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Resumen

Los microorganismos patdgenos presentan en su superficie una serie
de patrones moleculares comunes y constantes que son reconocidos
por una gran variedad de receptores (PRR), entre los mas importantes,
hay que destacar una familia de proteinas transmembrana conocidos
con el nombre de “receptores similares a Toll” (TLR).

Los TLR son receptores reconocedores de patrones que tienen un papel
central en la deteccion de patdgenos y en la iniciacion de la respuesta
inflamatoria. El TLR4, receptor del LPS de bacterias Gram negativas,
es el miembro de la familia TLR mejor caracterizado. Hasta el momen-
to, se han identificado diez miembros de la familia de “receptores simi-
lares a Toll” (TLR1-TLR10).

Estudios recientes, han demostrado que alteraciones a nivel de los TLR
parecen estar en la base de trastornos patolgicos como la sepsis. Un
mayor conocimiento de los TLR permitira establecer terapias adecua-
das para la sepsis y otras enfermedades de caracter inmunolégico.

Palabras claves: Toll. “Receptores tipo Toll”. PMAP. PRR. LPS.

El sistema inmune innato constituye la primera linea de
defensa que impide la invasion y diseminacién de los patogenos.
Las células del sistema inmune innato reconocen un patrén
molecular comin y constante de la superficie de los microorga-
nismos denominado patrén molecular asociado a patégenos
(PMAP), a través de los receptores conocidos como receptores
reconocedores de patrones (PRR). Los PRR se expresan funda-
mentalmente en la superficie de las células que primero entran
en contacto con el patégeno durante la infeccion (células de la
superficie epitelial) y en células presentadoras de antigeno (cé-
lulas dendriticas y monocitos/macréfagos); también se encuen-
tran presentes en compartimentos intracelulares, en el torrente
circulatorio y en fluidos tisulares.

Entre los principales PMAPs que actGan como dianas para
la activacion del sistema inmune innato se encuentran el
lipopolisacérido, acido teicoico, secuencias de DNA CpG no
metiladas, manosa y RNA bicatenario caracteristico de virus.
Estos patrones moleculares presentes en los microorganismos
patégenos presentan una serie de propiedades comunes:

— Son caracteristicos de los microorganismos y no se en-
cuentran presentes en las células del huésped, caracte-
ristica que permite al sistema inmune innato distinguir
entre antigenos propios y extrafios.

Summary

Microbes have on their surface molecular patterns that are common
among a broad range of pathogens. These patterns are recognized by a
wide variety of cellular receptors, the most important of which are a
family of transmembrane proteins termed “Toll-like receptors” (TLR).
TLRs are pattern-recognition receptors that have key roles in detecting
pathogens and initiating inflammatory responses.

The receptor of Gram negative bacterial LPS, TLR4, is the best
characterized member of the TLR family. So far, ten mammalian Toll-
like receptors (TLR1-TLR10) have been identified. Recent studies
revealed that the TLR signaling pathway is a critical mediator of sepsis.
An understanding of TLRs and their signaling pathway will reveal a
therapeutic target in sepsis and other immune mediated diseases.

Key words: Toll. “Toll like receptor”. PAMP. PRR. LPS.

— Son invariables, lo que permite que con un namero li-
mitado de PRR se detecte la presencia de cualquier
patégeno. Ej: el reconocimiento del lipido A caracteris-
tico del LPS permite a un Unico PRR detectar la pre-
sencia de cualquier infeccién bacteriana por gram ne-
gativo.

— Son esenciales para la supervivencia o patogenicidad
del pat6geno por lo que sus mutaciones son letales para
el microorganismo y por tanto permanecen invariables
pudiendo ser reconocidos por los PRR.

Hay distintos tipos de proteinas que presentan caracteris-
ticas de PRR capaces de reconocer los patrones moleculares
asociados a patdgenos, entre los cuales, hay que destacar los
“receptores similares a Toll” (TLR). Los macrofagos y las célu-
las dendriticas pueden usar sus “receptores similares a Toll”
para clasificar al patdégeno invasor y responder de forma
personalizada. Los diez TLR conocidos hasta el momento, bien
de forma individualizada o bien formando heterodimeros son ca-
paces de reconocer practicamente cualquier agente infeccioso.

La activacion de los PRR a través de los PMAPs conlleva
una doble funcion:

1. Activar distintos procesos caracteristicos del sistema

inmune innato, como puede ser la fagocitosis, opsoni-
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zacion, produccion de mediadores de la inflamacion,
etc., con el fin de impedir la diseminacion del patégeno
antes de que se desarrolle la inmunidad adquirida.

2. Establecer una conexion entre la inmunidad innata y
adquirida.

Conexion entre la inmunidad innata y adquirida

Bacterias, virus y otros microorganismos son identificados
como elementos extrafios mediante el reconocimiento de sus
patrones moleculares asociados a patdgenos por la familia de
proteinas TLR, presentes en las células presentadoras de
antigeno. La respuesta que se produce tras la activacion de los
“receptores similares a Toll” en la célula presentadora de antigeno
incluye un aumento de la expresion de moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad, de moléculas coestimuladoras
como B7 y un aumento de la expresion de genes dependientes
de NFkB como IL12, IL1, IL6 y TNFa.

La produccion de IL12 junto con la expresion de molécu-
las del complejo mayor de histocompatibilidad y moléculas
coestimuladoras, permite el desarrollo de los linfocitos T CD4 a
Th1. Larespuesta Thl permite activar la propiedad microbicida
de los macrdfagos e inducen a los linfocitos B a producir
anticuerpos IgG, efectivos para la opsonizacion de patégenos
extracelulares.

Parasitos multicelulares y alergenos parecen ser reconoci-
dos a través de un sistema de receptores reconocedores de pa-
trones independientes de TLR que conlleva el desarrollo de la
respuesta Th2. Las células Th2 inician la respuesta inmunitaria
humoral, provocando la activacién de linfocitos B especificos
de antigeno capaces de eliminar al patdgeno, principalmente
mediante la sintesis de IgE. Hay autores que consideran la res-
puesta Th2 como un fallo en la respuesta inmune, cuando los
microorganismos no son capaces de estimular las células
dendriticas para la produccién de IL12 y otras citoquinas
inductoras de respuesta Thl, se desarrolla la respuesta Th2%°,

En los ultimos afios, se ha avanzado mucho en el estudio
de los TLR dada su gran importancia en el desarrollo de la
respuesta inmune.

Descubrimiento de los receptores similares a Toll
en Drosophila Melanogaster

La proteina Toll fue identificada como un componente esen-
cial de la via que establece el desarrollo dorso-ventral del em-
brion de Drosophila Melanogaster. Dos investigadores, Niisslen-
Volhard y Wieschaus (Premio Nobel por sus aportaciones en el
estudio del desarrollo embrionario de Drosophila), estudiaron
mutaciones letales que afectaban al desarrollo del cigoto de
Drosophila. Encontraron una linea de embriones procedentes
de hembras heterocigotas que presentaban una mutacién en un
gen que impedia el desarrollo del mesodermo y del sistema
nervioso central. Identificaron el gen mutado y comprobaron
que daba lugar a un receptor transmembrana que denominaron
Toll®”. La activacion de este receptor a través del ligando spatzle,
inicia una cascada de sefializacion en la que intervienen una
serie de proteinas (tube, pelle) que finalmente conlleva la de-
gradacion de la proteina cactus y la liberaciéon de dorsal, la

cual, se puede traslocar al nacleo y activar o reprimir la expre-
sion de genes que intervienen en el desarrollo embrionario de
Drosophila (8,9). Posteriormente, se descubrié que la proteina
Toll tiene un papel central en la respuesta inmune de la
Drosophila adulta, la via de sefializacién de Toll es necesaria
para inducir la transcripcion de un gen que da lugar a un péptido
antifingico denominado drosomicina en respuesta a una infec-
cién por hongos. En estudios posteriores se observé que mos-
cas adultas con mutaciones en el gen Toll eran incapaces de
inducir la expresion del péptido drosomicina cuando eran infec-
tados con Aspergillus fumigatus. Estos mutantes no eran sus-
ceptibles a infecciones bacterianas, lo que sugeria que la res-
puesta antibacteriana y la respuesta antifingica seguian distintas
vias de sefializacion. En la actualidad se han encontrado nueve
miembros de la familia Toll en Drosophila entre los que se en-
cuentran receptores capaces de reconocer componentes
bacterianos como la proteina de la familia Toll presente en
Drosophila denominada 18-Wheeler'° (Tabla 1).

Receptores similares a Toll en Mamiferos

Recientemente se han identificado en plantas y en mami-
feros una serie de proteinas con homologia a la proteina Toll de
Drosophila y que reciben el nombre de “receptores similares a
Toll” (TLR) 12,

La proteina Toll de Drosophila y los TLRs presentes en
plantas y mamiferos son proteinas transmembrana tipo | que
presentan un dominio extracelular con segmentos repetidos?s-3t
ricos en leucina (LRRs) y un dominio citoplasmatico muy con-
servado con homologia con el dominio citoplasmatico del re-
ceptor de la interleukina I, denominado dominio TIR® 14,

En los dltimos afios, miembros de la familia TLR han sido
clonados y su distribucion en las distintas especies indica que
el sistema de sefializacion de TLR esta altamente conservado.
Actualmente se han descrito diez miembros de la familia “re-
ceptores tipo Toll” en mamiferos, su distribucion en los distin-
tos tejidos ha sido estudiada y se ha comprobado que una gran
variedad de células expresan receptores similares a Toll de
Drosophila, principalmente se encuentran presentes en células
mieloides, miocitos cardiacos, células endoteliales y linfocitos
T gamma/deltas>?’.

Al estudiar los dominios extracelulares de las proteinas de
la familia Toll se ha observado que son dominios muy divergen-
tes, comparando TLR2 y TLR4, su homologia es del 24%, lo
que explicaria su activacién por distintos ligandos. Esta diferen-
cia se hace patente también entre genes homélogos de diferen-
tes especies, por ejemplo, el TLR4 de raton presenta una
homologia del 53% con el TLR4 humano. A diferencia del do-
minio extracelular, el dominio citoplasmatico esta bastante con-
servado a lo largo de la evolucion, el TLR4 humano y del ratén
presentan una homologia del 83%°5:18,

TLR4: componente del receptor multimérico
de LPS

El TLR4 es el miembro de la familia Toll que primero se
identifico en mamiferos y el que mejor se ha caracterizado®.
Forma parte del receptor multimerico del LPS en monocitos
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Tabla 1. Funcionalidad de los TLRs

TLR Ligando Expresion celular
TLR1 Modulina y lipopétidos de bacterias gram (+) (26) Monacitos, neutrdéfilos, LB,NK
TLR2 Lipoproteinas, peptidoglicano y acido teicoico de gram (+) Monacitos, neutréfilos y

Modulina de Staphylococcus
Zymosan (Saccharomyces cerevisiae)
LPS de Leptospira interrogans

LPS de P. Gingivalis

Lipoarabinomanano de Mycobacterium Tuberculosis

Proteinas GPI de Trypanosoma cruzei

TLR3 RNA bicatenario viral (19)
TLR4 LPS de bacterias gram (-)
Taxol

Hsp60, Hsp70 (21)
Dominio EDA de la fibronectina
Proteina F del virus respiratorio sincitial

TLR5 Flagelina (22)
TLR6 Lipoproteinas (24-26)
Cofactor de TLR2
TLR7 Compuestos antivirales (27, 28)
TLR8 Compuestos antivirales (28)
TLRO Secuencias CpG de DNA bacteriano (23)
LR10 Desconocido

células dendriticas

Células dendriticas

Monocitos, células endoteliales,
neutréfilos y células dendriticas

Monocitos, células dendriticas
Monocitos, células dendriticas

Leucocitos, células dendriticas
Leucocitos, células dendriticas
Monacitos, células dendriticas, LB
Linfocitos B

humanos. El LPS es uno de los principales componentes de la
superficie externa de bacterias gram negativas y constituye un
potente activador de células de los sistemas inmune e inflama-
torio incluyendo macréfagos, monocitos y células endoteliales®.
El papel clave del TLR4 en la respuesta a LPS se confirmo
cuando en 1978 se maped en el cromosoma 4 del ratén una
mutacion histidina por prolina en el dominio citoplasmatico,
gue afectaba a un Unico locus confiriendo resistencia al LPS en
esta cepa C3H/HeJ, este locus se denomind Lps’. En estudios
posteriores se encontré solamente un Unico gen en la region
LpsY, el gen TLR4, que ademas estaba mutado en dicha cepa
de ratones. Deleciones del gen TLR4 confirmaron su importan-
cia en la activacion por LPS3?.

El receptor del LPS se ha descrito como una estructura
compleja con una molécula reconocedora CD14, y un complejo
sefializador (TLR4/MD?2).

La molécula CD14 es una proteina anclada a la membra-
na a través de un resto glicosilfosfatidilinositol pero carece de
dominio citoplasmatico por lo que no puede transmitir la sefial
al interior celular, el CD14 une LPSy lo libera hacia el complejo
TLR4/MD2. La molécula MD2 es una proteina asociada al do-
mino extracelular del TLR4 y aumenta la afinidad de este com-
plejo por el LPS. Recientemente, Golenbock y colaboradores
han descrito en una linea celular de ovario de hamster (CHO)
una mutacion en una region conservada de la proteina MD2
gue impide la activacién por LPS en dichas células. La expre-
sion en estas células de MD2 no mutado devuelve la sensibili-
dad a LPS, por tanto, al menos, para la deteccion de LPS, TLR4
requiere de MD23233,

Ulevith y colaboradores realizaron unos experimentos en
los que observaron como el LPS se liberaba desde el CD14 y se

situaba proximo al complejo TLR4/MD2 lo que sugeria union
con LPS®435, Se piensa un modelo en el cual el complejo TLR4/
MD2 reconoce de forma especifica al ligando, es decir, tiene
lugar una discriminacion dependiente de la estructura del ligan-
do®. El taxol es un anti mitético que es capaz de inducir activa-
cion en células de ratén por la misma via que el LPS. Esta
activacion se ha visto que no es posible en ratones C3H/HeJ ni
en ratones con deleciones del TLR4, lo que indica que el TLR4
participa en la deteccion del taxol, En células humanas no es
posible la activacion de la via de sefializacion del TLR4 a través
del taxol, pero se ha visto que células humanas que co-expre-
san TLR4/MD2 de ratén son capaces de responder a taxol. To-
dos estos estudios parecen confirman la unién del LPS al com-
plejo TLR4/MD2 y la capacidad de este complejo de distinguir
variantes estructurales del LPS segun la especie?®%7.

Via de sefalizaciéon de TLRs

La union del LPS a la porcién externa del receptor TLR4
induce al dominio TIR (dominio citoplasmatico con homologia
al dominio citoplasmatico de IL1-R) a unirse y activar una pro-
teina adaptadora conocida como MyD8838. En un extremo, la
proteina MyD88 presenta un dominio TIR a través del cual
interacciona con el dominio TIR de TLR4, en el otro extremo
posee un dominio que media las interacciones proteina-protei-
na conocido como dominio muerte (DD). Este dominio muerte
se encontrd por primera vez en proteinas implicadas en “la
muerte celular programada”. MyD88 a través de este dominio
muerte interacciona con otro dominio muerte de la kinasa IRAK
(kinasa asociada a IL1-R). Esta proteina inicia una cascada de
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activacion de kinasas a través de las cuales dos kinasas IKKa e
IKKb se activan formando un dimero IKK que fosforila una pro-
teina de inhibicion conocida como IkB. En condiciones basales
IkB se une con NFkB en un complejo citosélico e inhibe su
traslocacion al ndcleo. Tras la eliminacion de IkB, NFkB entra
en el nlcleo y activa la transcripcion de genes implicados en la
respuesta inflamatoria a LPS como TNF-a, IL1b, L6538,

Estudios con ratones knock-out para MyD88 indican que
la via de sefializacion para LPS a través de TLR4 puede ser
independiente de MyD88, recientemente se ha identificado una
segunda proteina adaptadora; conocida como TIRAP (proteina
adaptadora con dominio TIR) o también llamada Mal (MyD88-
adaptador-like) la cual funciona como una proteina adaptadora
para TLR4 capaz de inducir la traslocacién de NFkB al nucleo
por una via independiente a la de MyD88%° (Figura 1).

Importancia clinica y futuras aplicaciones

En los dltimos afios, el estudio de los “receptores tipo Toll”,
esta permitiendo aclarar algunos aspectos poco conocidos de la
activacion de la respuesta inmune innata y su conexion con la
inmunidad adaptativa. Hasta el momento se han encontrado
diez receptores del tipo TLR aunque todavia se desconocen
muchos de los ligandos de estos receptores. Alteraciones fun-
cionales a nivel de los TLRs parece que estan en la base de
trastornos patolégicos como la sepsis“-44.

El problema sanitario que supone la sepsis por Gram ne-
gativos y las consecuencias fisiopatoldgicas que se derivan, son
una prioridad clinica en distintos campos de la medicina. En
Estados Unidos aproximadamente 200000 personas fallecen
cada afio por este tipo de complicaciones. Si mutaciones en los

Figura 1. Via de sefializacion de TLR4
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TLRs estan implicados en estos procesos patoldgicos, en un
futuro, se podria predecir el riesgo de un paciente de desarrollar
sepsis mediante un sencillo andlisis genético, reduciendo con-
siderablemente el fallecimiento por este tipo de infecciones.
Algunos autores han propuesto una posible relacion entre
el desarrollo de enfermedades autoinmunes y diferentes
polimorfismos de TLRs, futuras investigaciones en este campo,
permitirdn conocer los mecanismos moleculares de la activa-
cién del sistema inmune y por tanto, explicar muchas de las
patologias que tienen como base el sistema inmunoldgico.
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