en dos grandes tipos de respuesta inflamatoria, la diferencia principal reside en la

duracion, pero no es la Unica diferencia:

- Aguda: corta duracién, exudado de liquidos y proteinas plasmaticas, acumulacién de neutréfilos
(células de la inmunidad innata, pero dara paso a respuesta inmunitaria especifica que cambiara

las especies celulares de respuesta).

- Crénica: reaccion duradera (semanas, incluso afos), linfocitos y macréfagos. Se produce:

o Destruccioén y posterior reparacion de tejidos.
o Proliferacion vascular.

o Fibrosis: reparacion de tejido afectado.

o

Granulomas: encapsulacion del contenido del patégeno recubierto por una corona de
histiocitos, macrofagos. Ni se propaga la infeccion ni se puede eliminar. Por eso su

eliminacién es quirurgica.

En el transcurso del tiempo van a ir cambiando los elementos de respuesta porque damos paso a la

respuesta inmunitaria especifica.

SIGNOS LOCALES DE INFLAMACION

Audio Cornelio Celso establecié los cuatro primeros pilares de la inflamacién:

- Calor.
- Rubor.
- Tumor.
- Dolor.

- Impotencia funcional (lo establecié Galeno): por ejemplo: si se produce una inflamacién en una

articulacion pierde la funcionalidad.

CAMBIOS EN LOS VASOS SANGUINEOS DURANTE
INFLAMACION AGUDA

En una situacion normal (con intercambio constante de fluidos) la
presién oncética que se establece a ambos lados de los capilares
sanguineos hace que se cree un equilibrio de flujo, flujo neutro.

Durante el proceso inflamatorio vamos a modificar la estructura y
calibre de vasos sanguineos para favorecer la salida de sangre,
células, elementos plasmaticos... Cuando hay una respuesta
inflamatoria hay un reclutamiento de células de los tejidos hacia el
punto de infeccién. En situaciones normales no hay muchas células
inmunitarias en los tejidos.

B. ACUTE INFLAMMATION

Net flow out
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INICIO DE LA RESPUESTA INFLMATORIA

Como consecuencia del aumento de tamaio del capilar, las células endoteliales se separan; para
favorecer el paso de las células inmunitarias de la sangre a los tejidos, acumulando células, proteinas en
fase aguda... consiguiendo asi eliminar la infeccion.

Fases iniciales de Células Moléculas

inflamacion involucradas involucradas

Liberacién de Mastocitos Vascular
. Células Mediadores de  Quimiotactic
mediadores (solubles) : . >
residentes y la inflamacién as
efectoras Activadores
Llegada de moléculas , .
9 . y Células Adhesion
linfocitos desde la ) Local
sangre al sitio de endotellgles mo Igcu_lar Sistémico
Leucocitos Quimiocinas

inflamacion

Una herida superficial facilita la entrada de una bacteria, que activa a la célula efectora y secreta
citocinas.

La vasodilataciéon y el aumento de la permeabilidad vascular permiten la salida del fluido,
proteinas y células de la inflamacion, produciendo la entrada de estas al tejido.

El tejido infectado se inflama provocando; enrojecimiento, calor, sudoracién y dolor.

Skin dirt, grit, etc. plood clot
S D N N SN SR RO 68 EEN 66 1 =0 M |
or cell ’b-mrh
.f'> L
4 cytokines
AA
Connective tissue

MEDIADORES DE INFLAMACION

Hay que mantener el balance pro-anti para eso necesitamos mediadores de la inflamacion, que seran
un grupo heterogéneo de proteinas:

- Factores del complemento.

- Péptidos antimicrobianos.

- Histamina y otras sustancias que activen mastocitos y basdfilos.
- Lipidos: prostaglandinas, tromboexanos y leucotrienos.
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- Bradicinina, producida después de la activacion del factor de Hageman.
- Fibrinopéptidos, producidos por el sistema de coagulacion.

- Plasmina, producida por el sistema fibrinolitico.

- Quimiocinas.

- Citoquinas proinflamatorias.

FUNCION DE LOS FACTORES DEL COMPLEMENTO EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA

Inflammatory response — ameUlicA G
Degranulation of mast cells and basophils'r C3a,C4a, and C5al(anaphylatoxins)
Degranulation of eosinophils (Gioeco. HisAossico.) C3a,(5a
Extravasation and chemotaxis of leukocytes at inflammatory site  C3a,(5a, C5b67
Aggregation of platelets C3a,C5a
Inhibition of monocyte/macrophage migration and induction Bb

of their spreading
Release of neutrophils from bone marrow M
Release of hydrolytic enzymes from neutrophils C5a
Increased expression of complement receptors C5a

type 1 and 3 (CR1 and CR3) on neutrophils

MASTOCITOS

Tienen origen medular (proceden de CD4), pero maduran y viven en tejido conjuntivo, no son células
circulantes.

Tienen granulos formados fundamentalmente por histamina, la desgranulaciéon de mastocitos y
baséfilos desencadena la liberacion de histamina y otros mediadores vasoactivos (aumenta la
contraccion del musculo liso y la permanente vascular, por eso relacionamos mastocitos con alergia).
Estan localizados en la piel, sobro todo en las mucosas. C3a, C4a, C5a son anafillotoxinas porque cuando
se unen a los receptores de membrana de mastocitos producen estimulacion e inducen la desgranulacion.

En esos granulos tenemos tres tipos de mediadores:

- Mediadores preformados: estan presentes en el mastocito en reposo; son enzimas y
mediadores téxicos, sobre todo histamina y heparina (destruccion de parasitos, aumento de
permeabilidad vascular para reclutamiento celular).
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- Preformados y de Novo (mix): mastocitos que tienen mediadores preformados, pero también
sintetizan de Novo. Nos encontramos citocinas; TNFa (citocina proinflamatoria muy importante),

IL-4, IL-13...

- Mediadores de Novo: sintetizados cuando el mastocito es activado; leucotrienos (muy
importantes en respuesta inflamatoria).

DEGRADACION DE LA MEMBRANA DE FOSFOLIPIDOS Y LA INFLAMACION

Fosfolipidos de membrana son muy importantes para promover la inflamacién. Cuando activamos
membrana de fosfolipidos por las fosfolipasas, vamos a desencadenar dos vias:

- Conversion del acido araquidénico:
o Via de la COX (da lugar a prostaglandinas y tromboxanos). La COX es diana de
farmacos AINE, ejemplo: Ibuprofeno.

o Viade la lipooxigenasa (da lugar a leucotrienos). Leucotrienos son muy importantes

en el asma; producen contraccion del musculo liso bronquial cerrando el conducto,

sensacion de ahogo, hay inhibidores de Leucotrienos.

- Conversion a PAF (Factor Activador de Plaquetas): generando agregaciéon plaquetaria,

quimiotaxis de eosindfilos, activacion de neutrdfilos.

La inflamacién se pondra en marcha cuando se active la produccion de plaquetas por la coagulacion. Si

hay dafio en vasos sanguineos, se pone en marcha cascada de coagulacion liberando fibropéptidos que
tienen un efecto de aumento de permeabilizacion vascular, quimiotaxis de neutréfilos.

La inflamacion duele porque hay una liberaciéon de Bradiquinina que induce dolor.

Membrane phospholipids

rhospholipase

v R
Arachidonic Lyso-PAF
acid
Cyclooxygenase Lipoxygenase
pathways pathway
Prostaglandin Leukotriene A4
G2
¢ /l l \ v
Thromboxane Prostaglandins Leukotrienes Leukotriene PA
C4,D4,E4 B4
Vasoconstriction T Vascular permeability SRS-A Neutrophil Platelet aggregation
Platelet aggregation || Vascular dilation Bronchial smooth- chemotaxis Eosinophil chemotaxis
Other effects Neutrophil chemotaxis || muscle contraction Neutrophil activation
Other effects

MEDIADORES DE INFLAMACION QUE PROMUEVEN QUIMIOTAXIS Y ACTIVACION DE
NEUTROFILOS EN EL SITIO DE INFLAMACION

- Elinterferén y es la citocina mas importante en los macréfagos.
- TNF-qa, IL-1, IL-6 citocinas proinflamatorias mas potentes
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- IL-8 es una quimiocina muy relevante.
Los neutrofilos estan almacenados en la médula ésea, cuando se produce la inflamacién hay que
atraerlos al foco inflamatorio; se liberan mediadores que llegaran a la medula, un mediador producido de
forma local tendra efecto sistémico.

Agent Function stimulated

Leukotriene B, Chemoattractant, enhances adherence to endothelial cells, activates
degranulation and NADPH oxidase activity

WO ERE RS AR Chemoattractant, induces degranulation and adherence

GETEEETGVET RS ETE ) B Induces aggregation and adherence, chemoattractant degranulation
Concentration-dependent changes in chemotaxis priming, degranulation
nterferon y Increases antibody-dependent cytotoxicity, priming

Granulocyte-CSF Increases antibody-dependent cytotoxicity, priming; enhances phagocytosis;
stimulates maturation within bone marrow

ST GTM R D ETE O ETCEE Priming, stimulates maturation within bone marrow
CSF

LU G ES BTG SV Chemoattractant, priming, enhances phagocytosis and antibody-dependent
cytotoxicity

Interleukin-8 (IL-8) Chemoattractant, induces degranulation and NADPH oxidase activity
f-Met-Leu-Phe Chemoattractant, induces aggregation, degranulation, and NADPH oxidase
activity

ibrinogen Primes neutrophil IL-8 synthesis in response to f-Met-Leu-Phe and LTB4

PROCESO DE RODAMIENTO

Las células del centro del torrente circulatorio van a mucha velocidad, mientras que las células mas
préximas a la pared tienen menor velocidad (por el roce). Las células del endotelio se activan y secretan
citocinas; que favorecen que las células circulantes se adhieran a las paredes, a medida que van rozando
mas, van perdiendo velocidad y acaban rodando por el endotelio hasta que se detienen, produciendo una
union suave (mediada por moléculas) y posteriormente una uniéon fuerte (mediada por moléculas),
finalmente se produce la migracion transendotelial, y finaliza el proceso de rodamiento.

La mediacion de las uniones se produce por moléculas de adhesion celular (CAMS):

- Moléculas de adhesion débil: selectinas interactian con su ligando, que son proteinas de tipo
mucinas.
o L-selectinas se expresa en leucocitos.

Integrins:
a4b1 (VLA-4, LPAM-2)

(a) General structure of CAM families

Mucin-like CAMs Integrins
| a4b7 (LPAM-1)
‘ | a6b1 (VLA-6)
» | - ab2[TFETy 16 G
CHO sid 930
Mucins: >chainssl ¢ aMb2 (CR3, Mac-1) et
GlyCAM-1 aXb2 (CR4)
Gigando ¢e Seleckinas { | CD34 Strong
PSGL-1 adhesion
MAdCAM-1
) Ig-Superfamily:
Rolling T ) ICAM-1,-2, -3
ectin domain ‘ ¢ VCAM-1
Selectins: 9 domams< LFA-2 (CD2)
L-selectin / CD62L (leukocytes) LFA(;B (CD58)
- i i Fibrinonectin-type MAdCAM-1
P-selectin / CD62P (endothelial cells) oo ? PRCAM-1
E-selectin / CD62E ( “ ) (CD31)

[ : JAM-1 (CD321)

Selectins Ig-superfamily CAMs
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o P-selectina se expresa en plaquetas.
o E-selectina se expresan en endotelio.
- Moléculas de adhesion fuerte: integrina (LFA-1) con ligando de integrina, esta unién integrina-
ligando es la que permite el anclaje de las células.
Una vez realizados las uniones anteriores hay que sacar a la célula del endotelio para llevarla al espacio
tisular, se produce la unién factor soluble-receptor de factor soluble de la célula. Las células del sistema
inmunitario migran a favor de un gradiente de quimioquinas (citocina con capacidad quimioatrayente,
su propiedad es favorecer la quimiotaxis) porque la zona con mayor concentracion de quimioquinas es la
zona de inflamacion. Los receptores de quimioquinas son muy importantes, son los que favorecen el
movimiento de los neutrofilos.

Los receptores de quimioquinas, la peculiaridad de este tipo de receptor es que entra-sale 7 veces de la
membrana, en estos giros es donde se va a unir las quimioquinas. Los que expresan las células inmunitarias
son de dos tipos:

- CC: citocina-citocina.
- CXCR: citocina-elemento intermedio-citocina.

RECLUTAMIENTO Y EXTRAVASACION DE LEUCOCITOS (neutrdfilos y linfocitos)

Cuando el endotelio se inflama, aumenta de tamafio, y aumenta la expresion de moléculas adhesion para
favorecer el cambio conformacional y aumentar la afinidad.

1. Rodamiento.
Activacion.

3. Adhesion débil: E-selectina-ligando de
selectina (CD31) que va frenando a la célula.

Chemokine receptor (NG quiniogs3co. - cRmoRaX )

Ca)o
channels
~

Se repite el proceso hasta que se se ) 'C‘*E“*ﬁtﬂr‘é\ i i 1
. . Gprotein _ | PolisRbzacdh |, v v
consigue parar la célula. Adenyly PLCR2 R Aakiro. 3 ? ?

4. Adhesion fuerte: necesitamos la ,pj/ B}\G i 1 :
participacion de integrinas-ligando de i l i : R?S
integrina generando una adhesion fuerte, se : rCa PKC : ! :
produce un cambio conformacional de la AMP  Acti polnitation Adh:sion Cytoskeletal  Differentiation,
integrina aumentando la afinidad de la union. rearrangement proliferation

5. Diapédesis: quimioquinas (producidas por
maréfago) cruzan el endotelio (transporte
pasivo) se unen al receptor de quimioquinas Chemo(am

produciendo el internamiento de la célula,
quimiotaxis.
6. Migracion endotelial: extravasacion mediada por quimioquinas-ligando de quimioquinas.
Conforme pasa el tiempo la inflamacion aguda da paso a inflamacioén crénica; cuyas células tienen que ser
linfocitos (paso de respuesta inespecifica a especifica).

Rolling adhesion | Tight binding Diapedesis | Migration

CXCL8R |
(IL-8 receptor) (-

Y LFA-1 (o)

SLE—a

Eselectm—
g 0 ¢}
3
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VENULAS ENDOTELIALES ALTAS (high endothelial venules-HEV)

La respuesta inmunitaria especifica ocurre en los érganos I
secundarios (ganglios linfaticos). Esta extravasacion de los Aibled ol o ser achiation: y
linfocitos que llegan al ganglio ocurre por las venulas endoteliales oSt
altas (HEV) donde tiene lugar el mismo proceso (rodamiento, o s
adhesion, diapéresis y extravasacion) que ha ocurrido en el 'paverc
endotelio. Pero las moléculas involucradas son diferentes, segun el

tejido en el que estemos habra diferente afinidad, en este caso: L-

00 -3 1y Cortical

selectina uniéndose a CD34 (ligando de selectina), la quimioquina J R — 15 :
(producida por macréfagos) unida a integrina (LFA-1) hace dos HEV

T cell
cosas: zone Naive T cell

minutes to hours later:
S1PR1 re-expressed

- Cambia la afinidad de LFA-1, pasa de ser de baja afinidad
a ser de alta afinidad.
- Activa el proceso de diapédesis.
Las HEV son postcapilares especializadas en la extravasaciéon en \
6érganos secundarios. Las distinguimos bien porque tienen estructura diferente a las venulas normales.

Naive T cell =

Activated T cell

1. Célula T virgenes llegan a las HEV y entra en el ganglio.

2. Algunas células virgenes reconocen al antigeno y se activan.

3. Salen del ganglio a circulacion general para dirigirse al foco inflamatorio.
Del ganglio salen tanto células activadas como células virgenes (si en el ganglio no habia ningun
antigeno para el que fueran especificas). En este proceso es clave la recirculacion de los linfocitos a
través de las venulas postcapilares.

Rolling Activation Arrest/adhesion

% 2 ’ VENOW, ENCOTEUAL AR Lymeh node
TN - v
@ NN
el ‘ ¥y anisandotheli )
/i @ (@) e
<4 CK“{)H"GE‘%V‘ Nw"r( ‘ &w / lc;;fn v (
o >

» | e W

Naive
Teell

|

o o o o o|e ./
Ugprdo & selesira () #q:

El linfocito en reposo expresa muy pocos receptores de quimiocinas (sobre todo CXCR4) pero una vez
activado adquiere multiples receptores de quimioquinas.

REGULACION DE LA INFLAMACION

Equilibrio entre citocinas pro y antiinflamatorias, si prevalecen las anti no se produce la inflamacion y si
prevalecen las pro tendremos proceso de inflamacion.

Las tres citocinas mas importantes con capacidad inflamatoria son:

- TNF-a
- IL-6
- I
Y sus funciones son:

- Actuan sobre el hipotalamo e inducen aumento de temperatura (fiebre).
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- Aumentan sintesis de proteinas en fase aguda.

- Aumentan permeabilidad vascular (favoreciendo extravasacion).

- Incrementan la expresion de moléculas de adhesion.

- Inducen proliferacion de fibroblastos.

- Inducen produccién de quimioquina: sobre todo IL-8 que es quimioquina mas importante,
favorece la diapéresis.

- Activan células Ty B.

- IL-6 contribuye en la produccion de inmunoglobulinas.

A — Prostaglandins

Hypothalamus

(via pituitary)
ACTH

Adrenal cortex

&mkosterolds

Local acute IL-1, TNF-a —b Acute-phase proteins:

infl y IL-6. LIF, OSM C-reactive protein (CRP)

response o/ Serum amyloid A (SAA)
Liver Fibrinogen

Mannose-binding protein
Complement components

Leukocytosis

(T white blood cells)
Bone marrow

(T CSF by
stromal cells and
macrophages)

Todas las funciones al final convergen en el aumento del estado inflamatorio. Hay citocinas pro y
antiinflamatorias. Las citoquinas antiinflamatorias (regulacion negativa) mas potentes son:

- IL-10

- TGF-B (puede ser pro o antiinflamatorio)

- IL13
Los mediadores de la inflamacién producidos de forma local también van a actuar de manera sistémica. IL-
1 actua sobre hipotalamo induciendo produccién de prostaglandinas y la fiebre (es una consecuencia de
la produccion de IL-1, para alterar la proliferacién de patégenos).

IL-6, IL-1 Y TNF-alfa actuan sobre el higado que activa a las proteinas de fase aguda, que a su vez
ponen en marcha las primeras fases de respuesta inmunitaria inespecifica. El higado es el principal
productor de proteinas de fase aguda. Las interleuquinas llegan a la médula ésea que le sefalan el tipo
de células inmunitarias que tiene que producir. Un estimulo y respuesta local, en la que se producen
mediadores locales, genera un efecto sistémico por la migracién de las proteinas de fase aguda.

| —
(IL-1B/IL-6/TNF-a )
MN————
|
Jc J o J o J C S |
. Bone marrow =
HIGADO i HICOTALAND Fat, muscle Dendritic cells
Acute-phase Neutrophil Increased Protein and stimulates
proteins mobilization body energy migration to lymph
(C-reactive temperature mobilization nodes and
protein, L (Seore) to allow maturation
_mannose- increased
binding lectin) bodx temperature
< Z < = 2 = 2 = 2 =
Activation of Ph ) Decreased viral and bacterial replication | | RESPLESTA
complement M Increased antigen processing | NFCANATOR A
Opsonization Increased specific immune response CPEUFCA
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PROTEINAS DE FASE AGUDA

Para la respuesta inmediata, son muy rapidas, se sintetizan en el higado:

- Proteina C reactiva (PCR): se une a fosfatidilcolina de superficie bacteriana y actia como una
opsonina, favorece fagocitosis por parte de macréfagos. Indicador de la inflamacion, es una
proteina de fase aguda.

- Proteina de union a Manosa (MBL): favorece disparo de la via de las lectinas de la activacion
del complemento, y la fagocitosis.

Cuando estamos enfermos hay una inflamacién del SNC produce una alteracion neurolégica. Ejemplo:
enfermos de sida con células de la glia (CD4+) afectadas pueden sufrir “demencia del sida”.

TNF es el factor de necrosis tumoral, destruye tumores; los enfermos tumorales tendran gran acumulo
de TNF, este acumulo les produce sindrome paraneoplasico, caquexia extrema (estado de extrema
desnutricion).

Como en la respuesta inflamatoria (fiebre) hay un aumento del TNF que moviliza los depdsitos de
grasa para mantener el gasto energético que supone este proceso y por eso se adelgaza cuando estamos
enfermos (disminuye el apetito y ademas la acumulacién del TNF moviliza depdsitos de grasa, haciéndonos
adelgazar).

La imagen muestra el efecto dual del encuentro con el antigeno que tiene un macroéfago; ingiere por
fagocitosis y activa la respuesta. En respuesta a los patégenos, los macrofagos en el sitio inflamatorio
utilizan diferentes receptores para inducir la fagocitosis y la produccién de citocinas inflamatorias.

SANGRE TEN00S
0 0
= Monocyte 5
0 == .
\ ] g C3a Complement activation
S o ~Histamine
VAL-4 W%, L s
] VCAM}?;;% & Prostaglandins 9
z —
0 & Leukotrienes Mast cell

' Sa) __ Chemotaxis

0 Neutro hl/ly/,y‘ oy o h ————c
.. NeBd ¢/ ——€Motay;

°* - ——

® o g\l

e/ Chemakmes
0 /)/éi, ‘\ Ll (\

PSGL-1 ) Endothelial
9 IL-1, IL-6, TNF-0t 6—— ( |

P-selectin || —— \ e damage ?as,mn
] | P Prostaglandins 4/ / \ y
) lymphocyte/) N -\/ ) Leukotrienes Activated Bradykinin Fibrin
S : N macrophage Fibrinopeptides

MECANISMO DE FAGOCITOSIS ANTIMICROBIANA

El macréfago secreta productos para facilitar la eliminacion del patégeno:
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ACTIVACION Y FUNCION DE LOS MACROFAGOS

En caso de persistencia del agente etiolégico, se desencadena la inflamacion crénica, sus principales
citocinas son el TNF-alfa y el gamma-interferon.

Class of mechanism

Macrophage products

Neutrophil products

Acidification

| pH=~3.5-4.0, bacteriostatic or bactericidal |

Toxic oxygen-derived products

Superoxide 0,7, hydrogen peroxide H,0,, singlet oxygen '0,’,
hydroxyl radical "OH, hypohalite

" Laonpo. oxioprado.

Toxic nitrogen oxides

I Nitric oxid

Antimicrobial peptides

Cathelicidin, macrophage
elastase-derived peptide

a-Defensins (HNP1-4), B-defensin
HBD4, cathelicidin, azurocidin,
bacterial permeability inducing
protein (BPI), lactoferricin

Lxsoghxme: digests cell walls of some Gram-positive bacteria
Aci

Enzymes ydrolases (e.g. elastase and other proteases):
break down ingested microbes
Competitors Lactoferrin (sequesters Fe?*),

vitamin F,z-binding protein

Los macrofagos pueden ser de dos tipos:

- M1: macrofago clasico, presenta al
antigeno y elimina el patégeno.

- M2: macroéfago reparador,
involucrados en cicatrizaciéon y
reparacion del tejido. Se diferencia
gracias al entorno antiinflamatorio
tras la eliminacion del antigeno.
Segregan IL-10 y TGF-beta.

Pueden polarizarse a uno u otro segun las
citocinas que tengamos en el entorno, esta
polarizacion es reversible. Los macrofagos
son grandes productores de citocinas.

En el sitio de inflamacién tenemos IL-1delta
que interactta con macréfago que va a
producir TNF-alfa, IL-6, receptores de
quimioquinas (para reclutar macréfagos y
linfocitos), IL-12. Esto induce el estado de
inflamacién y polariza al macréfago hacia
M1.

Inflamasoma activa IL-1y la convierte en IL-

1beta activada. TNF-alfa tiene papel importante
tanto a nivel local como sistémico; disminuye gasto

cardiaco y posibilidad de trombos.

lysosomal enzymes

Alternatively actiyated

Classically activated
macrophage @ macrophag

PROINFCLANATOR O

Microbial
TLR-ligands
IFN-y

ANTIINFRAMATORNO

Macrophage

v v

ROS, NO, IL-1, IL-12, IL-23,
chemokines

Microbicidal l
Inflammation | [Antiinflammatory effects;]

actions:
.\/ wound repair, fibrosis

)

ghaqocﬂosis and
ing o

many microbes

. PRODOCCAON OE GOTINAS

- FAGOUITOMS
> QTOTOX\QOAD

. PRESTATACION OC ANTIGENGS

HEALING AND REPAIR

1 Fibroblasts

IL-1Ra IL-1RII
(LR
receptor 1T Contractility
antagonist) 1L-4 IL-10 TGFp1 ———————————

T Extracellular matrix

TN

T Vessels (angiogenesis)

91



Aitana Ybot Fernandez

Local
inflammation
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IL-1,
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IL-1° TNF 13@
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chemokines
7 @
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Systemic Systemic
protective effects pathological effects
TNF, Brain Heart
IL-1 NF
IL-6 N N ’(
’ e
IL-1 Liver
IL-6 Endothelial cells/
NE blood vessel
\ Acute \ SR
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proteins ’
Bone marrow \
TNF, T Increased
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Multiple tissues
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i TNF
‘ 3 V.~ N
Gid Skeletal ’
Insulin
t?g’g&;‘i’;ﬁ Tl resistance
Phagocyte| [iINOS | Cytokines Fibroblast
oxidase (TNF, IL-1, growth factors,
Meteados IL- 12 angiogenic factors,
PGS o ‘ metalloproteinases
©Y noesSRo ?‘5 Reactive itric
oxygen oxide
species
(ROS)
ERacxos & @ Killing of Inflammatlon, RENCOESARGN
OCX oG & microbes enhanced nsowne,
©% wocsdRncps adaptive
immunity

£ Qué ratén tiene TNF-alfa mutado?

El ratén con TNF-alfa mutado no tiene movilizacién de las
grasas por lo que su organismo no se defiende del tumor, pero
tampoco le da aspecto de enfermo, mientras que el ratén
caquéctico tiene TNF-alfa y su organismo se esta defendiendo
del tumor. Respuesta: el de abajo es el raton con TNF-alfa

mutado.
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TEMA 10: CITOCINAS

Estimulo sobre una célula productora de citocinas, responde con produccién de citocinas que tienen
que interactuar con la célula diana a través de un receptor. No hay interaccién al azar, es necesaria
interaccion ligando-receptor que se engancha a un receptor de las células dianas que dispara una sefial
de activacion que se traduce en un efecto biolégico en la célula diana (cumplimiento de sus funciones).

INDUCCION Y FUNCIONES

Las citocinas tienen varios efectos: — \ﬁ

- Autocrino: célula productora es diana de la citocina (06— %
producida por ella misma para mantener la : _
estimulacion. Por ejemplo, por células CD4+ que AUtonACTn
producen IL-2 necesaria para la proliferacion de CD4.

- Paracrino: mecanismo mas comun, célula o .@\
productora de citocina produce citocinas que tienen = \\_/
accion en una célula que esta en la vecindad. PATacHRE actioh Nearby cell

- Endocrino: citocinas actuan a distancia, ejemplo:
produccion de un foco inflamatorio, citocinas llegan a

la medula y producen movilizacion de la célula.

@

o

et a.// \
oy o ey \@,

N
\j/

Circulation

Endocrine action Distant cell
Efectos de las citocinas:

- Preiotrépicos: una misma citocina tiene efectos importantes en varias células. Por ejemplo: IL-4
que es critica en células B. Pero IL-4 ademas tiene papel importante en timocitos y mastocitos.

- Redundantes: diferentes citocinas con efectos similares sobre las mismas células. Por ejemplo:
IL-4 es fundamental en células B, pero IL-5 e IL-2 pueden tener efectos muy parecidos a IL-4 sobre
células B.

- Sinérgicos: combinacion de citocinas que ejercen un efecto conjunto sobre una célula. Por
efemplo: el cambio de isotipo de inmunoglobulinas depende de la sefial CD40-CD40 ligando y de
el “coctel” de citocinas producidas, si no se producen las citocinas, no cambia de isotipo la
inmunoglobulina.

- Antagénicos: citocinas con efectos opuestos cuyo balance final es el que determina el estado de
respuesta de las células inmunitarias. Por ejemplo: balance de sefiales pro y antiinflamatorias. IL-
4 favorece el cambio de isotipo a IgE y el gamma-Interferén bloquea el cambio de isotipo a IgE.

Las citocinas funcionan en cascada, generando un efecto multiplicador de la intensidad de la respuesta
(ejemplo en el esquema-resumen). Las citocinas tienen un efecto sobre la inmunidad especifica (IL-2, IL-4,
IL-5, y-INF)

La interaccion antigeno-célula presentadora activa células T colaboradoras; juegan un papel central en la
amplificaciéon de respuesta inmunitaria con la produccion de citocinas que se dirigen a hematopoyesis,
promueven inflamacion, funciones de células T y B, generacion de respuesta inmunitaria especifica...

Todo parte de la presentacion del antigeno a la célula T colaboradora que comienza a secretar citocinas,
por eso se le denomina “director de orquesta” a la célula T colaboradora.
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(b) CASCADE INDUCTION
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Entre las funciones de las citocinas encontramos:

- Inflamacién y regulacion de la inmunidad
inespecifica.

- Regulacion de la inmunidad especifica.

- Hematopoyesis.

En la inmunidad inespecifica: la cascada de activacion
genera superactivacion del macréfago (IL-12) y células NK
(y-INF), que produce citocinas que contribuyen a la activacion
de la repuesta especifica.

En la inmunidad especifica: la activacién viene determinada
por la interaccién célula presentadora de antigenos-célula T
colaboradora que desencadena la produccién de IL-2 que
activa a linfocitos B colaboradores que producen citocinas (las
que actuan en la superactivacion).

Algunas citocinas tienen funcion especifica e inespecifica,
esto genera interconexiones (redes de activacion celular)
para la cooperacion entre respuestas.

' Adaptive
immunity

| Inflammation \

Macrophage

Cytokine
promotion

Cytokine of Ty cell
promotion of differentiation

macrophage i Hemato-
activation poiesis

cells, NK cells, and other leukocytes.

Cytokine promotion of activation,
differentiation, proliferation, or cell death
of T cells, B cells, macrophages, dendritic
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Adaptive immunity
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activation

differentiation

FAMILIA DE RECEPTORES:

- Receptores de la superfamilia de las inmunoglobulinas: comparten dominio globular en el

espacio.

- Receptores de citocinas tipo | y tipo Il: son homdlogos, pero con diferentes cisteinas. Son la
familia mas comun. Une citocinas.
- Receptores de quimioquinas: entran y salen varias veces por la membrana, une quimioquinas;

IL-8 es la principal.

- Receptores de la familia del TNF: a, 3, CD40...

RECEPTOR FAMILY LIGANDS (c) Class Il cytokine receptors LIGANDS (e) Chemokine receptors LIGANDS
(a) Immunoglobulin superfamily (interferon) IL-8
receptors IFN-a RANTES
3 I»:-Lsp il MIP-1
s 4 |FN-‘{
CKit & 4o PF4

s MCAF

i ¢ @ NAP-2

: G-protein

o= =
-
(b) Class | cytokine receptors LIGANDS (d) TNF receptors LIGANDS
(hematopoietin)
-2 113 m:*;
IL-3 IL-15 D40
>Conserved IL-4 GM-CSF Nerve growth factor (NGF)
cysteines IL-5 G-CSF FAS
IL-6 OSM
WSXWS L7 UF

IL-9 CNTF
-1 Growth hormone
IL-12 Prolactin

Estas familias de receptores tienen zonas comunes; proteinas multiméricas donde una zona es constante
en una familia de receptores y una subunidad es especifica del receptor concreto para la uniéon de una
citocina. Por ejemplo, con los receptores de citocina de clase I: gp130 esta presente en receptores de IL-6,
IL-11... o la cadena y del receptor de la IL-2 (IL-2 tiene tres cadenas: a, B, y) que esta presente también en
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IL-5, IL-9, IL-4; por lo tanto, mutaciones en el receptor de la cadena y producen una Inmunodeficiencia
combinada grave ligada al cromosoma X (afecta a

Cytokine

citocinas con funciones claves en muchos linajes celulares). B a B

o / Dimerization

\ 7 of receptor

1 = E
., = . —
El modelo de transduccion de sefiales mediado por \ \ !b
o\
receptores de citocinas de clase | y |l es: o © P P
P y JAK /\’\\g v Ay “L\p )\ Activation of JAK

) ] \ / family tyrosine kinases,
1. Citocina se acopla a las cadenas del receptor SH, ' phosphorylation of receptor

produciendo la fosforilacion de residuos de las \i’ - l Tyrosine phosphorylation of
cadenas. @ LD STAT by JAK kinase

2. La activacién de las quinasas que fosforilan las Y
cadenas del receptor también fosforilan al receptor d
STAT (esta en el citoplasma de forma monomérica) %@
que se dimeriza y se trasloca al nucleo. > of STAT

3. STAT fosforilado, dimérico y trastocado en el
nucleo dispara la senal de activacion.

DNA

Specific gene transcription

POLARIZACION DEL CD4 EN SUBPOBLACIONES

DE CELULAST*
Extraf:ellular bacteria Intracellular pathogens
:u::qn . Autoimmunity
utoimmunity
IL-21 IFNy
IL-17a ) IL-2
IL-17f TH-17 G TH- LTa
IL-22 w2 A (IL-10)
(IL-10) 27 0.8 ot
& \
RORyt/Stat3 T-bet/Stat4
Foxp3/Stat5 4 GATA-3/Stath (and 5 to a lesser extent)
R Y %, IL-4
TGFp < < | s
IL-35 r ( % \ IL-13
IL-10 e \ IL-25
Amphiregulin
IL-10
Em::i;;::r::;eeostasis Extracellular parasites
Allergy and asthma
Regulation of immune responses
T regulatory induced cells

En el centro tenemos una Célula T colaboradora 0 (célula T CD4 en reposo, nunca se ha especializado),
cuando se le presenta un antigeno se diferenciara segun su entorno (generado segun el patégeno):

- Célula TH1: en su entro hay IL-12 + INF-y, se diferencia a célula TH1 que produce IL-2, INF-y...
para activar células de la repuesta contra patoégenos intracelulares, respuestas exageradas
generan autoinmunidad. Activa a los macréfagos porque nos interesa su funcion de secrecion
de citocinas y quimiocinas, multiplica la intensidad de la respuesta.

- Células TH2: en su entorno hay IL-4 + IL-2, produce GATA-3 y Stat6 que inducen a células TH2
que producen muchas citocinas diferentes a las de Clase 1. Actian en la respuesta contra
parasitos extracelulares, respuestas exageradas generan reacciones alérgicas y asma.

- Células iTreg (reguladoras inducidas): son células que van a ser polarizadas cuando estan en
la periferia (no salen del Timo siendo células T reguladoras), en su entorno hay TGF-B + IL-2,
produce Foxp3 y Stat5 que induce células T reguladoras. Si no hay células T reguladoras se
produce autoinmunidad, la respuesta tiende a ser excesiva.
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- Células TH-17: en su entorno hay TGF-B + IL-1, IL-6, IL-21, IL-23, produce RORyt y Stat3 que
inducen a células TH17 que producen citocinas. Fundamental en las respuestas extracelulares
(bacterias y hongos), respuestas exageradas generan mucha autoinmunidad.

En el momento en que la célula T colaboradora se polariza con un determinado linaje produce solo

citocinas pertenecientes a ese linaje. La polarizacion hacia un linaje inhibe la polarizacion hacia otro

linaje para concentrar los recursos (si se activa TH1 se inactiva la polarizaciéon hacia TH2).

Effector  Defining Principal target  Major immune Host defense Role in disease

Tcells cytokines cells reactions
Thi L,, Macrophages ' '
‘ IFN Macrophage Intracellular Au‘g'ﬁ?&?g'ty;
\ ‘\ &l ) activation pathogens Kiliariinatieon
Th2 }/, IL-4 Eosinophils Eosinophil and
mast cell activation;
{ _) | IL-5 5" alternative Helminths Allergy
L G ravd macrophage
\\" IL-13 e activation
Th7 |, Neutrophils
IL-17 > Neutrophil Extracellular q e
@\, recruitmentand  bacteria and ﬁ#}l‘;'mm:{:gx '
~ IL-22 N activation fungi
Tth _}. B cells Y«
i Antibody Extracellular  Autoimmunity
. (and IFN-y 7 production pathogens  (autoantibodies)

‘\ orIL-4)

Hay unas nuevas poblaciones con funciones importantes:

- Células TH19: involucrada en eliminacién de parasitos y alergia.

- Células TH22: involucrada en inflamacion.

- Células T colaboradoras foliculares (THF): actian en el centro germinal para producir
anticuerpos.

LINFOCITOS TH1

Linfocitos TH1 van a generarse con la interaccion de células virgenes (APC), produciendo y-INF + IL-12
que actuan sobre la célula T provocando un efecto amplificador y la induccion de Stat1 y Stat4 que
polarizan a células TH1 que secretan TNF-a, TNF-b, GM-CSF, IL-3.

Funciones de las células TH1:

- Activacion de los macréfagos clasicos.

- Induccidon del cambio de isotipo hacia anticuerpos IgG; involucrado de opsonizacion y
complemento de activacion.

- Activacion de células T citotoxicas.

LINFOCITOS TH2

El entorno desencadena la polarizacion a TH2, la presentacion en este caso es entre la célula APC y
helminto/proteina de antigeno (parasito). La célula presentadora de antigeno responde a un elemento
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diferente por lo que se secretan citocinas diferentes, induccion de factores de transcripcion Stat6 y
GATA3.TH2 producen IL-4, IL-5, IL-13. H

Funciones de células TH2:

- Activacion de Macroéfagos tipo M2 (reparacion de tejidos), las citocinas son las que polarizan al
macrofago.

- Produccién de IgG4, clave en mecanismos de eliminacién de parasitos.

- Desgranulacién de mastocitos (participacion en la respuesta alérgica).

- Secrecion de moco intestinal y movilizacion peristaltica.

- Activacion de eosinofilos.

LINFOCITOS TH17

Son mas potentes que los TH1, reaccionan con bacterias u hongos, se producen IL que activan RORyt y
Stat3.

MODULACION DE LA ACTIVIDAD DE CITOCINAS EN LA MEDULA

La médula esta regulada por citocinas, sobre todo IL-3 y IL-5 porque controlan la produccién de
determinadas células. Se produjeron en otro érgano, pero llegan a la médula e informan de lo que sucede
y que hay que secretar para desarrollar la respuesta (mirar tabla).

Podemos usar anticuerpos monoclonales para bloquear receptores de citocinas e inhibir su activacién y
por tanto su efecto. Por ejemplo: si bloqueo TNF-a bloqueo la principal citocina proinflamatoria actué y
promueva la respuesta inflamatoria.

ULLILRPRN Hematopoietic cytokines

Hematopoietic growth factor Sites of production Main functions
3 . .

CRTROPOYEINA Kidney, liver Frodocicn R esvec.wy

G-CSF cells, fi ph ducti

RO EXINA Liver, kidney Producc.dn & QuoERWwy

M-CSF Fibrobl dothelial cells, b Macrophage and \ duct

SCF/c-kit ligand Bone marrow stromal cells, constitutively Stem cell, progenitor cells survival/divisi

mast cell differentiation

Fit-3 ligand Fibroblasts, endothelial cells Early progenitor cell expansion; pre-B cells

GM-CSF Tcells (T,1 and T,,2), macrophages, Macrophage, g locyte prod ; dendri
mast cells cell maturation and activation

@ Tcells (T,1 and T,.2), macrophages Stem cells and myeloid progenitor cell growth;
mast cells

IL-5 Activated helper, T cells—T,2 resp only i hil production; murine B-cell growth

IL-6 Activated T cells, monocytes, fibrobl. P i 1] platelet prod:
endothelial cells immunoglobulin production in B cells

IL-7 Bone marrow and lymphoid stromal cells T-cell survival

IL-11 Bone marrow stromal cells and Growth factor for megakaryocytes
IL-1-stimulated fibroblasts

G-CSF, granulocyte colony-stimulating factor; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony factor; IL

M-CSF, macrophage colony-stimulating factor; SCF, stem cell factor. Adapted from D.Thomas and A. Lopez, 2001,

of Life 2 ietic growth factors, Nature Publishing Group.
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TEMA 11: CITOTOXICIDAD

Importancia de la relacion CD8+ con TH1:

Célula dendritica va a presentar el antigeno a
través del Fc, reconoce al TCR y envia la
primera sefal, la segunda sefial también es
necesaria (para la expresion de la molécula
de la familia B7).

La diferencia entre células detriticas en
reposo y activadas es que las en reposo no
expresa ligando de CD28: CD80, CD86, por

Uncertainty remains about
whether simultaneous binding
of Ty1 cell to APC is required
for activation of Tc
(after Tyl Tyl

Naive Tc "

Licensing of antigen-
presenting dendritic cell

CD40/CD40L
interaction)

Co-stimulatory
signal

Licensed
dendritic cell

<
Licensing may also occur IL-2R, IL-2
when Toll-like receptors (TLRs) Proliferation
on APC bind microbial

products effector

Cytotoxic

functions

lo tanto, cuando los expresan es porque han
adquirido la “licencia” para presentar (esta activada, licenciada) que es capaz de mandar a la célula virgen
las dos sefiales. Tiene que haber una doble puesta en marcha:

- Células CD4 que es la que produce la citocina TH1 necesarias para que la célula CD8 complete
su funcion activadora.
- Células CD8 que es la que va a matar.
Una vez activada, la célula TH1 va a secretar IL-2 (mantener proliferacion de cualquier celula T). Esta celula
T citotéxica en reposo, cuando se activa es capaz de diferenciarse en célula citolitica (célula T CD8
citotdxica diferenciada y dispuesta para matar), CTL.

Podemos completar podemos completar la activacion porque la célula presentadora de antigeno
expresa el ligando de CD28 SOLO cuando se ha activado (activacion directa por fagocitosis o
interaccion CD40-CD40 ligando). Esto es en el caso de las células virgenes.

PROLIFERACION DE CELULAS T MEMORIA (TC)

Células memoria tienen mayor capacidad de montar respuesta y matar, por lo tanto, pueden NO necesitar
colaboracion de células CD4. La célula memoria es capaz de generar de forma autocrina su propia IL-
2 y no necesitar a CD4, ocurre con las células memoria no con las células virgenes.

La célula citolitica (memoria) puede destruir a la célula diana sin necesidad de coestimulacién, porque ya
esta lo suficientemente diferenciada y activada, no necesita una segunda senal.

Diferencias entre células virgenes y células citoliticas:

- Las células virgenes necesitan a las células CD4 y la coestimulacion (segunda sefial). Cuando
la célula se ha diferenciado (célula citolitica) no necesita esto.

- Células virgenes expresan pocas moléculas de MemoryTe . e
s . ryr L
adhesion y las citoliticas las expresan muchas A\ ‘& ’E;
. . ()2 ( ) ) IL-
porque tienen que mantener la uniéon con el \ ;{\ O
U _-CD28

conjugado para inducir su muerte.

- Los diferentes tipos de células T son atraidos hacia
diferentes localizaciones anatémicas (patron de
recirculacion).

- Células T citotdxicas efectoras (CTL) expresan gran Virus-infected

: - dendritic cell
variedad de moléculas efectoras.

- @ B —CL
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LISIS MEDIADA POR CTL

Vamos a tener dos vias para inducir apoptosis:
Via mitocondrial: (Granzimas-perforinas) via intrinseca

1. Célula citolitica (con granulos en su citoplasma) reconoce a la célula diana.
2. Formacién del conjugado (después de 1 minuto) gracias a las moléculas de adhesion de la
CTL.
3. Granulos de CTL se situan en el polo de contacto con la célula diana, reordenaciéon del
citoplasma de CTL (6 minutos después).
4. Liberacion de los granulos (con perforina y granzima) produciendo una perforacion de la célula
diana e induccion a apoptosis (tarda 30-40 minutos).
a. Perforina se polimeriza y forma un poro.
b. Granzima se introduce por el poro y activa las vias de apoptosis.
5. Disociacion de CTL-célula diana. CTL va a buscar otra célula diana.
Via de receptores: (Fas-FasLigando) via extrinseca

- INF-y, Linfotoxinas.
- Caspasa inciciadoras: 8,9
- Caspasa efectora: 3 (“la que mata”).
El balance entre proteinas antiapoptéticas y proapoptoticas tiene que estar regulado:

- Proapoptoticas: Fas-FasL, Bax.

- Antiapoptéticas: Bcl-2, Bel-xL.
Estos mecanismos pueden producir agotamiento del sistema inmunitario (por estimulacion cronica del
Sl), lo revertimos mediante anticuerpos monoclonales frente a puntos de control; bloqueando CTLA-4 o PD-
1, PDLA1 (bloquear mecanismos que mandan sefiales negativas).

CTL-target cell

conjugate
Granule
- " . o cn PO
. ~/\_~ Conjugate s e& ~ Y\ 4 cytoplasmic = n ~/\_1
\ ‘o f 4 ° ) e
A N / ormation &6 N / rearrangement (
.5@/4 [} —’1 - 4 & P "\ 5 2
= min - e 6min  Ne JL-J
Target cell
5-6 min CTL granule
CTL recycling /'/57'75 e exocytosis
2 \ / - \_)
A o, Dissociation Q.’“’ﬁ' - A
W o l DK & 4
& o, lo'zg )
oY <o O -
= 30-40 min —— T

APOPTOSIS e (G

CITOCTOXICIDAD CELULAR DEPENDIENTE DE ANTICUERPO

Recubrimiento de las células diana por
anticuerpos, que con su region Fc contactan con Surface |G

. e antigen
receptores Fc de células citoliticas (NK) \(/
disparando activacion y muerte celular. Inicio de o
la respuesta es especifica (requiere

N 5
anticuerpos) pero la induccion de muerte es Antibody-'( NK cell

inespecifica (interaccién Fc del Ac-Fc de CTL). Gogkad el :':Itlill;‘gd‘;t

coated cell
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TEMA 12.1: RECEPTORES DE INMUNIDAD INNATA

Estos receptores PRR reconocen PAMP, patrones moleculares asociados a patégenos. Hay una interaccion
ligenado-receptor. Hay dos tipos:

Receptores solubles: receptores del complemento, MBL, Proteina C reactiva (PCR importante
en fase aguda, induce opsonizacién en inmunidad innata).
Receptores de membrana: RS (Scavenger Receptor), TLR, NODs.

El macréfago fagocita y se activa gracias a los dos tipos de receptores de la inmunidad inespecifica:

Receptores endociticos: MBL, RS. Son los responsables de inducir fagocitosis.

Receptores de seiializacién: reconocen al patdgeno y trasmite sefiales de activaciéon. Tenemos
TLR (de membrana, reconocen PAMP), NOD (intracelular, favorecen respuesta inflamatoria).

RECEPTORES RS
Varias clases de receptores de membrana (A a L) con poca pathogen-associated
homologia molecular pattern (PAMP)
Reconocen LDL (lipoproteinas de baja densidad) y polianiones \M
modificados.
scavel r receptor
Eliminan estructuras ajenas o alteradas y senescentes (sustancias '(;nnog'ndo:'yﬁig .
pattern-recognitiol
nocivas o degradadas). receptors)

Se expresan en células fagociticas (principalmente macréfagos).

Inducen la eliminacion de patégenos por fagocitosis o endocitosis.

Papel importante en el desarrollo de |la aterosclerosis y otras enfermedades inflamatorias.
Los receptores carrofieros también pueden mediar en la fagocitosis y muerte bacteriana.

RECEPTORESTLR

Ampliamente expresados en leucocitos y otros tipos de células.
Puede expresarse en diferentes lugares: membranas celulares o intracelulares (ubicacion

citosolica o endosomas).

Cada TLR reconoce PAMP diferentes.

Pueden estar dentro de la célula, en vesiculas que en

su interior tienen patégeno. Pathogen 7 o P

Son elementos de inmunidad inespecifica, y modulan I B “[ ER
genes que regulan la respuesta inflamatoria """ \Ph-socv'osis ‘ ) = — - -
especifica. ™ —_ - \

Activan las células transduciendo la sefal al nucleo a

través de una cascada con mdltiples proteinas | o dritic cen
Mature dendritic cell

adaptadoras. \ +

Participan en la regulaciéon de la respuesta inmune Geares (IL-12 )

adaptativa activando (autorizando) células dendriticas

Esto induce la produccion de interferon-1 es muy importante para el mantenimiento del estado antiviral.
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RECEPTORES NLR

Los NLR (NOD-like receptors) son sensores intracelulares.

'Subfamily"ExampIes' 'Typical domain structure

“Activating stimuli"Function

'NLRA

NLRA
NLRB | NAIP
NLRC  |NOD1,
INOD2,
NLRC3-5
NLRP  |NLRPs
1-10

CARD TA NACHT LRR

o D O""ﬂﬁﬁﬂ'i.’"\'\."."f"\’!ﬂm

BIR  NACHT LRR
dbb B
Q- IR RN

|CARD CARD NACHT LRR
O O O (KRN

PYR  NACHT LRR

: Dl-nnnnlnn!n__ﬂn!'!lﬂlll‘

IFN-y

Flagellin

DAP (NOD1)

MDP (NOD2)

Flagellin, type IlI
secretion system
(NLRC4)

Extracellular ATP,

alum, asbestos,
bacterial toxins,
silica, ROS,
reduced cytosolic
K+ (NLRP3)

Lipopeptides
(NLRP7)

Class Il
MHC expression

Inflammasome
generation of active

IL-1 and IL-18;
pyroptosis (with NLRC4)

‘ NF-xB activation

{
NF-xB activation,

autophagy,
type | interferon
production

Inflammasome

generation of active
IL-1 and IL-18; pyroptosis

Inflammasome
generation of active
IL-1 and IL-18; pyroptosis

NLRP3 actian como sensor formando un trimero (caspasa inactiva y proteina adaptadora), es el
inflamasoma. Cuando reconoce al patégeno activan a la caspasa, que activa en IL-1, esencial para
mantener inflamacion, inflamasoma induce a produccién de IL-1. Hay mas tipos de inflamasoma.

Puede provocar inflamacion aguda o muerte celular por piroptosis (tipica de macréfagos y consecuencia
directa de la inflamacion por inflamasoma).
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TEMA 12.2: RECEPTORES DE CELULAS NK

Las células NK son muy diferentes. No necesitan ser activadas; inducen la muerte de la celula diana, a no

ser que le digan lo contrario.

Cualquier encuentro célula diana-NK va a producir la muerte de
la celula diana, por lo tanto, si se encuentra con una célula
propia debemos mandar seiales inhibitorias.

Funciones de células NK:

- Destruccion de células tumorales y células
infectadas a por virus.
- Produccion de citocinas; INF-y.

En una respuesta antiviral tenemos:

1. Induccién de produccién de citocinas (IL-12, INF y
TNF-a) que promueven la inflamacion.

2. Activacion de NK, induccidn de mecanismos de muerte
de células diana.

3. Activacion d células T citotdxicas, las que toman el
control y generan la respuesta antiviral.

“Stressed
cell

=
E@- {

Lo B

Virus-infected

Killing of

cell Killing of
infected cells
B
i '12:0 e
Vo= ¥
g )
49 ]
MEOLOBIINOR W Killing of
ph;gi;g%yéce)zed phagocytosed
microbes

Functional differences between NK and T lymphocytes

Characteristic NK T lymphocytes
Activation (time) Immediate Delayed
Recognition type Non-specific Specific
Clonal response NO Yes
Memory NO Yes

La induccion de ciotoxicidad va a ser la misma en NK'y en TH1:

- Perforinas/granzimas.

- Fas/FasLigando.

La célula NK produce INF, que activa al macréfago que responde secretando IL-12 que es una de las

principales citocinas activadoras de NK, sobreactivacion.

RECEPTORES DE CELULAS NK

Células NK activadas van a ser las que maten a las células diana. Hay dos receptores ligando-receptor que
contraponen sefiales para reconocer lo propio:

- Receptores activadores-ligando: cuando NK se encuentra con una célula diana y unen sus
receptores activadores para enviar sefales de muerte. Tienen en su tallo intracitoplasmatico
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motivos ITAM (Tirosina-Leucina-XX-Tirosina-Leucina) que necesita tirosinquinasa (PTK) para
fosforilar.

- Receptores inhibidores-ligando: células NK interactuan con el HLA para que detecte que es una
celula propia, se contrapone con receptor activador de célula diana. Tiene en su tallo
intracitoplasmatico motivos ITIM que necesitas Fosfatasa (PTP) para desfosforilar.

Como se envian ambas sefiales, se contraponen y se determina que estamos ante células propias.

Iytic

activating

receptor
NKG2D

inhibitory
receptor

N
Killing of virus-infected cell in which
expression of MIC ligands for NKG2D
has been induced

No killing of healthy cell

A Inhibitory receptor (B Inhibitory receptor (@ Multiple activating
engaged not engaged receptors engaged

~ Removal of - :2?,:?‘2}"&
Activating phosphates Activating Activating e naies
signals — and inhibition

signals and inhibition signals

Activating Inhibitory
receptor receptor
Ligand Self class | _ Virus inhibits
for NK cell MHC -self ) class | MHC
receptor peptide expression
complex .
Normal Virus-infected cell Stressed cell with
autologous cell (class | MHC negative) induced expression
‘ of activating ligands
5 ) , >
NK cell NK cell activated; NK cell activated;
not activated; killing of killing of
no cell killing infected cell stressed cell

104



Aitana Ybot Fernandez

Dr. Ignacio J. Molina

En el caso de células tumorales, se produce pérdida de HLA, Pueden darse cuatro circunstancias en el

reconocimiento de células tumorales:

Tienen cola

Reconocimiento interaccion receptor
inhibidor-activador y sus ligandos: no
hay muerte.

Si la célula tumoral interactia con la
célula NK y se produce contacto con
receptores activadores, pero no con
receptores inhibidores, muerte de
la célula tumoral (sefales positivas
no contrarrestada con sefiales
negativas, célula ha perdido el
ligando inhibidor).

Si la célula tumoral no pierde lo
propio, cuando interactia con la
célula NK se producen sefales
activadoras e inhibidoras, depende
de cual de las dos sefiales sea mas
fuerte se produce muerte o no.

La célula tumoral puede apagar la
expresion de senales activadoras,
la célula NK no va a matar a esa
célula porque no se mandan sefales
de ningun tipo, mecanismo de
escape de células tumorales, no
habra muerte.

A] Inhibitory receptor

Activating receptor

No MHC
class |

No activating
ligands

No response

Activating
ligands

No activating No response
ligands
P p—
4
/ No MHC

lass |

R NK attacks
Activating target cell
ligands

MHC

class | Outcome

determined by
balance of signals

RECEPTORES ACTIVADORES

intracitoplasmatica muy corta,
intracitoplasmaticas por si solos, necesitan a DAP12 para trasmitir la sefial de activacién al nucleo.

igual que en

los linfocitos,

no trasmiten senales

FAMILIAS DE RECEPTORES QUE TIENEN INTEGRANTES ACTIVADORES E INHIBIDORES

KIR: tienen una estructura de inmunoglobulinas.
o Receptores activadores: tienen una cola intracitoplasmatica corta y necesitan DAP-12

o DAP-10.

o Receptores inhibidores: tienen una cola intracitoplasmatica larga y pueden mandar la

sefal inhibidora por si solos.

CD94/NKG2: motivos ITAM y ITIM.
o CD94 es la cadena comun.

o NKG2 es una cadena variable (inhibidor o activador segun su tallo intracitoplasmatico).
= NKG2A: manda sefiales inhibidoras, tiene cola intracitoplasmatica larga.
= NKG2C: manda sefales activadoras, tienen cola intracitoplasmatica corta,
necesitan a una proteina adaptadora con motivos ITAM.
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TEMA 13: HIPERSENSIBILIDAD

Los alérgenos son proteinas que pueden generar una respuesta inmune en nuestro organismo. El estado
de homeostasis del sistema inmunitario es un balance entre respuestas apropiadas e inapropiadas
(falta de respuesta conlleva una inmunodeficiencia, sefiales excesivas nos llevan a hipersensibilidad y

autoinmunidad).

Tipo de
hipersensibilidad

Mecanismos inmunitarios patolégicos

Mecanismos de lesion
tisular y enfermedad

Hipersensibilidad
inmediata (tipo )

Enfermedades
mediadas por
anticuerpos
(tipo 1)

Enfermedades
mediadas por
inmunocomplejos

(tipo 1II)

Enfermedades
mediadas por
el linfocito T
(tipo IV)

Linfocitos TH2, anticuerpos IgE, mastocitos
y eosinofilos

Mastocito, e

Mediadores -~ ", -

Anticuerpos IgG e IgM contra antigenos
de la superficie celular o la matriz extracelular

Célula inflamatoria® i

Receptor _ y

para Fc Compleinento N }7&)
Anticuerpo " o o a a D(st’.""

Inmunocomplejos de antigenos circulantes
y anticuerpos IgM o IgG depositados
en la membrana basal vascular

Pared ———

del vaso g&
/& 3

Neutrdéfilos

sanguineo

Complejos antigeno-anticuerpo

1. Linfocitos T CD4* (inflamaciéon mediada por
citocinas)
2. LTC CD8+ (citélisis mediada por linfocitos T)

Macréfago
. . i Linfocito

Linfocito
CcD8+ %' 0 0P CD4*

[ 000

.Lt | Citocinas

2 2 |
@ ) ) U -
e e 2]

Mediadores derivados
del mastocito (aminas
vasoactivas, mediadores
lipidicos, citocinas)

Inflamacion mediada por
citocinas (eosindfilos,
neutréfilos)

Reclutamiento mediado por
complemento y receptor, y
activacion de leucocitos
(neutrdfilos, macrofagos)

Opsonizacién y fagocitosis
de células

Anomalias de la funcién
celular; p. ej., senales
del receptor hormonal

Reclutamiento y activacion
de leucocitos mediados por
el complemento y el

receptor para el dominio Fe

1. Activaciéon del macréfago,
inflamacion mediada por
citocinas

2. Lisis directa de célula
diana, inflamacién
mediada por citocinas

Hay cuatro tipos de reacciones de hipersensibilidad clasificadas segun Coombs (1970):

- Tipo 1: hipersensibilidad inmediata, esta mediada por IgE, provoca una reaccion alérgica,
anafilactica que tiene que ver con la liberacién de granulos de histamina. El origen es una
respuesta excesiva de TH2.
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- Tipo 2: mediada por anticuerpos diferentes a IgE (sobre todo IgG), requiere sensibilizacion
previa, el efecto se produce por la activaciéon del complemento o citotoxicidad inducida por
anticuerpos. Produce opsonizacion.

- Tipo 3: mediada por una ineficaz eliminaciéon de inmunocomplejos, se producen muchos o no
somos capaces de eliminarlos y se acumulan. Muchas enfermedades autoinmunes.

- Tipo 4: hipersensibilidad retardada, mediada por células.

TIPO I:

Produce anticuerpos IgE por una activacién excesiva de una respuesta con células TH2, esto me llave a la
liberacién de todos los granulos basoactivos (mastocitos, eosindfilos...).

Célula B tiene en su membrana anticuerpos que reconocen a un alergeno, si la célula T colaboradora se
polariza en exceso hacia TH2 produciendo IL-4 que favorece produccion de IgE, IL-5, IL-13 que afectan a
epitelios (mucosas, piel). Como consecuencia se produce una célula plasmética productora de IgE, células
memoria y células plasmaticas de larga vida (por eso hay alérgicos que lo son todo el afio y no solo en
primavera).

Célula plasmatica produce mucho IgE que se une al receptor Fc épsilon del mastocito, IgE se une a la
membrana del mastocito, pasa a ser un mastocito sensibilizado/armado. Cuando el mastocito se une al
alergeno se liberan los componentes, desgranulacion.

El origen de la alergia es una sobreproduccién de TH2, se trata con antihistaminicos para bloquear los
receptores no la causa como tal (la terapia desensibilizante es mas compleja y costosa).

IgE-mediated
\ A D4 (anaphilotoxic, atopic
X4 o '/7\ and allergic reactions)
! ' /| EXCESSIVE Th2 RESPONSE
F 14 =
Ve IL-
Bcell Thcell -

IL-4 —— IgE Vasoactive Smooth muscle cell

(Th2){IL-5— Eosinophils

\

Allergen amines
IL-13— Epithelia (mucus) g <=3z Small blood vessel
7 N Fc receptor |, % k {;:
K N - for IgE :{%‘_‘S Mucous gland

AN~ Y

@

o= ).."-
P

= & ;
CHRONIC i ) 2 % B
RESPONSE Memory cell Plasma cell , 7 Degranulation 7

= Sensory-nerve
¢ endings

Blood platelets

Oy

’ & A.‘
—— & L\ Allergen- e .
LONG-LIVED \“\‘\\: ) IgE ur: P

PLASMA CELLS Eosinophil

ALERGENOS TIPO I:

- Alérgenos ambientales comunes.

- Proteinas glicosiladas o compuestos quimicos asociados, de bajo peso molecular y solubles.

- Exposicién repetida, dosis bajas.

- No se desencadena respuesta innata.

- Se induce respuesta con Th2.

- Deberiamos producir IgG, pero se produce IgE entones se desencadena la reaccién alérgica.
Tenemos esta reaccién por una sefal de activacion mediada por el receptor Fc € para la IgE, es receptor
de alta afinidad.
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El alergeno se cruza con las Ig ancladas en la superficie de los receptores Fc (mastocito armado cubierto
de IgE). Se fosforilan los motivos ITAM y se dispara la sefal de activaciéon. Nos lleva a:

- Liberacion de los granulos.
- Dilataciéon vascular.
- Vasoconstriccion del musculo liso.

- Prostaglandinas y citocinas tienen resultado similar.

Como resultado se produce la transcripcion de estos genes. Receptor de alta afinidad con cadenas muy

eficientes en la transmision y el disparo de sefial de activacion.

Hay dos dianas para los farmacos; receptores de histamina y leucotrienos.

&P o

P
"Vasoactive amines -«
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¥ 4/ 2 Broncho-
Lipid mediators =3 | & =" iy constriction
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I 2 4) 15 L
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(e.g., eosinophil — by )
peroxidase) >
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al alérgeno y

Primera exposicion ("r" Alérgeno
al alérgeno
Achvacnon por el Linfocito B_
antigeno de v/— "
linfocitos TH2 y "
estimulacién del - ?
cambio de clase Linfocito Ty2
alaIgE en los N
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— ] %%’
Produccion de IgE &
T celula plasmatica
secretora de IgE 73
e M — FceRI
Unién de IgE a 4
FceRl en los M
lastocito

mastocitos

Exposicién

Acllvacldn del

mastocito:
liberacion
__de mediadores Mediadores f

Aminas vasoactivas, Citocinas
mediadores lipidieos )

} @-

Reaccion de
hipersensibilidad
inmediata (minutos después de la
después de la exposicién exposicion
repetida al alérgeno) repetida al alérgeno)

Reaccion de fase
tardia (6-24 h

Mediadores hipersensibilidad de respuesta primaria: serotonina, histamina...

Mediadores hipersensibilidad de repuesta secundaria: leucotrienos, prostaglandinas...

La activacion de células T foliculares colaboradoras son las dirigen y polarizan a la célula T hacia fenotipo
TH2 (esta es la clave de la reaccidn alérgica), la IgE producida y mediada por IL-4 principal. Union IgE a
receptores Fc del mastocito, pasa a mastocito armado. Si viene un alergeno lo detecta este mastocito, se

une a el y desencadena la reaccion.

- Fase inmediata: muy rapida, vasodilatacién, liberacion de liquidos al espacio extravascular,

produce acumulacién de liquidos creando un habém.

- Fase tardia: decae el volumen sanguineo.

¢Por qué la alergia es una enfermedad del mundo occidental?

El entorno: vehiculos diésel liberan particulas que afectan a los epitelios haciéndolos mas

sensibles.

Hipotesis de la higiene postula que la higiene excesiva elimina encuentros antigenicos en
el sistema inmunitario que nos lleva a desarrollo de alergias por polarizacion excesiva a
TH2. Las alergias no ocurren desde el nacimiento, si desde temprana edad, se “han

hecho” alérgicos.
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ASMA:

El asma es una reaccién de hipersensibilidad tipo 1. Activaciéon excesiva de TH2, gran produccién de IL-4
que favorece la produccion de IgE que se une a la membrana de mastocitos. Produciendo
broncoconstriccién que genera dificultad respiratoria.

Hay tres citocinas importantes: alarmilas (IL-25, IL-33, TSLP) generan una sefal de peligro, actian sobre
células linfoides innatas, que producen lo mismo que las TH2 (IL-4, IL-13, IL-5). Se dafa el epitelio, las
alarminas polarizan a las células innatas hacia ILC2 que producen citocinas que facilitan el desarrollo del
asma. Entorno polarizado hacia TH2 que genera la produccion excesiva de IgE. Mientras mas polarizado a
TH2 estemos mas peligrosos son los sintomas.

Elementos clave en desarrollos del asma:

- Alarminas: IL-25, IL-33, TSLP.

- Citocinas de TH2: IL-4, IL-5, IL-13.
La atopia es una predisposicién a una respuesta inmune contra diversos antigenos y alérgenos que conduce
a la diferenciacion de CD4+ Th2 y a la sobreproduccion de inmunoglobulina E (IgE). La consecuencia clinica
es una mayor propension a reacciones de hipersensibilidad.

Las reacciones pueden ser locales o sistémicas: reaccion grave y sistémica=anafilaxis (penicilina,
picadura de avispa). Se trata en primera instancia con adrenalina que produce vasoconstriccion que
recupera la integridad del vaso.

- Hay factores genéticos predisponentes (no causales): Genes polimorficos asociados al
desarrollo del asma.

- Microbiota tiene asociacion con el desarrollo del asma (por afectacion de epitelios).

- Drogas de control de sintomas. Antihistaminicos: bloquean receptores de histamina, no la
histamina en si. Corticoides.

- Vamos a bloquear de forma estable con los farmacos monoclonales (TEZEPELUMAB-ANTI TSLP)
el desarrollo de la reaccion.

VACUNAS DE ALERGIA

Es una terapia desensibilizante para restaurar la tolerancia del alergeno, para:

- Generar células supresoras.
- Redirigir la polarizacion, cambiamos de TH2 a TH1.
Indicador de eficacia en inmunoterapia: disminucion de IgE y aumento de 1gG4.

TIPO II:

Mediada por por anticuerpos que no son IgE, IgG sobre todo. Se producen anticuerpos ante alguna
estructura propia y la recubren disparando:

- Citotoxicidad celular dependientes de anticuerpos.

- Activacion del complemento o la formaciéon de inmunocomplejos.
Responsable de provocar enfermedades autoinmunes relacionados con el bloqueo de liberacion de
hormonas (ejemplo: tiroides).
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Miastenia grave: produccion de autoanticuerpos frente a receptor de acetilcolina, la acetilcolina produce
contraccion de fibras musculares, si se bloquea el receptor de Ach no permiten la contraccién muscular. Se
produce miastenia (no tiene tono muscular), producida por anticuerpos bloqueantes (hipersensibilidad tipo
2).

Hay una variante de esa hipersensibilidad, que la denominamos como hipersensibilidad tipo 2B/tipo 5,
pero en lugar de ser anticuerpos antagonistas son agonistas, en lugar de bloquear al receptor lo
estimulan, inducen la actividad del receptor.

Enfermedad de Graves-Basedow: es hipersensibilidad tipo 2B. Los anticuerpos frente al receptor de la
TSH (hormona estimulante del tiroides), en lugar de bloquearlo, se unen a el y reproducen la actividad de
la TSH y producen otras hormonas tiroideas. Son enfermos hipertiroideos.

Eritroblastosis fetal: se produce por una incompatibilidad Rh madre-hijo en el canal del parto, madre Rh-
y nifio Rh+, madre produce anticuerpos anti-Rh, ese primer parto no sera problematico pero el sequndo si.
Se puede prevenir la exposicion inyectandole a la madre suero antiRh.

TIPO IlI:

Esta mediada por inmunocomplejos, tiene la misma causa; produccion de anticuerpos ante un
autoantigeno. Tenemos activacion del complemento y formacion de inmunocomplejos. Hay que
eliminar/aclarar inmunocomplejos, si no son eliminados se acumulan, produciendo:

- Reaccién aguda.
- Enfermedad del suero: reaccion sistémica, inyectamos suero porque se produce una acumulacion.

TIPO IV:

Hipersensibilidad tipo IV, celular o retardada (DTH). Reaccién celular mantenida en el tiempo, respuesta
excesiva de TH1 por bacterias intracelulares (micobacterias), hongos, parasitos intracelulares. Ejemplo:
tuberculosis, lepra, difteria... Generan una produccion excesiva de células TH1 que son las que montan
la respuesta, produccion de granuloma, citocinas que nos lleva a una reaccion retardada y mantenida en
el tiempo, como citocinas activadoras tenemos TNF y y-interferéon. Producida por:

- Elementos ambientales: metales, tintes de pelo...
- Metales de contacto: el nickel es el metal mas alergénico.
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TEMA 14: AUTOINMUNIDAD

Son enfermedades producidas por el reconocimiento de antigenos propios. El principal factor de riesgo para
sufrir enfermedades autoinmunes es ser mujer (por las hormonas).

CAUSAS

1. Mecanismos relacionados con el fallo de la tolerancia:
a. Fallo a nivel central (mutacion en AIRE o Foxp3).
b. Fallo a nivel periférico (elementos que dan como resultado una respuesta anormal), fallos
en:
i. Células T reguladoras.
ii. Citocinas antiinflamatorias.
iii. Apoptosis.
iv. Induccion de anergia.

2. Mecanismos relacionados con antigenos, relacion enfermedades infecciosas-autoinmunidad.
a. Antigenos cripticos.
b. Mimetismo molecular.
c. Cambios inducidos por drogas.
d. Super antigenos y activadores policlonales (EBV, LPS).

3. Mecanismos relacionados con el procesamiento y presentacion de antigenos.
a. Amplificacion de determinantes (amplificacion de epitopos).
b. Expresién anormal de antigenos MHC de Clase II.
c. Anomalias en la estructura de antigenos de Clase I.
Hay predisposicién de sexo para desarrollar enfermedades autoinmunes, pero también tienen que ver HLA,
genes, hormonas, estrés, microbiota...

ENFERMEDADES AUTOINMUNES SISTEMICAS O ESPECIFICAS

- Enfermedades autoinmune sistémicas: la mas representativa de este grupo es el Lupus sistémico
eritematoso.
- Enfermedades autoinmunes érgano-especifico (local): la mas representativa de este grupo es la
Tiroiditis de Hasimoto.
La mayoria de las enfermedades autoinmunes son mix entre sistémicas-locales, no suelen cursar solo como
sistémicas o especificas, sino que hay diferentes grados, degradado entre manifestaciones.
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PRINCIPALES FACTORES QUE CONTRIBUYEN AL DESARROLLO DE AUTOINMUNIDAD

En el desarrollo de enfermedades autoinmunes hay multiples
factores, hay polimorfismos/mutaciones en genes que nos
lleva al fallo en auto tolerancia que causa un dafio tisular que
va a aumentando hasta establecerse una enfermedad
autoinmune.

Favoreciendo la autoinmunidad tenemos: genes MHC,
factores ambientales y otros genes, los tres estan
relacionados entre si, dependiendo de cuantos tengas de los
tres determina el riesgo que tienes.
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- Antigenos cripticos: en la seleccion de los clones a nivel central nos encontramos clones que no
son autorreactivos, el problema vine cuando el antigeno sufre una modificacion/alteracion y a nivel

periférico cambia su conformacion.

Podemos tener un sitio inmunégeno inicialmente escondido (no se veia en la seleccion) que al
cambiar la configuracion sale a la luz siendo accesible para las células del sistema inmunitario.
Antigeno criptico se ha abierto exponiendo una zona ante la que no habiamos generado tolerancia.

- Mimetismo molecular: similitud en los determinantes antigénicos de dos moléculas concretas.
Puede ocurrir que un microorganismo presente un mimetismo molecular con una molécula de un

hospedador inmunocompetente. En
tal caso, los anticuerpos producidos
contra el microorganismo
reaccionarian con la molécula del
hospedador, originandole una
enfermedad autoinmune.

Hay un articulo que postula el vinculo
entre infeccion del virus Epstein-Barr
(mononucleosis) y la Esclerosis
mudltiple (requisito para que se sufra
esclerosis multiple es haber tenido el
virus Epstein-Barr). Hay muchas
asociaciones similares entre virus y
enfermedades.
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- Amplificacion de epitopos: cuando se produce el ataque frente al tejido se produce un dafio
tisular (generacién de clones reactivos), estos clones son muy potentes y con la destruccion del
tejido se exponen estructuras propias que no habian estado expuestas antes. Amplificacién del

efecto pernicioso de la enfermedad.
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MICROBIOTA

Las disbiosis (alteraciones de la microbiota) por culpa de una inflamacién gastrointestinal pueden tener
efectos sobre las enfermedades autoinmunes, ya que la disbiosis favorece:

- Aumento las células TH17.

- Multiplicacion de epitopos.

- Amplificacion de antigenos con mimetismos molecular.

- Aumento de células TH1.

- Disminucion de células reguladoras, IL-10.
Disbiosis promueve entorno proinflamatorio, que contribuye al desarrollo de las enfermedades
autoinmunes, es un factor muy importante a tener en cuenta.

ASOCIACION DE HLA Y ENFERMEDADES

Genes: la frecuencia de alelos HLA los hermanos tienen 25% compatibles, 25% incompatibles, 50%
compatible 1 alelo. Los hermanos que comparten los alelos suelen ser los afectados con enfermedades
autoinmunes, hay una relacion HLA-enfermedad. Ejemplo: relacién entre HLA27 y espondilitis anquilosante,
relacion DQ2, DQ8 y celiaquia.

Hay polimorfismos que provocan autoinmunidad mutaciones que eliminan la funcién: mutacién en AIRE
genera alteraciéon en mecanismos de seleccion, mutaciones en Fas-Fas ligando genera fallos en apoptosis
(da lugar a enfermedad similar al lupus), en Foxp3 genera mutaciones en iPEX, mutaciones de CTLA-4
genera diabetes tipo 1...

Hay veces que no se produce un bloqueo sino una actividad excesiva de una molécula: mutaciones de
TLRY llevan a una actividad excesiva que genera el desarrollo de lupus.

INDUCCION DE ENFERMEDADES AUTOINMUNES

La cronicidad de este proceso va expandiendo de forma incontrolada la autoinmunidad.
Tres tipos de mecanismo de dafio autoinmune:

- Generacion de autoanticuerpos: los mas normales son los anticuerpos antinucleares (ANA).
o Lisis del complemento: ejemplo: anemia hemolitica.
o Interaccion con células receptoras.
o Inmunocomplejos téxicos.
o Disparo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.

- Linfocitos T:
o CD4 se polarizan hacia TH1 y TH17, generan citocinas altamente inflamatorias.
o CDB8 causan directamente el dafio.

- Inespecificos:
o Reclutamiento de células innatas que destruyen articulaciones.

Ejemplos de enfermedades autoinmunes causadas por hipersensibilidad:

- Hipersensibilidad tipo II: generadas por el acoplamiento de un anticuerpo-receptor y el bloqueo de
su funcién, ejemplos: anemia hemolitica, purpuras trombocitopénicas, miastenia gravis...
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- Hipersensibilidad tipo llI: por la generacién de inmunocomplejos, ejemplo: lupus.
Hipersensibilidad tipo IV: diabetes: destruccion de islotes pancreaticos por las células CDS,
esclerosis multiple...

MECANISMO AUTOINMUNE EN CELIAQUIA

El gluten estd contenido en cereales de trigo normalmente, se genera un péptido de 32aa que tiene un
procesamiento inadecuado por la Transglutaminasa, esto es lo que es inmundgeno y causa el dafio. No se
recobra la tolerancia nunca. Asociamos dos factores: tener DQ2 o DQ8 y fallos en este sistema de la
Transglutaminasa.

DIABETES TIPO |

Las células CTL (citotoxicas) van a destruir selectivamente los islotes células B pancreaticas productoras
de insulina, una vez destruidas estas células no se regeneran. Por eso los enfermos diabéticos tipo | van a
necesitar insulina de por vida porque las células productoras de insulina han sido destruidas.

ESCLEROSIS MULTIPLE

La induccién del dafio/mecanismo patogénico esta mediado por células citotoxicas; las células de la
microglia (macrofagos) presentan antigenos a las células T que responden destruyendo las vainas de
mielina, alterando las comunicaciones nerviosas.

ARTRITIS REUMATOIDE

Se produce una induccién de células TH17 que provocan la destruccion del cartilago e incluso del hueso.

TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES AUTOINMUNES

- Antiinflamatorios: NEAIs, corticoides.

- Inmunsopresores.

- Plasmaféresis.

- Bloqueo por anticuerpos monoclonales e inhibicion de vias de activacion.
o Anticuerpos anti-IL-1, IL-6, TNF-a.
o Anakinra (antagonista del receptor IL-1, proteina recombinante).

- Citocinas reguladoras: IL-10, IL-4.

- Terapias experimentales y emergentes (terapias bioldgicas con anticuerpos monoclonales).
o Células CAR T para matar células propias (Células B productoras de anticuerpos).
o Vacuna reversa (terapia especifica, selectiva, dirigida a las células causantes de

autoinmunidad).
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TEMA 15: INMUNODEFICIENCIAS

Podemos diferenciar entre:

- Errores innatos del sistema inmunitario (inmunodeficiencias primarias).
- Inmunodeficiencias adquiridas o secundarias (la + relevante: SIDA).

INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS

Sindromes y enfermedades cuyo origen es la mutacion de un gen NO redundante del sistema inmune, y
que se manifiesta por una incapacidad del sujeto para montar una respuesta inmune adecuada con
manifestaciones clinicas graves. Tienen una baja incidencia (1:50.000-1:500.000, excepto la
Inmunodeficiencia comun variable y el déficit de IgA), la esperanza de vida es bastante pobre. Los
tratamientos posibles:

- Curativo: Trasplante de médula ésea.

- Paliativo: Inmunoglobulinas sustitutivas, profilaxis antibioterapica, tratamiento sintomatico
(esplenectomia; manifestaciones autoinmunes, etc.). Tratamiento cada tres semanas porque es
la vida media de la IgG.

Caracteristicas cinicas comunes:

- Infecciones de repeticion.

- Infecciones oportunistas.

- Alteraciones del crecimiento

- Problemas autoinmunes

- Frecuente aparicién a tumores

- Calendario de vacunacion especifico (no vacunas con patdgenos atenuados).

Tipos de inmunodeficiencias primarias: hay 485 entidades clinicas diferentes.

e Ligadas al cromosoma X: Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X, Sindrome de Hiper-IgM
con déficit de IgG, Sindrome linfoproliferativo ligado al cromosoma X, Inmunodeficiencia
combinada severa, Enfermedad crénica granulomatosa, Sindrome de Wiskott-Adrich, Sindrome
IPEX...

¢ Inmunodeficiencias autosdémicas: Inmunodeficiencias combinadas severas, Enfermedad
crénica granulomatosa, Deficiencia selectiva de IgA, Inmunodeficiencia comun variable, Ataxia-
Teleangiectasia, Deficiencias de Clase Il, Clase | y genes transportadores, Deficiencias de
fagocitos, Deficiencias de adhesion de leucocitos, Deficiencias del Sistema del Complemento.

La diferencia esta en que las inmunodeficiencias primarias ligadas al cromosoma X siempre nos
encontramos un nifio mientras que en las autosdmicas pueden ser nifios o nifias.

INMUNODEFICIENCIAS ADQUIRIDAS

Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), estados que provocan inmunodeficiencias transitorias:
Desnutricion, tratamientos médicos, etc.
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CLASIFICACION DE LAS IDP SEGUN LA UNION INTERNACIONAL DE SOCIEDADES DE
INMUNOLOGIA (en 2022)

e Inmunodeficiencias que afectan a la inmunidad celular y humoral.

¢ Inmunodeficiencias combinadas con o asociadas a caracteristicas de sindromes.

¢ Deficiencias predominantemente de anticuerpos.

e Enfermedades por regulacion alterada del sistema inmunitario.

e Defectos congénitos por déficit en el nimero o la funcién (o ambas) de los fagocitos.
e Defectos de la inmunidad innata.

e Enfermedades autoinflamatorias.

e Deficiencias del Complemento.

e Fallos en la médula 6sea (2022).

e Fenocopias de IDP.
Engloban los 485 genes asociados a inmunodeficiencias. Los genes responsables de las
inmunodeficiencias se han ido descubriendo entre 1990-actualidad, se descubren cada vez mas.

SINDROME DE BRUTON (AGAMMAGLOBULINEMIA LIGADA AL CROMOSOMA X)

Inmunodeficiencia primaria frecuente. Aparece después de los 9-12 meses (Proteccion pasiva Igs
maternas). La clinica cursa con infecciones piogénicas de repeticiéon (H. influenzae; S. Pneumoniae; S.
aureus), el uso de antibidticos lleva a lesiones anatdmicas; pulmén: EPOC, Bronquiectasias. Estos
pacientes tienen riesgo con las vacunas virales atenuadas.

Tienen baja la IgG, no tienen IgM ni IgA, las células B no respondedoras a estimulacion, pero las células T
normales. Mutaciones en el gen Btk (Tirosin kinasa de Bruton) ligado al cromosoma X.

Como peculiaridades de la enfermedad:

- Infeccion por enterovirus: Meningoencefalitis cronica
- Infeccion por Giardia lamblia: Diarrea, pérdida de peso
- EI'35% de los pacientes presentan artritis en las grandes articulaciones

SINDROME DE HIPER IgM CON DEFICIT DE IgE

Inmunodeficiencia primaria. Una enfermedad tipicamente de anticuerpos y a las células B no les afecta,
defecto en el proceso del cambio de isotipo. Cualquier mutacion en cualquier gen que participe en la cadena
de cambio de isotipo genera una patologia. Solo el tipo | esta ligado al cromosoma X.

Aparece entre el 1er-2° afio de vida. La clinica cursa con: otitis media; sinusitis; neumonia; amigdalitis
(infecciones piogénicas recurrentes), coexiste Neutropenia, infeccion por pneumocistis carinii, hiperplasia
linfoide. Enfermedades autoinmunes: anemia hemolitica / Trombocitopenia.

Los pacientes tienen IgG, IgA muy bajas o inexistentes, IgM muy aumentada, células T normales y células
B aparentemente normales. Cambio de isotipo normal en células B transformadas con EBV al ser cultivadas
en presencia de células T normales; o de estimulacién con anticuerpos anti-CD40+ citoquinas (IL-4, IL-2,
IL-10). El gen CD40Ligando (CD154) (HIGMI) estd mutado. Otras variantes con similar clinica (HIGMII-VI).
Hay muchas variantes de esta enfermedad; mutaciones en genes relacionados con el cambio de isotipo
(tipos 1-VI).
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INMUNODEFICIENCIA COMBINADA GRAVE

Inmunodeficiencia primaria. Profunda alteracion del desarrollo de las células T, con o sin alteracién de la
diferenciacion de las células B, pero si estan presentes no son funcionales.

Presentacion clinica temprana; infecciones (respiratorias y gastrointestinales), candidiasis ora, diarrea
persistente, Rash del panal, ausencia de amigdalas (porque no hay células T, si se hace un trasplante
apareceran las amigdalas de nuevo porque habra células inmunitarias), fallo en el desarrollo (desnutricion),
infecciones por P. carinii, aspergillus. Listeria, Legionela y Herpesvirus suelen ser fatales.

Problemas adicionales: vacunaciones, GVHD (Graf versus-host disease) en caso de transfusiéon o
trasplante.

ENFERMEDAD CRONICA GRANULOMATOSA

Inmunodeficiencia primaria. Enfermedad autonémica ligada al cromosoma X y los genes afectados son;
gp91phox, p47phox, p22phox, p67phox. Se produce de forma normal la quimiotaxis, fagocitosis,
degranulacion, pero no hay funcién antimicrobiana.

La presentacion clinica cursa con: linfadenitis recurrente, abscesos, nifios bajos de peso, anémicos,
complicaciones e infecciones gastrointestinales que pueden confundir con estenosis pildrica, alergias
alimentarias o anemias ferropénicas. 40% de los casos neumonia por s. aureus (catalasa+). Otros: E. Coli;
Klebsiella; enterobacter; serratia; salmonella; Pseudomonas. Habitualmente, el hemocultivo es negativo y
hay que recurrir a biopsias. Se producen infecciones en la piel, linfadenopatia, esplenomegalia, granulomas.
El tratamiento consiste en: profilactico (Trimetoprim+Sulfametoxazol), antibiéticos, tratamiento con
interferon-gamma + antibioticos: efectivo en un 67% casos, ademas se realizan drenajes quirurgicos de
los abscesos.

DEFICIT SELECTIVO DE IgA

Inmunodeficiencia primaria de las mas frecuentes. Hay un fallo en la IgA que afecta a las mucosas y causa
infecciones del tracto respiratorio, gastrointestinal, urogenital. Alta incidencia de enfermedades autoinmunes
y tumores. La IgA bloquea la absorcion intestinal de proteinas extrafias parcialmente digeridas, es
potencialmente inmundgenas. Esto provoca una mayor exposicion a antigenos ambientales, favoreciendo
la aparicion de enfermedades autoinmunes y de alergias. La patologia tiene una base molecular
desconocida. La clinica de la enfermedad consiste en: infecciones recurrentes del tracto respiratorio alto,
enfermos con infecciones de vias bajas suelen estar asociados a déficits selectivos de subclases de IgG
(1gG2, IgG4).

- La mayoria de los pacientes con déficit de IgA acaban desarrollando anticuerpos anti-IgA.

- Posibilidad de que los anticuerpos anti-IgA provoquen una reaccidn anafilactica en el caso de
transfusiones sanguineas. Procedimiento alternativo: Transfundir concentrado de hematies
extensivamente lavado.
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INMUNODEFICIENCIA COMUN VARIABLE

Inmunodeficiencia primaria de las mas frecuentes. Es un grupo heterogéneo de sindromes, probablemente
acoge también a patologias sin clasificar (cajon de sastre). Muchas veces el diagnostico se realiza por
exclusién. Hay causas moleculares; se han identificado muchos genes asociados.

Pacientes con: niveles reducidos de Inmunoglobulinas, especialmente IgG, deficientes respuestas de
anticuerpos antigeno-especificas, infecciones recurrentes, los enfermos no tienen las caracteristicas
patoldgicas o los patrones de herencia familiar de ninguna otra inmunodeficiencia. Exclusion de otros
sindromes con déficits de Igs bien definidos.

La presentacion clinica se detecta en la 22-3? década de la vida. Se presentan infecciones piogénicas o
pulmonares de repeticion, bronquiectasias-EPOC, es muy importante realizar un diagnostico precoz. La
clinica muy heterogénea; alta incidencia de tumores linforeticulares y gastricos. Las manifestaciones
autoinmunes son la causa de morbilidad mas importante, con defectos en la regulaciéon del Sistema
Inmunitario. Frecuentes manifestaciones gastrointestinales de causa autoinmune, otras manifestaciones
autoinmunes en otros 6rganos. Causas monogénicas, multifactoriales y desconocidas.

OPCIONES TERAPEUTICAS EN INMUNODEFICIENCIAS PRIMARIAS

Preventivas

o Diagnosis prenatal y aborto terapéutico.
o Diagnéstico prenatal para asistencia terapéutica postnatal (tipaje HLA, parto en condiciones
estériles, etc.
e Diagndstico de preimplantacion con implantacién selectiva de embriones no mutantes.
Trasplante

e De Médula 6sea

o Donante HLA idéntico relacionado (generalmente hermano)

o Donante HLA haploidéntico relacionado (generalmente padre/madre)
e Células progenitoras de sangre periférica

e Células de cordén umbilical
Terapia enzimatica sustitutiva (por ejemplo, en ADA)

e Transfusion con intercambio parcial (obsoleta, no usada hoy)

e PEG conjugado a ADA bovina intestinal
Terapia génica

e  Sobre células periféricas cultivadas y expandidas
e  Sobre células progenitoras CD34+

CONCLUSION

Las IDP forman un complejo grupo de enfermedades humanas, con una clinica severa y que requieren un
rapido diagndstico e intervencion terapéutica (aunque estas opciones son limitadas). La clinica, no obstante,
es poco especifica, lo que dificulta el diagndstico. La dificultad del diagnéstico se incrementa por la baja
incidencia de estas enfermedades. Ademas, la historia familiar es negativa en mas del 50% de los casos.
La base molecular es muy compleja. Unas veces, mutaciones en genes diferentes dan lugar a una
enfermedad parecida. Por el contrario, otras veces mutaciones en el mismo gen dan lugar a enfermedades
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distintas. El diagnostico debe ser realizado por un centro de referencia. Es esencial que el pediatra conozca
la existencia de estas enfermedades y por lo tanto piense en la posibilidad de que su paciente tenga una
IDP y por tanto lo envie lo antes posible a ese centro de referencia para estudio y tratamiento.

INMUNODEFICIENCIAS SECUNDARIAS

Son condiciones adquiridas, puede haber multiples factores que lo provocan:

Inmunodeficiencia primaria mas frecuente.

o Drogas inmunosupresoras: corticosteroides, CsA...

o Drogas genotodxicas, radiacién (cancer).

- Inmunodeficiencias asociadas a estados de desnutricion.

- Inmunodeficiencias asociadas a otras patologias.

- Hipogammaglobulinemia adquirida.

- Sida.
El ejercicio fisico moderado tiene un potenciador de la respuesta inmunitaria pero el ejercicio fisico intenso
produce una inmunodepresion.

SIDA

En 1981 fue descubierto por Gottlieb en homosexuales con sarcoma de Kaposi (asociado a
inmunodeficiencia). Es causada por un retrovirus que fue identificado por Luc Montagnier en 1983, hasta
ese momento se pensaba que los retrovirus no tenian capacidad de producir patologia humana. La
supervivencia y prevencion de esta enfermedad ha mejorado notablemente.

Via de transmision del VIH:

- Via parenteral: usuarios de drogas, transfusiones de sangre o derivados parenterales,
instrumentos u objetos contaminados.
- Via sexual: relacion homosexual y heterosexual.
- Transmision vertical (madre-hijo): transferencia de sangre en el canal del parto y leche materna.
En la respuesta inmunitaria frente a VIH se produce una disminucion de células CD4 (hasta que el numero
desciende mucho y es incompatible con un desarrollo de la respuesta inmunitaria) y un aumento de copias
del virus en el plasma.

Virus se une a receptor CD4 (primer receptor), unién al coreceptor de quimioquinas, CCR4 y CCR5
(segundo receptor necesario). Se produce la fusion de ambas membranas, liberacion de ADN gendmico y
la retrotranscriptasa genera ADN de doble cadena, la integrasa integra el ADN viral al ADN gendmico,
proteasas procesan al virus, salida del brion, estas salidas de Briones van debilitando la membrana, hasta
que mueren las células CD4 afectadas.

TRATAMIENTO DEL SIDA:

- Triple terapia o Targa: dos inhibidores de la transcriptasa inversa + un inhibidor de la proteasa.
- Doble terapia: dos inhibidores de la transcriptasa inversa.
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TEMA 16: TRASPLANTES

TIPO DE
INJERTO

DONANTE RECEPTOR EJEMPLOS

RESULTADO DEL INJERTO
EN AUSENCIA DE TRATAMIENTO

Autotrasplante

3

Huesos Higado Aco i ¢
. g 3 ptado (sitios iInmunoprivilegiados)
. f Médula 6sea Cormea Rechazado en horas (Ac preformados)
Sangrg Pincreas Rechazado en semanas (infocitos T)
ngzon Pulman Rechazado en meses (linfocitos T)
Rinon
Xenot lant )
enotrasplante - }
Inickivic &  — ) \ Rechazado en minutos por
sergad d“ Ty " PEhE Ac naturales y complemento

Alotrasplante: es lo mas comun, se establece entre individuos de la misma especie, pero genéticamente

diferentes.
Segun la localizacion de trasplante:

- Ortotdpico: El érgano injertado se inserta en su localizacion
anatomica.
- Heterotépico: El 6rgano se inserta en una localizacion
distinta a la suya anatémica natural.
El autotrasplante de piel es totalmente aceptado (fofo superior),
pero con el alotrasplante entre individuos incompatibles se
produce revascularizacion, infiltracién celular, trombos, destruccion
de vasos sanguineos, necrosis de la zona y rechazo (foto inferior).
Los trasplantes tienen memoria y especificidad, habra respuesta
primaria y secundaria.

Antigenos involucrados en el rechazo de trasplantes:

- Grupos sanguineos: ABO.
- Antigenos mayores de histocompatibilidad: HLA.

Grafted epidermis Days 3-7: Revascularization

St

Days 7-10: Healing Days 12-14: Resolution

e =

Neutrophis & O\

Grafted epidermis Days 3-7: Revascularization

-
AN

Days 7-10: Cellular infiltration Days 10-14: Thrombosis and necrosis

- Antigenos menores de histocompatibilidad (no se tiene en cuenta porque es muy dificil encontrar

donantes).

La supervivencia de los trasplantes ha aumentado a lo largo de los afos por la introduccién de
inmunosupresores, disminuye la posibilidad de generar rechazo a trasplantes.

Habra tres tipos de rechazo:

- Hiperagudo: incompatibilidad por ejemplo de grupos sanguineos, rechazo de endotelios. Receptor
tiene anticuerpos contra el HLA del donante. Ocurre en cuestién de horas. Se caracteriza por una
oclusién trombética de los vasos del injerto, se debe a anticuerpos preformados o incompatibilidad
de grupo sanguineo. No se puede controlar con inmunosupresores.
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Si se hace una transfusién de sangre total (introduciendo leucocitos) puedes introducir una
sensibilizacién a los antigenos HLA, se puede hacer una prueba cruzada para evitarlo.

- Agudo: ocurre 2-3 semanas después del trasplante, se producen anticuerpos que generan un
trombo destruyendo vasos sanguineos, se puede controlar por inmunosupresor o con anticuerpos
monoclonales.

- Crénico: se produce afios después del trasplante, esta mediado por células.

El problema de los trasplantes no es quirtrgico sino médico, porque hay que monitorizar a los pacientes y
manejar la inmunosupresion.

Trasplantes de progenitores hematopoyéticos: es un trasplante programado, habra que trasplantar
progenitores completamente compatibles, se extraen mediante puncién de la médula (cresta iliaca), se
purifican las células CD34 y se trasplantan.

Inmunosupresores: anticuerpos que destruyan células T o B... Los receptores de donaciones de érganos
deben tomar inmunosupresores de por vida.

LEGISLACION DE TRASPLANTE

La Ley espafiola sobre Trasplantes de 1979 establece la posibilidad de utilizar 6rganos humanos para fines
terapéuticos a menos que el donante hubiera expresado lo contrario (consentimiento presunto).

No obstante, en la practica esta Ley se considera que es demasiado intrusa de la intimidad, por lo que se
solicita la autorizacion de la familia. Algunos paises europeos (Italia) han implantado este tipo de figura
legal para aumentar la tasa de donaciones, aunque no han podido igualar nuestro sistema.

ESTABLECIMIENTO DEL DIAGNOSTICO DE MUERTE ENCEFALICA

Antes de considerar a alguien como donante tienen que diagnosticar dos electroencefalogramas planos,
realizados en condiciones de amplificacion durante 30 minutos cada uno, y separados entre si por un
periodo minimo de 6 horas (24 horas en el caso de procesos de etiologia hipdxica-isquémica, por ejemplo:
ahogamientos; periodo también mayor en el caso de nifios), o la realizacién de otras pruebas diagndsticas
(arteriografia cerebral de los 4 grandes vasos; estudios de perfusion; presion intracraneal; presion de
perfusion intracraneal; etc.)

Certificacion por tres médicos que NO vayan a intervenir en el trasplante (entre ellos, un neurélogo o
neurocirujano y un responsable de la unidad en la que el paciente se encuentre hospitalizado).

Adia de hoy la mayoria de los donantes son de accidentes cerebrovasculares y no por accidentes de trafico.
Desde el afio 2014 el numero de donantes en asistolia ha aumentado notablemente.
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ELECCION DE DONANTE

Hay que tener en cuenta los criterios de inclusién de donantes; los pacientes cuya muerte se produce por
fallo irreversible del Sistema Nervioso Central de causa conocida, por ejemplo:

e  Traumatismos craneo-encefalicos.
e Accidente vascular cerebral (hemorragia cerebral)
e Isquemia o anoxia cerebral (secundaria a parada cardiaca; asfixia, etc.)
e  Tumores cerebrales primitivos no metastasicos.
Y los criterios de exclusion:

e Lesiones directas de los 6rganos (traumatismos directos).
e Edad (en proceso de modificacion).
e  Sepsis del donante.
e Neoplasias (con algunas excepciones).
e Enfermedad infecciosa conocida (VIH y otras).
Urgencia 0: lista de receptores que tienen mucha urgencia por donacion, prioridad absoluta.

MUERTE DEL POSIBLE DONANTE
(PRIMER ELECTROENCEFALOGRAMA PLANO)

TIPAJE HLA DEL

DONANTE
ANALISIS DEL DONANTE (VIH,
CARACTERISTICAS MORFO- Y OTROS VIRUS)
FUNCIONALES DEL ORGANO
CONFIRMACION DE LA MUERTE

(2° EEG PLANO) Y DONACION

BUSQUEDA DEL URGENCIA 0?7
S EON EXTRACCION DE LOS ORGANOS

OFERTA DE

ORGANOS?
TRASPLANTES

MANTENIMIENTO DEL DONANTE (TRAS DIAGNOSTICO DE MUERTE ENCEFALICA)

El objetivo es el cambio en la orientacion del tratamiento, para mantener los érganos que vayan a ser
trasplantados en la mejor condicién funcional posible. Esto incluye:

e Estado hemodinamico y balance hidroelectrolitico.
e Vigilancia de arritmias cardiacas.

e Control de la temperatura.

e Control del fallo general del sistema endocrino.

e  Control de coagulopatias.

e Complicaciones infecciosas.

e  Soporte ventilatorio.

e Correcta perfusiéon de 6rganos.

e Manejo intraoperatorio en la donacion.
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TEMA 17: TUMORES

Enfermedades moleculares que expresan antigenos reconocidos por el sistema inmunoldgico, pero
la mayoria de los tumores suprimen las respuestas inmunitarias o son débilmente inmunogénicos, y las
respuestas inmunitarias a menudo no logran prevenir el crecimiento de los tumores. No obstante, el sistema
inmunolégico puede estimularse terapéuticamente para matar tumores de forma eficaz.

Se produce una mutacién en el ADN que provocan cambios en mecanismos de control del ciclo celular
y la generacion de tumores, sigue mutando constantemente. El tumor es benigno hasta que se produce la
diseminacioén del tumor (metastasis).

Los protooncogenes son genes clave, regulan mecanismos celulares importantes:

Proteinas esenciales en controlar el crecimiento.
Factores de crecimiento.

Receptores de factores de crecimiento.
Transductores de senales.

Factores intranucleares.

Reguladores de la muerte celular programada

Protoncogen alterado genera oncogenes que son los que inducen al tumor, pueden ser:

Oncogenes virales.

Oncogenes celulares: que expresan proteinas hiperactivadas, alteradas cualitativamente, o
alteraciones cuantitativas (amplificacion génica) que da lugar a un aumento o disminucién de los
niveles de sus productos.

GENES ASOCIADOS AL DESARROLLO DEL CANCER

Genes que inducen la proliferacion celular — ONCOGENES: Los oncogenes son secuencias de
ADN que codifican proteinas involucradas en la promocién del crecimiento y en la proliferacion
celular, como factores de transcripcion, factores de crecimiento (y sus receptores), o moléculas de
sefalizacion intracelular.

Genes que inhiben la proliferacion celular excesiva — GENES SUPRESORES DE TUMOR: Los
supresores de tumores actian en condiciones normales como antioncogenes o inhibitorios del
crecimiento y la proliferacion celular, convirtiéndose en agentes de transformacién cuando no
funcionan, como durante la reparacion del ADN, o al bloquear la progresion a través de los puntos
de control del ciclo celular.

Genes que regulan la proliferacion celular programada, inducen o bloquean la apoptosis —
ONCOGENES: Cuando las secuencias de ADN involucradas en la apoptosis (o muerte celular
programada) no funcionan correctamente, también pueden ayudar en la transformacion celular
fomentando la supervivencia y la proliferaciéon de las células neoplasicas

RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS TUMORALES POR CELULAS DEL SISTEMA INMUNE

Sabemos que son células tumorales porque empiezan a expresar neoantigenos que se une a une célula T
y lo detectan. Los antigenos tumorales reconocidos por las células T humanas se dividen en uno de cuatro
grupos segun su fuente:

Antigenos codificados por genes expresados exclusivamente por tumores, ejemplo: genes virales.
Antigenos codificados por formas variantes de genes normales que estan alterados por mutacion.
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- Los antigenos normalmente se expresan solo en ciertas etapas del desarrollo.

- Antigenos que se sobreexpresan en tumores concretos (asociados al tumor).
Los antigenos tumorales estan asociados a mutacion somatica. Antigenos tumorales se expresan en células
tumorales y son detectados por células CTL y NK.

PRINCIPALES MECANISMOS EFECTORES CONTRA TUMORES

- Células T - linfocitos CD8+ citotoxicos - son los principales mecanismos de eliminacion de las
células tumorales. También con la produccién de IFN-y.

- Células NK: matan células tumorales con baja expresion de MHC clase |.

Citotoxicidad

dependiente de anticuerpo (ADCC) a través de receptores Fc (FcIRIII-CD16) a IgG.
- Anticuerpos: median la unién a antigenos tumorales y participan en ADCC.
- Células dendriticas: procesamiento de antigenos y presentacion de antigenos tumorales a células

T citotoxicas.

- Macroéfagos: secrecion de citoquinas y fagocitosis de células tumorales muertas, produccion de
enzimas lisosomales y especies reactivas de oxigeno, secrecion de TNF.
Los macrofagos son capaces tanto de inhibir como de promover el crecimiento y la propagacién de los
tumores, dependiendo de su estado de activacion (macroéfagos M1 o M2).

Los antigenos tumorales son captados por las células dendriticas del huésped y las respuestas se inician
en los érganos linfoides periféricos. Los CTL especificos del tumor migran de regreso al tumor y destruyen

las células tumorales.

Induccion de la respuesta anti-
tumoral de las células T (cross-
priming)
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MECANISMOS DE ESCAPE DE LOS TUMORES AL SISTEMA INMUNITARIO
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Los tumores utilizan varias estrategias para evadir el
sistema inmunoldgico, incluida la acumulacion de nuevas
mutaciones, una sefalizacion coestimuladora deficiente, la
pérdida de la presentacién del antigeno y la inhibicién activa
de las respuestas antitumorales locales (tumor se oculta).
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INMUNOTERAPIA CONTRA EL CANCER

Inmunoterapia activa estimulando el sistema inmunitario:

- La manipulacion de las sefiales co-estimulatorias puede aumentar la inmunidad
- Elaumento de la actividad de las células presentadoras de antigeno puede modular la inmunidad
tumoral.
- La terapia con citoquinas puede aumentar la respuesta inmunitaria a los tumores
- Estimulacion del sistema inmunitario no especifico — sustancias que estimulan la inflamacién o
activadores policlonales (BCG).
Inmunoterapia pasiva:

- Los anticuerpos monoclonales son efectivos para tratar algunos tumores.
- Terapia celular adoptiva (suministrando células T).
Terapia celular antitumoral: introducir células T propias del paciente previamente expandidas en laboratorio.
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DETECCION DE NEOANTIGENOS TUMORALES QUE PROVOCAN RESPUESTAS DE
CELULAST

1. EIADN tumoral se purifica.

2. La secuenciacion del exoma puede detectar mutaciones aleatorias en el genoma de las células
cancerosas.

3. Se puede utilizar un algoritmo informatico para determinar qué mutaciones se producen en las secuencias
de aminoacidos que codifican péptidos que se unirian a los alelos del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) en ese paciente.

4. La validez de los supuestos péptidos neoantigénicos se puede probar mediante ensayos de la respuesta
de las células T del paciente a estos péptidos in vitro o probando si los complejos multiméricos MHC-péptido
pueden unirse a las células T.

Este enfoque se esta utilizando para crear vacunas contra tumores personalizadas.
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TEMA 18: CORONAVIRUS

Hay miles de coronavirus, pero solo 7 afectan a humanos; 4 de ellos generan el 15-20% resfriados
comunes y 3 de ellos causan patologias graves (SARS, MERS, COVID).

SARS-CoV-1 (2002-2003): 8.096 infectados. 30 paises. Mortalidad: 774 (9,6%)
MERS (2012): 2.519 infectados. Mortalidad: 866 (35%)
SARS-CoV-2 (2019): 233.434.862 infectados. Mortalidad: 4.777.272 (2,04%)

Los aerosoles podrian ser el principal mecanismo de transmision de la mayoria de los virus respiratorios,
desde luego en el COVID lo es. Estos aerosoles permanecen suspendidos en el aire.

TIPOS DE RESPUESTA INMUNITARIA

- Inmunidad innata o inespecifica: activacion inmediata; elementos preformados; primera linea de
defensa. Capaz de contener la infeccion en algunas circunstancias. INF-tipo | y células NK son
fundamentales para el desarrollo de esta respuesta.

- Inmunidad especifica: mas potente, pero tarda en ponerse en marcha.

o Anticuerpos (linfocitos B).
o Células (linfocitos T).

CICLOS DE INFECCION/REPLICACION DEL SARS-CoV-2

- Otros coronavirus (p.ej. SARS- CoV-1) también usan el mismo receptor (ACE2).

- ACE2 participa en la regulacion de la tension arterial.

- Se necesita una proteasa (TMPRS2) que rompe la espicula y permite la entrada.

- La expresion del receptor determina los 6rganos que seran afectados.
SARS-CoV 1y 2 afectan de forma diferente porque entre el primero y el segundo se ha producido una
deleccion de 4 aminoacidos, ademas de un corte por Furina que expone un motivo que se encontraba
oculto, y que ahora puede ser, a su vez, cortado por Neuropilina-1.

Corte por furina + corte por neuropilina: alta infectividad y virulencia. Esto es lo que ha provocado esta
diferenciacion entre enfermedades. Lo que mata al paciente es la inflamaciéon excesiva con alta
representacion de citocinas.

- Una baja produccion de INF-tipo I.
- Alta produccion de citocinas, tormenta de citocinas.

FASES DE LA INFECCION:
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FACTORES DE RIESGO

- Factores genéticos con genes relacionados con el INF o TLR.

- Edad, porque implica:

(0]

@]
©]
©]

Comorbilidad.

Obesidad.

Diabetes.

Inmunosenescencia (pocas células virgenes, muchas células memoria y poca capacidad
de elaborar respuesta).

Rotura de la coordinacion.

- Sexo, se morian mas hombres:

(0]

O O O O

Mayor prevalencia de comorbilidad en hombres

La progresion correlaciona con la masa corporal en hombres, pero no mujeres.

Mayor aumento de citocinas y quimiocinas proinflamatorias en hombres (IL8; IL18)
Mayor activacion de células T en mujeres. Baja en hombres.

La pobre activacién de células T correlaciona con mortalidad en hombres, pero no en
mujeres.

La correlacion de la progresion de la enfermedad se asocia en mujeres con la produccion
de citocinas innatas proinflamatorias (TNFS10 e IL15, sobre todo).

Presencia frecuente de auto-anticuerpos frente a IFN tipo | en hombres, pero no en
mujeres

Rotura del equilibrio. Los hombres sufren sobre todo un desequilibrio por déficit de la
inmunidad especifica; las mujeres de la inespecifica.

- Ser nifio/a es un factor protector.
- Déficit en Interferdn tipo 1 (y en TLR7 asociado a INF tipo 1) es la causa individual mas notable de
las muertes por COVID.
La gravedad de la enfermedad se asocia a:

- Respuesta tardia de células T bystandar.

- Inflamacioén sistémica.

- Polimorfismos genéticos contribuyen a la mortalidad general.

- Multiples y complejas alteraciones contribuyen al desarrollo de COVID-19 grave.

- La presencia de autoanticuerpos frente a IFN-l y alteraciones en su ruta de activaciéon suponen
la causa individual mas importante asociada a gravedad (20% de las muertes).

- La gravedad de la enfermedad esta asociada a que la respuesta inmunitaria esta desregulada,
caracterizada por una respuesta retardada (con respecto al inicio de la infeccion y pico viral) y
defectuosa de IFN-I asi como una reaccion hiperinflamatoria masiva (mas alla incluso de la
tormenta de citocinas) que causa dafios tisulares masivos con caracter sistémico.

VACUNAS DEL COVID

La inmunidad de las vacunas dura por lo menos un afio. En términos de eficacia las mejores son las
vacunas de ARN; son mas seguras, eficientes de inmunizacion y la flexibilidad, son vacunas sintéticas el
inmundégeno se genera en cuestion de dias.
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