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RESUMEN

La inmunidad innata es fundamental en la respuesta del hospedero ante agentes
infecciosos y los receptores de reconocimiento de patrones "Toll" (TLRs) son clave
en la activacioén y regulacién de esta respuesta inmune. La funcién de los
receptores Toll ha sido investigada en numerosas enfermedades, comparando su
incidencia entre individuos con diferentes polimorfismos genéticos, lo que sugiere
que esas variaciones podrian estar asociadas con la susceptibilidad a determinadas
enfermedades. En este trabajo se hace referencia a varios estudios relacionados
con determinados polimorfismos en los receptores Toll y su posible efecto en el
rechazo del trasplante y en la enfermedad del injerto versus hospedero. Estas
investigaciones permitiran profundizar en la patogénesis de muchas enfermedades,
la cascada de cambios implicados en el rechazo del trasplante, en la enfermedad
injerto versus hospedero, el desarrollo de nuevos productos terapéuticos y la
individualizacion del tratamiento.

Palabras clave: Receptores "Toll", receptores de reconocimiento de patdégenos,
enfermedad del injerto versus hospedero.
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ABSTRACT

The pure immunity is essential in host response to infectious agents and the
receptors of "Toll" patterns recognition (TLRs) are a key element in activation and
regulation of this immune response. Toll receptors function has been researched in
many diseases compared to its incidence among subjects with different genetic
polymorphisms suggesting that these variations could be associated with some
studies related to determined polymorphisms in Toll receptors and its possible
effect on transplant rejection and in graft versus host disease. Theses researches
will allow us to deepen in pathogenesis of many diseases, the cascade of changes
involved in transplant rejection, in graft versus host disease, the development of
new therapeutical products, and the treatment individualization.

Key words: Toll receptors, pathogens recognition receptors, graft versus host
disease.

INTRODUCCION

La respuesta inmune innata en vertebrados es la primera linea de defensa contra
diversos agentes infecciosos. El sistema inmune innato es capaz de detectar
estructuras moleculares que son Unicas en los microorganismos,* llamados patrones
de reconocimiento.

Los receptores presentes en el hospedero que son capaces de reconocer estas
estructuras se denominan receptores de reconocimiento de patrones (PRR) y son
capaces de asociarse a un elevado nimero de moléculas que poseen motivos o
patrones estructurales comunes. Las moléculas blanco de estos receptores se
denominan patrones asociados a patdgenos (PAMPs), aunque estan presentes tanto
en microorganismos patdégenos como en los no-patégenos.

Existen numerosas clases funcionales de PRR y los mejores caracterizados son los
llamados receptores similares a Toll (TLR). Estos receptores permiten a las células
portadoras discriminar entre lo propio y lo extrafio, segun el tipo de sefial que se
transmite al interior de la celula® y reconocen motivos moleculares conservados en
microorganismos, pero no en vertebrados. La estimulacion de los TLR proporciona
una respuesta defensiva mediada por péptidos antimicrobianos y citoquinas.

Una serie de estudios han indicado que la genética del hospedero influye en su
susceptibilidad a las infecciones,*® que determinados factores genéticos influyen en
la produccion de citoquinas por el sistema inmune innato y que los individuos
pueden ser clasificados segun el grado de su respuesta inflamatoria.®® Esos
fenotipos inflamatorios pueden correlacionarse con la evolucién clinica de los
pacientes.®

Los TLR regulan tanto la respuesta inmune innata como la adquirida, por lo que su
funcién en el desarrollo de varias enfermedades ha sido arduamente investigada
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comparando la incidencia de la enfermedad entre personas con diferentes
polimorfismos en los genes que codifican para dichos receptores.®*?

Estos estudios demuestran que la funcién de los TLR es importante en varias
enfermedades, incluyendo la sepsis, inmunodeficiencias, aterosclerosis y artritis
reumatoide.**°

El objetivo de este trabajo es demostrar la importancia de la genética de los TLR en
el trasplante y como el estudio continuado de estos permitira identificar
subpoblaciones de riesgo para determinadas enfermedades, profundizar en la
patogénesis de numerosas enfermedades y servir de prondstico en la evolucion
clinica del trasplante.

Receptores similares a Toll (TLR)

El primer homologo de los receptores Toll de la drosophila melanogaster fue
identificado en mamiferos por Medzhitov y otros, en 1997.%° Estudios posteriores
identificaron numerosas proteinas estructuralmente relacionadas con este primer
receptor identificado que actualmente se conocen como receptores similares a Toll
(TLR).

La familia actual de TLR consiste en 10 miembros en seres humanos (TLR1-TLR10)
y 12 murinos (TLR9 y TLR11-13)° (tabla).

Tabla. Receptores similares a Toll, ligandos, localizacion celular, especies

Localizacion

Ligando Tipos .
Receptor . en las Especies
representativo | celulares p
células
Macrofagos,
TLR1 Triacyl muchos otros |Superficie Humana,
lipopéptidos tipos celular raton
celulares
Células
presentadoras Superficie Humana
TLR2 Peptidoglicanos |de antigenos, P . ’
. celular raton
células
endoteliales
Células
TLR3 ARN de doble _dendrlltlcas, Intracelular Hurpana,
cadena intestinales y raton
epiteliales
Células Superficie Humana
TLR4 Lipopolisacaridos |presentadoras P . ’
. celular ratéon
de antigenos
Epitelio -
TLR5 Flagelina intestinal Superficie Humana,
celular raton
baso lateral
Macrofagos,
TLR6 Zimosanos muchos otros |Superficie Humana,
tipos celular raton
celulares
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. Células
TLR7 ARN de simple presentadoras |Intracelular Humana,
cadena . raton
de antigenos
TLR8 ARN de simple No . Intracelular |Humana
cadena determinado
Células Human
TLR9 CpG presentadoras |Intracelular o
. raton
de antigenos
TLR10 No Determinado |Células B No . Humana
determinado
. No No .
TLR11 Profilina determinado |determinado Raton
. No No .
TLR12 No Determinado determinado determinado Raton
TLR13 No Determinado No No Ratén

determinado |determinado

Tomado de: Bethany M. Tesar, Daniel R. Goldstein. Toll-like receptors and their
role in transplantation.
Front Biosci. 2007;12:4221-38.

Los TLR pertenecen al tipo | de glicoproteinas integrales de membrana que se
caracterizan por presentar un dominio extracelular rico en leucina (LRR) y un
dominio intracelular o citoplasmatico homoélogo al receptor de la interleuquina 1 (IL-
1R) que posee una region conservada de 200 aminoacidos denominado dominio
similar al receptor de interleuquina, (Toll/IL-1) (TIR).*"*® La homologia entre los
TLRs y el receptor de la interleuquina 1 se limita al dominio citoplasmatico pues el
extracelular es marcadamente diferente. Mientras el IL-1R posee un dominio
extracelular similar a las inmunoglobulinas, los TLRs contienen dominios ricos en
leucina que son los responsables del reconocimiento de las PAMPs, de bacterias,
virus, parasitos y hongos.*®?° En la tabla podemos encontrar algunos de los
ligandos exdgenos y endégenos reconocidos por los TLR.

Aunque la mayoria de los TLRs funcionan como homodimeros, el TLR2 forma
heterodimeros con los TLR1 y TLR6, y cada dimero posee una especifica diferente.
Los TLR también dependen para su funcidon de otros correceptores como en el caso
del TLR4 que requiere de la proteina MD2 para el reconocimiento de los
lipopolisacaridos de la pared bacteriana (LPS), ademas para facilitar la presentacion
de LPS a MD2 también participan moléculas como CD14.

La asociacion de los TLRs con sus ligandos activan una acompleja cascada de
cambios que conducen a la induccién de genes proinflamatorios.?"?*

Las familias de los receptores de la interleuquina 1 y los TLR comparten moléculas
que participan en la transduccion de la sefial,”®> como son las moléculas
adaptadoras MyD88, TICAM/TIR, TIRAP y TRAM,?*?° |as quinasas asociadas a IL-1R
(IRAK), TBK1 e IKKi y el factor 6 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral
(TRAF®6).

Las vias de sefializacion son diferentes para cada TLR y se han reportado
fundamentales la dependiente de MyD88 y la independiente de MyD88.? En las
células dendriticas, la activacion de los TLR7, TLR8 y TLR9 produce la activacion de
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una Unica via de sefalizacion dependiente de MyD88 que resulta en la induccién del
IFN-a/b. En macroéfagos, la via de activacion a través de los TLR3 y TLR4 induce la
produccion de interferén por una via de sefializacién independiente de MyD88.?

Como resultado final de la transduccion de la sefial se producira la activacion de los
macrofagos con la subsiguiente produccion de citoquinas como son: el factor de
necrosis tumoral, la interleuquina 1B y la IL-6 que en acciéon coordinada producen
respuestas inflamatorias locales y sistémicas. Ademas se producira la activacion del
complemento, la opzonizacion del patégeno para su fagocitosis, por lo tanto,
indirectamente, los TLR desarrollan una actividad antimicrobiana. Esta respuesta
antimicrobiana también puede producirse directamente mediante la produccién de
péptidos y proteinas antimicrobianas en los macréfagos.*

Polimorfismos en los receptores Toll

Estudios previos de algunas inmunodeficiencias humanas primarias, asociadas con
alteraciones en las vias de sefializacion mediadas por los TLR, demuestran que
estas son criticas en la defensa contra la infeccion.?%%’

La susceptibilidad a las infecciones se manifiesta con herencia poligénica, donde se
entrelazan de manera compleja factores ambientales y genéticos.®

Actualmente, gracias a las técnicas avanzadas de genotipaje y a la bioinformatica,
la comprension de las enfermedades con patrones de herencia complejos se ha
facilitado.

Aunque los seres humanos son genémicamente idénticos al menos en 3 billones de
pares de base, se observan variaciones interindividuales aproximadamente en 3
millones de nucleétidos (0,1 % del genoma).®

Como ejemplo de estas variaciones se encuentran los polimorfismos en un
nucleodtido (SNP) que se producen en las diferentes poblaciones con apreciable
frecuencia y que implican la sustitucion de aproximadamente 2 bases nitrogenadas
(1%).

Algunos estudios han empleado los SNP como genes candidatos para encontrar
asociaciones con la susceptibilidad a diferentes enfermedades infecciosas.?¢%%3°
Los estudios de este tipo mas convincentes deben incluir un elevado nimero de
muestras, ajustes estadisticos para comparaciones multiples, replicacién de los
hallazgos en cohortes diferentes, asi como detallados andlisis moleculares y
celulares que permitan determinar cual de esos polimorfismos altera
verdaderamente la funcién.®

Receptores Toll-like y el trasplante de drganos

Ademas del reconocimiento de PAMPs, se ha demostrado que los TLR pueden ser
activados por ligandos endégenos como las proteinas de shock térmico, el sulfato
de heparano, surfactantes y fibrin6geno.**** En procesos de origen no-infeccioso
como el de isquemia/reperfusion (I/R) durante el trasplante de 6rganos, los
ligandos enddgenos liberados como resultado del dafio celular poseen la capacidad
de activar los TLR. La activaciéon de las células portadoras de TLR produce la
liberaciéon de citoquinas proinflamatorias y quimoquinas, se reclutan macréfagos,
neutrofilos y células T que como resultado producen una actividad inflamatoria a
gran escala.
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Algunos datos experimentales han mostrado en modelos animales la activacion
selectiva funcional de los TLR durante el dafio I/R en diferentes 6rganos. En uno de
estos modelos el dafio I/R miocardial mostré que los ratones deficientes del TLR4
habian padecido menos infartos y menos inflamacién después de la reperfusiéon
miocardial,®®> mientras que el TLR2 mostré estar involucrado en el remodelaje
cardiaco después del infarto al miocardio.

Investigaciones en ratones knockout hallaron que el TLR4 y no el TLR2 se requeria
para iniciar el dafio por I/R, lo que se reflej6é en la funcién hepatica con una
induccion local de citoquinas y quimoquinas inflamatorias. La via de sefializacion
inducida por la activacion de TLR4 fue mediada por el factor regulador del
interferén 3 y no por el factor de diferenciacién mieloide (MyD88).3¢

Como el TLR4 se expresa en hepatocitos y células no-parenquimatosas, Tsung y
otros examinaron la contribucién de esos tipos celulares al I/R en higado.?” Se
produjeron ratones quiméricos por la transferencia adoptiva de células de médula
de donante en animales receptores irradiados, empleando combinaciones de
ratones TLR4 cepa salvaje (WT) y TLR4-/- (cepa carente del TLR4). Los ratones
TLR4 WT que recibieron la transferencia adoptiva de células de medula 6sea TLR4 -
/- fueron protegidos del dafio por I/R en el higado, comparado con los ratones
WT/WT. Los niveles de alanina aminotransaminasa en ratones TLR4 -/- con
transferencia adoptiva TLR4 WT fueron comparables con los controles WT/WT.
Estos resultados sugieren que el TLR4 expresado en las células no-parenquimatosas
desempefia un papel fundamental en la induccién del dafio por I/R en higado.

El TLR2 en el rifiébn es expresado fundamentalmente por las células tubulares y
parece poseer un papel importante en el caso del dafio renal por I/R. Un estudio
encontré que el TLR2 desempefia un papel proinflamatorio in vivo después del dafio
renal por I/R, y esto se demostré por la produccion reducida de citoquinas y
quimoquinas asi como por una reducida infiltracion linfocitica en ratones TLR2 -/-
cuando se comparo con ratones TLR2 WT. Usando estos animales quiméricos se
demostré que el parénquima renal es fundamental en la induccién temprana de la
inflamacién y el dafio por I/R.%®

Receptores Toll-like y el rechazo del trasplante

La interaccion entre las células dendriticas y las células T es vital en el rechazo del
trasplante, por eso muchos estudios se han focalizado en las células dendriticas. La
activacion de los TLR en las células dendriticas inicia una cascada de sefializacion
mediante la proteina adaptadora que culmina en la translocaciéon del factor de
trascripciéon NF-kB y como resultado produce la maduracion de las células
dendriticas, esta maduracion esta asociada con un incremento en la expresion de
las moléculas coestimuladoras y en la secrecion de citoquinas proinflamatorias.3%%°

Posteriormente, esas células dendriticas migran al ganglio linfatico e inician una
respuesta inmune al activar a los linfocitos T virgenes. Esta migracién es mediada
por la inhibicidon de la activacion de los TLR inducida por quimoquinas inflamatorias
y la activacién de los receptores de las quimoquinas como por ejemplo el CCR7.%%2

La evidencia que la produccién de proteinas de shock térmico se estimula durante
el rechazo del trasplante condujo a la idea que los TLR podrian estar involucrados
en la alorrespuesta.®

Mediante un modelo de trasplante de piel en ratones, Goldstein y otros** reportaron
que el rechazo del injerto por incompatibilidad HY no se producia en ratones MyD88
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-/- . En ausencia de MyD88, las pieles de ratones machos MyD88 -/- trasplantadas
en receptores femeninos MyD88 -/- sobrevivian mas de 100 d, mientras que en el
caso de las cepas salvajes (MyD88 +/+) las pieles eran rechazadas después de 25
d del trasplante.

Experimentos posteriores confirmaron que la tolerancia al injerto en ausencia de
MyD88 se debia a la ausencia de células dendriticas maduras que producen una
atenuacion en la generacion de células T anti-donante especificas y a una
inmunidad Th1 dafiada.*®> Aqui se evidencia que los TLR son capaces de controlar la
inmunidad adaptativa en el rechazo de aquellos injertos incompatibles respecto a
los antigenos menores de histocompatibilidad.

El rechazo del trasplante también puede involucrar mecanismos de sefializacién
independientes de MyD88. Trif es una molécula adaptadora que media la via de
sefializacion independiente de MyD88 a través de los receptores TLR3 y TLR4.%%47
Recientemente, esta molécula fue identificada como un factor crucial en las
respuestas dependientes del TLR4.*’ La delecion simultanea de los genes MyD88 y
Trif resulté en una supervivencia prolongada del trasplante de piel.*®

En el caso de pacientes con trasplante de pulmoén, los polimorfismos D299G y T399I
en el TLR4 muestran un rechazo agudo menor comparado con los controles
carentes de dichos polimorfismos.*°

Una investigacion relacionada con el trasplante de rifion donde se estudiaron 238
pacientes durante un periodo de 95 meses, los polimorfismos anteriores en el TLR4
mostraron bajos niveles de rechazo agudo y menos procesos ateroscleréticos
postrasplante.®®

Se ha observado que pacientes que recibieron rifiones de donantes heterocigoticos
para ambos polimorfismos mostraron un rechazo agudo reducido, mientras que no
se encontr6 asociacion entre estos alelos y el rechazo del trasplante en el caso de
los receptores.®*

Receptores Toll-like y el trasplante de células madres hematopoyéticas

Los TLR desempefian un papel importante en las complicaciones postrasplante,
especialmente las relacionadas con episodios infecciosos. El polimorfismo TLR4
T399I ha sido implicado en la patogénesis de la enfermedad del injerto versus
hospedero (GVHD) en el caso del trasplante de células madres hematopoyéticas
(HSCT).?%°2 Determinados polimorfismos en este receptor han sido asociados con la
hiporrespuesta a lipopolisacaridos,>® esto supuestamente conduce a un reducido
riesgo de GVHD, pero consecuentemente resultaria en un alto riesgo a infecciones
provocadas por bacterias gramnegativas, sin embargo, lo anterior no ha sido
observado en los pacientes analizados.>*

Determinados polimorfismos en los genes TLR-1 y TLR6 han sido investigados en
pacientes con aspergillosis después del trasplante de células madres
hematopoyéticas y algunos genotipos especificos han sido asociados con un elevado
riesgo de infeccion.®

Se puede concluir que los TLR son fundamentales en la inmunidad innata y
determinados polimorfismos en sus genes regulan la funcién inmune. Esta
regulacion va desde el control de las cascadas inflamatorias, la elaboracion de
moléculas efectoras y la eliminacion de patégenos hasta las interacciones con la
respuesta adaptativa. Aunque la evidencia inicial sugiere que estos polimorfismos
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influyen en la produccion celular de citoquinas y quimoquinas, aln no se conoce in
vivo cudl otra funcién se afecta.

Si analizamos los resultados obtenidos respecto al papel de los polimorfismos SNP
especificos en el gen que codifica para los TLR estos estudios muestran una posible
asociacion a la susceptibilidad a infecciones y quizas a otras enfermedades no
infecciosas, sin embargo los resultados de la mayoria de estas investigaciones no
poseen gran valor estadistico debido al pequefio tamarfio de muestra y a que los
hallazgos positivos no han sido confirmados por estudios de validacién.® Para el
esclarecimiento del verdadero papel del polimorfismo de estos genes en la
susceptilibilidad a infecciones son esenciales los estudios que incluyan muestras de
mayor tamarfio, y una validaciéon de los resultados asi como un analisis del
genotipaje que incluya una mayor informacion del haplotipo.

La importancia de los TLR en el rechazo del trasplante de 6rganos debe ser mas
estudiada, pues no se conocen sus ligandos durante este proceso. El futuro
conocimiento de los mismos permitira una mejor comprension de todos los factores
asociados a la maduracion de las células dendriticas como mediadoras
fundamentales del rechazo del trasplante.

El analisis de estos polimorfismos en el caso del trasplante de células madres
hematopoyéticas HSCT permitira confirmar y esclarecer la existencia de
determinadas asociaciones inmunogenéticas y su papel en la enfermedad del injerto
versus hospedero.

El descubrimiento sistematico de nuevas asociaciones genéticas es importante en la
comprension de la funcidon de estos receptores en enfermedades infecciosas, no-
infecciosas y en la tolerancia al trasplante.”® Aunque la mayoria de los estudios
realizados emplean estrategias relativamente laboriosas para genotipar un namero
pequerio de genes candidatos y polimorfismos, actualmente numerosas tecnologias
estan disponibles para genotipar miles de polimorfismos SNP y aunque se han
identificado nuevos polimorfismos, la importancia clinica de esos descubrimientos
no esta clara.>’

La unificacién de los estudios genémicos y clinicos, aunque es una ardua tarea, es
de vital importancia para valorar el impacto de ciertos genes en la evolucion y el
rechazo del trasplante.

La estimulacion de los receptores Toll parece tener un impacto importante en la
enfermedad humana. La habilidad para modular esa respuesta con agonistas o
antagonistas podria afectar la patogénesis de muchas enfermedades, por ejemplo
la activacion de la respuesta inmune podria ser util en el desarrollo de vacunas
mientras que la atenuacién de esas respuestas podria beneficiar a pacientes con
enfermedades cardiovasculares o artriticos.®® La comprensién de cémo los
polimorfismos en los genes TLR afectan la progresion de la enfermedad permitira
evaluaciones mas precisas del riesgo a esas enfermedades y las terapias podran ser
individualizadas segun la categoria de riesgo.
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