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Toll-like receptor in lung response to pathogens
ABSTRACT

Innate immunity plays a central role in antimicrobial defen-
se. Advances in the understanding of pathogen recognition
systems of innate cells have yielded the identification of Toll
like receptors (TLR) as key elements of the lung defense me-
chanisms which is heavily exposed to a variety of stimuli.
TLR recognition of several microbial compounds induces proi-
nflammatory cytokines production whose contribution to the
host may be either protective or detrimental. Human immune
response diversity may explain the differences observed bet-
ween patients facing bacterial, viral and fungal lung infec-
tions. New strategies designs that modify innate immune
response may be useful to limit detrimental consequences of
inflammatory processes in the lung.
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INTRODUCCION

El pulmoén es la superficie mas grande del cuerpo
junto con el tracto gastrointestinal, con aproxima-
damente 100 m?2 esta continuamente expuesto a mu-
chos tipos de microorganismos; sin embargo, rara
vez se produce enfermedad, esto se debe a que la res-
puesta inmune innata del pulmén es altamente efi-
ciente.! Las patologias mas comunes son sindrome
de estrés respiratorio agudo (SERA), enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC), fibrosis quis-
tica o neumonias infecciosas de origen bacteriano,
viral o fungico. El desarrollo de la defensa innata es
indispensable para evitar el establecimiento de la en-
fermedad,? pero una respuesta exacerbada podria ge-

RESUMEN

La inmunidad innata cumple una funcién central en la defen-
sa antimicrobiana. Los avances en el conocimiento de los sis-
temas mediante los cuales las células de la respuesta innata
realizan el reconocimiento de los patégenos han permitido
identificar, como parte de los mecanismos de defensa de un 6r-
gano tan expuesto a una variedad de estimulos como el pul-
mon, a los receptores tipo Toll (TLR). La respuesta de los TLR
al reconocimiento de distintos componentes microbianos indu-
ce la produccién de citocinas proinflamatorias que pueden te-
ner una funcién protectora o en detrimento del hospedero. La
diversidad de la respuesta inmune humana podria explicar las
diferencias en la respuesta que algunos pacientes muestran a
las infecciones bacterianas, virales y fungicas en el pulmoén. El
disefio de nuevas estrategias para modificar la respuesta in-
mune innata podria ser muy til para limitar las consecuen-
cias adversas de los procesos pulmonares inflamatorios.

Palabras clave. Inmunidad innata. Receptores tipo Toll. De-
fensa pulmonar.

nerar un estado patoldgico inflamatorio. El epitelio
es una fuente de mediadores inflamatorios que afec-
tan la respuesta inmune local,® pero son los macroé-
fagos del pulmoén los responsables de realizar la
fagocitosis, funciones reguladoras mediante la pro-
duccion de mediadores solubles, iniciar o prolongar
respuestas inflamatorias e incluso podrian desempe-
fiar un papel en la patogénesis de ciertas enfermeda-
des cuando liberan enzimas liticas o radicales libres
al medio.*

INMUNIDAD INNATA

El sistema inmune se ha dividido tradicionalmen-
te en dos: el innato y el adaptativo, ambos con fun-
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ciones especificas y diferentes. La inmunidad innata
es la primera linea de defensa contra los microorga-
nismos, se caracteriza por no ser clonal, actia sobre
una cantidad muy amplia de patégenos y esta siem-
pre presente. A los pocos minutos de la invasion del
hospedero por un microorganismo patogénico, el sis-
tema inmune innato se activa y coordina la defensa
durante el tiempo inicial de la infeccion.

La parte adaptativa generalmente involucra la
respuesta de dos clases especializadas de células,
los linfocitos T y los B. El desarrollo de la respues-
ta inmune celular, bien conocida como la responsa-
ble de erradicar cualquier patégeno que ingrese en
el organismo, requiere de la generacion de un re-
pertorio de receptores especificos en las células T 'y
B como respuesta a la presentacién de antigeno por
células profesionales y de la liberaciéon de mediado-
res solubles. La expansién clonal de los linfocitos
en respuesta a la infeccion es absolutamente nece-
saria para la generacion de una respuesta inmune
eficiente. Sin embargo se requieren de tres a cinco
dias para tener la cantidad suficiente de clonas que
sean efectoras, esto le concede tiempo al patdégeno
para causar dafo.

En contraste, la inmunidad innata comprende me-
canismos que reaccionan de inmediato a la invasion
por patdgenos impidiendo su replicacion, tales como:
péptidos antimicrobianos y la via alterna del comple-
mento.

Debido a que el sistema innato es muy eficiente
en la defensa contra la inmensa mayoria de los pato-
genos, por mucho tiempo se penso6 que era no-especi-
fico y no-selectivo. La especificidad solo se asociaba
a la activacion de la inmunidad adquirida; sin em-
bargo, este concepto se ha modificado en la medida
gue los receptores que intervienen en la respuesta
innata se han ido describiendo.

La principal diferencia entre la inmunidad innata
y la adaptativa son los mecanismos y receptores in-
volucrados en el reconocimiento del patdgeno. Las
células de la inmunidad adaptativa tienen un recep-
tor Unico y altamente especifico generado por meca-
nismos de recombinacidn genética aleatoria. Cada
célula tiene una especificidad, esto es, reconoce un
solo patdgeno. Como estos receptores se generan al
azar, pueden reconocer antigenos de cualquier ori-
gen posible, incluidos los ambientales inofensivos y
los propios.

La estrategia de la inmunidad innata, en cambio,
consiste no en reconocer cada posible antigeno, sino
en enfocarse en unas pocas estructuras altamente
conservadas en una gran variedad de microorganis-
mos exclusivamente.*

LOS TLR EN LA RESPUESTA INMUNE

Los receptores tipo Toll (Toll-like Receptors
[TLR]) en mamiferos derivan su nombre de una pro-
teina denominada Toll encontrada inicialmente en
Drosophila melanogaster, los cuales tienen alta si-
militud en su secuencia. Los receptores Toll se des-
cubrieron durante el estudio del desarrollo de los
embriones de mosca.® La generacién de moscas con
mutaciones en el receptor Toll dio lugar a la hipdte-
sis de que estos receptores transmembranales tam-
bién eran un componente critico para la respuesta
inmune contra hongos, ya que las moscas que care-
cian de éste eran incapaces de controlar infecciones
fangicas.® Aflos mas tarde se descubrié la gran ho-
mologia de los receptores Toll de Drosophila con
ciertos receptores en humanos. Estudios detallados
describieron que la estimulacion de estos receptores
en monocitos humanos daba como resultado la acti-
vacion del factor nuclear de transcripcion kB (NF-
kB), con la consecuente transcripcion de varios
genes de respuesta inmune.” Estas proteinas en el
humano fueron nombradas como TLR.

Desde el descubrimiento de Toll en Drosophila
melanogaster y su importancia en la defensa antimi-
crobiana de la mosca a la fecha, se han descrito 11
tipos de TLR en mamiferos y se han descrito molé-
culas agonistas para la mayoria de ellos® (Figura 1).
Estos son proteinas con un dominio extracelular que
reconoce patrones moleculares altamente conserva-
dos y distribuidos entre los diferentes tipos de mi-
croorganismos. La estructura intracelular llamada
Dominio homologo Toll/Receptor de IL-1 (TIR, por
sus siglas en inglés) es indispensable para la trans-
duccion de la sefial. Cada TLR activa vias de sefiali-
zacion similares, la induccion diferencial de la sefial
depende de moléculas adaptadoras citoplasmicas, ta-
les como MyD88, TIRAP, TRIF y TRAM que se aso-
cian con la regidn intracitoplasmica de los TLR para
llevar la sefial hasta el nucleo con la subsecuente ac-
tivacién de genes de la respuesta inflamatoria y la
produccion de citocinas y moléculas antimicrobia-
nas, mecanismos tan ancestrales que estan presen-
tes en peces, anfibios y mamiferos.%1® MyD88 se
asocia con casi todos los TLR excepto el TLR3 y
se requiere para la induccién de citocinas proinflama-
torias. Los TLR3 y TLR4 son capaces de sefializar de
manera independiente de MyD88 en un proceso lige-
ramente retrasado respecto a los mecanismos depen-
dientes de MyD88 e incapaz de inducir la expresion
de genes proinflamatorios, pero suficiente para acti-
var genes para la maduracion de las células dendriti-
cas y la produccion de los interferones tipo I. Los
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QRAFD la unién del ligando al receptor se presenta una

cascada de sefializaciones modulada por las
moléculas adaptadoras de la familia TIR tales
como MyD88, TRIF y TRAF y varias cinasas
que daran como resultado la activacion de fac-
tores nucleares como el NF-kB y AP-1, los
cuales se translocan al nlcleo para la transcrip-
cion de genes tanto de citocinas como de pépti-
dos antimicrobianos que modulan la respuesta
inmune innata y establecen un puente con la

Citocinas

TLR7 y TLR9 pueden inducir no sélo interferones
tipo | sino también citocinas proinflamatorias de ma-
nera dependiente de MyD88 y no requieren de otros
adaptadores relacionados a MyD88.%!

Finalmente todos reconocen la infeccién y dis-
paran multiples respuestas proinflamatorias y
antimicrobianas, dentro de las cuales se encuen-
tran:

1. Induccion de la expresion de quimiocinas y sus
receptores que regulan la migracion celular hacia
los sitios de inflamacion.'?

2. Activacion de neutrofilos, eosindfilos y células ce-
badas, células epiteliales, asi como monocitos y
macrdéfagos.*3

3. Activacidn de células dendriticas para su diferen-
ciacion y al mismo tiempo la induccién de res-
puestas tipo Thl o Th2 dependiendo del TLR que
haya sido estimulado.?#15

4. Activacion policlonal de las células B de memoria
y la produccion de IgM de baja afinidad que gene-
ra una respuesta rapida a la reinfeccion.'® Asi
como el cambio de isotipo para anticuerpos de la
clase 1gG.%’

5. Induccion de la produccién de péptidos antimicro-
bianos.1819

6. Induccion de apoptosis en macréfagos® y retraso
del proceso apoptdtico en neutrofilos.?

respuesta inmune adaptativa.

7. Induccion de mecanismos bactericidas del macro-
fago dependientes e independientes del éxido ni-
trico.?223
Dependiendo del TLR que se active es el patron de

citocinas/genes que se encienden, por ejemplo, los

macréfagos murinos producen IL-12, IFN-y y MCP-

5 en respuesta a la estimulacion por el TLR4, pero

estos mediadores no se producen si el que se activa

esel TLR2.24

LOS TLR EN LA RESPUESTA
INMUNE INNATA DEL PULMON

Una vez que los microorganismos entran al pul-
mon las primeras células que encuentra son las célu-
las epiteliales, las cuales tienen la capacidad de
producir moléculas efectoras de la respuesta inmu-
ne como son interleucinas, péptidos antimicrobia-
nos, proteinas surfactantes, colectinas y C3b.
Normalmente, los macroéfagos alveolares confor-
man el 95% de todos los leucocitos del espacio al-
veolar, 4% lo forman los linfocitos y 1% los
neutréfilos. Estos leucocitos aparte de su funcién
fagocitica tienen la capacidad de producir molécu-
las proinflamatorias, como interleucina-12, Factor
de Necrosis Tumoral-o (TNFa), Interferén-y, los
cuales desencadenan una respuesta inmune mas es-
pecializada.l La mayoria de las funciones inmuno-
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l6gicas tanto de las células epiteliales como de los
leucocitos esta mediada por los TLR.

En tejido pulmonar se ha descrito la presencia del
mMRNA o la proteina de TLR1, TLR2, TLR3, TLR4,
TLR7, TLR8, TLR9 y TLR10,%526 estos datos se en-
cuentran resumidos en el cuadro 1. La funcién espe-
cifica que cada uno desempefia en los procesos
infecciosos o reguladores del pulmoén audn se investi-
ga. Podemos, sin embargo, identificar la participa-
cion de los TLR en dos tipos de procesos pulmonares,
los no infecciosos y los infecciosos (Figura 2).

Cuadro 1. Receptores tipo Toll y sus ligandos.

Receptor Ligando Especie
TLR1 Lipopéptidos bacterianos H,R
TLR2* Lipopéptidos, &cido teitoico, péptidoglicano H, R
TLR3 RNA de doble cadena H,R
TLR4 LPS H R
TLR5** Flagelina H, R
TLR6 Zymosan, lipopéptidos H,R
TLR7** RNA viral de una cadena, imiquimod H,R
TLR8** RNA viral de una cadena, imiquimod H,R
TLRO** Complejos CpG no metilados H,R
TLR10 Se desconoce H
TLR11 Proteinas protozoarios R
TLR12, TLR-13  Se desconoce R

H: Hombre. R: Ratén.

El TLR2 coopera con el TLR1 y el TLR6 para reconocer &cido lipoteicoi-

o, zymosan y otros ligandos.

** E| TLRS, el TLR7, el TLR8, y el TLR9 cooperan para reconocer comple-
jos CpG no metilados, RNA de una sola cadena y flagelina.

*

Los TLR en procesos no infecciosos

El macrofago alveolar puede reconocer por la via
de los TLR, tanto de manera directa como indirecta,
moléculas que se producen en circunstancia de dafio
tisular y que funcionan como sefial de peligro. Molé-
culas como el fibrindgeno y la proteina A del surfac-
tante son reconocidas a través del TLR4, quien
desencadena mecanismos proinflamatorios en res-
puesta al reconocimiento de las mismas.?”-?8 Ademas,
el TLR4 reconoce algunos antigenos enddgenos libe-
rados en estado de estrés, particularmente cuando
ocurre hemorragia pulmonar, donde induce princi-
palmente la produccién de TNF-a.?° Por otro lado,
el ATP extracelular, que se libera al medio en casos
de dafo tisular y que es reconocido por receptores
purinérgicos, tiene la capacidad de modular los nive-
les de expresiéon de los TLR y su sefializacién que
conduce a la produccién de citocinas proinflamato-
rias potenciando la respuesta inmune local.303!

En enfermedades como enfermedad obstructiva
crénica pulmonar (EPOC) y tabaquismo, relaciona-
das con la inhalacion de particulas, se ha reportado
una deficiencia o inhibicién del TLR2, lo que condi-
ciona a estos pacientes a tener limitada su capacidad
de responder a infecciones por bacterias Gram posi-
tivas y, por otro lado, tienen una sobre expresion
del TLR4 que, a causa del humo del cigarro, mantie-
ne a las células locales en estado constante de acti-
vacion generando inflamacidén crénica.32-34

La estimulacion de los TLR en las vias aéreas de
sujetos con padecimientos alérgicos determina el

Contaminantes?

Activacion
celular por

1

Inmunidad protectora
Eliminacion de patoégenos
Resistencia a patégenos

Balance respuesta Th1/Th2

— Produccion de Citocinas

Sindrome agudo
respiratorio
Choque séptico

Figura 2. Los TLR participan tanto en

o é;rgac los procesos infecciosos como en los no
Bronquiolitis infecciosos del pulmén. La respuesta

generada por el reconocimiento de sus
ligandos es ambigua, por un lado se induce
la produccion de moléculas clave para la
eliminacién de microorganismos que
ademas intervienen en mecanismos de
inmunidad protectora y por otro puede
ocasionar una respuesta inflamatoria
exacerbada que es causa de enfermedad.
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grado de severidad de la enfermedad, pues la presen-
cia de LPS en los aerosoles del ambiente se asocia
con una mayor reactividad en pacientes con asma y
esta asociaciéon es mayor que la de la concentracion
ambiental de Dermatophagoides pteronyssinus y D.
faringe.3® La dosis de LPS ambiental determina el
tipo de respuesta inmune que se genera contra anti-
genos inhalados. Aunque el LPS generalmente indu-
ce la produccion de citocinas tipo Thl como IL-12 y
TNFo, también impacta sobre el reclutamiento de
células dendriticas, quienes condicionan un perfil
Th1 cuando son estimuladas con dosis altas, mien-
tras que ante dosis bajas de LPS responden con un
perfil Th2.36 Mas recientemente se describi6 que este
efecto se debe principalmente a la estimulacién de
las células cebadas por LPS a través del TLR4 y esta
estimulacion condiciona la inflamacién alérgica,’
con la desventaja adicional de que la histamina am-
plifica la respuesta del TLR2 y del TLR4 en células
endoteliales.%®

Los TLR en procesos infecciosos

Las infecciones bacterianas y virales juegan un pa-
pel crucial en el desarrollo de enfermedades pulmona-
res, no solo las causadas por el patégeno mismo, sino
porque la exacerbacion del proceso inflamatorio influ-
ye directamente en la patogénesis de asma, fibrosis
quistica, EPOC y otros.

El efecto bioldgico de la estimulacion a través de
los TLR es diverso. Existen casos en los que la res-
puesta es favorable al hospedero y a la eliminacion
del patégeno. Por ejemplo, los macrofagos alveolares
murinos son responsables de la eliminacion del virus
sincicial respiratorio a través de un mecanismo de-
pendiente del reconocimiento por el TLR4.%° Los
TLR1, TLR2, TLR4 y TLR6 juegan un papel central
en la resistencia, la eliminacion de la carga bacteria-
na, el reclutamiento de neutrofilos y produccion de
TNF-o e IL-6 en neumonia causada por Klebsiella
pneumoniae.*® El TLR4 induce apoptosis del macrd-
fago murino en respuesta a la estimulacién por la
neumolisina de S. pneumoniae por un mecanismo de-
pendiente de caspasa 3 de manera temprana y este
efecto es protector, pues favorece la supervivencia
del raton.*! Los TLR2, TLR4 y dectina-1 reconocen
las formas patogénicas de Aspergillus fumigatus,
esto representa una ventaja para el hospedero por-
que el TLR2 y el TLR4 pueden distinguir entre las
formas esporularias de Aspergillus frecuentemente
inhaladas (eliminando la posibilidad de un estado de
inflamacion constante) y las formas de hifas poten-
cialmente infecciosas en macrdfagos humanos y de

raton.*? La bacteria gramnegativa Legionella pneu-
mophila tiene la capacidad de replicarse dentro de
los macrofagos alveolares y puede causar un tipo se-
vero de neumonia; sin embargo, en la mayoria de los
infectados, la respuesta inmune dependiente del
TLR2 induce la produccion de IL-12, IL-6 y TNF-q,
gue resulta protectora porque contribuye a la elimi-
nacion de la bacteria.*3

En ciertos padecimientos, como en la inflamacién
patolégica asociada al virus de la influenza A, la
participacion de los TLR ocurre en detrimento del
hospedero, pues este virus induce respuesta citotoxi-
ca exacerbada en un modelo murino en el que la
muerte de los animales incrementa por mecanismos
dependientes del TLR3.4 También Pseudomonas
aeruginosa estimula a las células epiteliales de vias
respiratorias a través del TLR5 y del TLR2 generan-
do una respuesta inflamatoria que podria exacerbar
la fibrosis quistica.*>4¢ La infeccion por bacterias
grampositivas y negativas que condiciona la presen-
cia sistémica de grandes cantidades de LPS ocasiona
choque séptico, que puede ser letal, particularmente
si la administracion del LPS es por via aérea pues se
genera una hiperrespuesta dependiente del TLR4 en
la que ocurre broncoconstriccion, dafio del epitelio
alveolar y ruptura de la integridad capilar pulmonar
gue conduce a un dafio pulmonar agudo.*”*8 En otro
tipo de infecciones el papel de los TLR aln no esta
establecido; sin embargo, sabemos que se genera
una respuesta inflamatoria en respuesta a compo-
nentes bacterianos, como el DNA que se genera de
los procesos de degradacion de la respuesta pulmo-
nar y cuyas implicaciones clinicas aun se descono-
cen.49'5°

Los TLR en tuberculosis

La principal via de entrada de Mycobacterium tu-
berculosis es la aérea, siendo las células alveolares
las primeras en entrar en contacto con M. tuberculo-
sis. Por lo tanto, el reconocimiento inicial de los
componentes micobacterianos en el pulmon recae en
las células epiteliales del pulmén y los macréfagos
alveolares.®® M. tuberculosis viable y algunos de los
componentes de su pared celular son capaces de acti-
var los macrofagos via TLR, permitiendo la activa-
cion del factor de transcripcion NF-xB con la
consecuente produccion y liberacion de citocinas
proinflamatorias tales como TNF-o, IL-1, IL-12 e IL-
18, la liberacién de nitritos reactivos, diversas qui-
miocinas y péptidos antimicrobianos.>?°% A través
de mecanismos de la respuesta innata como la fago-
citosis, actividad bactericida y el balance de la res-
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puesta inmune generado por los mecanismos de res-
puesta de los TLR, la intensidad de la respuesta
inmune se modula y se dirige la transicion de innata
a adaptativa.1®

Los TLR participan en la regulacion y resistencia
del hospedero a la infeccidn por M. tuberculosis. El
reconocimiento de antigenos micobacterianos, como
el glicolipido de 38KDa, por el TLR4 induce la pro-
duccion de un perfil protector de citocinas y éxido
nitrico que ayudan a la eliminacién de la bacteria,%®
58 al control de la infeccion crénica y favorecen la
supervivencia del ratén.5%9 Otros tipos de TLR tam-
bién participan en el reconocimiento de antigenos de
M. tuberculosis como el TLR2, que modula la res-
puesta inflamatoria,® ademas, el TLR6 coopera con
el TLR2 en la transduccién de sefiales dependiendo
del tipo de antigeno que se genere en el medio y que
sea reconocido,®? por lo que la especie antigénica
también marca una diferencia en los mecanismos de
activacion de la respuesta celular.5? Recientemente
se report6 que el TLR9 induce una respuesta inmu-
ne protectora en un modelo murino.%® El hecho de
gue los ratones deficientes en MyD88 son incapaces
de controlar la infeccion a pesar de su habilidad de
montar una respuesta adaptativa, sugiere la partici-
pacion central de los TLR en la resolucion de esta
infeccion.® MyD88 es una proteina adaptadora in-
tracelular que transduce la sefial de la mayoria de
los TLR hasta la translocacion nuclear del NF-xB
para la produccién de citocinas y otras moléculas de
la respuesta inmune, por lo que un amplio reperto-
rio de estos receptores podria estar involucrado en
el proceso. A pesar del conocimiento generado en los
modelos murinos, todavia falta investigar la biologia
de los TLR en el proceso humano, se sabe que los
mMRNA de TLR2, TLR4 y TLR6 estan incrementados
en sangre total de pacientes con tuberculosis,® pero
la respuesta local poco se ha estudiado.

PERSPECTIVAS

El estudio de la respuesta por TLR ha adquirido
un papel relevante en los Gltimos afios. Las implica-
ciones clinicas de estos descubrimientos apenas em-
piezan a identificarse. Debido al papel esencial de la
inmunidad innata en la regulacion de todos los as-
pectos de la inmunidad, es concebible que la disfun-
cion de los componentes del sistema innato pueda
contribuir a la enfermedad. Se han descrito muta-
ciones en el gen del TLR4 en humanos que reducen
su capacidad de respuesta inflamatoria al reto por
inhalacion con LPS, esto los hace resistentes a pade-
cimientos como SERA, asma y otros,®%:%7 subrayan-

do el hecho de que cuando la respuesta innata falla
en su intento de eliminar la infeccion, la estimula-
cion continua de los TLR causa inflamacion patolo-
gica.

Las perspectivas terapéuticas existen con la con-
dicion de que sean puntualmente dirigidas. El trata-
miento con CpG DNA bloquea la expresion de
citocinas tipo Th2 posterior al reto en un modelo
animal de asma alérgica;®8 algunos antigenos mico-
bacterianos como el de 38KDa se proponen como
candidatos para vacunas o adyuvantes porque indu-
cen la produccidn de citocinas proinflamatorias de-
pendiente del TLR2 y del TLR4%¢ y en padecimientos
donde la respuesta inflamatoria generada por el re-
conocimiento por los TLR de su ligando correspon-
diente recrudece la enfermedad, como la infeccion
por H. influenzae® o fibrosis quistica, conviene eva-
luar la posibilidad de bloquear dichos receptores.

Conocer los componentes microbianos que desen-
cadenan la respuesta inflamatoria puede tener impli-
caciones en el desarrollo de agentes terapéuticos y el
conocimiento de la defensa innata contra bacterias,
la forma en que el sistema adaptativo establece una
proteccion antimicrobiana de larga duracién y algu-
nos de los mecanismos involucrados en la generacion
de autoinmunidad también ofrecen la posibilidad de
intervencion profilactica. Sin embargo, debido a que
los diferentes tipos de TLR comparten vias de sefiali-
zacion intracelular, es necesario profundizar en el co-
nocimiento de los mecanismos que permitan inhibir
selectivamente un tipo de TLR sin afectar la funcion
de los otros.
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