Receptores de Tipo Toll y su Implicancia en

Autoinmunidad

El Sistema Inmune (SI) detecta y elimina microorga-
nismos patogénicos invasores porque es capaz de discri-
minar entre lo propio y lo ajeno.

En los mamiferos, el sistema inmune se divide en SI
innato y SI adaptativo; este @iltimo se ha estudiado exten-
samente en el Gltimo siglo; sin embargo, hasta hace poco
tiempo poco se sabia del SI innato. El SI innato es la pri-
mera linea de defensa frente a las infecciones. No se sabe
con certeza como éste discrimina y reconoce lo no propio;
sin embargo, la reciente identificacion de los Receptores
de Tipo Toll (RTT) en mamiferos ha venido a dar cuenta
del importante rol que juega el SI innato en la deteccidon
de los microorganismos patogénicos invasores. Los RTT
son una familia de protefnas de membrana que actlian
como receptores de reconocimiento de patrones especifi-
cos para diversas moléculas microbianas y que estimulan
respuestas del SI inmune innato frente a microorganismos
que expresan estas moléculas, asi como también regulan
la activacion del SI adaptativo. La primera proteina identi-
ficada de esta familia fue la proteina Toll de la Drosophila,
que participa en el establecimiento del eje dorsoventral
durante la embriogénesis de la mosca, asi como también
en la respuesta inmune a hongos y a algunas bacterias en
la mosca adulta.

Un aho después se identificaron proteinas similares en
los mamiferos, las cuales se denominaron de tipo Toll por
su homologia de secuencias con Toll de Drosophila. Hasta
la fecha se conocen alrededor de 11 RTT en los mamife-
ros, las cuales se denominan RTT 1 al 11. Aunque proba-
blemente son mas, atin no se han identificado.

Todos estos receptores se caracterizan por tener repe-
ticiones ricas en leucina flanquedas por estructuras carac-
teristicas ricas en cisteina en sus regiones extracelulares y
un dominio citoplasmatico homologo al receptor de IL-1
(TIR), el cual es esencial para la transduccidon de senales.

Los dominios TIR también se encuentran en las colas
citoplasmaticas de los receptores de IL-1 e IL-18 y par-
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ticipan en vias de transmision de sehales similares con
RTT, IL-1 e IL-18. Los RTT se expresan en muchos tipos
celulares diferentes que forman una parte importante del
SI innato, tales como los macrofagos, células dendriticas,
neutrdfilos, células epiteliales mucosas, células endotelia-
les, asi como también en la mayor parte de los tejidos;
sin embargo, el nivel de expresion puede afectarse por
diversos factores, por ejemplo, factores de crecimiento y
citoquinas. Los RTT de los mamiferos participan en la
Respuesta Inmune a diferentes tipos de moléculas que se
expresan con frecuencia en las células microbianas, pero
no en las células del huésped. Estas moléculas se denomi-
nan patrones moleculares asociados a patogenos (PMAP),
la mayoria de las cuales son compartidas por una gran
variedad de agentes infecciosos, y su estructura es esen-
cial para la fisiologia y sobrevida de estos microorganis-
mos.

Algunos de estos productos microbianos que estimu-
lan a los RTT son: el lipopolisacarido (LPS) de las bac-
terias Gram negativas, el peptidoglucano de las bacterias
Gram positivas, las lipoproteinas bacterianas, el acido
lipoteicoico, el lipoarabinomanano, el zimosano, la pro-
teina del flagelo bacteriano flagelina, la proteina del shock
térmico 60, la proteina de fusion del virus respiratorio sin-
cicial, las estructuras CpG no metiladas y el RNA de doble
hebra.

De acuerdo a la comparacion de secuencias aminoaci-
dicas, la familia RTT se ha dividido en subfamilias: RTT3,
RTT4, RTTS, RTT2 y RTT9 (Figura 1).

RIT 4

El aho 1998 se demostrd que estaba involucrado en el
reconocimiento de LPS.

Este reconocimiento requiere ademas de la participa-
cion de otras moléculas asociadas. En el caso del LPS,
éste se une a una proteina de union al LPS (LBP), presente
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en el suero, y este complejo LPS-LBP es reconocido por
la molécula CD14, expresada preferentemente por mono-
citos, macrofagos y neutrofilos.

La estimulacion por LPS es seguida por un aumento
en la proximidad fisica entre CD14 y el RTT 4, lo que
sugiere que CD14 y RTT 4 interactian en las sehales indu-
cidas por LPS.

También participa la proteina MD-2, la cual se asocia
con la porcidon extracelular del RTT4 y aumenta la res-
puesta al LPS.

Otra proteina de superficie celular, la RP-105, también
esta involucrada en el reconocimiento de este ligando.

Esta protefna contiene un dominio relacionado estruc-
turalmente a aquellas encontradas en la porcidon extra-
celular de los RTT y se expresa preferentemente en la
superficie de los linfocitos B (Figura 2).

Ademas del LPS, el RTT 4 reconoce otros ligandos,
como el Taxol, el cual tiene actividad antitumoral; tam-
bién reconoce a la proteina de fusion del virus respiratorio
sincicial (VRS). Se ha demostrado que ratas que presen-
tan un mutacion del RTT 4 exhiben una respuesta inflama-
toria y un clearance reducido del VRS.

El RTT 4 también es capaz de reconocer ligandos
enddgenos, como la proteina de shock térmico 60 (HSP60),
la cual estimula a los macrofagos y células dendriticas
para que secreten citoquinas proinflamatorias y expresen
moléculas coestimuladoras. La HSP60 es una de las “seha-
les de peligro”, es decir, moléculas que se liberan por parte
de células que estan sufriendo estrés o necrosis. Estas
sefiales son reconocidas por los macrofagos y células den-
driticas, lo que gatilla una respuesta inmune.

Estas moléculas endogenas activan células inmunes
solo cuando estan presentes en altas concentraciones, a
diferencia de las concentraciones requeridas para el LPS.

Figura 1.
Subfamilias de Receptores de Tipo Toll
Tomada de Takeda et al., Annu Rev Immunol 2003; 21:335-376.
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Figura 2.
RTT 4 y moléculas que participan en el reconocimiento de LPS.
Tomada de Imler JL. Trends in Cell Biology 2001; 11(7):304-11.

RTT 2, RTT 1 YRTT 6

Los RTT 2 reconocen distintos componentes micro-
bianos, como lipoproteinas de bacterias Gram negativas,
Mycoplasma y espiroquetas, peptidoglican y acido lipo-
teicoico de bacterias Gram positivas, lipoarabinomananos
de Mycobacterias y glicoinositolfosfolipido del Trypano-
soma cruzi.

Se ha demostrado que ratas deficientes en RTT 2 tienen
mayor susceptibilidad a presentar infecciones por bacte-
rias Gram positivas, como el Staphylococcus aureus.

RTT 2 coopera con los RTT 1y 6 en el reconocimiento
de lipopéptidos microbianos, ya que forman heterodimeros.

RTT 1 reconoce lipopéptidos y lipoproteinas de Myco-
bacterias.

RIT S5

Funciona principalmente como un homodimero.

Reconoce ala flagelina, la proteina principal que forma
parte de los flagelos de las bacterias, factor de virulencia
fundamental en la unidn a la célula huésped. Esta es capaz
de inducir una respuesta inmune muy potente.

RTT 3

Reconoce al RNA viral de doble hebra.
Se expresa en células dendriticas maduras.

RTT9YRIT 7

El RTT 9 es esencial en el reconocimiento del CpG no
metilado del DNA bacteriano, el cual es considerado un
potente inmunoestimulante.

El CpG activa a las células dendriticas para que éstas
produzcan citoquinas de tipo Th1, como la IL-12, desen-
cadenandose una respuesta inmune de tipo Thl, es decir,
mediada por células.
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A diferencia de los otros RTT, el RTT 9 se localiza
intracelularmente en endosomas, y es aqui donde reconoce
a sus ligandos.

RTT 7 y RTT 8 presentan alta homologia con RTT 9,
pero sus ligandos no estan tan claros (Figura 3).

Se sabe que RTT 7 reconoce ligandos sintéticos, como
las imidazoquinolinas, una de las cuales es el Imiquimod,
el cual se utiliza en el tratamiento de las verrugas genitales
causadas por virus papiloma.

Este medicamento tiene un potente efecto antiviral y
antitumoral, ya que induce secrecion de citoquinas proin-
flamatorias, especialmente del Interferon gamma (IFN- ).

Otros dos inmunomoduladores, la loxoribina y la bro-
pirimina, también son reconocidos por el RTT 7, y éstos
son capaces de aumentar la actividad de las células Natu-
ral Killer (NK) e inducir la produccion de citoquinas como
los interferones. La bropirimina se ha utilizado en el trata-
miento del carcinoma renal por su capacidad de inducir la
produccion IFN-o
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Figura 3.
Ligandos de los RTT.
Tomada de Akira S. Journal Biol Chem 2003; 278:38105-8

DISTRIBUCION DE LOS RTT

Los monocitos/macrofagos expresan la mayoria de los
RTT, excepto los RTT 3.

La expresion de RTT en las células dendriticas (CD)
depende del subtipo de ésta, es decir, si son CD Plasmo-
citoides (CDP) o CD Micloides (CDM).

Las CDM expresan RTT 1, 2, 4, 5 y 8, mientras que
las CDP expresan RTT 7 y 9.

RTT 3 se expresa nicamente en CD maduras.

Hay varios RTT que se expresan preferentemente en
las células B.

Ademas de las células del SI, los RTT también se
expresan en otras células que participan en las respuestas
inflamatorias, por ejemplo, las células de la superficie
basocelular del epitelio intestinal que expresan RTT 5.
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RTT 4 se expresa en bajas concentraciones en el epite-
lio intestinal normal; sin embargo, esta muy aumentado en
Enfermedad Inflamatoria Intestinal. Esto apoya la teorfa
de que esta enfermedad resultaria de una respuesta infla-
matoria exagerada a bacterias intestinales.

La expresion de los RTT en las células epiteliales esta
finamente regulada, lo que explica por qué bacterias Gram
negativas patdgenas y no las comensales inducen la res-
puesta inflamatoria.

La expresion de los distintos RTT es regulada por dis-
tintos factores: invasion microbiana, componentes micro-
bianos y citoquinas.

Estudios experimentales han demostrado que su expre-
sion puede ser suprimida por el tratamiento con anticuer-
pos anti IFN-a e IFN-f3.

Las vias de transduccion de sehales predominante-
mente utilizadas por los RTT activan al Factor de Trans-
cripcion Nuclear NF-kB (Figura 4).

Enesta via, launion del ligando al RTT de la superficie
celular atrae varias moléculas citoplasmaticas de sefaliza-
cion a través de interacciones entre dominios especificos.
La primera proteina reclutada es la proteina adaptadora
citoplasmatica MyD88. Una segunda proteina atraida al
complejo de sehalizacion es la cinasa, asociada al recep-
tor de IL-1 (IRAK); ésta se autofosforila, se disocia de
MyD88y activa al Factor asociado a TNF- R6 (TRAF-6).
Este finalmente origina la activacion de NF-«f3.
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Figura 4.

Vias de transduccion de senales.

Tomada de Akira S. Nature Immunol 2001; 2(8):
675-680.
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Los genes que se expresan en respuesta a las sefales
del RTT codifican proteinas importantes que participan en
la RI innata, como citoquinas proinflamatorias (TNF-a,
IL-1 e IL-12), moléculas de adhesidon endotelial (selectina
E) y enzimas que participan en la destruccion de patoge-
nos (sintetasa de 6xido nitrico inducible).

Los genes expresados van a depender del tipo de célula
estimulada.

Existen otras vias de transduccion de senales, como
la cascada de MAP cinasa, que provoca la activacion de
otro Factor de transcripcion: el AP-1.

También existen vias independientes de MyD88.

REGULACION DE LA INMUNIDAD ADAPTATIVA POR
LOS RTT

El reconocimiento de los componentes microbianos
por los RTT desencadena una respuesta del SI innato y
posteriormente del SI adaptativo.

Las sefales para la activacion de este Gtlimo son
provistas por las CD. Las CD inmaduras de la periferia
tienen una gran capacidad de endocitosis, lo que facilita
la captacion de los antigenos. Estas son activadas por dis-
tintos componentes microbianos, lo que las hace madurar.
Cuando maduran, expresan muchos de los RTT.

El reconocimiento mediado por los RTT induce la
expresion de moléculas coestimuladoras, como CD80/86,
y la produccidn de citoquinas proinflamatorias, como la
IL-12. Una vez que maduran pierden la capacidad de
endocitar y migran a los ganglios linfaticos, donde les
presentan los antigenos a las células T virgen. De esta
manera, entonces, se desencadena la participacion del SI
adaptativo.

La activacion de RTT 4 y 9 induce la produccion de
IL-12, desviando la respuesta inmune hacia una respuesta
de tipo Thl.

También la produccion de IFN- o y B inducida por
RTT promueve la maduracién de las CD e induce la pro-
duccidn de quemoquinas tipo Th1l.

Las CD responden a distintos estimulos, con pro-
duccidon de distintas citoquinas. En humanos las CDM
producen IL-12 en respuesta a LPS, mientras que las CDP
producen preferentemente IFN-o después de una infec-
cion viral y también en respuesta a CpG bacteriano.

RELACION DE LOS RTT CON AUTOINMUNIDAD

A pesar de que no se conoce la causa de las enferme-
dades autoinmunes, por mucho tiempo se ha especulado
que un agente infeccioso podria jugar alglin rol en éstas,
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tanto en su iniciacidbn como en su progresion, actuando
como un gatillante inespecifico del SI.

Actualmente se esta investigando el posible rol que
podrian tener los RTT en la patogenia de ciertas enferme-
dades autoinmunes.

Hasta la fecha se conoce lo siguiente:

La maduracion de las Células Presentadoras de
Antigeno (CPA) en respuesta a sefiales recibidas por el
SI innato puede llevar al quiebre de la tolerancia; este
proceso es activado principalmente por RTT que han sido
estimulados por autoantigenos.

La exposicion prolongada a IFN tipo I puede romper
la tolerancia e iniciar una reaccion autoinmune y eventual-
mente llevar al desarrollo de una enfermedad autoinmune,
por ejemplo, el Lupus Eritematoso Sistémico (LES). Se ha
observado que pacientes con LES tienen inductores endo-
genos de IFN-o, lo que aumenta la produccion de éste y
como consecuencia hay una estimulacion continua del SI.

Las CDP son las principales células productoras de
IFN-a, y lo producen en grandes cantidades al ser esti-
muladas a través de RTT 7y 9.

Aln no esta claro cual serfa el estimulo, pero los posi-
bles candidatos serfan: complejos inmunes (CI), DNA,
RNA y virus.

Krieg demostrd la importancia del rol inmunoestimu-
lador de las secuencias CpG bacterianas, las cuales actiian
a través de RTT 9.

También se ha demostrado la capacidad de los CI que
contienen CpG de inducir la produccion de IFN-o., asi
como la activacion de células B y anticuerpos anticroma-
tina con la participacion de los RTT 9.

El IFN-0o. podria activar el ST aumentando la sensibilidad
de éste a los estimulos, como los ligandos endogenos (CI,
productos de dafio tisular) o exdgenos (infecciones virales).

El IFN-o también puede ser producido por la estimu-
lacion de RTT 3 por RNA de doble hebra y por estimula-
cion de RTT 7 y 8 por RNA de una hebra.

Muchos de los efectos del IFN-a se observan en los
pacientes con LES, en los cuales se han descrito niveles
elevados de esta citoquina:

— IFN-o media la maduracion de las CD y activa a los
macrofagos hacia un perfil funcional con capacidad
aumentada de activar células T alogénicas. Estas
células tienen una capacidad aumentada de generar un
repertorio rico en células T autorreactivas.

— Ademas, esta citoquina aumenta la sobrevida de lin-
focitos Th, y por otro lado promueve la fagocitosis al
inducir la expresion del ligando Fas en la células NK.

— Recientemente se ha demostrado que el IFN-o también
participa apoyando la diferenciacion de las células B y
el switch de clases de inmunoglobulinas.
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En pacientes con Artritis Reumatoide (AR) los fibro-
blastos de la membrana sinovial se consideran las células
clave en la destruccion articular. Recientemente, en estu-
dios centrados en la bGsqueda de factores estimulantes
de la activacidon de estos fibroblastos, se ha estudiado
la presencia de RTT que inician sefales de activacion en
estas células.

Se demostrd que los fibroblastos sinoviales de AR en
cultivo expresan RTT 2. Estos RTT 2 reconocen varios
componentes microbianos, siendo los peptidoglicanos los
mas importantes.

La expresion de estos RTT 2 aumentd al ser esti-
mulados con citoquinas proinflamatorias y después de la
exposicion a lipopéptidos y lipopolisacaridos sintéticos.
Ademas, se encontrd que las sehales mediadas por RTT
2 en los fibroblastos resultan no solamente en una regula-
cion positiva del NF-kf3, ciertas metaloproteinasas de la
matriz, y ciclooxigensa 2, sino también mas impresionan-
temente en el aumento masivo de produccion de potentes
quemoquinas. Estas quemoquinas fueron detectadas pos-
teriormente en el tejido sinovial, as{ como también en el
liquido sinovial de pacientes con AR.

Actualmente se ha disehado una nueva proteina de
fusion RTT 2 para bloquear las sehales mediadas por RTT
2 y asf inhibir la activacion de los fibroblastos sinoviales
en AR.

También se ha postulado el rol de los RTT en la pato-
genia del Sindrome Antifosfolipido, debido a que se sabe
que los anticuerpos antifosfolipidos se unen a la célula
endotelial, y su antigeno principal es la B2 Glicoproteina
I (B2GPI) y la union de los anticuerpos anti B2GPI a la
célula endotelial induciria la activacidn de ésta, resultando
en la expresion de un fenotipo proinflamatorio y procoa-
gulante. La activacion de la célula endotelial es mediada
por RTT con translocacion desde el citoplasma al ntcleo
del NF-xf. Debido a la homologia entre la B2GPI y agen-
tes microbianos (principal ligando de los RTT) se ha suge-
rido el rol del SI innato en este sindrome.

Estudios en Enfermedad Inflamatoria Intestinal han
demostrado tanto in vivo como in vitro que LPS y CpG
bacterianos aumentan la RI de tipo Th1 a nivel intestinal,
a través de la produccion por parte de las CD de IL-12.

Ademas, se ha demostrado que los linfocitos T (LT)
reguladores expresan un repertorio limitado de RTT y que
enrespuesta a LPS los LT reguladores proliferan y aumen-
tan su funcion supresora.

Por lo tanto, se puede concluir que los patrones mole-
culares asociados a patogenos luminales son importantes
en el desarrollo de LT reguladores en el intestino y en la
supresion de la inflamacion cronica en respuesta a la flora
comensal.
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Recientes investigaciones han demostrado que la
inflamacion tiene un rol clave en la enfermedad coronaria
y otras manifestaciones de aterosclerosis. Se ha visto que
las células del SI dominan las lesiones ateroscleroticas
(ATE) iniciales y sus moléculas efectoras aceleran la pro-
gresion de la enfermedad, y la activacion e inflamacion
pueden desencadenar un sindrome coronario agudo. Es
aqui donde juega un rol clave el monocito, el cual entra a
la placa ATE y se diferencia al macrofago; esto es critico
en el desarrollo de la ATE y se asocia con un aumento
en la expresion en superficie de RTT. Estos RTT al reco-
nocer los patrones moleculares de los patdgenos inician
una cascada de sefiales que llevan a la activacion celular.
El macrofago activado produce citoquinas inflamatorias,
proteasas, radicales libres de oxigeno, los cuales estan
involucrados en la patogenia de la ATE. Esto mismo
ocurre en las CD, mastocitos y células endoteliales, que
también expresan RTT. El futuro de muchas de las enfer-
medades autoinmunes depende del descubrimiento de
drogas capaces de bloquear la activacion continua del SI,
y una de las posibilidades seria el bloqueo de la activacion
de los RTT, lo cual esta atn en desarrollo.
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