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Parte 1: Restauracion de la homeostasis en el
transcurso de una respuesta inmune anti-
Infecciosa



En toda respuesta inmune se puede producir dano tisular

« Si ese dano es limitado sera posible restaurar la homeostasis
sin pérdida de la funcionalidad del 6érgano o tejido.

« Si el dano es excesivo, aun cuando la respuesta puede ser
beneficiosa para la eliminacion del agente invasor, la misma
puede ser perjudicial para el hospedador si compromete la
funcionalidad del 6érgano o tejido. En algunos casos, esa
respuesta es tan intensa gue pone en riesgo la vida del
iIndividuo infectado.
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Las respuestas inmunes deben ser estrictamente controladas




Ejemplos de mecanismos que controlan la actividad de componentes del
sistema inmune innato y permiten que se restaure la homeostasis
luego de transcurrida una respuesta inmune

1. Mecanismos que controlan la actividad del sistema del
complemento

2. Mecanismos que controlan la actividad de neutroéfilos
3. Mecanismos que controlan la actividad de macrofagos



Repasemos primero las vias de activacion del complemento...

LECTIN PATHWAY

CLASSICAL PATHWAY

ALTERNATIVE PATHWAY

Mannose-binding lectin (MBL) and ficolins
recognize and bind carbohydrates on pathogen

C1q interacts with pathogen surface or with
antibodies bound to surface

C3 undergoes spontaneous hydrolysis to
C3(H,0) to initiate eventual deposition of C3

surface convertase on microbial surfaces
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All pathways generate a C3 convertasg, which
cleaves C3, leaving C3b bound to the microbial
surface and releasing C3a

&F° & o

X L3
® @cC3a @ ®

(’mn(’(’

=3

I L d
DA A 4
C3a and C5a recruit phagocytic calls to the site of Phagocytes with receptors for C3b engulf and All pathogens generate a C5 convertase that leads
to formation of 2 membrane-attack complex
i et o ) (MAC), which disrupts cell membranes
P e pﬂ ~ ‘@
e
a @ (3a > Phagocyte
@ %lﬂ ° €3
= Infected tissue 7 complement

receptors




Diversos mecanismos controlan la activacion del sistema complemento y ademas
impiden su activacion sobre las células del hospedador para evitar dafos

accidentales
En las células propias las proteinas Inhibicion de la C?’
reguladoras del complemento CR1, factor convertasa de la via
H, MCP y DAF se unen a C3b. alterna.
& "  d
—— ] CR1, DAF y Factor H se unen a C3b,
| desplazando al factor Bb.
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Proteinas que participan en la regulacion del complemento:
CR1, DAF, MCP y CD59 son proteinas asociadas a membrana, expresadas en células propias. '
El factor H es una proteina plasmatica que une preferentemente al C3b unido a células propias porque tiene afinidad por los
residuos de acido sialico presentes en altos niveles en la superficie celular (en células de vertebrados).
El factor I, es una proteasa plasmatica que puede clivar C3b y C4b sd6lo cuando estan unidos a cofactores como MCP, factor H,
CR1 o C4BP.
C4BP: proteina soluble reguladora de la via clasica.



Formacion de

C3 convertasa via

clasica (C4b2a)
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DAF, C4BP y CR1 inhibenala C3
convertasa de la via clasica
desplazando a C2a. Ademas, C4BP,
MCP y CR1 vuelven a C4b susceptible
a ser clivado por el factor I.
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Formacion de la C5 convertasa de la

via clasica (C4b2a3b)

Inhibicion de la C3
convertasa via
clasica.

CR1y el factor H unen C3b
desplazandolo de la C5 convertasa.
Vuelven a C3b susceptible de ser
clivado e inactivado por Factor |

&

C5b &

Cha

C4b2a3b N

C3bBb N

)

PP P

C4b2a  CR1 iC3b iC3b

Inhibicion de la C5
convertasa via
clasica.




Activacion de la via clasica,
formacion de C1 activa.

El inhibidor de C1 (C1INH) disocia a
Clry a Cls del complejo C1 activo.

Cir Cis

C1INH

IGHHH C1SM
Cir

Inhibicién de C1 (via
clasica).

Formacion del complejo de ataque
litico de la membrana.

CD59, expresado en la superficie de
células propias, previene el ensamblaje
de complejo en la etapa de unién de
C8 a C9.
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litico de la
membrana.




¢, Como se limita la actividad de la vasta cantidad de neutroéfilos que
son reclutados a un foco de infeccion para evitar que sus
mecanismos citotdoxicos dafnen a los tejidos del hospedador?

Neutrofilos poseen proteasas capaces de
degradar a proteinas de la matriz extracelular y
dafar a las células. Ademas, producen especies

reactivas derivadas del oxigeno que pueden
producir daino a los tejidos.

$

Los neutréfilos mueren rapidamente por apoptosis, un
tipo de muerte programada caracterizada porque

1. Membrana plasmatica no es afectada lo que evita
gue el contenido celular sea liberado al medio.

2. Las células apoptoéticas exhiben en su superficie
moléculas que median su reconocimiento por
macrofagos. De ese modo, pueden ser eliminadas
a través de un mecanismo de fagocitosis conocido

Neutrofilos viables Neutrofilos apoptoticos como eferocitosis.

3. La eferocitosis conduce al macrofago a adquirir un
perfil antiinflamatorio y reparador de tejidos, que
contribuye a la restauracion de la homeostasis.




Al fagocitar a las células que van muriendo por apoptosis en el foco infeccioso
los macrofagos adquieren un perfil anti-inflamatorio

Neutrdfilo apoptético

Macroéfago
Modificado de Mol. Cell 14:277-287, 2004
Produccién de citoquinas » IL-10, TG F_B y
anti-inflamatorias

componentes de la
matriz extracelular

Las células apoptéticas pueden también ser removidas por fagocitos no
profesionales: como fibroblastos y células musculares con menor eficiencia



Los macrofagos tienen una enorme plasticidad y pueden adquirir distintos
fenotipos funcionales segun las sefiales que perciban del microambiente

Perfil proinflamatorio del
macroéfago

Perfil pro-resolucién de inflamacion
del macréfago

Leukocyte recruitment
e.g., CXCLS, IFN-I

°.
e®

Activation of vascular
endothelium
e.g., TNFa e ” Ps

Leukocyte activation
e.g., TNFa, IL-6, IL-12, IL-18

-

Activation/modulation of adaptive
immune system

Factores que inducen el perfil:

Fagocitosis de
microorganismos, PAMPs,
DAMPs, citoquinas
proinflamatorias, etc

Production of anti-inflammatory factors

e.g., IL-10, TGF-B
-

Clearance of dead cells

Inhibition of leukocyte
recruitment
e.g., MMPs

Tissue repair
e.g., GFs (TGF-B, AREG, IGF-1, PDGF, etc.),
ECM remodeling (MMPs, collagen, etc.)

X
NN

Factores que inducen el perfil:
Fagocitosis de células
apoptaéticas, IL-4, IL-13, IL-33, IL-
10, etc.




Ejemplos de mecanismos que controlan la actividad de componentes del
sistema inmune adaptativo para restaurar la homeostasis luego de una
respuesta inmune

Mecanismos que controlan la activacion de los linfocitos T y B.

Mecanismos que controlan la expansion clonal de los linfocitos T para
evitar la generacion descontrolada de células efectoras que podrian
infiltrar y daiar tejidos y ocasionar pérdida de su funcionalidad.

Mecanismos que inhiben la activacion de linfocitos o limitan la actividad
de células efectoras.



1. Mecanismos que controlan la activacion de los linfocitos T

Primero repasemos...para activarse, el linfocito T virgen
requiere de dos sefales: sefial 1y senal 2.

TCR

Péptido
antigénico

Clase Il

cMH (|

Célula dendritica

TCR/CD3 - CMH/péptido

—=3&
2
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CD28
CD80/CD86

P A

Linfocito T



1. Mecanismos que controlan la activacion de los linfocitos T

1.a. Se requiere superar un umbral minimo de intensidad de sefal 1
para la activacion linfocitaria T

El linfocito reconoce a través de sus TCR un nimero El linfocito reconoce a través de sus TCR un nimero
de péptidostCMH que supera el umbral necesario de péptidos+CMH que se encuentra por debajo un

para transmitir la sefial 1 umbral necesario para transmitir la sefial 1
Podria activarse en caso de No se activa - Ignorancia clonal

recibir la senal 2

| “p\

A medida que el patégeno es eliminado por larespuestainmune, disminuye el tenor de
antigeno a ser presentado y eso limita la activacion de nuevos linfocitos
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1. Mecanismos que controlan la activacion de los linfocitos T

1.b. Se requiere superar una intensidad minima de sefal 2 para la
activacion linfocitaria T

La expresion de moléculas coestimulatorias en la La expresion de moléculas coestimulatorias en la

célula dendritica es adecuada para proveer al célula dendritica es insuficiente para proveer al
linfocito T una sefial 2 suficientemente intensa para linfocito T una sefial 2 suficientemente intensa para
activarse. activarse.

Activacion linfocitaria No se activa y sufre anergia -

Ausencia de coestimulacion

Al —TCRCD3

2o
CD80-CD28 32/ )
| Hu/\\‘\

A medida que el patégeno es eliminado por la respuestainmune disminuyen las sefales que
inducen la expresion de moléculas coestimulatorias
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2. Mecanismos que controlan la expansion clonal de los linfocitos T
para evitar la generacion descontrolada de células efectoras que
podrian infiltrar y dafar tejidos y ocasionar pérdida de su
funcionalidad.

2.a. Mecanismo mediado por la induccion de la expresion de CTLA-4 luego
de la activacion linfocitaria.

TCR

Péptido
antigénico
CMH

Clase Il ST
ase, e *.

La interaccion de CD80/CD86 con CD28 induce la El aumento en la expresion de CTLA-4 inhibe
segunda sefial requerida para la activacion del linfocito sefales a través del TCR del linfocito T

T naive. Esta activacién conduce a la expresion de

CTLA-4 (24-48 hs post-activacion).



CTLA-4 reduce las sefales de activacion del linfocito T a través de 3
mecanismos.

CTAL-4 une mas eficientemente a CTAL-4 puede ser internalizado con CTAL-4 puede transmitir sefales
CD80/86 que CD28 porque tiene CD80/86 unido, removiéndolas de la inhibitorias al interior del linfocito T
mayor afinidad superficie de la CPA que inhibe la sefal del TCR
antigen-presenting cell t »
s =1 [ S g
= CD4
[ = 2
CTLA-4
T cell

CD80/CD86=B7.1y B7.2

Las sefales inhibitorias recibidas por el linfocito T inhiben la proliferacion




2. Mecanismos que controlan la expansion clonal de los linfocitos T
para evitar la generacion descontrolada de células efectoras que
podrian infiltrar y dafiar tejidos y ocasionar pérdida de su
funcionalidad.

2.b. Mecanismo mediado por la induccion de la expresion de PD-1 luego
de la activacion linfocitaria. Esta molécula se une a PD-L1 en la célula
dendritica inhibiendo la sefializacion por el TCR y por CD28, la
proliferacidon linfocitaria, la produccion de citoquinas y la sobrevida del
linfocito.

En las infecciones cronicas, la expresion sostenida de PD-1 en los linfocitos T
reduce su actividad efectora para limitar el dafio potencial a las células bystander,
pero esto opera en detrimento de la eliminacién del patdogeno.
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(un paréntesis en relacion alos mecanismos de regulacion de la
homeostasis que venimos describiendo....)

CTLA-4 y PD-1 son también “blanco” de estrategias terapéuticas basadas
en blogueantes de las actividades de estos receptores. A estas terapias
se las conoce como “de bloqueo de puntos de control” o tratamiento con
“inhibidores de checkpoints inmunoldgicos”

¥

Objetivo: mejorar la respuesta de las células T

Tratamientos con inhibidores de estas moléculas han demostrado eficacia i ol
frente a algunos tipos de cancer al potenciar la respuesta de las células T |
antitumorales del propio paciente. Ejemplos: Melanoma metastasico, !
cancer de pulmén metastasico de células no pequefias (NSCLC), cancer VAN -
de pulmon de células pequefas, carcinoma de células renales, cancer de et e e il
cabeza y cuello, carcinoma urotelial, carcinoma de colon, linfoma de
Hodgkin.......




2. Mecanismos que controlan la expansion clonal de los linfocitos T
para evitar la generacion descontrolada de células efectoras que
podrian infiltrar y dafar tejidos y ocasionar perdida de su
funcionalidad.

2.c. Mecanismo mediado por la induccion de la expresion de FASL luego de la
activacion linfocitaria, que induce la trimerizacion de FAS sobre la misma célula o
sobre células vecinas induciendo su apoptosis (suicidio o fraticidio linfocitario).

Muerte de linfocitos
del clon por suicidio

k*”lf 8-

Activacién linfocitaria y proliferacion 'y /7 1‘( S
induce la expresion de FASL
Muerte de linfocitos

del clon por fraticidio




Entonces...luego de la activacion, los linfocitos T comienzan a
expresar moleculas que modularan su propia expansion clonal, su
diferenciacion en diferentes perfiles efectores, la produccion de
citocinas y/o su sobrevida, para evitar sindromes linfoproliferativos y
fendmenos de autoinmunidad

Molécul latori
‘;Xep"r‘jafaﬂjef‘;o""r o CTLA-4 PD-1 FasL
linfocito
Ligando CD80/CD86 PD-1L Fas
Senal Inhibitoria Inhibitoria Induccion de
apoptosis
Expresion Inducida por Inducida por Inducida por

activacion activacion activacion




Las sefiales inhibitorias que recibe el linfocito luego de su activacion
son responsables de la contraccidon clonal

Expansion Contraccion Memoria
clonal Linfocitos T
efectores
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3. Mecanismos que inhiben la activacion de nuevos linfocitos o
limitan la actividad de células efectoras.

3. Mecanismo mediado por la accion de ceélulas T regulatorias

inducibles

Treg inducibles: Surgen
luego de la activacion de
los linfocitos virgenes por
su péptido+CMH en OLS

Secuestro de IL-2
(a través del RclL-2 alta
afinidad) que depriva

de este factor de [€~

crecimiento a otras
células T efectoras

Granzimas y
~7 perforinas

Induccion de muerte apoptosis de
laCD

Disminucién de la expresion de
CD80/86 por la CD e induccion de
muerte de linfocitos

Inhibicién del desarrollo y funcién
de células T,1y T,,2

Inhibicién de la expresion de
moléculas CMH y moléculas
coestimuladoras por las CPA

Inhibicion de la produccién de
citocinas proinflamatorias por la
CPA (IL-12 e IL-23), afectando la
diferenciacion y el mantenimiento
de las células TH1y TH17.

Tres inducibles: Limitan el dafio colateral de tejidos asociado a respuestas inflamatorias
intensas frente a microorganismos patogénicos (también frente a la flora comensal).




Mecanismos de accion de las células Ty FOXP3+

A. Interaccion CTLA4-CD80/CDE6

Disminucion en la expresion

) de CD80 y CDA6
Célula Treg

Induccién de IDO

CDEN/CDEG Apoptosis de la célula

dendritica

B. Efecto citotaxico sobre las células dendriticas

. Apoptosis de la
Granzimas célula dendritica
]
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Célula Treg

Poro formado
por perforinas

C. Consumo de IL-2

coes d'-'g

Inhibicion de la expansion clonal
T. Inhibicidn da la diferenciacion de
las células T virgenes en efectoras

Célula Treg

D. Produccion de citocinas inhibitorias (TGF-H) e IL-10

TGF-f} unido a

la superficia celular TGFp
(=]
o 9
o J
) ) 0\ )
Célula Treg IL-10 Célula T efectora



1. Mecanismos que controlan la activacion de los linfocitos B

Primero repasemos...para activarse, el linfocito B virgen requiere de dos
sefales: sefal 1 (reconocimiento del antigeno) y sefial 2 (sefales
coestimulatorias aportadas por un linfocito T, que reconozca un péptido
antigénico del mismo antigeno que reconoce el linfocito B).

25



1. Mecanismos que controlan la activacidon de los linfocitos B
1.a. Se requiere superar un umbral minimo de intensidad de

sefal 1 para la activacion linfocitaria B

Seiial 1 suficiente para la posterior Senal 1 insuficiente para la activacion
activacion Ignorancia clonal

La sefial recibida a través del La sefial recibida a través del
BCR es lo suficientemente intensa. BCR es de baja intensidad. El
Aun asi, para la activacion se requerira linfocito B ignora la presencia del Ag

de la colaboracion del Tg,

Created in BioRender.com bio



1. Mecanismos que controlan la activacidon de los linfocitos B

l.a. Se requiere superar unaintensidad minima de seial 2 para
la activacion linfocitaria B.

Senal 2 suficiente para la activacion Senal 2 insuficiente para la activacion

La sefial recibida a través del No hay linfocitos T, capaces de proveer
BCRy la sefal 2 aportada por el Tg, la sefial 2 o la presentacion de péptidos
son lo suficientemente intensas para antigénicos+CMH por el linfocito B es

que el linfocito B se active. reducida y por ello no recibe la sefial 2.

Created in BioRender.com bio




1. Mecanismos que controlan la activacion de los linfocitos B

1. 2. Sefal inhibitoria impartida a travées del RFcyllb inhibe la activacion de
nuevos clones linfocitarios cuando disminuye la carga antigénica.

La union de un complejo inmune al RFcyllb y simultaneamente el
reconocimiento antigénico a través del BCR transduce una sefial que
impide la activacion del linfocito B

196G

< BCR

RFcynb—»H

T,

T

T g g
o ‘ ! +<— Linfocito B
—



Parte 2: Tolerancia inmunologica

29



Tolerancia inmunoldgica

Mecanismos de tolerancia central
Compartimiento B

« Eliminacion de células B
autorreactivas

« Edicién del BCR
Compartimiento T

« Seleccidn negativa

» Desarrollo de células Trgg Naturales

Mecanismos de tolerancia periférica

Compartimiento B

« Ignorancia clonal

« Ausencia de sefal coestimulatoria
Compartimiento T

* Anergia clonal

« Desarrollo de células Tgeg
inducibles

¥

Contribuyen a evitar que salgan a
periferia células fuertemente
autorreactivas
Aun asi, algunas células
autorreactivas acceden a circulacion

e

Compartimientos By T

« Sitios inmunoldgicamente
privilegiados

N g

Contribuyen a evitar que células

autorreactivas se activen, y si lo hacen

su funcionalidad sea limitada




Mecanismos de tolerancia central y periférica que evitan la
activacion y expansion de clones autorreactivos

Mecanismos que contribuyen a evitar que accedan a circulacion
desde los 6rganos linfaticos primarios linfocitos Ty B
autorreactivos.

Mecanismos que evitan en periferia que se activen linfocitosTy B
autorreactivos que no hayan sido eliminados en los 6rganos
linfaticos primarios.

Mecanismos gue controlan la expansion clonal de los linfocitos Ty
B autorreactivos que logran superar los otros mecanismos de
control.

Mecanismos que inhiben la activacion de linfocitos o limitan la
actividad de células efectoras autorreactivas que evitaron los otros
mecanismos de control.

Mecanismos/microambientes asociados a respuestas tolerogénicas
gue controlan el dafio inmunoldgico a 6rganos vitales.




Estructura de un I6bulo timico

B B /Cépsula

-
Trabécula
< Timocito (origen médula
Corteza 6sea)
Célula epitelial cortical
CETc (origen ectodérmico)
K |
/ ‘!
Zona cortico=<
medular
L Célula epitelial medular
(CETm) (origen
( ectodérmico)
Célula dendritica
\ (origen médula dsea)
Médula < )
0 . I D Linfocito T
[ maduro
\ Vénula g °

El timo esta constituido por numerosos lébulos



Repasemos....

Ontogenia T

Estadio
Doble
Negativo
(DN)

Timocitos CD4-CD8- (DN). Alta proliferacion celular. Se
define el linaje Taf o Tyd.

Estadio
Doble
Positivo
(DP)

SELECCION TiMICA

(Induccidn de tolerancia central T)

Generacion del TCRap: El gen de cadena 3 es el
primero que se rearregla y expresa. Luego, la cadena B
sintetizada se asocia con una cadena a sustituta y
ambas se expresan en la membrana del timocito
constituyendo el preTCR. Las células sufren unos ciclos
de proliferacion. Ademas, se detienen otros rearreglos

B lo que garantiza la exclusion alélica de la cadena .

Luego se induce la expresion de los A8 s COA 6"
surface pToz:p:CD3e/ow

Correceptores CD4 y CD8.

CD3 CD4 CD8

Luego, comienzan los rearreglos de la cadena a del
TCR y posteriormente se asocian las cadenas a y

rearregladas constituyendo el TCR.




Seleccion timica (Induccion de tolerancia central T)

1) Seleccién positiva: Los timocitos doble positivos cuyos TCR reconocen con baja
afinidad péptidos (propios) asociados a las CMH sobre las CETc sobreviven. Es decir,
son seleccionados positivamente. Aquellos que no reconocen péptidos+CMH o lo hacen

con muy baja afinidad, mueren (muerte por abandono).

Timocitos doble positivos que
sobre CETc reconocen con
baja afinidad un péptido sobre
una molécula CMH clase Il son
seleccionados positivamente

Timocitos doble positivos que
sobre CETc reconocen con
baja afinidad un péptido sobre
una molécula CMH clase | son
seleccionados positivamente

< 7

X o2

Immature CD4*8*
double-positive T cells

Madura como células T CD4+

Immature CD4*8*
double-positive T cells

Madura como células T CD8+

TCR reconoce un
péptido sobre una
molécula CMH clase Il

TCR reconoce un
péptido sobre una
molécula CMH clase |

——
CETc

CETe| l

|

MHC
class Il

o

CD4
CD8 MHC
class |
@
[}

v UU%UU

thymocyte

Il TCR
l. 2 0] l

v UU%UU

thymocyte

Madura como célula T CD4+

Madura como célula T CD8+




Seleccion timica (Induccion de tolerancia central T)

2) Seleccidon negativa: Tanto timocitos doble positivos cuyos TCR reconocen con alta
afinidad péptidos (propios) asociados a las CMH sobre las CETc, como timocitos
simple positivos que reconocen con alta afinidad péptidos (propios) asociados a las
CMH sobre células del epitelio timico medular (CETm) o sobre células dendriticas
mueren por apoptosis. Son seleccionados negativamente. Durante este proceso,
mueren por apoptosis la mayoria de los timocitos autorreactivos. Lo que define el destino
de los timocitos es la intensidad de la sefial que reciben a través del TCR.

Al
Seleccion Seleccion
positiva para Tregs

No
seleccion:
Muerte por
abandono

Seleccion La seleccion negativa
oo " puede ocurrir tanto en
la corteza como en la

médula timica.

NUmero de timocitos

Afinidad del TCR por péptido
propio + CMH

Para convertirse en linfocitos virgenes y ser liberados a la circulacion, los timocitos deben ser
seleccionados positivamente y luego superar la seleccion negativa (sobrevivir a ese proceso).

Los linfocitos T que abandonan el timo, emigran como células T maduras y virgenes, simples positivas
(CD4 o CD8) y autorrestrictas (capaces de reconocer péptidos en el marco de las CMH que expresa el
individuo).




La médula del timo es un gran
mosaico de peptidos propios derivados de proteinas de
. diferentes tejidos extratimicos que tienen expreS|on'
- ectopica en el timo

La expresion de algunas, pero no de todas las
proteinas especificas de otros tejidos en la
médula timica, esta controlada por un gen

denominado AIRE (regulador autoinmune).

4

Permite al sistema inmune
distinguir lo «propio»

Ejemplos:

TSH, TRH

Proteina basica de mielina

Insulina

Hormona de crecimiento

...... Centenares de otras proteinas extra-timicas




A pesar de que los timocitos deben superar la seleccion negativa
en el timo para pasar a circulacion como linfocitos maduros y
virgenes, del timo también salen algunos linfocitos autorreactivos.
Sin embargo, estos no suelen activarse.

¢,Por que?
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2. Mecanismos gue evitan en periferia que se activen linfocitos T
autorreactivos que no hayan sido eliminados en el timo.

En general, los linfocitos autorreactivos no se activan porque, en ausencia de
infecciones o procesos inflamatorios, no encuentran las condiciones para activarse:

1.- Insuficiente cantidad de su péptido+CMH como para superar el umbral minimo
de sefal 1 requerido para la activacion. Ignorancia clonal.

2.- Insuficiente cantidad de moléculas coestimulatorias para proveer una sefal 2
minima para la activacion. Anergia clonal.

¢,Por que?




Las células dendriticas pueden adquirir un perfil inmunogénico o tolerogénico
dependiendo del contexto en el que procesen al antigeno

Células dendriticas inmunogénicas Células dendriticas tolerogénicas
| CMHclase Iy Il

T CMH clase | y | % ,./ | CD80/CD86 2, \ /

T CD80/CD86 \ A | CD40 ._\ e
T CD40 <D il 1 Citoquinas proinflamatorias .

T Citoquinas s ?\Q T FASL 7 : \:-

proinflamatorias /\ (R ¢ [ PD-L1yPD-L2 4 ‘ Y

AR Y 1 1L-10 ¢

1 TGF-B

.%. . dermis i % dermis i
M epidermis
En un foco infeccioso, las CD capturan antigenos (Ags) En ausencia de infeccion, las CD procesan proteinas propias
microbianos, los procesan (asi como a proteinas propias) y y migran al OLS drenante madurando en un perfil
migran al OLS drenante madurando en un perfil tolerogénico, a presentarle los péptidos derivados de
inflamatorio, a presentarle péptidos a los linfocitos T proteinas propias a los linfocitos T

Modificado de Immunobiology




2. Mecanismos gue evitan en periferia que se activen linfocitos T
autorreactivos que no hayan sido eliminados en el timo.

Las células dendriticas tolerogénicas limitan la activacion de muchos clones
autorreactivos al exhibir una reducida cantidad de complejos CMH+péptidos propios,
un bajo tenor de moléculas coestimulatorias y expresar moléculas que inhiben la

activacion T.

En el transcurso de procesos infecciosos, si péptidos propios son presentados asociados
a moléculas de CMH en cantidad suficiente para transmitir la sefial 1 sobre células
dendriticas que como consecuencia de la infeccion exhiben un perfil proinflamatorio, los
clones autorreactivos podrian activarse.

4

Ruptura de la tolerancia

4

Autoinmunidad



3. Mecanismos que controlan la expansidn clonal de los linfocitos T
y B autorreactivos que logran superar los otros mecanismos de
control: células T regulatorias.

Treg Naturales

TREG

Naturales

Emigran del timo con
funcioén regulatoria

Expresan FOXP3, IL-2Ra, CD62L, CCR7 y CTLA-4.
Representan 5-10% de T CD4 de la circulacion

Regulan la actividad de clones T autorreactivos en
periferia

Number of thymocytes

) agonist
positive selection
selection 0f Tregs

no selection:
death by
neglect

negative
selection:
clonal
deletion

TCR affinity for self peptide:self MHC

Timocito precursor de
< linfocitos T
\4 § Timocito con TCR de afinidad
¥ %<« intermedia por péptido propio (supera
i ) seleccion negativa): Diferenciacion a

= j 3 \ TREG natural

T virgen Treg Natural
autorreactivo



3. Mecanismos que controlan la expansidn clonal de los linfocitos T
y B autorreactivos que logran superar los otros mecanismos de
control: células T regulatorias.

Treg inducibles

T CD4 —

virgen \

Surgen luego de la
activacion de los
linfocitos virgenes por
su péptido+CMH en OLS

TGF-B >

IL-10 >

Inhibe el desarrollo y funcién de
células T,1y T2

Inhibe expresion de moléculas
CMH y moléculas coestimuladoras
por las CPA

Inhibe la produccidon de citocinas
proinflamatorias por la CPA (IL-12
e IL-23), afectando la diferenciacion
y el mantenimiento de las células
TH1y TH17.




Supresion antigeno-especifica y supresion “bystander”

v Para ejercer su efecto supresor las Tres deben ser activadas a través de su TCR en
forma especifica.

v Sin embargo, una vez activadas, el efecto supresor puede ser ejercido sobre T
efectoras con especificidades diferentes.

CélulaTgeg
especifica
péptido A \ CélulaT
ol especifica
CélulaT 7 péptido B
especifica T Tree E= :
péptido A P TT?NT
2
' . "\ =T =
%‘\ /}% % .; raEfecto =3
=-_:_; TEfecto WIL %jﬁ \\5}\




1. Mecanismos que contribuyen a evitar que accedan a circulacion
desde los 6rganos linfaticos primarios linfocitos B autorreactivos.

« Eliminacidon de células B autorreactivas

« Ediciéon del BCR
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Repasemos...

El gen que codifica para la porcion variable de la Ig se conforma durante la
ontogenia en la médula 6sea: Recombinacion somatica.

Light chain Heavy chain
. LV J c LV oy i ‘
semiveoia | || 7R || R
Sg‘rln).atlc.
recombination Lov 0J I (‘2 ‘
D-J rearranged
B | Duaas [ i=—— . .
Somatic
recombination
Ll v d C
V=J or V-DJ joined
rearranged DNA 7":_:-7'5
Transcription
Primary L v J ¢
transcript RNA 7 A
= —
é Splicing
-
—— dal | g
Translation
W G
S
c
:

En el transcurso de la ontogenia B en médula 6sea se generan centenares de millones
de clones B diferentes. Estos clones sufriran luego un proceso de seleccion negativa
en la propia médula 6seay en el bazo.



Durante el estadio de linfocitos B inmaduros,
aquellos linfocitos que reconocen auto-antigenos
son eliminados del repertorio B por edicion del

auto antigenos BCR o por apoptosis en la médula 6sea.

IgM celula B inmadura
falta de moléculas propias
reconocimiento multivalentes

)

médula dsea

0

lgM IgM
% et
. . edicidn del
migracion a receptor (o)




Mecanismos que evitan en periferia que se activen linfocitos B
autorreactivos que no hayan sido eliminados en la médula 6sea
0 en el bazo.

En general, dichos linfocitos no se activan porqgue no encuentran las
condiciones para activarse:

1.- Insuficiente cantidad de antigeno especifico como para superar el
umbral minimo de sefal 1 requerido para la activacion. Ignorancia
clonal.

2.- Insuficiente cantidad de senales coestimulatorias aportadas por el
linfocito T, para proveer una sefial 2 minima para la activacion.
Anergia clonal.



3. Mecanismos que inhiben la activacion de linfocitos o
limitan la actividad de células efectoras.

Sitios Inmunologicamente Privilegiados: cerebro, cAmara anterior
de los ojos, testiculos y utero. Poseen mecanismos que impiden la
activacion linfocitaria o la accion de células efectoras para evitar el
dafo inmunologico a los mismos.

Injertos de tejidos extrafios colocados en el cerebro y la camara
anterior del ojo no inducen rechazo ¢Por qué?

Vision previa: Los antigenos no podian abandonar los sitios privilegiados e
inducir respuestas inmunitarias.

Vision actual: Los antigenos si abandonan estos sitios e interactian con las
células T, pero en lugar de despertar una respuesta inmunitaria efectora,
inducen una respuesta tolerogénica que no lesiona el tejido.



Caracteristicas de los Sitios Inmunologicamente
Privilegiados

Existe drenaje de antigenos del fluido extracelular pero no por
linfaticos convencionales.

Estan recubiertos por barreras que limitan el pasaje de linfocitos
(ejemplo, barrera hemato-encefalica).

En ellos se produce TGF-B que tiende a inducir respuestas Treg.

Expresan ligando del Fas (FASL) que podria inducir la apoptosis de
linfocitos efectores portadores de Fas, si eventualmente ellos
llegaran a activarse y lograran ingresar a estos sitios.

. Algunos de los antigenos de estos sitios permanecen secuestrados
en ellos, permaneciendo en un estado de ignorancia clonal de no
producirse escape por danos a las barreras que los contienen
(ejemplo camara anterior del 0jo0).



Las respuestas autoinmunes tambien pueden ser
consecuencia de dafo a las barreras que limitan sitios
inmunologicamente privilegiados

Trauma to one eye resulis Released intraocular antigen Effector T cells return via
in the release of sequestered is carried to lymph nodes bloodstream and encounter
intraocular protein antigens and activates T cells antigen in both eyes

Post trauma (ruptura de la barrera) o por infeccion/inflamacion: autoinmunidad
- Acceso de linfocitos T autorreactivos
- Activacion y diferenciacion a linfocitos T efectores que ocasionan dafio tisular.
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Defectos (mutaciones/deleciones) en genes que codifican
proteinas criticas para el desarrollo de latolerancia o de la
regulacion homeostatica de la respuesta inmune conducen a
enfermedades autoinmunes

AIRE
CTLA-4
PD-1
FOXP3
FAS o FASL




Enfermedades autoinmunes asociadas a defectos en un Unico gen

Gen mutado

Patologia

Mecanismo

AIRE

“‘Autoimmune regulator”: proteina
que actua como regulador
transcripcional, permitiendo la
expresion ectopica de centenares
o miles de proteinas presentes en
tejidos perifericos en células del
epitelio timico

APS-1

Sindrome autoinmune
polienddcrino

Candidiasis mucocutanea,
hipoparatiroidismo,
insuficiencia adrenal, tiroiditis
autoinmune, diabetes tipo |

Baja o nula expresion de
numerosas proteinas de tejidos
periféricos en el epitelio timico
lo que conduce a una seleccion
negativa defectuosa de ceélulas

T autorreactivas

Diferentes manifestaciones de

Falla en el control de la

CTLA-4 ~utoinmunidad activacion de clones T
autorreactivos
PD-1 Idem Idem
IPEX, poliendocrinopatiay Falla en la produccion de
FOXP3 enteropatia ligada al X células T regulatorias
ALPS Falla en el control de la
FAS o FASL Sindrome linfoproliferativo

autoinmune

expansion clonal T




Consecuencias de la mutacion en el gen AIRE

« Falla en el mecanismo de seleccidn negativa en el timo.

 En humanos produce una enfermedad conocida como
poliendocrinopatia autoinmune con candidiasis y displasia ectodérmica
(APECED), también llamado sindrome poliendocrino autoinmune 1
(APS-1)

Yy <
Timocito con alta afinidad s+ & L | CET medular que no
por peptido propio que debido a la expresa AIRE y en consecuencia
nci resentacion del 1 :
a;s:dga grel ap gls; mar?oosu?‘fe \ » . | Noexpresa proteinas organo
PEpHo p : oy . & |especificas
seleccion negativa < ) P

¥« Salen a periferia
“ .4 clones autorreactivos



Consecuencias de mutaciones en los genes que codifican
FAS o0 en FASL

Bazo

Ganglios linfaticos

Ratones deficientes Ratones
en Fas o FasL controles

En humanos las mutaciones con pérdida de funcién en FAS o FASL
ocasionan el Sindrome linfoproliferativo autoinmune (ALPS)

Caracterizado por esplenomegalia y linfoadenopatias

trombocitopenia, neutropenia y anemia




Consecuencias de mutaciones en el gen codificaa CTLA4

CTLA-4 implicada en el control de la activacion y proliferacion
linfocitaria en OLS y también en la tolerancia periférica debido a su

funcion en células Tgge.

» Los ratones que carecen de CTLA-4 mueren a una edad temprana por una
proliferacion descontrolada de células T en multiples érganos y dafio a los mismos.

 Ausencia de CTLA-4 sdlo en células Tgeg es suficiente para desencadenar una
enfermedad linfoproliferativa mortal, similar a la observada en ratones que carecen
totalmente de CTLA-4, aunque de inicio mas tardio.

CTLA-4 también esta implicada en el mecanismo de seleccion
negativa en el timo. Ayuda a establecer un nivel de avidez del TCR
mayor, regulando qué timocitos superaran la seleccion negativa y
pasaran aintegrar la poblacion de linfocitos T maduros.

 Polimorfismos de nucledtido unico (SNP) en CTLA-4 implicados en numerosas
enfermedades autoinmunes humanas mediante asociacion genética (LES, artritis
reumatoidea, enfermedad de Graves, hipotiroidismo autoinmune y diabetes de tipo 1).



Consecuencias de mutaciones en el gen que codifica a PD-1

Los ratones que carecen de PD-1 desarrollan autoinmunidad,
presumiblemente debido a unaincapacidad para regular la activacion
de las células T.

En humanos se han reportado polimorfismos en el gen de PD-1 asociado con LES,
diabetes tipo 1, espondilitis anquilosante y artritis reumatoidea.



Las respuestas autoinmunes también pueden ser

consecuencia de infecciones o tratamientos con farmacos

Causas potenciales:

1.

Aumento de la expresion de moléculas coestimulatorias en CD que presentan
péptidos de proteinas propias. El reconocimiento del péptido propio+CMH no induce
anergia sino activacion del linfocito.

Mimetismo molecular: Infecciones por patdgenos que poseen péptidos antigénicos
que mimetizan péptidos propios.

Spreading de epitopes: La respuesta autoinmune inicial ocasiona dafio tisular y
liberacion de proteinas en un contexto inflamatorio, algunas de ellas intracelulares, lo
que termina generando la activacion de linfocitos T autorreactivos contra nuevos
autoantigenos, distintos al autoantigeno original.

Generacion de neoepitopes

Infecciones que generan gradientes de quimiocinas que permiten la infiltracion del
sitio de infeccion con clones autorreactivos que si encuentran a su antigeno
podrian danarlo.

Potenciacion de la actividad de clones autorreactivos. El aumento de citoquinas
proinflamatorias en el sitio de infeccion puede potenciar la actividad de los clones
autorreactivos.



Las respuestas autoinmunes también pueden ser
consecuencia de infecciones

1. Aumento de la expresion de moléculas coestimulatorias en CD que presentan péptidos
de proteinas propias. El reconocimiento del péptido propio+CMH no induce anergia

sino activacion del linfocito.

La expresion de moléculas coestimulatorias en la
célula dendritica es insuficiente para proveer al
linfocito T una sefal 2 suficientemente intensa para

activarse.

.

No se activa y sufre anergia
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La estimulacién de RRP por un patdgeno incrementa
la expresidn de moléculas coestimulatorias en la
célula dendritica y si la misma presenta suficiente
cantidad de CMH+péptido propio puede proveer a
clones que lo reconozcan de la sefial 2 para

activarse. ‘

Activacion clon T autorreactivo
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Las respuestas autoinmunes también pueden ser
consecuencia de infecciones

2. Mimetismo molecular: Infecciones por patdgenos que poseen péptidos antigénicos
que mimetizan péptidos propios.

Fiebre reumatica producida por la infeccion con Streptococcus pyogenes

La infeccion despierta una Algunos Acs reaccionan con el tejido de la
respuesta de Acs contra un Ag valvula cardiaca produciendo dafio y en
de la pared de S. pyogenes consecuencia fiebre reumatica

bacteria e -‘
< 3 —0 ¥
N 3 @ | W i

1% }. S

antibodies
in blood

La similitud de los epitopes de los antigenos estreptocdcicos con epitopes de una proteina propia
provoca lesiones mediadas por anticuerpos, y posiblemente por células T, en diversos tejidos, como
las valvulas cardiacas y el rifion.




Las respuestas autoinmunes también pueden ser
consecuencia de infecciones

CDA4 T cells specific for one epitope of a
macromolecular complex can provide help
to B cells specific for other accessible
epitopes of the complex

DNA-specific
B cell

>: 4
°,\‘

3. Spreading de epitopes: La respuesta autoinmune inicial ocasiona H v
dafio tisular y liberacion de proteinas en un contexto inflamatorio,
algunas de ellas intracelulares, lo que termina generando la
activacion de linfocitos T autorreactivos contra nuevos
autoantigenos, distintos al autoantigeno original.

CDA4 T cell
specific for
H1 peptide

B celis differentiate info | |Atsites of injury, self antigen-| | 00
Circulating B cell binds B cell is activated by plasma cells, secreting large o ity
self antigens released aT cell specific for amounts of self antigen-
ribosome- H2-specific

specific

B cell B cell

A B cell that internalizes a macromolecular
complex can present antigens to T cells
specific for any one of the proteins of the

lex
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Las respuestas autoinmunes también pueden ser
consecuencia de tratamientos con farmacos

PF4/CXCL 4 Heparina no Plaqueta
fraccionada

CPE + RFcylla
oo’% g} ? 4
£ )
M’\ /‘ (
Complejo i. !
PF4-heparina
Induccion de Union de los Acs al complejo Activacion plaquetaria
respuesta de Acs IgG =-» PF4-Hep y posterior unién del =—>» Agregacion
contra PF4 en Fc al RFcyll de las plaquetas Liberacion de sustancias
complejo con heparina procoagulantes
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Trombocitopenia y estado
hipercoagulante severo



La mayoria de las enfermedades autoinmunes son de
naturaleza multifactorial

Un conjunto de genes

Factores ambientales
(infecciones, tratamientos con
drogas, stress, tabaquismo, alelo
HLA portado, efc)




Factores de riesgo en autoinmunidad: alelos del CMH
de clase Il asociados a enfermedad autoinmunes

Patologia

Correlacion con CMH clase |l

Artritis reumatoidea

90% de los pacientes con AR severa expresan HLA-DR4.1, HLA-DR4.4, o
HLA-DR1.
Alta capacidad de presentar el epitope del colageno Il (aa 261-273).

Diabetes de tipo |

Fuerte asociacién con HLA-DQ2 y HLA-DQ8.
Alta capacidad para presentar epitopes de insulina.

Enfermedad celiaca

Los pacientes expresan HLA-DQ2 o HLA-DQS8.
Alta capacidad para presentar epitopes presentes en el gluten.

Esclerosis multiple

Fuerte asociacion con HLA-DR2a, HLA-DR2b y HLA-DQ6.2.
Alta capacidad para presentar péptidos provenientes de la mielina.




Enfermedades autoinmunes

Clasificacion desde una perspectiva clinica

Organo-especificas

Sistémicas

1 Algunos ejemplos:

- Diabetes tipo |

- Esclerosis multiple

- Tiroiditis autoinmune
- Psoriasis

!

- Lupus eritematoso sistémico (LES)
- Artritis reumatoidea

Excepto en el caso de anticuerpos autorreactivos que son agonistas de receptores
celulares, el resto de los mecanismos de patogenicidad en estas enfermedades son
similares a aquellos que se ejecutan para eliminar a un microorganismo invasor.




Algunos ejemplos de enfermedades autoinmunes

Anemia hemolitica autoinmune

Erythrocytes bind anti-erythrocyte
autoantibodies

Mecanismos patogénicos: Los autoanticuerpos IgG e
IgM (dirigidos contra antigenos eritrocitarios) opsonizan a
los glébulos rojos.

$

Los eritrocitos opsonizados con IgG son eliminados
fundamentalmente por macréfagos esplénicos a través de
los receptores Fcy.

En los eritrocitos opsonizados con IgM, se activa la via
clasica del complemento, y estos podran ser eliminados
por macrofagos a través de los receptores CR1.

En algunos pocos casos la unidn de ciertos
auto-anticuerpos que fijan el complemento de manera

extremadamente eficiente se induce lisis por complemento.
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Algunos ejemplos de enfermedades autoinmunes

Sindrome de Goodpasture

Glomerulus

Mecanismos patogénicos: Acs. dirigidos contra colageno tipo IV de la
membrana basal de los capilares glomerulares se une a ellos formando CI.
Los Cl formados activan complemento y reclutan neutréfilos y monocitos que
se activan a través de receptores para Fc y receptores de complemento.
Liberan citoquinas y quimiocinas que amplifican la inflamacién y mediadores
(ROS y enzimas) que dafian el tejido.

0 v Bowman's
capsule
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Antibodies binding to basement membrane

of the glomerulus of the kidney
activate complement and recruit
neutrophils and monocytes
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Algunos ejemplos de enfermedades autoinmunes

Lupus Eritematoso Sistémico

ClI conteniendo &cidos nucleicos liberados
de células muertas activan CD
plasmacitoides, las cuales secretan IFN-a

necrotic cell apoptotic cell

Y

SSRNA dsDNA
AL immune 00K

%0 complex %&

plasmacytoid dendritic cell

El IFN-o estimula la secrecion de BAFF
por células mieloides, factor que potencia
la sobrevida y la produccion de autoAcs
por células B autorreactivas

monocyte or dendritic cell

=
IFN-a.
v&,g

BAFF @

o
BCMA O

Tl _ BAFF-R
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autoreactive B-cell survival

Increased autoantibodies

Ac anti-ADN

00 W, ADN liberado

de células muertas
pOr Necrosis,
NETosis, etc

~000% P Eormacion de Cl

o &

FOCAL,  ~ACCOL P00, ~COOCL FOCCL,

Deposito de Cl y activacion de neutréfilos y monocitos  Activacion de
complemento

Mecanismos patogénicos: Multiples. Puede ocurrir por depuracion defectuosa de Cl en exceso de Ag
formados por Acs. dirigidos contra ADNdc y ARNsc liberados por células muertas. Se depositan en paredes de
pequefios vasos, en la membrana basal del glomérulo renal, articulaciones, etc. y al unirse al Rc Fc de células

fagociticas las activan e inducen dafio inflamatorio.




Algunos ejemplos de enfermedades autoinmunes

Enfermedad de Graves

Mecanismos patogénicos:

Autoanticuerpos agonistas del receptor
de la hormona estimulante del tiroides
(TSH) expresado en la glandula tiroides
estimulan la produccion de hormonas
tiroideas. Estas Gltimas inhiben la
produccion de TSH por la hipdfisis y

provoca hipertiroidismo.

The pituitary gland secretes
thyroid-stimulating hormone (TSH),
which acts on the thyroid to induce

the release of thyroid hormones

Autoimmune B cell makes antibodies
against TSH receptor that also stimulate
thyroid hormone production

pituitary
@ ]

@ TSH ".
e
=k

thyroid
@ hormones ®

o =

o o

v
Thyroid hormones act on the hypothalamus
and the pituitary to shut down production
of TSH, suppressing further thyroid hormone
synthesis (feedback suppression)

b 4
Thyroid hormones shut down TSH production
but have no effect on autoantibody
production, which continues to cause
excessive thyroid hormone production

.

3, 7O




Algunos ejemplos de enfermedades autoinmunes

Miastenia gravis

Mecanismos patogénicos: Normal neuromuscular junction
Autoanticuerpos contra la

subunidad a del receptor de

acetilcolina se unen al ® ® @ :

) © @ © @ neuronal impulse
receptor expresado en células e L vk
musculoesqueléticas sin K 2 X TSR X 2 2
activarlo y también provocan no Na* influx Na* influx
su internalizacion y == <=
degradacic')n. A medida que Muscle relaxed Muscle contraction
disminuye el numero de T

, yasthenia gravis
receptores en el musculo, el
mismo responde menos a la
ace’g!collna, lo que provoca ®,%,°
debilidad. @

acetylcholine receptors

internalized and degraded
= =

Muscle unresponsive to acetylcholine;
no Na* influx and no muscle contraction




Algunos ejemplos de enfermedades autoinmunes

Diabetes mellitus de tipo 1

Mecanismos patogeénicos: Linfocitos T citotoxicos dirigidos contra un autoantigeno expresado en el
pancreas destruyen a las células  productoras de insulina de los islotes pancreaticos de Langerhans. Otros

tipos de células de los islotes (a y &) no son afectadas.

Th:t;?:f;s :'rt?“gﬁ’:'ya“s In type 1 diabetes mellitus, an Glucagon and somatostatin
s::retin deisteinctoheormg::s effector T cell recognizes are still produced by the
ek I? Gifforent | | PePtides from a b cell-specific o and 5 cells, but no

ot COIL RAPIGO908 CIluIon protein and kills the p cell insulin can be made

tissue-specific proteins

somatostatin
®e

insulin
e ®o e

glucagon
o

e o

o
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