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Inmunidad innata, receptores Toll y sepsis

Acad. Dr. Raul Carrillo-Esper*

Resumen

Larespuestainmune innata es la primera linea de defensa contra
la infeccion. Los receptores semejantes a Toll (TLRs: Toll-like
receptors) reconocen al lipopolisacarido bacteriano y otros pa-
trones moleculares asociados a patdgenos (PAPMs: Pathogen
Associated Molecular Patterns). Los eventos moleculares in-
tracelulares iniciados por la interaccion entre TLRs y su PAPMs
especificos desencadenan respuesta inflamatoria sistémica.
La sepsis y el choque séptico son el resultado de una res-
puesta inflamatoria exagerada secundaria a disregulacion de
la inmunidad innata.

Palabras clave: respuesta inmune innata, receptores Toll,
receptores semejantes a Toll, sepsis, choque séptico, disre-
gulacion de respuesta inmune innata.

Summary

The innate immune response is the first line of defense against
infection. Toll-like receptors (TLRs) recognize bacterial ly-
popolysaccharide and other pathogen-associated molecular
patterns (PAMPSs). Intracellular signals initiated by interaction
between Toll receptors and specific PAPMs results in inflam-
matory response. Sepsis and septic shock are the result of
an exaggerated inflammatory systemic response induced by
innate immune dysregulation.

Key words: Innate immune response, Toll receptor, Toll-like
receptor, Sepsis, Septic shock, Innate immune dysregulation.

Introduccién

La sepsis clinica se define como la respuesta inflamatoria
sistémica secundaria ainfeccion. Su patogénesisinvolucrala
i nteracciOn entre microorgani smos infectantes, sus productos
y larespuestainmune del huésped-3).

Larespuestainmune se divide en innatay adaptativa. La
inmunidad innata filogenéticamente es primitiva, por lo que
la comparten vegetales y animales (invertebrados y verte-
brados, incluyendo mamiferos). Es mediada por monacitos,
macrofagos y células dendriticas. Se caracteriza por ser de
respuesta rapida, act(ia directamente sobre el patégeno sin
necesidad de seleccion o maduracion celular, no tiene me-
moriay es fundamental en la génesis de la sepsis y choque
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séptico. Larespuestainmune adaptativa se caracterizapor la
seleccion clonal de linfocitos antigeno especificos, es tar-
dia, tiene memoria, da proteccién prolongada, no participa
en la patogénesis de la sepsis y choque séptico y exclusiva
mente se presenta en |os animales vertebrados“-6),

La funcion de lainmunidad innata es el reconocimiento
de constituyentes microbianos, |0 que desencadena unares-
puestacelular y humoral caracterizada por activacion de neu-
trofilos, células endoteliales, monocitos-macréfagosy lasin-
tesis de citocinas proinflamatorias, lo que tiene como finali-
dad el control de lainfeccion(”8),

L os productos mi crobianos que activan esta respuesta son:
lipopolisacérido, peptidoglicanos, &cido lipoteicoico, lipopro-
teinas, DNA, glicolipidos, fragmentos de pared celular, y li-
poarabinomanan, que en conjunto reciben el nombre de
patrones mol ecul ares asociados a patégenos (PAM Ps: Patho-
gen-Associated Molecular Patterns). Los receptores celulares
encargados del reconocimiento de los PAMPs se denominan
receptores de reconocimiento de patrones (PRR: Pattern Re-
cognition Receptor), los cuales sehan seleccionado en €l trans-
curso de la evolucién para reconocer estructuras o productos
microbianos y de los que forman parte | os receptores Tol ).

1. Receptores Toll
A) Receptores Toll en Drosophila melanogaster

Los receptores Toll se describieron inicialmente en la
mosca de la fruta Drosophila melanogaster como modula-
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dores de la polarizacion dorsoventral durante €l desarrollo
embrionario. Posteriormente se establ ecié que eran parte fun-
damental de lainmunidad innata de lamosca para su defen-
sa en contra de infecciones bacterianas y micoticas(10-12).

LosreceptoresToll son unafamiliade proteinastransmem-
brana con un dominio extracelular caracterizado por repeti-
ciones de leucina (LRR: Leucine-Rich Repeat) y un dominio
intracelular homologo a receptor deinterleucinal delosma-
miferos, cuyafuncién es el reconocimiento delosPAMPs. En
Drosophila los receptores Toll inducen la activacion de genes
gue inducen la sintesis de péptidos antibacterianos como la
atocinay antifungicos como la drosomicina. Se han descrito
en la mosca de la fruta, nueve proteinas semejantes a Tall,
pero solo dos de éstas intervienen en la respuesta inmune:
Toll y 18-Wheeler(13-19),

El sistema molecular que se activa en lamosca de lafruta
unavez que Toll reconoce las PAM Ps es semejante alaviade
interleucina 1/factor nuclear kB delosmamiferos. Toll utiliza
como ligando a Spatzle, proteina que tiene que ser activada
por una proteasa denominada Easter. EI complejo Toll-Spa-
tzle recluta a una proteina adaptadora que se denomina Tube
y activaun compleo citoplasmico de cinasa de treonina-seri-
na que recibe el nombre de Pelle. El complejo Tube-Pelle
modula la degradacion de cactus, que es una proteina cito-
plasmicaque se encuentra unidaa complejo proteico dorsal-
factor de inmunidad semejante a dorsal (Dif), € cual esla
contraparte del factor de transcripcion kappa beta. Al dedli-
garsedecactusd complgotrasiocaal nlcleoy regulalatrans-
cripcion de genes especificos involucrados en la respuesta
inmune. De esta manera apesar de no tener inmunidad adap-
tativa, el sistemainnato mediado por receptores Toll en Dro-
sophila es efectivo y altamente especifico para €l control de
infecciones bacterianas y micéticas’620 (Figura 1).

B) Receptores Toll en humanos

En los mamiferos, incluyendo al hombre, existe un siste-
ma de receptores de reconocimiento de PAMPs que por su
semejanza en estructura y funcion con el sistema Toll de
Drosophila se denominan receptores semejantes a Toll
(TLRs: Toll like Receptors). Tagushi en 1996 describi6 €l
primer TLRs en humanos, a que denominé TIL y que co-
rresponde a TLR1. Medzhitov identificd la segunda molé-
culaen 1997, ladenomino hToll (actualmente TLR4) y de-
mostré queinducialaactivacion de factor nuclear kappabeta
(FNKB) y la cascada de sintesis de citocinas proinflamato-
rias. Laimportancia de este descubrimiento fue que confir-
mo que los TL Rs estan involucrados en larespuestainmune
innata en el humano(?22),

Se han descrito 10 TLRs en humanos, los cual es son pro-
teinas transmembrana con un dominio extracelular rico en
repeticiones deleucina (N-terminal), un dominio transmem-

brana y uno intracelular denominado TIR (C-terminal), el
cual essimilar al dominio intracelular del receptor de inter-
leucina 12324,

TLRs se expresan tanto en tejido linfoide como no linfoi-
de. TLR1 se expresa en monocitos, neutréfilos, células B y
células asesinas naturales. TLR2 en monocitos, neutréfilos
y células dendriticas. TLR3 en células dendriticas. TLR4 en
monocitos, neutréfilos, células dendriticas y endoteliales.
TLR5 en monocitosy células dendriticas. El resto de TLRs
se expresan fundamental mente en monocitosy células den-
driticas®),

Los TLRs se han especializado en el reconocimiento de
diferentes PAM Ps(26-3D),

TLR1-2: Peptidoglicanos de bacterias gram positivas.
TLR3: VirusRNA.

TLR4: Lipopolisacarido de bacterias gram negativas.
TLR5: Flagelina bacteriana.

TLR6-2: Lipopéptidosy peptidoglicanos derivados de myco-
plasma.

TLR7: Componentes antivirales pequefios.

TLR9: DNA bacteriano.

Otros PAMPs que son reconocidos por el sistemaTLR2y
4 son: &cido lipoteicoico, Zymosan, mycobacterias, factor
soluble detuberculosis, espiroquetas, células necréticas, pro-
ductos bacterianos, andlogo de lipido A, proteina F de virus
sincicial respiratorio, Cryptococcus neoformans, Aspergillus

PAMPs

Membrana Toll (—Q Spatzle

celular UD
Tube
) Pelie
Citoplasma *
@ S;Ctus Factor de
> transcripcion
: Dif Péptidos
Nucleo

antibacterianos
Genes

PAMPs: Pathogen Associated Molecular Patterns.
Dif: Complejo dorsal-factor de inmunidad semejante a dorsal.

Figura 1. Representacion esquematica de la inmunidad innata
mediada por receptores Toll en Drosophyla melanogaster.
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fumigatus, proteina de choque de calor 60, fibrinégeno, fi-
bronectinay acidos grasos saturados.

Se ha descrito interaccion de TLRs con varios receptores
de membrana:

CD14 esunaproteinaglicosilfosfatidilinositol que se une
alamembrana celular sin tener dominio intracelular, se ex-
presa en monocitos, macrofagosy polimorfonucleares. Tie-
ne ata afinidad por € lipopolisacarido de bacterias gram
negativas aunque también interactUa con otros productos
microbianos como: lipoarabinomanan, componentes de pa-
red celular, ramnosa, polimeros de acido manuronico, pepti-
doglicanos, antigeno W-1y lipoproteinas de espiroquetas.
L os receptores CD14 son fundamentales para el reconoci-
miento de lipopolisacaridos, pero a no tener dominio intra-
celular tienen que interactuar con un receptor que lo tenga
para poder enviar informacién transmembrana. De esta ma-
neraCD14 seuneaTLR2y TLR4 formando los complejos:
CD14-TLR2y CD14-TLR4 que son de gran importanciaen
lainmunidad innata y en la generacion de respuesta infla-
matorial®2-3%),

Lasintegrinas B2 y CD11/CD18 son unafamilia de mo-
Iéculas de adhesi6n | eucocitaria que tienen como funcién la
interaccion célula-célulay célula-matriz. Se expresan en la
superficie de monaocitos, neutréfilosy células asesinas natu-
rales. Forman complejos con TLR4 cuyafuncion esla sefia-
lizacion transmembranaincrementando larespuestaal lipo-
polisacarido(36-38),

La interaccion del lipopolisacarido con TLR4 requiere
de una proteina accesoria denominada MD-2. MD-2 es una
glicoproteina de 20 a 30 kD que carece de dominio trans-
membrana, la cual a semejanza de CD14 presenta la endo-
toxina al dominio extracelular de TLR4(3940),

2. Receptores Toll y sepsis

Lainmunidad innata en e humano, una vez activada por
un proceso infeccioso, induce lasintesisdeinterleucinas (1L)
conaci das genéricamente como citocinas, por monacitos, ma-
crofagos, células cooperadoras TCD4 y células dendriticas,
proceso que es parte fundamental de larespuestainflamatoria
sistémica, que tiene como finalidad limitar el proceso infec-
cioso einiciar lareparacion tisular, pero que de no ser con-
trolada evoluciona alesion tisular generalizaday ateracion
organica mdltiple, eventos secundarios a hipoperfusion re-
fractaria, dafio endotelial, inflamacion no controlada, coa-
gulacién intravascular y apoptosisD).

Esto se apoya en las siguientes | ineas de evidencial*?:

» Laadministracion IV decitocinasinduce respuestainfla-
matoria sistémicay choque en animales y humanos.
 Laadministracion de anticuerpos neutralizantes contrare-

ceptores de citocinas atenda la respuestainflamatoria se-
cundaria alainfusion de endotoxina o citocinas.

» Laadministracion de citocinas antiinflamatorias como la
IL-10 atenta los efectos hemodinamicos y metabolicos
de lainfusion de endotoxina.

 Losnivelesdecitocinas en model os experimentalesy cli-
nicos estan en relacion ala gravedad de la respuesta in-
flamatoriay el choque séptico.

Basados en el concepto previo, las citocinas se dividen
en tres grupos®“243):

» Citocinasinmunorregul adoras. son aguéllasinvolucradas
en la activacion, crecimiento y diferenciacion de linfoci-
tos, monocitosy leucocitos (IL-2, IL-3, IL-4).

« Citocinas proinflamatorias: su funcion es desencadenar
activacion de inflamacion que se manifiesta por cambios
anivel: hemodinamico, pulmonar, endotelial y metaboli-
co, desde €l punto de vista clinico se traduce en: estado
de choque (vasodilatacion y depresion cardiaca), expre-
sién de mol éculas de adhesion, activacion de la coagula-
cion, infiltrado inflamatorio intersticial, lesion pulmonar
aguda, hipercatabolismo, etc. (IL-1, factor de necrosis
tumoral, IL-6, IL-8).

» Citocinas antiinflamatorias: regulan la respuesta infla-
matoria una vez controlada lainfeccion y evitan que se
evolucione a un estado de imbalance proinflamatorio-
antiinflamatorio. (IL-4, IL-6, IL-10, IL-13).

Lainteraccion del receptor Toll con CD14 y sus PAMPs
respectivas activasu dominiointracelular TIR, el cual forma
un complejo con la proteina adaptadora MyD88 (Myeloid
differentiation factor 88), el cual activa a Tollip (Toll inte-
racting protein) y fosforilaa IRAK (IL-1 receptor associa-
ted kinase). Lafosforilacion de IRAK reclutaa TRAF-6 (TNF
receptor-associated factor) y aTAK-1 (Transforming growth
factor B activated kinase) y a dos proteinas que la unen que
son: TAB1-2 (TAK-1 binding proteins). El complejo activa-
do TRAF-6/TAK-1/ TAB1-2 fosforilaal inhibidor del factor
nuclear kappaB (1-Kb), lo cual liberaa FNKb de su inhibi-
dor para que éste transloque a nucleo, se una a la region
promotora de |os genes de respuesta inflamatoria preferen-
temente c-Fosy c-Jun, lo cual inicialasintesisde citocinasy
otros mediadores proinflamatorios como la sintetasainduci-
ble de 6xido nitrico y las mol écul as de adhesi 6n endotelial (4
49) (Figura 2).

IRAK fosforilado ademés deintegrar el sistemadeinmu-
nidad innata, activala apoptosis através de FADD (Fas-As-
sociated Death Domain Protein) y caspasa 8, lo cual explica
la estrecha relacion que existe entre respuesta inflamatoria
sistémica, control de la infeccion y muerte celular progra-
mada, la cual tiene dos efectos: a) regular la actividad de
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célulasinflamatorias con lafinalidad de evitar laprogresion
del dafio tisular, b) en condiciones anormalesinduce muerte
celular generalizada que evoluciona a disfuncion organica
multiple y amayor imbalance inmunet®-52 (Figura 2).

Se hademostrado que hay dos vias alternas independien-
tes aMyD88 parala activacion del FNkB®354): (Figura 2)

» Asociado a TLR4 y que esta en relacion al sistema Tl-
RAP (TIR domain containing adaptor protein) y al MAL
(MyD88 adaptor-like).

» Asociado aTLR2vialafamiliade proteinas Rho GTPasa
Racly a sistemade proteincinasa Akt.

Laviafina comin del sistema molecular de lainmunidad
innata tanto en la mosca de la fruta como en & humano, esla
activacion de factores de transcripcidn que son fundamentales
paralainduccion de genes que regulan lasintesis de moléculas
involucradas en € control de la infeccion. En Drosophila €
factor de transcripcion es € complegjo Dif que activa a genes

que sintetizan péptidos antibacterianos, su contraparte en €l
humano esel FNKkB cuyo producto final eslasintesis decitoci-
nas proinflamatorias y mol éculas afines™).

El FNKB es un heterodimero citosdlico que esta consti-
tuido por dos subunidades protei cas denominadas p65 y p50
aungue también se han descrito otrascomo Rel, Rel B, v Rel
y p52. En condiciones de reposo se encuentrainactivado por
su inhibidor especifico IkB que esta constituido por las pro-
teinas IkB alfa, IkB beta, IkB gamma, p105y bcl 3. Al des-
ligarse de su inhibidor por la accion del complejo TRAF-6/
TAK-1/ TAB1-2, FNKB transloca a nicleo y ademas de ac-
tivar genes de respuesta inflamatoria lo hace del gen que
sintetiza kB, evento de gran importancia pues es el asa de
autorregulacion negativa que bloquea la cascada molecul ar
de la sintesis de citocinas una vez erradicada la infeccion.
Otros factores de transcripcion son AP-1, ELK-1 cuya fun-
cion es semejante al FNKB(56-61),

Con base alo anterior se puede considerar alasepsisy a
choque séptico como €l resultado de una grave disregula

2y MMSAg FLG
TLR6 TLR5
CD14
Dominio
TIR

i

VA2

Racl
Akt

MyD88

DNAbc
TLR2 TLR9

IRAK

Degradacion KB

> Moléculas de
adhesion

TLR: Toll likereceptors. Zy: Zymosan. MM SAg: Antigenos de Mycobacteria, Mycoplasmay Espiroqueta. Pg: Peptidoglicano.
DNADbc: DNA bacteriano. LPS: Lipopolisac&rido. CD14: Proteina de membrana CD14. MD-2: Proteina de membrana MD-2.
TIR: Dominio intracelular de TLRs, Tollip: Toll-interacting protein. MyD88: Myeloid differentiation factor 88. IRAK: IL-1
receptor associated kinase. Val: Via alterna 1 de activacion de factor nuclear kappa Beta. TIRAP: TIR domain containing
adaptor protein. MAL-4: MyD88 adaptor-like. VA-2: Viaalterna 2 de activacion de factor nuclear kappaBeta. Racl: Familiade
proteinas Rho GTP asa. Akt: Sistema de proteincinasa. TRAF6: TNF receptor-associated factor. TAK-1: Transforming growth
factor B activated kinase. TAB1-2: TAK 1 binding proteins. FADD: Fas-associated death domain protein. FNKB: Factor nu-
clear kappa Beta. IkB: Inhibidor de Factor Nuclear kappa Beta. c-Fos, c-Jun: Genes de respuesta inflamatoria.

=P Citocinas proinflamatorias

TLR4
Cdi4
Tollip
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MAL4
» FADD
TRAF6
TAK1 .
TAB1-2 Apoptosis
Respuesta
inflamatoria
sistémica

Figura 2. Representacion es-
guematica de la inmunidad in-
nata mediada por receptores
semejantes a Toll en el huma-
no. Mediacion de la respuesta
inflamatoria sistémica.
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cién de lainmunidad innata, secundariaafallaen lainhibi-
cion de la actividad del FNkB y/o estimulacion persistente
delosreceptores Tall, lo que llevaasintesis continuay exa
gerada de citocinas proinflamatorias con desequilibrio pro-
inflamatorio/antiinflamatorio, que evoluciona a alteracion
organica multiple, apoptosis y muerte.

3. Susceptibilidad a sepsis

Lasusceptibilidad alasepsisy su gravedad esvariableentre
especiesy en € ser humano. Desde € punto de vistaclinico se
manifiesta por estados que van desde el choque fulminante con
nularespuestainmune alainfeccion, adiferentes patrones cli-
nico-inmunol dgico-inflamatorios que fueron descritos por €
Dr. Roger C. Boney que son: respuestainflamatoria sistémica
controlada, respuestainflamatoria sistémicano controlada, pa
rdisisinmune y disonanciainmunol 6gica(62%3).

Estos diferentes tipos de respuesta son secundarios a
mutaciones genéticas que resultan en cambios en la expre-
sion de TLRsy receptores afines. Al modificarse la expre-
sion de receptores, la interaccién de éstos con sus PAPMs
respectivas, se disregula, 1o que resulta en cambios de laac-
tividad molecular postmembrana que modifican la cinética
delosfactores de transcripcion. Lavariabilidad en la activi-
dad e inhibicion de estos factores se asocia a diferentes pa-
trones de respuesta inflamatoriay de balance proinflamato-
rio-antiinflamatorio, lo cual es el substrato de los diferentes
patrones de respuesta alainfeccion y susceptibilidad al de-
sarrollo de sepsis y choque séptico, que se ha demostrado
con las siguientes lineas de evidencia:

El raton Knockout, que se caracteriza por tener disrup-
cion del locus CD14 (CD14 -/-) y no expresar el receptor
CD14, no desarrolla chogue por lainfusion de lipopolisaca
rido bacteriano o bacterias gram negativas. A diferencia de
ratones normales, después de la aplicacion intraperitoneal
de E. coli presentan menos bacteremia, colonizacion bacte-
rianay mortalidad(®4-67,

El polimorfismo en laexpresion de TLR2 seasociaadis-
minucion en la respuesta a lipoproteinas bacterianas. Ma-
crofagos deficientes en TLR2 son hiporrespondedores al
peptidoglicano de la pared de bacterias gram positivas y al
lipopéptido activador de macréfagos, €l cual se encuentra
en mycoplasma®®).

Mutaciones del gen de TLR4 (Asp299Gly y Thr399l1e)
en lacepade ratones C3H/HeJy C57BL/10ScCr induce que
este receptor no se exprese o que haya polimorfismo en su
estructura, fundamental mente en el dominio extracelular, lo
cual modifica el reconocimiento de PAPMs con una amplia
gama de respuestas al lipopolisacarido®?).

La tolerancia a la endotoxina, es una linea de evidencia
gue claramente demuestra la variabilidad en la susceptibili-
dad alainfeccion. Se describio enlos afios 60 y 70 cuando se

observd que animales de experimentacion sobrevivian ado-
sisletales de endotoxina bacteriana cuando previamente ha-
bian sido tratados con dosis subletales. L as primeras explica-
ciones que se dieron aeste fendmeno fueron que erasecunda
rioa 1) disminucién en laproduccién de pirégeno-endégeno
por los macréfagos 'y 2) produccién de anticuerpos anti-en-
dotoxina. Enlaactualidad setienebien establecido & mecanis-
mo molecular de latolerancia a la endotoxina, €l cual se ca-
racterizapor: “downregulation” dereceptores Toll (TLR4) y
delasproteinas IRAK y MyD88, lo cual resultaen inhibicion
en latransduccién de informacién a moléculas que activan el
FNKkB, lo que se potencia por incremento en la sintesis del
IkB. Esto resulta en que la sintesis por células dendriticas,
macrofagosy linfocitos de factor de necrosis tumoral, inter-
leucinas 1, 6, 8, tromboxanosy otras mol écul as proinflama-
torias se inhiban, lo que se traduce en un mejor equilibrio
proinflamatorio-antiinflamatorio(">-9), |o anterior se hade-
mostrado en model os experimental es como el cultivo de mo-
nocitos-macrofagos y en el ratén C3H/HeJ, asi como en la
clinica en enfermos sépticos y politraumatizados®1-89).

Lainmunidad innata es la primera linea de defensa con-
trala infeccion y en la cual los receptores Toll son parte
fundamental al reconocer las PAPMSs. Larespuestainflama-
toriaque desencadena consiste en unainteraccion coordina-
dade varios sistemas mol ecul ares que tienen como finalidad
el reconocimiento y eliminacion del patdgeno. Al disregu-
larse la inmunidad innata, pierde su funcion protectora y
evolucionaaun estado de sintesis no controlada de citocinas
y otras moléculas proinflamatorias que se manifiesta clini-
camente como sepsis y choque séptico. El polimorfismo
genético de receptores Toll explicala diferente susceptibili-
dad y respuesta alainfeccién.
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