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Inmunidad innata y autoinmunidad
Una mirada desde las secuencias CpG y su receptor TLR9

Soraya Zorro', GloriaV asguez?

Resumen

Un hallazgo que caracteriza las enfermedades
autoinmunesesla presencia deautoanticuer pos, que
participan directamenteen lalesién tisular. L oseven-
tos que disparan la constante produccién son adn
desconocidos, esposible que en estasentidadesse dé
una presentacion antigénica persistente, que active
linfocitos T y B pero, puedeocurrir queloslinfocitos
B sufran procesos de activacion timo independiente
con produccion incontrolada de autoanticuer pos.

L as sustancias o eventos que desencadenan estas
situaciones involucran a las células presentadoras
deantigeno ya sea macr 6fagos, célulasdendriticaso
linfocitos B. Estas células son activadas por medio
de los receptores de patrones moleculares, los cua-
lesson €l elemento fundamental delainmunidad in-
nata, si estos receptores son en realidad los
iniciadores o perpetuadores de la activaciéon de las
células presentador as, ellos explicarian la conexion
entrelainmunidad innata y la autoinmnunidad.

Palabrasclave: | nmunidad innata, autoinmunidad.
Summary

A common finding that characterizes auto-
immunes diseasesisthe presence of auto-antibodies
directly involved in tissue damage. The events that
trigger their constant production arestill unknown,
it ispossiblethat these entities have a persistent an-
tigen presentation able to activate T and B cells, B
cellsmay under go a thymus-independent activation
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processes leading to an uncontrolled production of
auto-antibodies.

The substances or events able to trigger these
situationsinvolve antigen presenting cellsincluding
macrophages, dendritic or B cells. These cells are
activated through recognition receptor sof molecular
patter ns, which arefundamental elementsof innate
immunity, if these receptorsarein fact initiators or
enhancer sof antigen presenting cellsactivation, they
would explain a connection between the innate
immunity and the autoimmunity.

Key words: Innate immunity, autoimmunity.

Un paso fundamental en laactivacion de larespues-
tainmune es la presentacion antigénica, proceso en €l
cual las células dendriticas (DCs), los monocitos-
macrofagos o loslinfocitos B (células presentadoras de
antigenos-APCs), captan antigenos, los procesan y los
presentan en pequefios péptidos alas células T. Lara-
z6n de la obligatoriedad de esta etapa es que los
linfocitos T, iniciadores de la respuesta inmune especi-
ficatanto celular como humoral y quienes perpetdan la
actividad de las células efectoras en larespuesta de in-
munidad innata, no reconocen antigenos en forma di-
recta, sino que requieren de su fragmentacion en
péptidos unidos a moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) para su reconocimiento y
posterior proliferacion y activacion® 2,

Las moléculas del MHC son heterodimeros presen-
tes en lasuperficie de las células, que unen fragmentos
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protéicos resultantes de la fagocitosis o de péptidos de
sintesis endogenay de esta manera los presentan alos
linfocitos T que poseen en su membranaun receptor de
antigenos (TCR), molécula através de la cual se reco-
nocen los polipéptidos derivados del antigeno procesa-
do. Lasmoléculas del MHC se subdividen en dostipos:
laclasel ylaclasell. Lasmoléculasdelaclasel delas
APCs interactlian principalmente con los péptidos de-
rivados de proteinas citosolicasy lasde clase |l con los
generados de compartimentos endociticos que son re-
conocidos de maneraespecificapor |os dos grandes gru-
pos de linfocitos T: CD8+ y CD4+%2,

A través detodo este sistema, lasAPCs activan alos
linfocitos T para que se dé una respuesta inmune efec-
tiva ante las condiciones del medio ambiente extra e
intracelular. LasAPCs, por su capacidad de detectar en
el medio extracelular cambios o alteraciones, constitu-
yen entonces la conexioén entre el sistema innato y €l
sistema inmune adaptativo® 2.

Una de las capacidades de las APCs es la de captar
una molécula extrafia, procesarla, presentarla a los
linfocitos T en el contexto de las moléculas del MHC
clase Il (primerasefial) pero, adiciona mente, ellas son
capaces de expresar moléculas auxiliares como, molé-
culas de adhesién, moléculas coestimuladoras y tam-
bién secretar citoquinas, necesarias para una efectiva
expansion y respuesta especifica de las células T (se-
gunda sefial)* 2.

En e grupo de las APCs, las DCs son las células
mas efectivas en la presentacion de antigenos, deriva-
das de monocitos, €llas se encuentran en los Grganos
linfoides, en laepidermis(célulasde Langerhans) y cir-
culando en € torrente sanguineo en un nimero menor.
Las DCs expresan constitutivamente altos niveles de
moléculas del MHC y son responsables de iniciar la
respuesta inmunitaria ante antigenos protéicos
extracelulares, ellas pasan por diferentes estados de
maduracion; uno inmaduro, en el cua son buenas célu-
lasfagociticas, pero menos efectivasen el procesamien-
to de antigeno y un estado maduro que resulta de la
estimulacion por citoquinas como: el Interferon g (I1FN-
y), uno de los més potentes inductores, lainterleuquina
1(IL-1) y €l factor de necrosistumoral a(TNF-a), o de
estimulos como las endotoxinas, el RNA de doble ca-
dena(dsRNA), las células apoptdticasy bacterias Gram-
negativas y Gram-positivast 2. Las DCs maduras son
menos fagociticas pero altamente efectivas en su pre-

sentacién antigénica, esto debido al aumento en la ex-
presion de moléculas del MHC Il y moléculas
coestimuladoras (CD80, CD86, CD40) y a la capaci-
dad de produccién de citoquinas que constituyen la se-
gunda sefial necesaria para la activacion efectiva de
linfocitos T* 5.

Los macréfagos se desempefian como APCs, adi-
cional a sus actividades fagocitociticas y microbicidas
y adicionalmente, através de la secreci6n de citoquinas
como lalL-12, IL-1 y TNFa regulan funciones en los
linfocitos. Al igual que en las DCs, la expresiéon de
moléculas del MHC clase | y Il en los macréfagos es
incrementada en presencia de | FN-y2.

Otras células con capacidad de presentacion antigé-
nicasonloslinfocitosB, loscuales, através de susinmu-
noglobulinas (Igs) de superficie unen complejos que
luego son internalizados, procesados como péptidos y
presentados en sus moléculas MHC clase Il a los
linfocitos T CD4+, proceso en € cual lacélulaT se
activa y produce citoquinas que actian sobre los
linfocitos B, generandose una activacion reciproca, en
laque seinduce una produccion de anti cuerpos antigeno
especificos por parte de las células B.

Aungue se ha considerado que la respuestainmune
seiniciacon la participacion de unarespuestainnatay
gue esta es seguida por una respuesta adaptativa, hoy
se piensa que mas que fendmenos secuenciales son fe-
némenos paralelos. En la respuestainmune adaptativa,
denominada también respuesta de reconocimiento es-
pecifico, segeneran células T ayudadoras (Th), las cua-
les producen citoquinas efectoras. Células Thl que
secretan IFNy, y participan en lainmunidad celular, o
células Th2, que producen IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13y
participan en la inmunidad humoral. Por lo tanto, €l
ambiente de citoquinas es critico en €l tipo de respues-
ta inmune generada. Adicional a estas citoquinas ins-
tructoras, lasAPCs utilizan mol écul as coestimul adoras
como el CD80y CD86, paraactivar lascélulas T ein-
ducir su expansion clonal antigeno especifica, en su au-
sencia se induce la anergia, adicionalmente la
interaccion aislada de las moléculas coestimuladoras
en ausencia de MHC no induce activacion. Para obte-
ner una respuesta adecuada, todos estos estimul os de-
ben ser simultaneos.

Unas delas sustancias que inducen en lasAPCs una
capacidad mayor de presentaci6n antigénica, laproduc-
cion de citoquinas y la expresién de mol éculas coesti-
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mul adoras son los adyuvantes. L os adyuvantes son cas
siempre derivados de productos microbianosy en ellos
se incluyen por ejemplo micobacterias muertas, como
en e adyuvante de Freund's, latoxina de la Bordetella
pertussis, extractos de Toxoplasma gondii, LPS o sus
componentes y secuencias CpG. En la actualidad se
conace gue el reconocimiento de estos componentes
mi crobianos es mediado por losreceptorestipo Toll que
se expresan en lasAPC.

L osreceptorestipo Toll seidentificaron inicialmen-
te como lamoléculaesencia parael patron de desarro-
Ilo embrionario de Drosophila, posteriormente, se
demostré que esta molécula es clave en la respuesta
inmune antifingica®. Existen homologos por la simili-
tud de su porcion intra citoplasmatica de lafamilia, en
los mamiferos y se han denominado los “Toll like re-
ceptor” (TLR)”. Los TLRs serelacionan estructuralmen-
teconlosreceptoresdelL-1, sin embargo, lasporciones
extracelulares de los TLRs y de los IL-1Rs son muy
diferentes, la porcion extracelular de los TLRs contie-
ne dominiosricos en leucina, por su lado los receptores
de IL-1 contiene tres dominios del tipo de inmunoglo-
bulinas. Mas de 10 miembros de la familia TLRs pue-
den encontrarse en una blisqueda de |as bases de datos
publicas murinas 0 humanas® y diez miembros han sido
ya reportados™®,

Laexpresion en superficie delos TLRs, medida por
anticuerpos monoclonales, parece ser muy baja, ellos
se expresan diferencialmente en las células del sistema
inmuney asi se observan algunas miles de moléculas
en los macréfagos y unos cientos en las células
dendriticas inmaduras.

Losdiferentes TL Rs se comportan como receptores
de patrones de reconocimiento (PRRS) y poseen enton-
ces la capacidad de unirse a diferentes patrones
mol ecul ares asociados alos patdgenos (PAMPs), es asi
como TLR4 reconace €l lipopolisacarido (LPS)%, €l
TLR2 reconoce lipoproteinasy glicolipidos®®, el TLR5
reconoce laflagelina’® y el TLR9 reconoce las secuen-
cias CpG2 v,

El estudio de las sefiales generadas a partir de los
TLR ha evidenciado que estos receptores se asocian a
la proteina adaptadora MyD88, por una interaccion
homofilica de sus dominiostipo TIR, en formasimilar
al receptor deIL-1. MyD88 posee un dominio de muer-
te, e cual media su asociacion con una serina-treonina
kinasa, IRAK. Subsecuentemente, otra molécula
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adaptadora, TRAF6 es activada y esta a su vez activa
las MAPK kinasas (MKKs) y el complgjo IKK. MKK
puede conducir alaactivacion deAP-1 através de INK.
El complgjo IKK inducefosforilacion de IkB, o quelo
conduce ala ubiquitinizacion y degradacion. Ladegra-
dacion de IkB libera a NF-kB y permite que este se
translogue al nucleo en donde participa en lainduccion
de algunos genes.

Estudiosrealizados utilizando ratones deficientesen
los receptores TLR2 y 4 que no dependen de la via de
MyD88, demostraron que estos responden normal mente
alasCpG. Deotro lado, ratones deficientesen MyD88,
no respondian a estas secuencias, lo que sugiere lapar-
ticipacion deun TLR diferente dependiente de MyD 88
como el TLR9®, De otro lado, ratones deficientes en
TLRY, no responden al estimulo de las CpG, estas se-
cuencias no inducen produccién de citoquinas por los
macréfagos, loslinfocitos B no proliferan'y no seindu-
ce maduracion de las células dendriticas, lo cua evi-
dencia la funcion esencial del TLR9 en la respuesta
inducida por estas secuencias®?. Una caracteristica de
la sefializacion inducida por TLR9 es su dependencia
del procesamiento endo/lisosomal, evidenciado por la
sensibilidad de estaviaalainhibicién por cloroquinao
por otros inhibidores de la acidificacion del endo/
lisosoma’®,

Los mativos CpG constituyen unos de |os estimulos
bacterianos que inducen la activacion de las c8ulas pre-
Sentadoras de estos motivos, secuencias cortas de DNA
de 6 bases las cuaes poseen una estructura general de
dospurinasend extremo 5’, dospirimidinasen €l extre-
mo 3" y un mativo central no metilado, CpG'**®. En ra
tones la secuencia inmunoestimuladora especifica
corresponde a oligonucledtido GACGTT?# y en los hu-
manos e motivo GTCGTT** 2, Estas secuencias CpG
son preva entesen bacteriasy virus pero no en vertebrados
yaqueen éstos ultimos sedael fendmeno conocido como
supresion CpG donde la citosina esta cominmente
metiladaen estaposicién® y aunguelos DNA bacterianos
difieren delosvertebrados por laausenciade metilacion,
€l DNA delosvertebrados no escompletamente metilado,
existiendo un 20-30% de las secuencias CpG en el
genoma de los vertebrados no metiladas.?

El DNA bacteriano juegaun papel importante como
inmundégeno, actlia como adyuvante, posee secuencias
repetitivasy tienelacapacidad de producir entre cruza-
miento de receptor?. Estas secuencias de DNA estimu-
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lan la captacion del antigeno por parte de las células
dendriticas y ademas aumentan la expresion de mol é-
culas MHC |1 y coestimuladoras®™ %. También se ob-
servé que las secuencias CpG inducen la proliferacion
delinfocitos B y su diferenciacion a célul as secretoras
de 1gG eigualmente, se ha descrito que en monocitosy
macrofagos estimulan la produccion de Interleuquina
12 (IL-12)% 272, |_as CpG constituyen también un fac-
tor de diferenciacion paralas células T CD4+ favore-
ciendo laformacion de células Th1®,

Las secuencias CpG se han relacionado con enfer-
medades autoinmunes, se ha descrito en modelos
murinos la induccién de miocarditis autoinmune por
secuencias CpG®. Existen también ensayos en los que
el tratamiento con CpG activé células Thl efectoras
especificas para mielina, disparando €l desarrollo de
encéfalo mielitis autoinmune experimental =.

En los pacientes con lupus se han encontrado nive-
lesincrementados de fragmentos de DNA en suero com-
parado con individuos normales®, adicionalmente, los
acidos nucléicos de estos pacientes presentan una dis-
minucion de la metilacion por baja actividad de la
metiltransferasa, o que podria semejarse alo observa-
do en las secuencias CpG bacterianas. En algunos estu-
dios, se hamostrado quelosinhibidoresdelametilacion
como el 5-aza-deoxicitidina (5-aza C) inducen reacti-
vidad y produccion de autoanticuerpos in vivo.*% Pa-
rece entonces posible que las secuencias CpG
no-metiladas, como islas de CpG, puedan ser los cau-
santes de fendmenos de activacion celular en los
vertebrados. La metilacién del DNA se ha encontrado
disminuida en las células de modelos murinos de
autoinmunidad y de paci entes con enfermedades autoin-
munes¥’. Estos hallazgos sugieren que el auto-DNA
pueda entonces desempefiar un papel como factor
patogénico de la autoinmunidad®.

La exposicién de las diferentes APCs a secuencias
CpG, induce en general una mayor capacitacién en su
funcién de presentaci6n antigénica. Por jemplo, enlas
células dendriticas las secuencias sintéticas CpG ODN
inducen maduracién, un incremento transitorio en €l
procesamiento de antigenos 'y en la vida media de los
complejos MHC clase |1-péptido, con la consecuente
presentacion antigénica sostenida. Los mecanismos de
presentacién que requieren moléculas MHC clase ||
recién sintetizadas se pierden, pero persiste la funcion
de presentacion antigénica, yaque estacéluladendritica

madura recicla sus moléculas clase 11%. En células
dendriticas primarias, aisladas de sangre humana, la
induccion de la maduracién, medida como expresion
deCD83y expresion delasMHC clasell, CD40, CD54
y CD86 fue superior con la estimulacion con CpG, que
con el estimulo con el factor estimulante de colonias de
losgranulocitosy monocitos (GM CSF). Comparado con
el estimulo con GMCSF, las células dendriticas trata-
das con CpG, mostraron un aumento en la actividad
funcional en el cultivo mixto delinfocitoseindujeron a
lascélulas T aaumentar la secrecion de citoquinas Thl.
Estos hallazgos demuestran la habilidad de las secuen-
cias CpG para activar las células dendriticas y promo-
ver larespuestatipo Th1%. En un model o experimental
de ratones, lainyeccion de CpG condujo a desarrollo
de una linfadenopatia local, caracterizada por € man-
tenimiento de la composicion celular con tendencia a
una poblacion predominante de células dendriticas. Se
observé ademas, que estas células dendriticasy las cé-
lulas T presentaban una produccion local y sostenida
delL-12 e IFNy. Lainyeccion de CpG gener6 una pre-
disposicion local para una respuesta de linfotoxicidad
celular (CTL) intensa, respuesta de tipo Thi.

EncélulasB de origen tumoral, los CpG ODN, incre-
mentaron laexpresién delas mol écul as coestimul adoras
(CD40, CD80, CD86, CD54) y aumentaron la expre-
siéon de las moléculas MHC clase | y 1%,

Adicionalmente, el tratamiento de macr6fagos con
CpG ODN disminuy6 la expresién en superficie de las
MHC clase |, evaluadas por citometriade flujo, ademas
el andlisis con Northern-Blot revel6 que € tratamiento
con CpG ODN disminuia el mRNA paral-A¥. Después
del tratamiento con CpG ODN no se observo en ninglin
momento, aumento en &l procesamiento del antigeno por
parte dd macréfago, contrastando con los estudios en
céulas dendriticas. Asi, la exposicién de macréfagos a
CpG resulta en una disminucion del procesamiento y
presentacion del antigeno, 1o cual se debe, en su mayor
parte, a una reduccién en la sintesis de los MHC clase
[1%t, Estos hallazgos sugieren que existe una regulacion
diferencia por parte de las secuencias CpG en las dife-
rentes APC, siendo deactivadora en € macréfago pero
activadora de las DCsy delos linfocitos B.

Una mayor eficiencia en la presentacion antigénica
mediada por |os estimul os de secuencias CpG, llevariaa

una activacion persistente de células T, que podrian ser
de tipo autoreactivas y, por ende, ala activacion de los
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linfocitos B, produccion de autoanticuerpos y manifes-
taciones clinicas como las observadas en las diferentes
enfermedades autoinmunes. Pero también podria ocu-
rrir, que la secrecion de autoanticuerpos se dé, den una
manera no dependiente de linfocitos T, denominada ac-
tivacién timo-independiente de linfocitos B, en donde
los microorgani smos serian una fuente de inductores de
estefendmeno, pero en enfermedades autoinmunes como
el LES, los hallazgos de hipermutacion en anticuerpos
dirigidos contra el DNA, sumado alas evidencias de la
ocurrenciade autoinmunidad en model os murinoslibres
degémenes, hacen pensar quelaenfermedad autoinmune
seamas posi blemente desencadenada por auto antigenos,
como €& DNA propio con secuencias CpG. AUn mas,
como se dijo anteriormente, estos pacientes tienen au-
mento en la cantidad de CpG no metiladas, posiblemen-
tedebido adefectosen lamaquinariametiladorade DNA,
y pacientes con LES han demostrado defectos en la ca
pacidad de remocion de células muertas o cuerpos
apoptaticos que contienen fragmentos de DNA, aumen-
tando su disponibilidad como activadores.

Asi pues, un sistemade reconocimiento innato como
los Toll, activado por compuestos ya sea bacterianos o
enddgenos, puede ser €l responsable del desarrollo del
fendmeno de autoinmunidad.
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