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Papel de los receptores tipo toll en la inmunidad innata
y su implicacion en medicina veterinaria

Role of toll-like receptors in innate immunity and their
implication in veterinary medicine

Carlos Ramon Bautista Garfias*  Juan Joel Mosqueda Gualito®

Abstract

The innate immunity concept has undergone a noticeable change during the last five years,
due to the discovery of the mammalian Toll-like receptors (TLRs, transmembrane proteins
expressed by cells of the innate immune system) and its role in recognizing microbial patho-
gens. At present, the study of these receptors is of great interest —mainly in human medicine
and recently in veterinary medicine— due to the fact that these have a central role in both,
triggering innate immunity as well as coordinating innate and adaptive immunity. This review
seeks to show the Toll-like receptor’s concept in the immunity processes from the perspective
of their importance in veterinary medicine.

Key words: TOLL-LIKE RECEPTOR, INNATE IMMUNITY, VETERINARY MEDICINE.
Resumen

El concepto de inmunidad innata ha tenido un cambio notable durante los ultimos cinco
afnos, debido al descubrimiento de los receptores tipo Toll (TLR, proteinas transmembranales
expresadas por células del sistema inmunitario innato) en los mamiferos y su participacion
en el reconocimiento de patégenos microbianos. Actualmente el estudio de estos receptores
es de gran interés, sobre todo en medicina humana y muy recientemente en medicina
veterinaria, debido a que desempefan un papel central, tanto en el desencadenamiento de la
inmunidad innata, como en la coordinacién entre las inmunidades innata y adaptativa. Esta
revision pretende mostrar el concepto del papel de los receptores tipo Toll en los procesos de
inmunidad desde la perspectiva de su importancia en medicina veterinaria.

Palabras clave: RECEPTOR TIPO TOLL, INMUNIDAD INNATA, MEDICINA
VETERINARIA.
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Introduction

volution has armed mammals with two main

forms of defense against infectious agents:

innate immunity and adaptive immunity. The
first one provides a host defense against invading
microbes which is immediate, unspecific and which
does not have memory, while the second one is naive,
gradual and must be taught through somatic gen-
eration of a diverse receptor repertoire, in order to
develop an appropriate immune response against
invading agents." This difference in reaction suggest
that all innate immunity responses must be based on
the recognition of molecular patterns associated to
microorganisms. In contrast, the adaptive immune
response depends mainly in two types of specialized
lymphocytes, T lymphocytes and B lymphocytes,
which specific receptors are generated somatically
in response to antigen presentation by professional
antigen presenting cells (interdigitant dendritic cells,
macrophages and B cells).” This process induces an
antigen-dependent clonal expansion of lymphocytes
T and B, which gives as a result, long lasting humoral
and cellular immune responses. However, acquired
immunity does not occur immediately in response to a
new antigen or pathogen and the delay in the response
could have a devastating effect on hostsurvival.” There-
fore, the innate and the acquired immune responses
are coordinated in such a way that the innate immune
response represents the initial process which directs
the defense of the mammal host.?

Microorganisms express molecular patterns which
are specific and easily differentiable from those of the
host; these include double stranded viral RNA; unme-
tylated CpG dinucleotides present in bacterial DNA,
but scarce in vertebrates; manans from yeast; myco-
bacterial glicolipids; lipoproteins from bacteria and
parasites; lipoteichoic acids from gram-positive bacte-
ria and lipopolysaccharide (LPS) from gram-negative
bacteria.”® Chordate hosts have developed pattern rec-
ognition receptors to detect these molecules associ-
ated to pathogens. Such receptors can be divided in
classes: cell surface receptors, secreted receptors, intra-
cellular and signaling receptors;l these last ones being
capable of inducing cytokine expression which sub-
sequently amplify the innate immune response and
direct the adaptive immune response. This mecha-
nism, however, is more complex than one would have
thought."®

The immune system has developed different meth-
ods to discriminate foreign antigens from its own.
The strategy of microbial recognition is based on the
detection of conserved molecular patterns which are
essential byproducts of microbial physiology. Charles
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Introduccion

a evolucion ha dotado a los mamiferos con dos

formas principales de defensa contra agentes

infecciosos: la inmunidad innata y la inmuni-
dad adaptativa. La primera proporciona una defensa
del hospedero contra microorganismos invasores
que es inmediata, inespecifica y no tiene memoria,
mientras que la segunda es virgen, tarda en desarro-
llarse y se le debe ensenar a través de la generacion
somatica de un repertorio diverso de receptores, con
objeto de desarrollar una respuesta inmunitaria apro-
piada contra los microbios invasores.! Esta diferencia
de reaccién sugiere que las respuestas de inmuni-
dad innata se deben basar en el reconocimiento de
patrones moleculares asociados con microorganis-
mos. En contraste, la respuesta inmunitaria adapta-
tiva depende en gran parte de dos clases de linfocitos
especializados, los linfocitos T y los linfocitos B, cuyos
receptores especificos son generados somaticamente
en respuesta a la presentacion de antigeno por célu-
las profesionales presentadoras de antigeno (células
dendriticas principalmente de tipo interdigitante,
macrofagos y otras células B).” Este proceso provoca la
expansion clonal antigeno-dependiente de linfocitos
Ty B, que da por resultado una memoria inmunitaria
humoral y celular de larga duracién. Sin embargo, la
inmunidad adquirida no ocurre inmediatamente en
respuesta a un antigeno o patégeno nuevo y el retardo
en la respuesta podria tener un efecto devastador en
la supervivencia del hospedero.3 Por tanto, las res-
puestas inmunitarias innata y adquirida estdn coor-
dinadas, de tal forma que la respuesta inmunitaria
innata representa el proceso inicial e instructor en la
defensa del hospedero mamifero.?

Los microorganismos expresan patrones molecu-
lares que son especificos y rapidamente diferenciables
de los del hospedero; éstos incluyen ARN viral
de doble cadena; dinucle6tidos CpG no metilados
comunes en el ADN bacteriano, pero escasos en
el ADN de vertebrados; mananas de las levaduras;
glicolipidos de las micobaterias; lipoproteinas de
bacterias y parasitos; acidos lipoteicoicos de bacterias
grampositivas y LPS de bacterias gramnegativas.”” El
hospedero vertebrado ha desarrollado receptores de
reconocimiento especificos de patrones para detectar
a estas moléculas asociadas con patogenos. Dichos
receptores pueden dividirse en clases: receptores
secretados, endociticos y de senalizacién;! estos
altimos son capaces de inducir la expresion de
una variedad de citoquinas que subsecuentemente
amplifican la respuesta inmunitaria innata y dirigen
la respuesta inmunitaria adaptativa. Este mecanismo,
sin embargo, es mas complejo de lo que se pensaba."’



Janeway developed the idea that there are microbial
structures that form molecular patterns and that such
structures would be recognized by those pattern-recog-
nition receptors.7

Nowadays, such invariant structures are known
as pathogen-associated molecular patterns (PAMPs).
These are characterized for being expressed only by
microbes (and are not produced by the host); are
conserved in similar microorganisms and their expres-
sion is essential for the survival of the microbe.*® Two
commune PAMPs are LPS from gram-negative bacte-
ria and peptoglycan (PGN) from gram-negative bac-
teria. These PAMPs are recognized by receptors from
the innate immune system called pattern recognition
receptors (PRRs). Because PAMPs are produced only
by microorganisms, the innate immune system recog-
nize them as “molecular signatures” of infection, and
their recognition by PRRs prompt the induction of an
immune response.9

Toll-like Receptors (TLR)

The role of Toll-like receptors (TLR) in the innate
immune response was first described in an arthropod,
the fruit fly Drosophila melanogaster. The Toll protein
from Drosophila was originally identified as a factor
essential for the dorsoventral polarity during embryo-
genesis.m Toll was also recognized as a transmembrane
receptor which mediates activation of the transcrip-
tion factor known as Dorsal (which is homologue to
NF-«p, the transcription factor in vertebrates) by medi-
ating degradation of Cactus, a Dorsal repressor pro-
tein. Once freed from Cactus, Dorsal can translocate
to the nucleus, where it activates specific genes. Due
to the homology of Toll with the interleukin 1 recep-
tor (IL-1R)!"" and the conservation of signaling chan-
nels in both systems, it was proposed that Toll could be
involved in regulating the immune response;w'14 which
was corroborated with the demonstration of its partici-
pation in the induction of resistance to fungal infec-
tions.” Later on, and through searches in expressed-
sequence tag (EST) databases using conserved
sequences from the Toll/IL-1R signaling domain, a
Drosophila Toll homologue was identified in humans.'®
From that point on and using similar strategies, a
family of proteins, structurally related with Toll and
collectively called Toll-like receptors (TLR) was iden-
tified, comprising 11 members: TLR1, TLR2, TLR3,
TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLRS, TLR9, TLR10,'*?!
and arecentlyidentified TLR11 |7 Similarly, it is certain
that in a near future more TLRs will be discovered.?
It is worth noticing that the family of TLR in humans
is subdivided in five subfamilies that, according to the
amino acid sequence, are: TLR3, TLR4, TLR5, TLR2
y TLRY. The TLR2 subfamily is composed of TLRI,

El sistema inmunitario ha desarrollado diferen-
tes métodos para discriminar moléculas propias de
moléculas extranas. La estrategia de reconocimiento
microbiano se basa en la deteccién de patrones mole-
culares conservados que son productos esenciales de
la fisiologia microbiana. Charles Janeway desarroll6 la
idea de que hay estructuras microbianas que forman
patrones moleculares y que tales estructuras serian
reconocidas por receptores de reconocimiento de
€sos patrones.7

Actualmente dichas estructuras invariantes son
conocidas como patrones moleculares asociados a
patégenos (PMAP). Estos se caracterizan por ser
expresados Unicamente por microbios (y no son
producidos por el hospedero); son relativamente
conservados en microorganismos similares y su
expresion es esencial para la sobrevivencia del
Inicroorganismo.‘ﬁ”8 Dos PMAP comunes son el
lipopolisacarido (LPS) de las bacterias gramnegativas
y el peptidoglicano (PGN) de las bacterias
grampositivas. Estos PMAP son reconocidos por
receptores del sistema inmunitario innato
denominados receptores de reconocimiento de
patrones (RRP). Debido a que los PMAP son
producidos s6lo por los microorganismos, el sistema
inmunitario innato los reconoce como “firmas
moleculares” de la infeccién, y su reconocimiento
por los RRP propicia la induccién de una respuesta
inmunitaria.’

Receptores tipo Toll (TLR)

La participacién de los receptores tipo Toll (TLR)
en la respuesta inmunitaria innata se describié por
primera vez en un artrépodo, la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster. La proteina Toll de Drosophila
originalmente se identificé como un factor requerido
para el establecimiento de la polaridad dorso-ventral
en el embrién en desarrollo.!’ Toll ademais se recono-
ci6 como un receptor transmembranal que activa el
factor de transcripciéon denominado Dorsal (que es
homéologo al factor de transcripcién NF-xf3 en verte-
brados) al mediar la degradacién de Cactus, una pro-
teina represora de Dorsal. Una vez liberada de Cactus,
Dorsal puede trastocarse al niicleo donde activa genes
especificos. Debido a la homologia de Toll con el
receptor de interleuquina 1 (RIL1)" y a la conserva-
cion de los canales de senalizacién en ambos sistemas,
se propuso que Toll estaba involucrado en la regula-
cién de la respuesta inmunitaria;'*'* lo cual se corro-
boré con la demostracién de su participacion en la
induccion de resistencia a infecciones producidas por
hongos.15 Poco tiempo después, mediante busquedas
en las bases de datos de identificadores de secuencias
expresadas (EST), y utilizando secuencias conserva-
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TLR2, TLR6 y TLRI10; the TLR9 subfamily is com-
posed of TLR7, TLR8 y TLR9.%

Next, a list of the known TLR and the structures recog-
nized by them (ligands):

TLR1

This receptor distinguishes lipopeptides from bacte-
ria and mycobacteria. Using macrophages from TLR1
deficient mice (TLR1 (-/-)), Takeuchi et al. observed
that these cells were incapable of producing proin-
flammatory cytokines when exposed to lipoproteins
and triacylated lipopeptides, meanwhile the same cells
produced cytokines normally when exposed to diacyl-
ated lipopeptides24 as well as Neisseria meningitidis solu-
ble factors.® Moreover, it has been observed that TRL1
is functionally associated with TRL2 to recognize the
lipidic configuration of lipoproteins from mycobacte-
ria and has a high homology with TRL6, which could
compensate for a deficiency in TRL1.2*% It has been
shown that TRLI recognizes the outer surface pro-
tein A (OspA) from the spirochete Borrelia burgdorferi,
the causative agent of the zoonotic disease of Lyme,
which is transmitted to humans and mammals by Ixodes
ticks.2

TLR2

TRL2 recognizes different bacterial products like lipo-
proteins from gram-negative bacteria,?’ peptidoglycan
from gram-positive bacteria,® lipoteichoic acid from
gram-positive bacteria,® lipoarabinomanan from mico-
bacteria,* a phenol-soluble modulin from Staphylococ-
cus epidermidis,31 glycosylphosphatidylinositol from 7iy-
panosoma cruzi,® glycolipids from Treponema maltophi-
lum,® porins from Neisseria,** and zymosan from fungi,35
TRL2 also recognizes atipic lipopolysaccharide (LPS)
from Leptospira z'ntermgans,36 and atipic LPS from Por-
phyromonas gingivalis,” which suggest that TLR2 has
a specific capacity to recognize cilindric LPS which
induces cytokine production.38 Finally, TLR2 recog-
nizes heat shock protein 70 (HSP70) from the host,*
it associates with other TLR, presents differences in
expression, transcription tissue concentration and reg-
ulation in humans and mice."!

TLR3

This receptor recognizes double stranded ribonu-
cleic acid (RNA), a molecular pattern associated with
viral infections.** It is worth mentioning that double
stranded RNA is a potent inductor of Type I inter-
feron, which has antiviral properties, and promotes
dendritic cell maturation. TRL3 deficient mice showed
a reduced response to double stranded RNA, and a
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das en el dominio de senalizacion de Toll/RIL1, se
identific6 un homoélogo del receptor Toll de Drosophila
en el humano.'® A partir de dicho hallazgo, y utili-
zando estrategias similares, se identific6 una familia
de proteinas estructuralmente relacionada con la
proteina Toll de Drosophila que colectivamente se les
denomina receptores tipo Toll (TLR) y que consiste
de 11 miembros: TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5,
TLR6, TLR7, TLRS, TLR9, TLR10,'5* y el recién
identificado TLR11.?* Asimismo, se ha indicado que
seguramente en un futuro préximo se descubriran
mas TLR.?® Cabe senalar que la familia de TLR de
humano se subdivide en cinco subfamilias que, de
acuerdo con la secuencia de aminoacidos, son: TLR3,
TLR4, TLR5, TLR2 y TLR9. La subfamilia TLR2 esta
compuesta de TLR1, TLR2, TLR6 y TLR10; la subfa-
milia TLRY esta compuesta de TLR7, TLR8 y TLR9.%

A continuacién se indica, por orden numérico,
cada uno de los TLR conocidos y las estructuras que
reconocen (ligandos):

TLR1

Este receptor distingue lipopéptidos de bacterias
y micobacterias. Utilizando macréfagos de ratones
deficientes en TLR1 (TLR1 (-/-)), Takeuchi et al.
observaron que estas células mostraban incapacidad
para producir citoquinas proinflamatorias al
exponerse a lipoproteinas y lipopéptidos triacilados,
mientras que las mismas células produjeron citoquinas
normalmente al exponerse alipopéptidos diacilados,?*!
asi como factores solubles de Neisseria meningilidis.%
Asimismo, se ha observado que TLRI1 funcionalmente
se asocia con TLR2 para reconocer la configuracién
lipidica de las lipoproteinas de micobacterias y
tiene una homologia alta con TLR6, lo que podria
compensar una deficiencia en TLR1.***®* Se ha
demostrado que TLRI reconoce la lipoproteina
de la superficie externa (OspA) de la espiroqueta
Borrelia burgdorferi, el agente causal de la enfermedad
zoonoética de Lyme, que es transmitida a animales y
humanos por garrapatas del género Ixodes.®

TLR2

El TLR2 reconoce diferentes productos bacterianos
como lipoproteinas de bacterias gramnegativas,27
peptidoglicano de bacterias grarnpositivas,28 acido
lipoteicoico de bacterias grampositivas,* lipoarabino-
manano de micobacterias,? una modulina soluble en
fenol de Staphylococcus epidermidis,3 1 glicoinositolfosfoli-
pidos de Trypanosoma cruzi,® glicolipidos de Treponema
maltophz'lmn,33 porinas de Neisseria,™ y zymosan de
hongos,?’5 el TLR2 también reconoce lipopolisacarido
(LPS) atipico de Leptospira imfem’ogcms,36 y LPS atipico



reduced production of pro-inflammatory citokines.*
In humans TRL3 is expressed only in myeloid den-
dritic cells,” and in mice its expression can be induced
in LPS exposed macrophages.* It is believed that these
differences are due to inequalities in proximal regula-
tory sequences in both species.*!

TLR4

TRL4 distinguishes LPS from gram-negative bacteria,*
taxol from plants,” a fusion protein from respiratory
syncitial virus,"® envelope proteins from the mammary
tumor virus from mice and the Moloney leukemia
virus,"” heat shock protein 60 (HSP60) from Chla-
mydia pneumoniae,* HSP60* and HSP70 from host,”
extra domain A from fibronectin,” oligosaccharide
from host hyaluronic acid,” oligosaccharide fragments
from host heparan sulfate,” fibrinogen from host.”*
Although TRL2 recognizes cylindrical LPS, this stimu-
lates cells only through TRL4.” The capacity to differ-
entiate variations in molecular composition and the
three-dimensional conformation of lipid A from LPS
explains the activation of different signaling channels
mediated by the TRL.

TLR5

Recognizes flagellin from gram-negative bacteria.” It
was observed that, when flagellin -the main protein
in flagella from gram-negative bacteria- makes contact
with basolateral surfaces in the intestine, it stimulates
inflammatory immune responses; when flagellin makes
contact with the apical surface there is no response.
Investigations using immunolocalization showed that
TRL5 is expressed only in the basolateral surface of
the intestinal epithelium and when flagellin from Sal-
monella makes contact, it induces a signaling cascade
mediated by the pro-inflammatory transcription factor
NF-kB.”® Flagellin is a very conserved pathogen asso-
ciated molecular pattern, and in plants this protein
induces an immune response mediated by a trans-
membranal receptor with a domain rich in leucine,
which is characteristic of Toll-like receptors.”

TLR6

The human TLR6 has 69% identity with TLR1, and
in mice it is expressed in the thymus, spleen, ovaries
and lung." While TLR2 recognizes triacetylated lipo-
protein from bacteria, TLR6 only recognizes diacety-
lated lipoproteins like those produced by mycoplasma,
which are potent activators of macrophages.” TLR6
acts in a synergic way with TLR2 to recognize peptide-
glycans, which are components of gram-positive bacte-
ria.”

de Porphyromonas gingivalis,’”” que sugiere que TLR2
tiene capacidad especifica de reconocimiento de los
LPS de forma cilindrica que inducen la produccién
de citoquinas.”® Finalmente, TLR2 reconoce la pro-
teina 70 de choque térmico (HSP70) del hospedero,*
se asocia con otros TRL incluyendo TRL1 y TLR6, e
inicia la activacién de genes caracteristicos de una res-
puesta de tipo Th2.*” Finalmente, el TLR2, al igual
que otros TLR, presenta diferencias en humanos y
ratones en la expresion, trascripcion, concentracién
tisular y regulacién.'

TLR3

Este receptor reconoce acido ribonucleico (ARN)
de doble cadena, un patrén molecular asociado con
posibles infecciones por virus.* Cabe destacar que el
ARN de doble cadena es un inductor muy potente
de los interferones tipo I, que tienen propiedades
antivirales, ademds de que promueve la maduracién
de células dendriticas. Ratones deficientes en TLR3
mostraron respuesta disminuida a ARN de doble
cadena, ademds de una produccién reducida de
citoquinas proinflamatorias.* Mientras que en
humanos TLR3 se expresa unicamente en células
dendriticas mieloideas,” en ratones su expresion
puede ser inducida en macréfagos expuestos a
LPS.* Se cree que estas diferencias se deben a
desigualdades en las secuencias de las regiones
reguladoras proximales en las dos especies.”!

TLR4

TLR4 distingue LPS de bacterias gramnegativas,*!
taxol de plantas,” proteina de fusién del virus
respiratorio sincitial,*® proteinas de la cubierta del
virus del tumor mamario de ratén y virus de la
leucemia murina de Molones," proteina 60 de choque
térmico (HSP60) derivada de Chlamydia pneumoniae,*®
HSP60* y HSP70 del huésped,™ extradominio A de
fibronectina,” oligosacaridos del dcido hialurénico del
hospedero,” fragmentos de polisacarido de sulfato de
heparan del hospedero,” fibrinégeno del hospedero.”
Mientras que TLR2 reconoce LPS cilindrico, el
LPS coénico estimula a las células s6lo mediante
TLR4.”™ La capacidad para diferenciar variaciones
en la composicion molecular y la conformacién
tridimensional del lipido A de los LPS explica la
activacion de los diferentes canales de senalizaciéon
mediados por los TLR.

TLR5

Reconoce la flagelina de bacterias gramnegativas.” Se
identificé al observar que la flagelina —proteina prin-
cipal de los flagelos de bacterias gramnegativas— al
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TLR7

This receptor recognizes synthetic components con-
sidered immunomodulators like those derived of imid-
azoquinoline, loxoribine and bropirimine, which have
antiviral capacity because they induce production of
pro-inflammatory cytokines, especially IFN-0..*>**When
using TLR7-deficient mice, Hemmi et al.”’ observed
that the stimulation with these compounds did not
induce production of pro-inflammatory cytokines by
macrophages nor dendritic cell maturation. Recently,
and according with these initial findings, it has been
informed that TLR7 recognizes single-stranded RNA
(ssRNA) with high guanosine and uridine concentra-
tions. Similar findings were found using ssRNA from
the influenza virus, which is also rich in uridine.%

TLR8

TLR8 belongs to the TLR9* subfamily and, together
with TLR7, it also recognizes antiviral compounds.
Although murine TLR7 recognizes ssRNA, it was
recently shown that this function is carried out by TLR8
in humans.” The implications of these findings are
important because whereas TLR3 recognizes double
stranded RNA in some viruses, TLR7 ad TLRS8 are in
charge of recognizing single stranded viral RNA, as
well as host RNA, which implicates them in autoim-
mune diseases. Studies in this new line of investigation
could discover treatments for many autoimmune dis-
eases and the identification of adjuvants that potenti-
ate antiviral responses.”

TLR9

It is essential for the recognition of unmethylated
CpG motifs from bacterial DNA.**® CpG motifs are
hexamerous chains formed by central, unmethylated
CG dinucleotides flanked by two pirimidines in posi-
tion 5 and two purines in the 3’ position.”® These
unmethylated dinucleotides are frequent in DNA from
microbes, including bacteria and protozoa.”** Impor-
tantly, other DNA from non-vertebrate organisms like
insects, yeast and mollusks also contain unmethylated
CpG motifs and are potent lymphocyte B mitogens,*’
probably through TLRY. Mammalian DNA is charac-
terized for having a low frequency of CG dinucleotides
and the majority of them are methylated, making them
unable to induce immune responses. In humans, TLR9
is expressed by plasmacytoid dendritic cells and B cells
and this correlates with the capacity of these cells to
respond to the presence of CpG oligonucleotides;”
whereas in mice, TLR9 is found in myeloid dendritic
cells, macrophages and B cells.” It has been shown
that in mice TLR9Y is essential to mediate the anti-
inflammatory effects characteristics of the probiotics.”
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contactar las superficies epiteliales basolaterales del
intestino, estimula la produccién de respuestas inmu-
nitarias inflamatorias; cuando aquélla hace contacto
con la superficie apical no hay tal respuesta. Las inves-
tigaciones con inmunolocalizacién demostraron que
TLR5 se expresa sélo en la superficie basolateral del
epitelio intestinal y al contacto con flagelina de Sal-
monella desencadena una cascada de senalizacién que
media el factor de trascripcion proinflamatorio NF-
kP.”° La flagelina es un patrén molecular de patégenos
muy conservado, pues en plantas esta proteina induce
una respuesta inmunitaria mediada por un receptor
transmembranal con un dominio rico en leucinas,
que es caracteristico de los receptores tipo Toll.””

TLR6

El TLR6 de humano tiene 69% de identidad con
TLR1, y en ratones se expresa en timo, bazo,
ovario y pulmén.18 Mientras que TLR2 reconoce
lipoproteinasbacterianastriacetiladas, TLR6reconoce
s6lo lipoproteinas diacetiladas como las producidas
por micoplasmas, que son potentes activadores de
macréfagos.”™ TLR6 actiia de manera sinérgica con
TLR2 para reconocer peptidoglicanos, que son
componentes de bacterias grampositivas.”

TLR7

Este receptor reconoce compuestos —sintéticos
considerados inmunomoduladores como los derivados
de la imidazoquinolina, ademds de loxoribina y
bropirimina, que tienen capacidad antiviral debido
a que inducen la produccién de citoquinas
proinflamatorias, en especial INF-a.*>* Al utilizar
ratones que no expresan TLR7, Hemmi et al®
observaron que la estimulaciéon con estos compu-
estos no inducia la produccién de citoquinas
proinflamatorias por macréfagos ni la maduracién
de células dendriticas. Recientemente y de acuerdo
con estos hallazgos iniciales, se ha informado que
TLR7 reconoce ARN de cadena tnica (ssARN) con
concentraciones elevadas de los nucleosidos guanosina
y uridina.”® Hallazgos similares se encontraron
utilizando ssARN del virus de la influenza, que
también es rico en uridina.®?

TLR8

El TLR8 pertenece a la subfamilia del TLR9*y junto
con TLR7 también reconoce compuestos antivirales.
Mientras que TLR7 murino reconoce ssARN, reciente-
mente se demostré que esta funcién en humanos es rea-
lizada por TLR8.”' Las implicaciones de estos hallazgos
son importantes porque mientras que TLR3 reconoce el



Therefore, the discriminatory effect of TLR9 explains
the capacity of the mammalian immune system to get
activated in the presence of microbial DNA, compared
with the absence of response in the presence of DNA
from the organism.

TLR10

TLRI10 is phylogenetically related with TLR1 and
TLR6. It is unknown the ligand for this receptor
and it is preferentially expressed in B cells from
immune tissues like the spleen, lymphatic nodes and
thymus.wmm

TLR11

This TLR was recently discovered in mice and the phy-
logenetic analysis classify it in a subgroup together
with TLR5. On the other hand, in humans TLRI11
could not be expressed, because the sequences, ana-
lyzed up to date, show termination codons inside the
open reading frame of this gene. TLR11 is strongly
expressed in epithelial cells in the kidney and bladder
and in a lower quantity in cells of the liver. TLR11 does
not recognize any of the ligands that activate the rest
of the TLRs; therefore, it is unique in its pattern of
expression and recognition compared with other TLR.
Interestingly, uropathogenic bacteria stimulated the
activation of the transcription factor NF«f through
TLRI11 and TLRI11 deficient transgenic mice showed
ten thousand times more bacteria in kidney com-
pared with normal mice.?? All this underscores the
biological importance of TLR11 in immunity of the
kidney against urinary infections.

Role of TLR in the immune response.

TLR comprise the PRR that are expressed on the cell
surface, theyactivate the signaling pathways thatinduce
antimicrobial and inflammatory immune responses
when recognizing the PAMPs. The activation of TLR
expressed in specialized antigen presenting cells (APC)
like dendritic cells, perform a critical role in initiating
adaptive immune responses.71 TLR activation induces
the cell to express antigenic peptides on the cell sur-
face, which are bound to major histocompatibility com-
plex (MHC) molecules and activate antigen-specific T
cells. Self peptides expressed and presented by APC
are not recognized as foreign antigen, because self
peptide-specific T cells are eliminated during negative
selection in the thymus. In this way, negative selection
and microbial induction of co-stimulatory molecules
together, ensure that the adaptive immune response
be generated against infectious pathogens, but not
against self antigens.ﬂ

ARN de doble cadena en algunos virus, TLR7 y TLRS
se encargan de reconocer el ARN de virus de cadena
Unica, asi como posiblemente ARN del mismo hospe-
dero, lo cual los implica en posibles enfermedades auto-
inmunes. Estudios en esta nueva linea de investigaciéon
podrian encontrar tratamientos para muchas enferme-
dades autoinmunes y a la identificacién de adyuvantes
que sean potenciadotes de la respuesta antiviral.%®

TLR9

Es esencial para el reconocimiento de motivos CpG no
metilados de ADN bacteriano.®*% Los motivos CpG
son cadenas hexameras formadas por dinucleétidos
centrales CG no metilados flanqueados por dos
pirimidinas en posiciéon 5’ y dos purinas en la regiéon
3°.% Estos dinucleétidos no metilados son frecuentes
en el ADN de microorganismos, incluyendo bacterias
y protozoarios.ﬁ‘*’66 De manera relevante, otros ADN de
organismos no vertebrados, como insectos, levaduras
y moluscos, también contienen motivos CpG no
metilados y son potentes mitégenos de linfocitos B,%
muy probablemente a través del TLR9. Por su parte,
el ADN de mamiferos se caracteriza por tener una
baja frecuencia de dinucleétidos CG y la mayoria
de ellos estan metilados, haciéndolos incapaces de
inducir respuestas inmunitarias. En humanos, TLR9
es expresado por células dendriticas plasmacitoideasy
células B, y esto correlaciona con la capacidad de estas
células de responder ala presencia de oligonucleétidos
CpG;68 mientras que en ratones, el TLR9 se encuentra
en células dendriticas mieloideas, macréfagosy células
B.** Se ha demostrado que en ratones el TLRY es
esencial para mediar los efectos antiinflamatorios
caracteristicos de los probiéticos.69 Por tanto, el efecto
discriminatorio de TRL9 explica la capacidad del
sistema inmunitario de los mamiferos de activarse
ante presencia de ADN microbiano, comparado con
la nula respuesta ante presencia del ADN del propio
organismo.

TLR10

El TLRI10 esta filogenéticamente relacionado con el
TLR1 vy TLR6.2° Se desconoce cuil es el ligando
de este receptor que se expresa preferentemente
en linfocitos B de tejidos inmunitarios, como bazo,
nédulos linfaticos y timo. 26870

TLR11

Este TLR fue recientemente descubierto en ratén
y los analisis filogenéticos lo clasifican en un
subgrupo junto con el TLR5.”> Por otro lado, en
humanos el TLR11 podria no expresarse, ya que las
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Cells of the immune system use multiple TLR and
other PRR to detect simultaneously several structures
of a microbe; in this way, information on a particular
microbe is sent to the cell, allowing the generation
of slightly different responses but with a high degree
of specificity. As it was mentioned before, TLR acti-
vation favors not only the induction of inflamma-
tory responses; it also provokes an adaptive immune
response, which is antigen-specific.”

Certain TLR can detect individual characteristics,
which are common to different types of microbes. For
example, TLR4 together with TLR5 detect a gram-
negative flagellated organism, whereas TLR5 together
with TLR2 and TLR6 detect a gram-positive organism
(figure 1).” The final result of this surprising capacity
of discrimination is the expression of cytokines and
other activating molecules by cells of the adaptive
immune response, directing then, the offensive against
the invasive organism.

TLR Identified in domestic animals.

The study of Toll like receptors in domestic animals
is more recent and limited in comparison to investiga-
tions carried out in mice and humans. Table 1 shows
some of the findings obtained in TLR discovered up to
date in domestic animals.

TLR in chicken cells

The chTLR2 receptor (chTLR type 2), recently cloned,
discriminates two PAMP: LPS and lipoprotein, which
correspond to TLR2 and TLR4 recognition in mam-
mals.” It is also known that nitric oxide production
(NO) by macrophages from chickens with different
genetic constitution (hypo or hyper- responder), dif-
fers in TLR4 expression, but not in CD14 expres-
sion.” In a later study, it was suggested that a stronger
signal mediated by LPS through CDI14, TLR4 and
NF-kB is responsible for the increase in the induction
of the gene iNOS in macrophages of the hyper-
responder chicken strain compared with the hypore-
sponder strain.” Moreover, data from a study using
chicken heterophils suggest that TLR2 and TLR4 medi-
ate the oxidative burst induced by LPS, while CD14
and TLR2 mediate the oxidative burst induced by lipo-
teichoic acid (LTA) in such cells.”

TLR in bovine cells

By using RT-PCR, BoTLR2 and BoTLR4 mRNAs,
monocytes, macrophages and dendritic cells” were
detected in bovine. When comparing the ability of
bovine macrophages (Mac) and dendritic cells (DC)
to express TLR and to respond to distinct ligands of
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secuencias analizadas a la fecha muestran codones
de terminacién dentro del marco de lectura abierto
del gen. El1 TLRI11 se expresa fuertemente en célu-
las epiteliales del rinén y la vejiga, y en menor can-
tidad en células del higado. E1 TLR11 no reconoce
ninguno de los ligandos que activan los demds
TLR, por lo que es distinto en cuanto a su patréon
de expresion y de reconocimiento comparado con
otros TLR. De manera interesante, bacterias uro-
patégenas estimularon la activacién del factor de
transcripciéon NF-xf3 a través del TLR11 y ratones
transgénicos que no lo expresaban mostraron diez
mil veces mas bacterias en el rinén que los ratones
normales.?” Todo esto resalta la importancia biol6-
gica del TLR11 en la inmunidad del rinén contra
infecciones urinarias.

Funcion de los TLR en la respuesta inmu-
nitaria

Los TLR que comprenden la clase de RRP expresa-
dos en la superficie celular, activan vias de senali-
zaci6én que inducen respuestas efectoras antimicro-
bianas y de inflamacién al reconocer los PMAP. La
activacion de los TLR expresados en células pre-
sentadoras de antigeno (CPA) especializadas como
las células dendriticas, desempenan un papel cru-
cial en la iniciacién de respuestas inmunitarias
adaptativas.” La activacién de los TLR de una CPA
provoca que esta célula exprese péptidos antigéni-
cos sobre su superficie celular, que estan unidos
a moléculas del complejo principal de histocom-
patibilidad (MHC) y activan células T especificas
de antigeno. Los péptidos propios expresados y
presentados por las CPA no son reconocidos como
extranos, porque las células T especificas para
estos péptidos son eliminadas durante la selecciéon
negativa en el timo. De esta manera, la seleccién
negativa y la induccién microbiana de moléculas
coestimuladoras juntas, aseguran que la respuesta
inmunitaria adaptativa sea generada contra pato6-
genos infecciosos, pero no contra antigenos pro-
pios.”

Las células inmunitarias utilizan multiples TLR
y otros RRP para detectar simultineamente varias
estructuras de un microbio; de esta manera, la infor-
macién sobre un microbio en particular se envia a la
célula, permitiendo la generaciéon de respuestas lige-
ramente diferentes, pero con alto grado de especifici-
dad. Como ya se ha senalado, la activacion de los TLR
propicia no soélo la induccién de respuestas inflama-
torias, también provoca una respuesta inmunitaria
adaptativa antigeno-especifica.”

Determinados TLR pueden detectar caracteristicas
individuales que son comunes a diferentes clases de



TLR, it suggesst that the two cell types (both derived
from monocytes) show differences in TLR expression,
especially TLR2. In the same study, it was observed that
both Mac and DC responded to TLR ligands by pro-
ducing TNF, but DC produced more IL-12, while Mac
produced more 11-10.”

Although it has not been determined, it has been
suggested that the CpG DNA could stimulate bovine
dendritic cells through TLRY, as it has been described
for B lymphocytes, macrophages and dendritic cells in
other species.” In bovines, it has been observed that
CpG motifs induce cellular immune responses charac-
terized for inducing proliferation of B cells, IL-12 and
INF-y; ™% the generation of specific antibodies against
bovine TLR will be necessary to discover the receptors
involved in these responses.”'

TLR in swine cells

It has been informed of an elevated expression of
TLR2 in swine mononuclear cells induced to endo-
toxic lethal shock by infusion of a high LPS dose. In
this study, a human TLR2 probe was used because
hTLR2 is highly homologue among species, opposite
to TLR4, for which homology among species is rela-
tively low.”” On the other hand, sTLR9 was identified
in Peyer patches and mesenteric lymphatic nodes of

microbios. Por ejemplo, TLR4 junto con TLR5 detec-
tan un organismo flagelado gramnegativo, mientras
que TLR5 junto con TLR2 y TLR6 detectan un orga-
nismo grampositivo (Figura 1).” El resultado final
de esta sorprendente capacidad de tipificacion es la
expresion de citoquinas y otras moléculas activadoras
de las células de la respuesta inmunitaria adaptativa,
dirigiendo entonces la ofensiva hacia el microorga-
nismo invasor.

TLR identificados en animales
domeésticos

El estudio de los receptores tipo Toll en animales
domésticos es mads reciente y limitado en comparacion
con las investigaciones realizadas en ratones vy
humanos. En el Cuadro 1 se indican algunos de los
hallazgos obtenidos en los TLR encontrados a la fecha
en animales domésticos.

TLR en células de la gallina doméstica

El receptor chTLR2 (chTLR2, tipo2), recientemente
clonado, discrimina dos PMAP: LPS y lipoproteinas,
que corresponden al reconocimiento por los TLR2 y
TLR4 de los mamiferos.” También se ha informado
que la produccién de 6xido nitrico (NO) por macroéfa-

Microbe 1 Microbe 2

Microbe 3

%
=

Response A Response B

Response C

/ /
L
TL Ax

Figura 1. Modelo de reconocimiento
de microbios por los receptores tipo-
Toll (TLR%. Modificado de Underhill y
Ozinsky.’

Figure 1. Model of microbial recognition

by Toll-like receptors (TLR). Modified
from Underhill and Ozinsky.”
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Cuadro 1

RECEPTORES TIPO TOLL IDENTIFICADOS EN ANIMALES DOMESTICOS
TOLL LIKE RECEPTORS IDENTIFIED IN DOMESTIC ANIMALS

Species Receptor Observations References
Domestic chTLR2 A cloned receptor, the ChTLR2 type 2, carries out 73
chicken functions of TLR2 and TLR4 from mammals
Domestic chTLR4 Its expression in macrophages determines a higher or 74, 75
chicken lower reactivity to LPS.

Bovine BoTLR2 Determined by RT-PCR and mRNA in monocytes, 81
macrophages and dendritic cells

Bovine BoTLR4 Determined by RT-PCR and mRNA in monocytes, 81
macrophages and dendritic cells

Swine TLR2 Determined by mRNA with a hTLR2 probe in 82
mononuclear cells from peripheral blood

Swine sTLR9 cDNA which codifies sSTLR9 was isolated from 83
Peyer’s patches from gut associated lymphoid tissue
(GALT)

Dog TLR4 It is expressed in an important way in leukocytes from 84
peripheral blood.

Cat TLR4 It is expressed in an important way in leukocytes from 84

peripheral blood. lung and bladder

swine and expression in these tissues is three times
higher than in the spleen.* When compared to other
species this receptor showed a higher amino acid iden-
tity with humans (81.8%) and cats (86.7%) than with
mice (74.9%); notably, sTLR9 recognizes CpG motifs
and for this reason it is supposed to have a similar role
to that of hTLR9.*

TLR in dog cells

For its ability to identify LPS in humans and mice, it
is believed that in dogs, TLR4 can be fundamental to
protect them against bacterial infections. It has been
shown that in dogs, TLR4 receptor is expressed in a
substantial way in peripheral blood leucocytes and in
medium and low levels in the spleen, small intestine,
stomach and liver.*!

TLR in cat cells

In the cat, as in the dog, TLR4 is expressed in periph-
eral blood leukocytes besides the lung and bladder.*
When TLR4 ¢cDNA from cats and dogs was compared,
the receptor similarity was 83.6% at the nucleotide
sequence level, and 77.6% at the amino acid sequence
level. When TLR4 from dog and cat was compared
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gos de pollo con diferente constitucion genética (cepa
hipo o hiper-respondedora), difiere en la expresiéon
de TLR4, pero no en la de las moléculas CD14.” En un
estudio posterior se sugirié que una senal mas fuerte
mediada por LPS via CD14, TLR4 y NF-«B es respon-
sable del incremento de la induccién del gene iNOS
en los macréfagos de la cepa hiper- respondedora de
pollos en comparacién con la cepa hipo-responde-
dora.” Asimismo, los datos obtenidos en un estudio
con heterdéfilos de pollo sugieren que TLR2 y TLR4
median el estallido respiratorio estimulado por LPS,
mientras que CD14 y TLR2 median el estallido respi-
ratorio estimulado por el dcido lipoteicoico (LTA) en
dichas células.”

TLR en células de bovino

Por medio de la técnica de RT-PCR se detectaron
mRNA de BoTLR2 y BoTLR4 en monocitos, macré-
fagos y células dendriticas de bovino.”” Al comparar
la habilidad de macréfagos (Mac) y células dendriti-
cas (CD) de bovino para expresar TLR y responder a
distintos ligandos de TLR, sugieren que los dos tipos
de células (ambas derivadas de monocitos) muestran
diferencias en la expresion de TLR, especialmente de
TLR2. En ese mismo estudio se observé que tanto Mac



to the amino acid level with that of other species,
sequence similarities of approximately 62-78% were
observed with TLR4 from Homo sapiens, Mus muscu-
lus, Bos Tawrus and Equus caballus.®* On this matter, it
is worth mentioning that is has not been explored if
TLR distribution shows variations among species and
could be of paramount importance to investigate TLR
expression in TLR in the same specie before trying
to compare different species, taking into account the
recent demonstration that tissular expression of TLR
in humans® varies.

Final Remarks

It has been pointed out that the next generation of
vaccines in veterinary will be constituted by inactivated
pathogenic microorganisms or their subunits, which,
due to their lower immunogenic capacity, demand
an urgent necessity to develop new and better adju-
vants.*® These adjuvants, not only should potentiate
the immune response -humoral and cellular-, but also
direct it to generate a protective immune response
against the specific infectious agent. In this context,
the discovery and analysis of TLR can lead to the devel-
opment of such adjuvants. Results from different inves-
tigations suggest that the immunostimulatory capacity
of some adjuvants is carried out through TLR. Such
is the case of Freund Complete Adjuvant, a potent
adjuvant which contains a mixture of mycobacterial
components;”’ or CpG DNA, another potent adjuvant
which is recognized by TLR9;*" porins from Neisse-
ria, used as adjuvant in several vaccine formulations,
recognized by TLR2; the cellular wall of Mycobacterium
bovis (BCG-CWS), which is used as adjuvant in cancer
immunotherapy,” and is recognized by TLR2 and
TLR4.” Synthetic adjuvants like MPL (a safe and effec-
tive adjuvant for vaccine use) and Ribi 529 stimulate
the immune system through TLR4.” In this sense, it
has been indicated that an adjuvant alerts the immune
system of the host through a similar mechanism to
that of an infection caused by a pathogenic microor-
ganism, which involves the interaction with a TLR fol-
lowed by a “danger signal” for the immune system.
Following this, cytokine secretion and regulation of
costimulatory molecules induced by the innate immu-
nity, shape the magnitude and quality of the adaptive
immune response.”

According to this, it has been shown that the immu-
nostimulatory bacteria Lactobacillus casei, contains lipo-
teichoic acids recognized by TLR2* and CpG motifs
recognized by TLR9,” it also induces an unspecific
protective response against infection by Eimeria spe-
cies in broilers” and specific against the infection by
Trichinella spiralis in mice, when it is used as adjuvant
with antigens from infective larvae of the parasite.”

como CD respondieron a los ligandos de TLR con la
produccién de TNF, pero las CD produjeron mas IL-
12, mientras que los Mac produjeron mas IL-10.”

Aunque no se ha determinado, se ha sugerido
que el CpG DNA podria estimular células dendriticas
de bovino via TLRY9, como se ha descrito para
linfocitos B, macréfagos de bovino y para células
dendriticas de otras especies.” En bovinos se ha visto
que motivos CpG inducen respuestas inmunitarias
celulares caracterizadas por inducir proliferacién de
células B, produccién de IL-12 e INF—y;79’8O sera
necesaria la generacién de anticuerpos especificos
de TLR de bovino para conocer los receptores
involucrados en estas respuestas.”'

TLR en células de cerdo

Se ha informado una expresion elevada de TLR2 en
células mononucleares de cerdo sometidos a choque
letal endotéxico por la infusién de una dosis alta de
LPS. En este estudio se utilizé una sonda de hTLR2
porque TLR2 es altamente homoélogo entre especies,
al contrario de TLR4, para el cual la homologia entre
especies es relativamente baja.82 Por su parte, sSTLR9
se identificé en placas de Peyer y en ganglios linfaticos
mesentéricos de cerdo y la expresion en estos tejidos
es tres veces mas alta que en el bazo.® Al compararlo
con otras especies, este receptor mostr6 una identidad
de aminoacidos mas alta con humanos (81.8%) y gatos
(86.7%) que con ratones (74.9%); de manera notable,
el STLR9 reconoce motivos CpG, por lo que se supone
que tiene un papel similar al del hTLR.%

TLR en células de perro

Por su capacidad para identificar LPS en humanos
y ratones, se cree que en perros el TLR4 puede
ser fundamental para protegerlos contra infecciones
bacterianas. Se hainformado que en perros el receptor
TLR4 se expresa de manera relevante en leucocitos de
sangre periférica y en niveles medios a bajos en bazo,
intestino delgado, estomago e hl’gado.84

TLR en células de gato

En el gato, como en el perro, TLR4 se expresa en leu-
cocitos de sangre periférica, ademas del pulmén y la
Vejiga.84 Cuando se compar6 el cDNA del TLR4 de
perro y el TLR4 de gato, la similaridad del receptor
fue de 83.6% a nivel de la secuencia de nucleétidos,
y de 77.6% a nivel de la secuencia de aminodcidos.
Cuando se compararon el TLR4 de perro y el TLR4
de gato, a nivel de la secuencia de aminoacidos, con el
de otras especies, se observaron similitudes de secuen-
cia de aproximadamente 62%-78% con los TLR4 de
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Although the role of TLR in these studies is still to be
shown, the data suggest that the immunostimulatory
or adjuvant effect of L. casei in the control of diseases
of domestic animals can be mediated mostly by these
receptors, which opens a new field in the control of
infectious diseases in veterinary medicine.

Thus, a better understanding of TLR and their role in
the immune response in each of the species of domes-
tic animals, as well as of the components of immunos-
timulatory substances (for example, L. casei), will allow
the development of better adjuvants for their use in
vaccines able to induce faster, specific, stronger and
long-lasting responses, this in veterinary and human
medicine in the next years.
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Homo sapiens, Mus musculus, Bos taurus y Equus caba-
llus, respectivamente.®® Al respecto, cabe senalar que
no se ha explorado bien si la distribucion de los TLR
muestra variaciones de especie y podria ser de gran
importancia investigar la expresiéon de los TLR en
una misma especie antes de tratar de comparar dife-
rentes especies, tomando en cuenta la demostracion
reciente de que la expresion tisular de los TLR en
humanos varia.”

Consideraciones finales

Se ha senalado que la préxima generacion de
vacunas de uso veterinario estara constituida por
microorganismos patoégenos inactivados o por sus
subunidades, las cuales por su baja capacidad
inmunogénica exigen la necesidad urgente de
desarrollar nuevos y mejores adyuvantes.** Estos
adyuvantes, ademads de potenciar la respuesta
inmunitaria —humoral y celular—, deberan dirigirla
para generar una respuesta inmunitaria protectora
contra el agente infeccioso especifico. En este
contexto, el descubrimiento y analisis de los TLR
puede propiciar el desarrollo de dichos adyuvantes.
Los resultados de diferentes investigaciones sugieren
que la capacidad inmunoestimulante de algunos
adyuvantes se lleva a cabo a través de los TLR.
Tal es el caso del adyuvante completo de Freund,
un potente adyuvante que contiene una mezcla de
componentes micobacterianos,® del CpG DNA, otro
potente adyuvante que es reconocido por TLR9;%
las porinas de Neisseria, utilizadas como adyuvante
en varias formulaciones vacunales, son reconocidas
por TLR2;* la pared celular de la cepa BCG de
Mycobaterium bovis (BCG-CWS), que se usa como
adyuvante para la inmunoterapia del cancer,” es
reconocida por TLR2 y TLR4.” Los adyuvantes
sintéticos MPL (adyuvante seguro y efectivo para
su uso en vacunas) y Ribi 529 estimulan el sistema
inmunitario a través de TLR4.%2 En este sentido, se ha
indicado que un adyuvante alerta el sistema inmune
del hospedero através de un mecanismo similar al
de una infeccién provocada por un microorganismo
patoégeno, que involucra la interacciébn con un
TLR seguido de una “senal de peligro” para el
sistema inmunitario. A continuacion, la secrecion
de citoquinas y la regulaciéon de las moléculas
coestimuladoras inducidas por la inmunidad innata,
moldean la magnitud y calidad de la respuesta inmune
adaptativa.”

En relacién con lo anterior, se ha informado que
la bacteria inmunoestimulante Lactobacillus casei,
que contiene dcidos lipoteicoicos reconocidos por el
TLR2" y motivos CpG reconocidos por el TLR9,"”
induce una respuesta protectora inespecifica contra
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