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1.- INTRODUCCION.

1.1. INMUNIDAD INNATA Y ADAPTATIVA.

La respuesta inmunitaria innata y adaptativa son los ingredientes de
un sistema integral encargado de defender al huésped, en el que
funcionan numerosas células y moléculas de modo conjunto. Los
mecanismos de la inmunidad innata suministran una primera defensa
eficaz contra las infecciones. Muchos microorganismos patdégenos han
evolucionado hasta ser resistentes a la inmunidad innata, y su
eliminacion exige aquellos mecanismos mas potentes de la inmunidad
adaptativa. La respuesta inmunitaria innata a los microbios también
estimula las respuestas inmunitarias adaptativas e influye sobre su
naturaleza.

La inmunidad innata (también Illamada inmunidad natural o
espontanea) aporta la primera linea de defensa frente a los microbios.
Esta constituida por unos mecanismos de defensa celulares y
bioguimicos ya presentes incluso antes de contraerse la infeccion y
preparados para responder con rapidez una vez producida la invasion
de patogenos.

Los principales componentes de la inmunidad innata son:

1.-Barreras fisicas y quimicas, como los epitelios y las sustancias
antimicrobianas formadas en sus superficies.

2.- Células fagociticas (neutroéfilos, macrofagos) y linfocitos citoliticos
naturales (NK).

3.-Proteinas sanguineas, como los factores del sistema del
complemento y otros mediadores de la inflamacion,

4.-Unas proteinas denominadas citosinas, que regulan y coordinan
muchas de las actividades de las células encargadas de la inmunidad
innata.

Los mecanismos de la inmunidad innata son especificos para aquellas
estructuras comunes a los grupos de microbios afines y no pueden
distinguir de las sustancias ajenas.

La inmunidad adaptativa es la respuesta a una infeccién y se activa
para combatir la presencia de patdégenos adapta. Sus caracteristicas
son la especificidad frente a diversas moléculas y la propiedad de
“recordar” las exposiciones repetidas al mismo microbio para
responder con mayor energia. Ademas, posee unas dotes



extraordinarias para distinguir entre los distintos microorganismos y
moléculas, incluso los muy afines entre si, y por esta razon recibe
también el nombre de inmunidad especifica. Los principales
componentes de la inmunidad adaptativa son unas células llamadas
linfocitos y sus productos de secrecidén, como los anticuerpos. Las
sustancias ajenas que suscitan una respuesta inmunitaria especifica o
que constituyen el blanco de tales respuestas son los antigenos.

1.2. TIPOS DE RESPUESTAS INMUNITARIAS ADAPTATIVAS.

Existen 2 tipos, llamadas constituidas por la inmunidad humoral y otra
por la inmunidad celular, en las que intervienen diferentes
componentes del sistema inmunitario y que sirven para eliminar
microbios de distintos tipos.

La inmunidad humoral cuenta con unas moléculas presentes en la
sangre y en las secreciones mucosas, que reciben el nombre de
anticuerpos, producidas por unas células denominadas linfocitos B. Los
anticuerpos reconocen los antigenos microbianos, neutralizan la
infecciosidad de los microorganismos y los marcan como una diana
para su eliminacion por diversos mecanismos efectores. La inmunidad
humoral es el principal mecanismo de defensa contra los microbios
extracelulares y sus toxinas, debido a que los anticuerpos segregados
pueden unirse a ellos y contribuir a su destruccion.

Los propios anticuerpos, son proteinas altamente especializadas, y
cada tipo diferente puede activar mecanismos efectores distintos.

La inmunidad celular queda a cargo de los linfocitos T (también
llamados células T). Los microbios intracelulares, como los virus y
algunas bacterias, sobreviven y proliferan en el interior de los fagocitos
y de otras células del huésped, donde los anticuerpos circulantes no los
tienen a su alcance. La defensa contra estas infecciones corresponde a
la inmunidad celular, que fomenta la destruccion de los
microorganismos residentes en los fagocitos o la desaparicion de las
células infectadas para suprimir los reservorios de la infeccion.

El tipo de inmunidad que se activa por la exposicion a un antigeno
extraiio se denomina INMUNIDAD ACTIVA porque la persona
inmunizada cumple una funcién importante en la respuesta al
antigeno. Por otra parte, los linfocitos que no han tropezado aun con
un antigeno concreto reciben el nombre de linfocitos virgenes, lo que
guiere decir que carecen de experiencia inmunitaria.



La INMUNIDAD PASIVA es un método util para dar lugar a una
resistencia con rapidez, sin tener que esperar al desencadenamiento de
una respuesta inmunitaria activa.

1.3. CARACTERISTICAS  PRINCIPALES DE LAS RESPUESTAS
INMUNITARIAS ADAPTATIVAS.

Todas las respuestas inmunitarias humorales y celulares estéan
dirigidas contra los antigenos extrafios poseen una serie de
propiedades fundamentales que reflejan las caracteristicas de los
linfocitos encargados de su produccion.

-ESPECIFIDAD Y DIVERSIDAD. Las respuestas inmunitarias son
especificas frente a los distintos antigenos y, de hecho, también frente
a las diversas porciones de un solo complejo proteinico, de un
polisacarido o de cualquier otra macromolécula. Los elementos de
tales antigenos que son reconocidos especificamente por ciertos
linfocitos se denominan determinantes o epitopos. Esta especificidad,
tan exquisita, obedece a que cada linfocito expresa receptores de
membrana capaces de discernir entre diferencias tan sutiles como en
la estructura de dos antigenos distintos. EI numero total de
especificidades antigénicas que presentan los linfocitos de una sola
persona es elevadisimo. Se calcula que el sistema inmunitario de cada
individuo es capaz de distinguir entre 107 y 10° determinantes
antigénicos diferentes. Esta propiedad que caracteriza al repertorio
linfocitico se denomina diversidad, y surge como consecuencia de la
variabilidad que posee la estructura de los lugares de union antigénica
en los receptores linfociticos destinados a los antigenos. Existen
muchos clones distintos de linfocitos que difieren en la estructura de
sus receptores del antigeno y, por tanto, en sus especificidad hacia los
antigenos, lo que sirve para aglutinar un repertorio total sumamente
diverso.

-MEMORIA. La exposicion del sistema inmunitario a un antigeno
extrafo favorece su capacidad para responder de nuevo a ese mismo
antigeno. Las respuestas a esta segunda exposicion y a las sucesivas,
Ilamadas respuestas inmunitarias secundarias, suelen ser mas rapidas
y amplias que la primera respuesta inmunitaria a ese antigeno, o
primaria, y a menudo son cualitativamente diferentes. La memoria
inmunitaria en parte se debe a que cada exposicion repetida a un
antigeno amplia la diversidad clonal de linfocitos especificos dirigidos
contra él. La estimulacion de los linfocitos virgenes por un antigeno da
origen a células de memoria longevas que poseen unas caracteristicas



especiales para aumentar la eficiencia en la respuesta correspondiente
y en la eliminacion del antigeno por encima de lo que sucede en
aquellos linfocitos virgenes sin una exposicion previa a ese antigeno.

-EXPANSION CLONAL. Los linfocitos experimentan una considerable
proliferacion tras su exposicion a un antigeno. El término expansion
clonal designa un aumento de la cantidad de células que expresan
receptores idénticos frente al mismo antigeno y, por tanto, que
pertenecen a un clon. Este crecimiento de las células especificas frente
a un antigeno permite a la respuesta inmunitaria adaptativa seguir el
ritmo de los patogenos infecciosos que se dividen con rapidez.

-ESPECIALIZACION. El sistema inmunitario responde de manera
distinta y especial a los diversos microorganismos, lo que aumenta al
maximo la eficacia de los mecanismos de defensa antimicrobiana. Por
tanto, son diferentes las clases de microbios que desencadenan la
inmunidad humoral y la celular o las fases de la infeccion por las que
pasa el mismo microbio (extracelular e intracelular), y cada tipo de
respuesta inmunitaria protege al huésped contra esa clase concreta de
microorganismo.

-CONTENCION Y HOMEOSTASIS. Todas las respuestas inmunitarias
normales declinan con el paso del tiempo después de su estimulacion
por el antigeno, con lo que el sistema inmunitario recupera su estado
basal de reposo, situacion llamada homeostasis. Esta contencion de las
respuestas inmunitarias tiene lugar basicamente porque las reacciones
desencadenadas por los antigenos sirven para eliminarlos, y esto
suprime asi el estimulo esencial que permite la supervivencia y la
activacion de los linfocitos. Una vez privados de estos estimulos, los
linfocitos mueren por apoptosis.

-FALTA DE REACTIVIDAD FRENTE A Si MISMO. La tolerancia frente a
los antigenos propios, o autotolerancia, se conserva por diversos
mecanismos. Entre ellos figura la eliminacién de aquellos linfocitos que
expresen receptores especificos frente a algunos antigenos propios y la
creacion de las condiciones oportunas para que los linfocitos entren en
contacto con otros antigenos propios en un contexto que dé lugar a su
inactivacion funcional o a su muerte cuando sean autorreactivos.

Las alteraciones que afectan a la induccion o a la conservacion de la
autotolerancia originan respuestas inmunitarias contra los antigenos
propios (autoantigenos), que muchas veces desembocan en unos
trastornos llamados enfermedades autoinminitarias.



1.4. COMPONENTES CELULARES DEL SISTEMA INMUNITARIO
ADAPTATIVO.

Los linfocitos son las células que reconocen los antigenos extrafios de
manera especifica y responden contra ellos, por lo que constituyen los
mediadores de la inmunidad humoral y celular. Los linfocitos B son las
Unicas células capaces de producir anticuerpos. Reconocen los
antigenos extracelulares y se diferencian en ceélulas plasméaticas
secretoras de anticuerpos, por lo que actian como mediadores de la
inmunidad humoral. Los linfocitos T, son las células de la inmunidad
celular, reconocen los antigenos de los microorganismos intracelulares
y sirven para destruir estos microbios o las células infectadas. Los
linfocitos T no producen moléculas de anticuerpo. Sus receptores del
antigeno son moléculas de membrana distintas de ellos, pero dotadas
de una estructura afin. Estas células presentan una especificidad
restringida hacia los antigenos; no reconocen mas que los de tipo
peptidico después de unirse a unas proteinas del huésped codificadas
por los genes pertenecientes al complejo mayor de
histocompatibilidad. (MHC) y de expresarse sobre las superficies de
otras células. Reconocen y responden a los antigenos asociados a una
superficie celular, pero no a los solubles. Los linfocitos T constan de
distintas poblaciones desde el punto de vista funcional; las que estan
mejor caracterizadas son los linfocitos T cooperadores y los linfocitos
T citotoxicos o citoliticos (CD4). A raiz de la estimulacion antigénica,
los linfocitos T cooperadores segregan unas proteinas Ilamadas
citosinas, cuyas funciones consisten en poner en marcha la
proliferacion y la diferenciacion de los propios linfocitos T y activar
diversas células, como los linfocitos B, los macréfagos y otros
leucocitos. Los linfocitos destruyen las células productoras de antigeno
extrafos, como las que estan infectadas por virus y otros microbios
intracelulares. Algunos linfocitos T, denominados linfocitos T
reguladores, sirven para inhibir las respuestas inmunitarias. Una
tercera clase de linfocitos, citotoxicos, los asesinos naturales (NK),
participan en la inmunidad innata contra los virus y otros
microorganismos intracelulares. Las diversas clases de linfocitos
pueden distinguirse por la expresion de unas proteinas de superficie
que reciben el nombre de <moléculas CD> y estan numeradas.

El inicio de las respuestas inmunitarias adaptativas y su desarrollo
requiere de la presencia de antigenos y su exposicion ante linfocitos
especificos. Las células que cumplen esta mision se denominan células
presentadoras de antigenos (CPA). Las mas especializadas son las



células dendriticas, que son las encargadas de atrapar los antigenos
microbianos que penetran desde el medio externo y son transportarlos
hacia los Organos linfaticos y presentarselos a unos linfocitos T
“virgenes” para desencadenar las respuestas inmunitarias. Otros tipos
celulares también actian como CPA en diversas etapas de las
respuestas inmunitarias tanto celular y como humoral.

La activacion de los linfocitos por los antigenos provoca la puesta en
marcha de numerosos mecanismos destinados a eliminar su presencia.
Este objetivo suele entrafiar la participacion de unas células llamadas
células efectoras porque intervienen en los efectos finales obtenidos
con la respuesta inmunitaria, que consiste en deshacerse del patégeno.
Los linfocitos T activados, los fagocitos mononucleares y otros
leucocitos actian como células efectoras en sus distintas modalidades.
Los linfocitos y las CPA se encuentran concentrados en los Grganos
linfaticos, donde interaccionan entre si para poner en marcha las
respuestas inmunitarias. Los linfocitos también estan presentes en la
sangre, desde ella, pueden volver a circular hacia los tejidos linfaticos y
hacia los lugares periféricos expuestos a los antigenos para proceder a
su eliminacion.

1.5. INTRODUCCION A LAS RESPUESTAS INMUNITARIAS CONTRA
LOS MICROBIOS.

1.5.1. PRIMERAS FASES DE LA RESPUESTA INMUNITARIA INNATA
A LOS MICROBIOS.

El sistema inmunitario innato obstaculiza la entrada de los
microorganismos y elimina o limita el crecimiento que presentan
muchos de los que son capaces de colonizar los tejidos. Los principales
puntos de interaccion entre las personas y su medio —la piel y los
aparatos digestivo y respiratorio- se encuentran revestidos por
epitelios continuos, que actlan como barreras para impedir la entrada
de los microbios procedentes del medio externo. Si estos patdgenos, al
final abren con éxito una brecha en estas barreras epiteliales, tropiezan
con los macroéfagos en el tejido subepitelial. Los macrofagos expresan
receptores sobre su superficie que se unen a los microorganismos y los
ingieren, asi como otros que reconocen distintas moléculas
microbianas y activan las células.

Los macrofagos activados cumplen diversas funciones que sirven en
conjunto para eliminar los microorganismos ingeridos. Estas células
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producen especies reactivas del oxigeno y enzimas lisosémicas, que
permiten su destruccion.

Los macréfagos segregan citocinas para favorecer los mecanismos
atractivos a otros leucocitos, como los neutrofilos, desde los vasos
sanguineos hasta el foco de infeccion. Las citocinas son unas proteinas
de origen secretor a cuyo cargo corren muchas de las respuestas
celulares correspondientes a la inmunidad innata y la adaptativa y, por
tanto actian como unas “moléculas mensajeras” del sistema
inmunitario. La acumulacion local de leucocitos y su activacion para
destruir los microbios forman parte de la respuesta del huésped
Ilamada inflamacion. La respuesta inmunitaria innata frente a ciertos
patdgenos infecciosos, en especial los virus, esta integrada por la
produccion de unas citosinas antiviricas denominadas interferonesy la
activacion de los linfocitos NK, que destruyen las células infectadas por
los virus.

Los microbios capaces de resistir estas reacciones de defensa pueden
penetrar al torrente sanguineo, donde son reconocidos por las
proteinas circulantes encargadas de la inmunidad innata. Las proteinas
plasméticas mas importantes en este proceso son los componentes del
sistema del complemento. Las proteinas del complemento pueden
activarse directamente por las superficies microbianas (via alternativa
de la activacion), y esto deriva en la generacion de productos de
degradacion que ejercen diversas acciones: estimulan la inflamacion,
cubren a los microorganismos para favorecer la fagocitosis y abren los
orificios en las membranas de las células microbianas, lo que conduce a
su lisis.

Las reacciones de la inmunidad innata poseen una notable eficacia
para controlar muchas infecciones, e incluso erradicarlas. Sin embargo,
un rasgo distintivo de los microbios patdgenos es que su evolucion les
ha permitido resistir la inmunidad innata e invadir con éxito las células
y los tejidos del huésped, y multiplicarse en ellos. La defensa contra
estos patogenos requiere emplear los mecanismos mas potentes y
especializados de la inmunidad adaptativa.

El sistema inmunitario adaptativo recurre a tres estrategias principales
para combatir la mayoria de los microbios.

-Los anticuerpos segregados se unen a los microorganismos
extracelulares, bloquean su capacidad para infectar las células del
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huésped y favorecen su ingestion por los fagocitos y su destruccion
posterior.

Los fagocitos ingieren los microbios y los destruyen, y los linfocitos T
cooperadores fomentan sus capacidades microbicidas. Los LTC
destruyen las células infectadas por los microbios que permanezcan
inaccesibles a los anticuerpos.

El objetivo de la respuesta adaptativa consiste en activar uno o varios
de estos mecanismos de defensa contra los diversos microbios que
puedan hallarse presentes en distintos lugares anatomicos, como la luz
intestinal, la circulacion o el interior de las células. Una caracteristica
del sistema inmunitario adaptativo es que produce una gran cantidad
de linfocitos durante su maduracion y después de recibir una
estimulacion antigénica, y entre ellos elige aquellas células mas utiles
para combatir los microorganismos.

Esta seleccion potencia al maximo la eficacia de la respuesta
inmunitaria adaptativa. Todas ellas tienen lugar por pasos,
correspondientes en cada caso a una reaccion particular de los
linfocitos.

1.5.2. CAPACITACION Y MUESTRA DE LOS ANTIGENOS
MICROBIANOS.

Como el numero de linfocitos virgenes que son especificos de cualquier
antigeno es muy pequefio, y la cantidad de antigeno disponible
también puede serlo, hace falta la existencia de unos mecanismos
especiales para captar los microbios, concentrarlos en el lugar correcto
y exponer sus antigenos a los linfocitos especificos.

Las células dendriticas son las CPA que muestran los péptidos
microbianos a los linfocitos T, CD4* y CD8* virgenes y ponen en marcha
las respuestas inmunitarias adaptativas contra los antigenos
proteinicos. Las que se encuentran situadas en los epitelios y los
tejidos conjuntivos atrapan los microorganismos, didrigen su proteinas
en péptidos y los expresan en su superficie unidos a las moléculas del
CPH, que estan especializadas en la presentacion de péptidos. Las
células dendriticas transportan su cargamento antigénico hasta los
ganglios linfaticos de drenaje y fijan su residencia en las mismas
regiones ganglionares por las que constantemente recirculan los
linfocitos T virgenes. Por tanto, la concentracion del antigeno bajo una
forma reconocible en el lugar anatomico correcto dispara claramente
las posibilidades de que un linfocito encuentre aquel antigeno al que
correspondan sus receptores. Las células dendriticas también se
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encargan de exhibir en otros tejidos linfaticos los péptidos de los
microbios que penetran, como en el bazo.

Los microorganismos integros o los antigenos microbianos que llegan
a los ganglios linfaticos y al bazo son reconocidos por linfocitos B
especificos en su forma sin procesar (natural). También hay CPA
especializadas que muestran los antigenos a los linfocitos B.

1.5.3. RECONOCIMIENTO DEL ANTIGENO POR PARTE DE LOS
LINFOCITOS.

Antes de la exposicion al antigeno, ya existen linfocitos que son
especificos frente a toda una gran variedad, y cuando penetra uno de
ellos, selecciona sus células particulares y las activa.

Este concepto fundamental recibe el nombre de Hipdtesis de la
seleccion clonal. Niels Jerne lo propuso por vez primera en 1955. y
Macfarlane Burneo lo enuncié con mayor claridad en 1957, como una
hipotesis que pretendia explicar la capacidad del sistema inmunitario
para responder a una gran cantidad y diversidad de antigenos. Segun
esta teoria, antes de la exposicion a un antigeno aparecen clones
linfociticos especificos con independencia de este proceso. Las células
integrantes de cada clon tienen unos receptores del antigeno idénticos
entre si, pero diferentes a los observados sobre las células de todos los
demas clones. En linfocitos T y B se calcula que existen mas de

1, 000,000 de especificidades diferentes, por lo que el sistema
inmunitario adaptativo puede reconocer como minimo un numero
equivalente de determinantes antigénicos.

La activacion de los linfocitos T virgenes exige el reconocimiento de los
complejos péptido-CPH presentados por las células dendriticas. La
naturaleza del antigeno que activa los linfocitos T (la de los péptidos
unidos a las moléculas del CPH) garantiza que su interaccion no tenga
lugar mas que con otras células (ya que las moléculas del CPH son
proteinas de la superficie celular) y no con el antigeno libre. Para
emitir su respuesta, no solo han de reconocer los antigenos, sino
también otras moléculas, llamadas coestimuladores, cuya induccion
por los microbios ocurre en las CPA. El reconocimiento del antigeno
suministra especificidad a la respuesta inmunitaria, y el requisito de la
coestimulacion aporta la seguridad de que los linfocitos T respondan a
los microbios (los inductores de las moléculas coestimuladoras) y no a
una sustancia inocua.
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Los linfocitos B utilizan sus receptores del antigeno (moléculas de
anticuerpos ligadas a la membrana) para reconocer multiples tipos
guimicos de antigenos diferentes.

La movilizacion de los receptores del antigeno y de otras sefiales
desencadena la proliferacion de los linfocitos y su diferenciacion. Las
reacciones de los linfocitos T y B y sus funciones difieren en una
proporcion considerable, y parece preferible examinarlas por
separado.

1.5.4. INMUNIDAD CELULAR: ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS T Y
ELIMINACION DE | OS MICROBIOS INTRACELULARES.

Los linfocitos T cooperadores CD4+ proliferan al activarse y se
diferencian en células efectoras cuyas funciones basicamente corren a
cargo de la citocinas segregadas. Una de las primeras respuestas
ofrecidas por estas células consiste en la secrecién de la citosina
interleuncina 2 (IL-2). La IL-2 es un factor de crecimiento que actlua
sobre los linfocitos ya activados por un antigeno y estimula su
proliferacion. Una parte de su descendencia se diferencia en células
efectoras capaces de segregar toda una coleccion variada de citocinas
y, por tanto, de cumplir funciones distintas. Estas células efectoras
abandonan los drganos linfaticos donde surgieron y emigran hacia los
focos de infeccion afectados por una inflamacién concomitante.
Cuando los efectores difenciados vuelven a tropezar con los microbios
asociados a las células, quedan activados para ejercer las funciones
responsables de su eliminacién. Algunos linfocitos T efectores
pertenecientes a la estirpe de los linfocitos cooperadores CD4*
segregan la citosina interferdn y, que constituye un potente activador
de los macroéfagos en los que suscita la produccion de sustancias
microbicidas. Estos linfocitos T cooperadores son capaces de
reconocer los antigenos microbianos presentes sobre aquellos
macrofagos que hayan fagocitado los microorganismos y ayudan a los
fagotitos que hayan fagocitado los microorganismos y ayudan a los
fagotitos en su labor de destruir los patdogenos infecciosos. Otros
linfocitos T efectores CD4+ segregan citocinas que estimulan la
produccion de wuna clase especial de anticuerpos llamados
inmunoglobulina E (IgE) y activan unos leucocitos denominados
eosindfilos, que tienen la propiedad de eliminar aquellos parasitos
demasiado grandes para su fagocitosis. Los linfocitos CD8+ activados
proliferan y se diferencian en LTC encargados de destruir las células
gue lleven microbios refugiados en su citoplasma. Estos
microorganismos pueden ser virus que hayan infectado numerosos
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tipos celulares, o bacterias ingeridas por los macréfagos pero que han
aprendido a escapar de las vesiculas fagociticas y llegar al citoplasma
(donde no esta al alcance de la maquinaria destructora de los fagocitos,
gue se encuentra basicamente restringida a las vesiculas). Mediante la
desaparicion de las células infectadas, los LTC eliminan los reservorios
de infeccion.

1.5.5. INMUNIDAD HUMORAL: ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS B
Y ELIMINACION DE L 0S MICROBIOS EXTRACELULARES.

Tras su activacion, los linfocitos B proliferan y se diferencian en células
gue segregan diversas clases de anticuerpos con la mision de cumplir
unas funciones distintas. Muchos polisacaridos y lipidicos poseen
multiples determinantes antigenicos idénticos capaces de movilizar las
moléculas de numerosos receptores del antigeno en cada linfocito B y
poner en marcha su proceso de activacion. La respuesta de los
linfocitos B a los antigenos proteinicos requiere la llegada de unas
sefales activadoras (cooperacion) procedentes de los linfocitos T CD4*.
Los linfocitos B ingieren los antigenos proteinicos, los degradan y
exhiben sus péptidos ligados a las moléculas del CPH para su
reconocimiento por parte de los linfocitos T cooperadores, que a
continuacion activan a los propios linfocitos B.

Una parte de la descendencia que procede de los clones expandidos de
linfocitos B se diferencia en células plasmaticas secretoras de
anticuerpos. El lugar de union antigénica de los anticuerpos
segregados por cada célula plasmatica coincide con los de la superficie
celular (receptores de los linfocitos B) que reconocieron al antigeno en
un primer momento. Los polisacaridos y los lipidos sobre todo
estimulan la secrecion de anticuerpos de la clase IgM. Los antigenos
proteinicos, en virtud de la accion de los linfocitos T cooperadores,
suscitan la produccion de diversas clases de anticuerpos. (IgG, IgA,
IgE). Esta aparicion de anticuerpos diferentes desde el punto de vista
funcional, pero todos dotados de la misma especificidad, se denomina
cambio de la clase de cadena pesada; y ofrece plasticidad a la respuesta
de los anticuerpos, estableciendo las condiciones adecuadas para
cumplir numerosas funciones. Los linfocitos T cooperadores también
estimulan la produccién de los anticuerpos con mayor afinidad por el
antigeno. Este proceso, llamado maduracion de la afinidad, mejora la
calidad de la respuesta inmunitaria humoral.

La respuesta inmunitaria humoral combate a los microorganismos de
multiples formas. La unidn de los anticuerpos evita que infecten las
células, y asi los < neutraliza >. Este es el modo por el que son capaces
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de evitar las infecciones. En realidad, los anticuerpos representan el
unico mecanismo de la inmunidad adaptativa que impide una infeccion
antes de que se establezca; por esta razon, un objetivo clave de
cualquier vacunacion es el desencadenamiento de su produccion
dotandolos de gran potencia. Los anticuerpos IgG recubren a los
microbios y los marcan antes de su fagocitosis, ya que los fagocitos
(neutrofilos y macréfagos) expresan receptores para las colas de las
IgG. La 1gG y la IgM activan el sistema del complemento por la via
clasica, y sus productos finales favorecen la fagocitosis y la destruccion
de los microorganismos. Algunos anticuerpos cumplen unos cometidos
especiales en determinados puntos anatémicos. Los epitelios mucosos
segregan IgA, que neutraliza los microbios en la luz de las vias
respiratorias y del tubo digestivo. La IgG pasa por transporte activo a
través de la placenta y protege al recién nacido hasta que el sistema
inmunitario estd maduro. La mayoria de los anticuerpos tiene una vida
media de unas 3 semanas. Sin embargo, algunas células plasmaticas
secretoras de anticuerpos emigran hacia la médula 6sea y viven
durante afios, sin dejar de producirlos en concentraciones bajas.

Los anticuerpos segregados por estas células plasmaticas longevas
proporcionan una proteccion inmediata cada vez que el microbio
vuelva a infectar a la misma persona.

Las células de memoria activadas por el microorganismo aportan una
proteccién mas eficaz.

1.5.6. MEMORIA INMUNITARIA.

Una respuesta inmunitaria eficaz sirve para eliminar los microbios que
la pusieron en marcha. A continuacion, viene una fase de contencidn,
en la que desaparecen los clones de linfocitos expandidos y se recupera
la homeostasis.

La activacion inicial de los linfocitos genera unas células de
memoria longeva, capaz de sobrevivir durante afios después de la
infeccion. Estas células son mas eficaces que los linfocitos virgenes en
el combate contra los microbios, porque, representan una reserva
ampliada de linfocitos especificos frente a un antigeno, y responden
contra el antigeno con mayor rapidez y eficacia que las células
indiferenciadas. Por esta razén, la generacion de respuestas de
memoria constituye el segundo objetivo mas importante de la
vacunacion.t
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2.- GENERALIDADES DE LA INMUNIDAD INNATA.

2.1. ADAPTATIVA.

El Sistema Inmunitario (SI) puede dividirse funcionalmente en dos
niveles: adaptativa e innata (Fig. 1).

La Inmunidad Adaptativa entra en accion cuando falla la inmunidad
innata. Elabora una respuesta especifica para cada agente infeccioso y
guarda memoria de €l (puede impedir la reinfeccion). 2

SISTEMA INMUNE

ADAPTATIVO

-DEFENSAS COMPARTIDAS PORZ \- DEFENSA SOLO EN

ORGANISMOS ANCIANOS. ORGANISMOS MAS
-RESPUESTA RAPIDA. MODERNOS,
-LOCAL. INMUNIZACIONES.
- CELULAS Y MOLECULAS. / —~RESPUESTA LENTA.
-RECONOCIMIENTO PAMP : -ACTIVACION DE
GANGLIOS.

- CELULAS Y MOLECULAS.
- RECONOCIMIENTO DIVERSO.

FIG. 1. Esquema que describe al Sistema Inmune Innato y Adaptativo.

Como se describe en el esquema encontramos que la Inmunidad Innata se encarga de ejercer un control permanente (Sistema de
Vigilancia) que responde a la agresion provocada por patogenos. Esta constituida por mecanismos de defensa celulares y
bioquimicos ya instados incluso antes de contraerse la infeccion y preparados para responder con rapidez una vez producida. Los
principales componentes de la inmunidad innata son: 1) Barreras fisicas y quimicas, como los epitelios y las sustancias
antimicrobianas formadas en sus superficie 2) Células fagociticas (neutréfilos, macrofagos) y linfocitos citoliticos naturales (NK).
3) Proteinas sanguineas, como los factores del sistema del complemento y otros mediadores de la inflamacion 4) Unas proteinas
denominadas citosinas, que regulan y coordinan muchas de las actividades de las células encargadas de la inmunidad innata. Los
mecanismos de la inmunidad innata son especificos para aquellas estructuras comunes a los grupos de microbios afines y no deben
distinguir la existencia de diferencias entre las sustancias ajenas.Mientras que la Inmunidad Adaptativa es especifica de los
anticuerpos y requiere el reconocimiento de antigenos que no son propios durante un proceso llamado “Presentacion de los
Antigenos”. Sus caracteristicas son la especificidad frente a diversas moléculas y la propiedad de “recordar” las exposiciones
repetidas al mismo microbio para responder con mayor energia. FUENTE: http://epidemiologiamolecular.com/wp-
content/uploads/2009/02/clip-image0024.gif

El sistema inmune adaptativo evoluciono en los vertebrados primitivos
y permite una respuesta inmunitaria mayor, asi como el
establecimiento de la denominada "memoria inmunolégica”, donde
cada patogeno es "recordado” por un antigeno caracteristico y propio
de ese patogeno en particular?l, La respuesta inmune adaptativa es
especifica de los anticuerpos y requiere el reconocimiento de antigenos
gue no son propios durante un proceso llamado "presentacion de los
antigenos". La especificidad del antigeno permite la generacion de
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respuestas que se adaptan a patdgenos especificos o a las células
infectadas por patogenos. La habilidad de mostrar estas respuestas
especificas se mantiene en el organismo gracias a las células de
memoria. Si un patdgeno infecta a un organismo mas de una vez, estas
células de memoria desencadenan una respuesta especifica para ese
patdgeno que han reconocido, con el fin de eliminarlo rapidamente.

2.2. LINFOCITOS.

Las células B y las células T son las clases principales de linfocitos y
derivan de células madres hematopoyéticas pluripotenciales de la
médula 0sea?2. Las células B, estan involucradas en la respuesta
inmune humoral, mientras que las células T, estan en la respuesta
inmunitaria mediada por células.

Las células T reconocen un objetivo no propio, como un patégeno, sélo
después de que los antigenos (pequerios fragmentos del patdgeno) han
sido procesados y presentados en combinacion con un receptor propio,
una molécula del llamado complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH). Hay dos subtipos principales de células T: la célula T asesinay
la célula T colaboradora o ayudante. Las células T asesinas solo
reconocen antigenos acoplados a moléculas del CMH de clase |,
mientras que las células T colaboradoras sélo reconocen antigenos
acoplados a moléculas del CMH de clase 1l. Un tercer subtipo menor lo
forman las células T y &6 (células T gamma/delta), que reconocen
antigenos intactos que no estan acoplados a receptores CMH.23 (Fig. 2)

C

MHC MHC
Clase I Clase 11

FIGURA 2. Estructuctura de los receptores CD4 y TCR.
Las células T reconocen un objetivo no propio, después de que los antigenos han sido procesados y presentados en
combinacién con un receptor propio, una molécula del llamado complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Hay dos
subtipos principales de células T: la célula T asesina y la célula T colaboradora o ayudante. Las células T asesinas solo
reconocen antigenos acoplados a moléculas del CMH de clase I, mientras que las células T colaboradoras sélo reconocen
antigenos acoplados a moléculas del CMH de clase II. Fuente: http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo: TCR-MHC_bindings.png
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El receptor especifico de antigeno de las células B es un molécula de
anticuerpo en la superficie de la célula B, y reconoce patdgenos
completos sin la necesidad de que los antigenos sean procesados
previamente. Cada linaje de células B expresa en su superficie un
anticuerpo diferente, de forma que el conjunto completo de receptores
de antigenos de las células B de un organismo, representa todos los
anticuerpos que ese organismo es capaz de fabricar. 22'3

2.3. CELULAS T ASESINAS.

Denominadas linfocitos T citoxicos, son un subgrupo de células T que
matan células infectadas con virus (y otros patdgenos), o que estén
dafiadas o enfermas por otras causas2*.

Estas son activadas cuando su receptor de células T (RCT) se liga a su
antigeno especifico en un complejo con el receptor del CMH de clase |
de otra célula. El reconocimiento de este complejo CMH-antigeno se ve
favorecido por un co-receptor en la célula T, lamado CD8. Asi, la célula
T viaja a través del organismo en busca de células donde los receptores
del CMH de clase | lleven este antigeno.

Cuando una célula T activada toma contacto con tales células, libera
citotoxinas que forman poros en la membrana plasmatica de la célula
diana o receptora, permitiendo que iones, agua y toxinas entren en ella.
Esto provoca el estallido de la célula diana o que experimente
apoptosis2®. La muerte de células huésped inducida por las células T
asesinas tiene una gran importancia para evitar la replicacion de los
virus. La activacion de las células T tiene unos controles muy estrictos
y por lo general requiere una sefial muy fuerte de activacion por parte
del complejo CMH/antigeno, o sefiales de activacion adicionales
proporcionadas por las células T colaboradoras. 2°(Fig. 3).

>§

Células T

asesinas >_

Fig. 3.Esquema que describe a las células T asesinas.
Las células T asesinas comienzan a provocar hoyos en las células anfitrionas, es decir, que han sido infectadas por virus.
Fuente: http://www.inmunoterapia.cl/inmunoterapia.htm
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2.4. LINFOCITOS T COLABORADORES.

Regulan tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa, y
contribuyen a determinar queé tipo de respuesta inmunitaria ofrecera
el cuerpo ante un patdgeno particular2®'2’, Controlan la respuesta
inmunitaria dirigiendo otras células para que lleven a cabo estas
tareas.

Expresan receptores de los linfocitos T que reconocen antigenos
unidos a moléculas de MHC de clase Il. EI complejo MHC-antigeno
también es reconocido por el correceptor CD4 del linfocito T
colaborador, que recluta moléculas dentro del linfocito T (como la Lkc)
gue son responsables de la activacion de dicho linfocito. 3

Los linfocitos T colaboradores tienen una asociacion mas débil con el
complejo MHC-antigeno que la de los linfocitos T citotdxicos, lo que
significa que muchos receptores (unos 200 a 300) del linfocito T
colaborador deben quedar unidos a un MHC-antigeno para activar el
linfocito, mientras que los linfocitos T citotoxicos pueden ser activados
por el acoplamiento de una uUnica molécula de MHC-antigeno. La
activacion de los colaboradores también requiere una union de
duracion superior con una célula presentadora de antigeno2®. La
activacion de un linfocito T colaborador en reposo hace que libere
citoquinas que influyen en la actividad de muchos tipos de células. Las
sefales de citocinas producidas por los linfocitos T colaboradores
mejoran la funcion microbicida de los macroéfagos y la actividad de los
linfocitos T citotoxicos2®. Ademas, la activacion de los linfocitos T
colaboradores provoca un aumento de las moléculas que se expresan
en la superficie del linfocito T, como el ligando CD40 (también llamado
CD154), que envia sefales estimulantes adicionales requeridas
generalmente para activar los linfocitos B, productores de
anticuerpos3®'3, (Fig. 4)
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FIG. 4. Esquema que representa a los linfocitos T.

La activacion de linfocitos T tiene dos consecuencias generales: En el ganglio linfatico, la activacién de los linfocitos T
conduce a la activacion de células efectoras inmunes. En los tejidos periféricos, la activaciéon de linfocitos T conduce a la
erradicacion del microorganismo del foco infeccioso. Una de las primeras respuestas detectables de los linfocitos T a la
presentacion y reconocimiento antigénico por células presentadoras de antigeno (CPA) es la secrecién de citocinas, en
especial la Interleucina-2 (IL-2), la cual actiia como factor de crecimiento sobre el mismo linfocito T que lo secreta, por tener
ésta receptores para la IL-2. Bajo el efecto de la IL-2, la célula T sufre una proliferacion numérica exponencial,
denominada expansion clonal, la cual es el fundamento de la memoria inmunitaria. La expansion clonal es seguida por una
diferenciacion celular, produciendo linfocitos CD4 -encargados de la activacion de macréfagos, linfocitos B y otras células y
linfocitos CD8 las cuales eliminan ciertas «células diana» infectadas y también activan macréfagos en los tejidos afectados.
Fuente: http://es.wikipedia.org/wiki/Linfocito_T

2.5. INNATA.

Es la primera linea de defensa frente a agentes infecciosos; la mayoria
de los agentes patdgenos pueden controlarse antes de que se produzca
una infeccién. Involucra células (ej: fagocitos) y moléculas solubles (gj:
opsoninas) innatos o inducidos tempranamente en la infeccion.

Ejerce un control permanente -sistema de vigilancia — que responde en
forma inmediata a la agresion provocada por patdgenos.

Provee un conjunto de sefiales indispensables para la activacion de la
inmunidad adaptativa. (Tabla 1).2
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TABLA 1.

Componentes Inmunidad innata Inmunidad

adaptativa
Factores Lisozima, complemento, Anticuerpos
solubles proteinas de fase aguda, moco,

espermina del semen, acidosis
del estomago, gérmenes de la
vagina, piel e intestino

Células Fagocitos mononucleares, Linfocitos Ty B
neutrofilos, NK

Barreras Piel y mucosas (glandulasSistema inmunitario

fisico- sebaceas), cilios de la traquea  cutaneo y mucosal

quimicas

Citocinas IFNayb, TNF, IL-1, IL-6 IFN-g, IL-2, IL-3,......

Caracteristicas Resistencia no mejorada por laResistencia
reinfeccion mejorada por la

reinfeccion

Las células del sistema innato reconocen, y responden a patogenos de
forma genérica y, a diferencia del sistema inmunitario adaptativo, no
confiere inmunidad a largo plazo o protectora al huésped. El sistema
inmunitario innato proporciona defensa inmediata contra la infeccion,
y se encuentra tanto en animales como en vegetales.

La respuesta inmune innata es la primera barrera defensiva del
huésped, ya que cuenta con mecanismos efectores que impiden el
establecimiento de la infeccion. Durante la respuesta inflamatoria, el
reconocimiento inicial de los agentes infecciosos, por parte de las
células polimorfonucleares (PMN), como neutrofilos, macrofagos y
natural Killer (NK), se efectta a través de receptores de
reconocimiento de patogenos (patern recognition receptors, PRR), que
reconocen patrones moleculares asociados a patdgenos (pathogen-
associated molecular pattern, PAMP). Los PRRs son especificos para
cada agente invasor y entre éstos, la familia de los TLRs, juega un rol
importante en la activacion de la inmunidad innata32.

Los TLRs se expresan en diferentes células del sistema inmune, como
macrdéfagos, células dendriticas, eosindfilos, monocitos y neutrofilos,
como también en células endoteliales y epitelialess2.

Especificamente, se encuentran en las células epiteliales de la interfase
entre el ambiente externo y la superficie de la mucosa respiratoria,
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digestiva y urogenital, permitiendo que los mecanismos inmunes
defensivos primarios sean iniciados localmente, mientras que inician
la comunicacion de la presencia de patégenos al sistema inmune
adaptativo33, Es importante reconocer que estas superficies mucosas
estan colonizadas normalmente con microorganismos, y que el
encuentro con los potenciales patdgenos es frecuente.

Los TLRs, ademas, tienen un importante rol en la respuesta innata a
agentes no infecciosos inmunoestimuladores presentes en el medio
ambiente. En la cavidad nasal, donde es frecuente la interaccion
microbiana, se ha observado una regulacion negativa de la activacion
de TLRs y desarrollo de tolerancia a la flora normal de la via aérea
superior. Se ha establecido que las células epiteliales desarrollan
tolerancia al lipopolisacarido (LPS), componente de la membrana
externa de bacterias Gram negativas, después de multiples estimulos, y
gue se produce inhibicion de TLRs. Es posible que los TLRs puedan
discriminar diferencias estructurales en los ligandos patdgenos,
permitiendo asi la diferenciacion entre los microorganismos
comensales y patogénicos.3*'2°

2.6. CELULAS DE L A RESPUESTA INMUNITARIA INNATA.

2.6.1. LEUCOCITOS.

Son capaces de moverse libremente e interactuar y capturar restos
celulares, particulas extrafias, o de invadir microorganismos. La
mayoria de los leucocitos inmunitarios innatos no se pueden dividir o
reproducir por si mismos, pero son los productos de las células madres
pluripotenciales presentes en la médula 6sea3®. Los leucocitos de la
respuesta innata incluyen: Células asesinas naturales (Células NK),
mastocitos, eosinofilos, basofilos; y las células fagociticas (fagocitos)
incluyen a los macrofagos, los neutroéfilos y las células dendriticas, y
funcionan dentro del sistema inmunitario con la identificacion y la
eliminacion de los patégenos que podrian causar infeccion3®.(Fig. 5).
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Fig. 5. Esquema que representa un leucocito o glébulo blanco.
Se mueven libremente, capturan restos celulares, particulas extrafias e invaden microorganismos
Fuente:http://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http://www2.eps-vila-franca-
naves.rets.pt/cn/cn6/quizes%2520s%2520circulatorio/leucocito.png&imgrefurl=http:/www2.eps-vila-franc

2.6.2. FAGOCITOS.

Estas son células inmunitarias que devoran, patdégenos o particulas.
Para fagocitar un patdgeno o particula, un fagocito extiende porciones
de su membrana celular, extendiendo la membrana alrededor del
objeto a fagocitar (disponiendo la particula dentro de la célula). Una
vez dentro de la célula, el patégeno invasor es contenido dentro de un
endosoma que se fusiona con un lisosoma3®. El lisosoma contiene
enzimas y &cidos que matan y digieren la particula u organismo. Los
fagocitos generalmente patrullan el cuerpo en busca de patdgenos,
pero también son capaces de reaccionar a un grupo de sefales
moleculares altamente especializadas producidas por otras células,
Ilamadas citoquinas. (Fig. 6).

Vesicula fagocitica
(fagosoma)

@

Microbio u otra particula Membrana
de alimento Pseusopodos plasmatica

Fig. 6. Esquema que representa la fagocitosis.
Esun tipo de endocitosis por el cual algunas células rodean con su membrana citoplasmatica a una sustancia extracelular
(unsdlido) y la introducen al interior celular. Esto se produce gracias a laemision de pseudépodos alrededor de la particula
o microorganismo hasta englobarla completamente y formar alrededor de él una vacuola, la cual fusionan posteriormente

conlisosomas para degradar la sustancia fagocitada, la cual recibira el nombre de fagosoma
Fuente: http://pedro1999.blogspot.com/2009/09/fagocitosis.html
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2.6.3. MACROFAGOS.

Son leucocitos fagociticos grandes, que son capaces de moverse al
exterior del sistema vascular al atravesar la membrana celular de los
vasos capilares y entrando en areas intercelulares en persecucion de
los patdgenos invasores. Los macrofagos érgano-especificos estan
diferenciados a partir de las células fagociticas presentes en la sangre
Ilamadas monocitos. Los macréfagos son los fagocitos mas eficientes, y
pueden fagocitar nimeros substanciales de bacterias u otras células o
microbios3®. La unién de moléculas bacteriales a los receptores sobre
la superficie de un macrofago desencadena la ingestion y destruccion
de las bacterias a través de la generacion de una "brecha respiratoria”,
causando la liberacion de especies reactivas del oxigeno. Los
patogenos también estimulan al macrofago a la produccion de
quimioquinas, que atraen otras células al sitio de la infeccion3®.

Fig. 7. Esquema de un macréfago.

Estas células, son los grandes comedores, son menos rapidos para responder a los invasores que los granulocitos pero son
mas grandes, viven mas tiempo y tienen otras propiedades como veremos mas adelante. Los macréfagos juegan un papel
importante en alertar al resto del sistema inmune. Los macréfagos son en principio los monocitos que circulan en la sangre
pero cuando dejan la circulacién y atraviesan los tejidos se convierten en macréfagos.
Fuente:http://www.quimicaviva.qb.fcen.uba.ar/contratapa/aprendiendo/capitulo8.htm

2.6.4. NEUTROFILOS.

Son conocidos como granulocitos debido a la presencia de granulos en
su citoplasma, o como células polimorfonucleares (PMNs) debido a su
distintivos nucleos lobulados. Los granulos del neutréfilo contienen
una variedad de sustancias toxicas que matan o inhiben el crecimiento
de bacterias y hongos. Los neutroéfilos atacan a los patdgenos mediante
la activacién de una "brecha respiratoria”. Los productos principales
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de la brecha respiratoria del neutrofilo son fuertes agentes
oxidantes incluyendo el peroxido de hidrogeno, los radicales libres de
oxigeno y el hipoclorito. Los Neutrofilos son los tipos celulares
fagociticos méas abundantes, normalmente representan el 50 a 60% del
total de leucocitos circulantes, y son usualmente las primeras células
en llegar al sitio de una infeccion3’. La médula ésea de un adulto
normal saludable produce més de 100 billones de neutrdéfilos por dia, y
mas de 10 veces por dia que muchos en una inflamacioén aguda3” (Fig.
8).

Fig. 8. Representacion de un neutroéfilo.
Presenta granulos en su citoplasma, con sustancias téxicas que inhiben el crecimiento de las bacterias.
Fuente:http://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http://www.mdconsult.com/das/patient/body/0/0/10041/9355_es.jpg&imgrefurl=
http://www.mdconsult.com/das/patient/view/0/1

2.6.5. CELULAS DENDRITICAS.

Son células fagociticas presentes en tejidos que estan en contacto con
el medio externo, principalmente la piel (donde dichas células toman el
nombre de Células de Langerhans), y el revestimiento mucoso interno
de la nariz, pulmones, estomago e intestino3®. Las células dendriticas
son muy importantes en la presentacion de antigenos, y sirven como
enlace entre los sistemas inmunitarios innato y adaptativo. (Fig. 9).
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FIG. 9. Esquema de las células dendriticasy su accion.
1 Un fagocito (dendrocito) se come a una bacteria. Las partes de la bacteria (antigenos) migran hacia la superficie del
fagocito.- El fagocito presenta al antigeno con el linfocito T ayudante - El linfocito T se convierte en una célula activada.
Fuente:http://www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar/contratapa/aprendiendo/capitulo8.htm

2.6.6. BASOFILOS Y EOSINOFILOS.

Cuando se activan al encuentro con un patégeno, los baséfilos liberan
histamina siendo importantes en la defensa contra parasitos, y juegan
un papel importante en las reacciones alérgicas3®. Desde su activacion,
los eosindfilos secretan un rango de proteinas altamente toxicas y
radicales libres que son altamente efectivos en la muerte de bacteriasy
de parasitos, pero también son resposables del dafio tisular que ocurre
durante las reacciones alérgicas. La activacion y la liberacion de
toxinas por los eosindfilos son por tanto minuciosamente reguladas
para prevenir cualquier dafio por la destruccion inadecuada de
tejido3”'*. (Fig. 10).

Eosinofilo Basofilo

Fig. 10. Representacion de un eosinéfilo y un baséfilo.
Los e6sinofilos secretan proteinas toxicas y radicales libres que provocan la muerte de bacterias, provocando dafio tisular.
Los basofilos secretan histamina como defensa para los parasitos.
Fuente:http://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http://www.mdconsult.com/das/patient/body/0/0/10041/9355_es.jpg&imgrefurl=
http://www.mdconsult.com/das/patient/view/0
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3. PATRONES MOLECULARES ASOCIADOS A PATOGENOS.

Las células del sistema inmune innato reconocen un patrén molecular
comun y constante de la superficie de los microorganismos
denominado patrén molecular asociado a patégenos (PMAP), a traves
de los receptores conocidos como receptores reconocedores de
patrones (PRR).

Los PRR se expresan fundamentalmente en la superficie de las células
que primero entran en contacto con el patdogeno durante la infeccion
(células de la superficie epitelial) y en células presentadoras de
antigeno (células dendriticas y monocitos/macréfagos; también se
encuentran presentes en compartimentos intracelulares, en el torrente
circulatorio y en fluidos tisulares.

Los principales PMAPs que actian como dianas para la activacion del
sistema inmune innato se encuentran el lipopolisacarido, acido
teicoico, secuencias de DNA CpG no metiladas, manosa y RNA
bicatenario caracteristico de virus.

Estos presentan una serie de propiedades comunes:

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

- Con un numero limitado de PRR se detecte la presencia de cualquier
patogeno.

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

Hay distintos tipos de proteinas que presentan caracteristicas de PRR
capaces de reconocer los patrones moleculares asociados a patdgenos,
entre los cuales, hay que destacar los “receptores similares a Toll”
(TLR). (Fig. 11).
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FIGURA 11. Mecanismo de Interaccion entre los receptores TLR y el sistema inmune.
La activacion de los Receptores Toll induce una activacion de NF-KB que actuando sobre el ADN induce la formacion y
expresion de nuevas moléculas B7 y activacion de ThO mediante la liberacién de IL-12.
Fuente: http://inmunologiaenlinea.es/index.php?option=com_content&view=article&id=95:lisis-por-linfocitos-y-
nk&catid=46:sistema-efector&ltemid=

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

1.- Activar distintos procesos caracteristicos del sistema inmune
innato, como la fagocitosis, opsonizacion, produccion de mediadores
de la inflamacidn, con el fin de impedir la diseminacion del patégeno
antes de que se desarrolle la inmunidad adquirida.

2.- Establecer una conexién entre la inmunidad innata y adquirida®

Los macrofagos proceden al reconocimiento de las estructuras,
microorganismo o células a destruir mediante una gran variabilidad
de receptores. Entre estos receptores destacan ciertas moléculas que
poseen capacidad de identificar patrones moleculares conservados
presentes en los microorganismos patdégenos pero no en los tejidos
propios, a las que se denominan Patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPS).

Los macrdéfagos exhiben los mismos receptores, los cuales median el

reconocimiento de unas pocas estructuras moleculares, PAMPs,
conservadas en grupos muy extensos de microorganismaos.
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Esto permite a los macréfagos, al tener la posibilidad de reconocer de
manera universal a los microorganismos, poner en marcha un sistema
muy eficiente y rapido de defensa.®

El sistema inmune innato es capaz de detectar estructuras moleculares
que son Unicas en los microorganismos3® y son llamadas patrones de
reconocimiento.

Los receptores presentes en el hospedero que reconocen estas
estructuras se denominan receptores de reconocimiento de patrones
(PRR) y se asocian con un elevado numero de moléculas que poseen
motivos o patrones estructurales comunes. Las moléculas blanco

de estos receptores se denominan patrones asociados a patogenos
(PAMPs), aunque estan presentes tanto en microorganismos
patdgenos como no-patdgenos.

Existen numerosas clases funcionales de PRR y los que estdn mejor
caracterizados son los Ilamados receptores similares a Toll (TLR).
Estos receptores permiten a las células portadoras discriminar entre

lo propioy lo extrafio segun el tipo de sefial que se transmite al interior
de la célula3® 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 citocinas.1®

Los receptores Toll-Like (TLR) mediante el reconocimiento de
componentes microbianos de células dendriticas (DCs), la méas potente y
profesional célula presentadora de antigeno (APCs), en un evento
central de la activacion de la respuesta inmunitaria innata y
adaptativa®*®.

Los TLRs reconocen diferentes patdgenos asociados a patrones
moleculares (PAMPSs), incluyendo estructuras superficiales y acidos
nucleicos, con muchos microorganismos infecciosos, y desencadenar
cascadas de sefialamiento que conducen a la activacion celular y
produccion de mediadores inmunes. 13

4.- RECEPTORES DE LA INMUNIDAD INNATA.

En vertebrados, se encuentran las células de la inmunidad innata; de
éstas, los linfocitos asesinos naturales (NK por sus siglas en inglés de
Natural Killer) son las células centrales de los mecanismos innatos de
defensa.
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Las células NK circulan en un estado de “listas para actuar”, lo cual las
capacita para entrar y defender un tejido, tan pronto como éste llegara
a estar dafiado o infectado, produciendo citocinas, lo cual le permite
activar otros mecanismos de la inmunidad, tanto innata como
adquirida, si se requiriera, y causando toxicidad. Ambos mecanismos
efectores se activan por la interaccion de sus receptores de membrana.
Los linfocitos NK poseen diversos receptores en su membrana
plasmatica, los cuales regulan su funcién efectora dependiendo de las
sefiales (ligandos) positivas y negativas que activan o inhiben. Por su
funcion se dividen en: activadores, encargados de llevar a cabo la
actividad citotédxica e inhibidores, encargados del reconocimiento de
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase 1 (MHC
).

Las NK ensamblan combinaciones diferentes de receptores a partir de
una seleccidn de receptores activadores y supresores, los cuales estan
expresados en su membrana plasmatica*1'#2,

4.1. RECEPTORES ACTIVADORES.

Los linfocitos NK destruyen Unicamente células “blanco” que carecen
de MHC | apropiado®. Para la activacion de linfocitos NK es necesario
el acoplamiento de sus receptores activadores con el ligando
respectivo en la célula “blanco”.

Esta interaccidn especifica proporciona el estimulo requerido para la
produccion de sus citocinas y su actividad citotoxica. EI proceso es
regulado por receptores inhibidores y citocinas que aumentan, limitan
o0 terminan la respuesta®. Los receptores activadores contienen
residuos cargados en sus dominios transmembranales, que les
permiten interactuar con moléculas de sefialamiento intracelular,
como son: FceRg, CD3z y DAP12 46’47

4.2.CD16.

El CD16 es un receptor de membrana plasmatica que junto con CD56
sirven para diferenciarlos de los linfocitos T, los cuales son CD16-
CD56 59, Pertenece a la familia del super-gen de la Ig, es un receptor de
baja afinidad y es también conocido como FcgRIIl o FcgRIlla (receptor
tipo Ill de la Fc de lacadena g de la 1gG) 4’52 Este polipéptido
glicosilado contiene 21 aminoacidos en su tallo citoplasmico. En el
humano esta glicoproteina de superficie estd codificada en el
cromosoma humano 152'54,
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El CD16 permite el mecanismo de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC) mediante el cual destruye a la célula “blanco”
cubierta de 1gG®°'>°. Después de ligar a su “blanco”, el CD16 inicia la
transduccidon de sefial, ocurriendo un incremento en los niveles de
Ca2* intracelular y una cascada de eventos similares a la activacion de
linfocitos T, que resulta en la secrecidén de factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa), perforinas, granzimas y granulolisinas, responsables de su
capacidad citolitica.>>(Fig. 12).

NK Cell no
activas

o @
CDl16
@
PN 08e®
e _eo IL-21
°® —
Apoptosis

Fig. 12. Accion del receptor CD16.
Permite el mecanismo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) mediante el cual destruye a la célula
“blanco” cubierta de IgG. Después de asociarse a su “blanco”, el CD16 inicia la transduccién de sefial, ocurriendo un
incremento en los niveles de Ca2* intracelular y una cascada de eventos similares a la activacion de linfocitos T, que resulta
en la secrecion de factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), perforinas, granzimas y granulolisinas, responsables de su
capacidad citolitica.
Fuente: http://www.rndsystems.com/cb_detail_objectname_WI03_IL21.aspx

4.3.CD2.

Conocida como LFA-2 o Ly-37, es una glicoproteina de membrana de
la familia del supergen de la Ig expresado en los linfocitos NKy T. El
ligando especifico es otra glicoproteina de membrana, el CD58.

4.4.CD28.

La glicoproteina CD28 es un homodimero unido por enlaces disulfuro
gue pertenece a la familia del supergen de la Ig y se une a los ligandos
CD80 y CD86. Su funcion, como receptor de sefializacion intracelular
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para proliferacion, producciéon de IFNg y destruccion de células
tumorales, ha sido demostrada en diversos sistemas, sugiriendo un
papel importante en la funcién efectora de las células NK para
controlar no solo infecciones sino también crecimiento tumoral®”'>8,

4.5.CD 161 (NKR-P1).

Tres genes que codifican para esta proteina han sido identificados en el
raton y la rata, y son conocidos como NKR-P1A, NKR-P1B, NKR-P1C.
Sélo uno de estos genes ha sido identificado en linfocitos NK
humanos*®. Pertenecen a la superfamilia de las lectinas tipo C que son
expresadas como homodimeros, de aproximadamente 80 kDa, unidos
por enlaces disulfuro en la superficie de linfocitos NK y subclases de
LT®° Son expresados en el cromosoma 6 del raton, en el 12 del
humano y en el 4 de la rata, en la region designada como “gen del
complejo NK”. Los NKR-P1C o CD161c también son conocidos como
NK1.1 0 Ly-55°3,

4.6. OTROS RECEPTORES ACTIVADORES..

Otros receptores de los linfocitos NK, colectivamente |lamados
receptores citotoxicos naturales, son los NKp46, NKp44 y NKp30. Este
ultimo receptor es conocido también como 1C7 y es codificado por el
gen del mismo nombre localizado dentro de la region del MHC clase
111*6'5¢, NKp46 y NKp30 son Unicamente expresados por linfocitos NK,
pero sus ligandos no han sido aun identificados. El receptor 2B (CD244
expresado en los linfocitos NK de raton y humano) contribuye a la lisis
de células blanco CD48+°°'°, El receptor DNAM-1 posee 2 dominios Ig.
Su expresion en NK y TC en humanos esta relacionado con la
citotoxicidad y produccion de citocinas después de la interaccion con
ciertos tumores*®.

4.7. RECEPTORES INHIBIDORES.

Los linfocitos NK pueden detectar en su célula “blanco” moléculas de
MHC | anormales e iniciar su eliminacién®3'¢1'¢2, | as células “blanco”
susceptibles de ser destruidas por las NK estan caracterizadas por la
expresion defectuosa de uno o mas alelos de MHC 1°3. La pérdida de la
molécula MHC | ocurre frecuentemente en malignidades o en la
infeccion por virus®°'6s,

Debido a esto, lineas tumorales como la K562 (derivadas de pacientes
con leucemia mielocitica cronica), Molt 4 (leucemia linfoblastica
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aguda) o Daudi (linfoma de Burkitt), son usadas comunmente como
“blanco” para ensayos con células NK, ya que no expresan MHC [°*,
Algunas células que carecen de MHC | son resistentes a la destruccion
por linfocitos NK. Esto podria ser debido a la falta de ligandos
apropiados para la unién de receptores activadores y el inicio de la
transduccion de sefial en las NK. (Tabla 2)°2.

Tabla 2.Receptores activadores de linfocitos NK.

RECEPTOR LIGANDO PM (kDa)

CD69

85

CD38 CD31 42

CD44 Componentes de la matriz extracelular y
85-95 laminina

CD71 Transferrina cuando estan activados  180-190
CD137 Fibronectina, lamininay colagena IV cuando
estan activados 30

CD48 CD2yCD244 45

CD47 CD1F2a 50

Un receptor inhibidor de NK de cualquier tipo no interactia con todos
los Ag MHC I, por lo que cada receptor generalmente identifica un
grupo de antigenos MHC | que comparte una regién antigénica®°.
Pertenecen a la familia del super gen de Ig (tipo I) y de las lectinas tipo
C (tipo 1I).

Los més importantes conocidos hasta ahora son: receptores Ly49, KIR,
CD94/NKG2 y KLREZ1 los cuales después de la union de su ligando, los
“motifs” citoplamaticos llamados "ITIM's" son fosforilados, resultando
en el reclutamiento y activacion de fosfatasas que afectan el
sefialamiento  intracelular mediante la activacion de sus
receptores®’'53'61'64,

4.8. KIR.

Originalmente definidos como moléculas p50 y p70, estos receptores
fueron nombrados asi (del inglés killer immunoglobulin-like receptor).
Los KIR juegan un papel critico en el reconocimiento de las moléculas
de MHC I propias para proteger a las células normales del huésped de
la lisis por NK*2'65,

34




Los KIR son glicoproteinas pertenecientes a la superfamilia de las Ig y
al igual que MHC I muestran un alto polimorfismo genético>°'¢¢'7,
Estan codificados en el cromosoma humano 19 y el nimero preciso de
los loci se desconaoce, pero se estima que son aproximadamente 10 los
miembros de la familia KIR aunque solo dos de ellos han sido
plenamente identificados®3. La familia KIR2D que posee dos dominios
Igy la KIRD3 de tres dominios 1g**'¢2,

Los sufijos 2D y 3D subdividen las moléculas en dos (p58/p50) o tres
(p70/p40) dominios respectivamente. Ademas, son clasificados de
acuerdo al tamafio de sus dominios citoplasmicos cortos o S (que
generalmente inhiben) y largos o L (que generalmente activan).

Asi, hay KIR con dominios citoplasmicos largos como KIR2DL (también
llamado p58) y KIR3DL (también llamado p70) que contiene dos
secuencias ITIM y receptores KIR con dominios cortos como KIR2DS
(también llamado p50) y KIR3DS, los cuales carecen de secuencias
ITIM y poseen una carga de aminoacidos que los hace mejores para
activar que para inhibir*2'¢*,

Tanto KIR2D y KIR3D son expresados como monomeros a excepcion
de la glucoproteina KIR3DL-NKAT4 que puede expresarse como
monoémero u homodimero unido por enlaces disulfuro®®. Los
receptores KIR2DL y KIR2DS estan asociados con el reconocimiento de
alelos HLA-C®®, mientras que KIR3DL reconoce HLA-A y B®'7%'71 | os
LNK humanos expresan dos o mas KIR y sus homélogos han sido
identificados en primates*'¢3,

La actividad inhibitoria reside en los ITIM, el cual consiste en una
secuencia consenso de I/VxYxxL (donde x en la secuencia denota
cualquier aminoacido), y que al contacto con la molécula de MHC
induce la fosforilacion de tirosina y el subsecuente reclutamiento de la
proteina tirosina-fosfatasa (SHP-I) 61'72'73,

4.9. Ly49 (KLR).

El receptor Ly49 (ahora llamado Ly49A), fue el primer receptor de
LNK definido a nivel molecular y es responsable del reconocimiento
del MHC I en el raton. Los receptores murinos Ly49 son glicoproteinas
de membrana tipo |1, de la superfamilia de la lectina tipo C, codificados
por al menos 9 genes intimamente relacionados que se encuentran en
el cromosoma 6 de raton, denominado “gen del complejo NK”. Son
expresados en la superficie de linfocito NK y LT como homodimeros
74142176177 E| receptor Ly49 interacciona con H-2Dd uniendo los
dominios al y a2 y requiere la asociacion de microglobulina-b2. La
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composicion de los péptidos H-2-Dd no parece afectar el
reconocimiento Ly49A.

Esto de acuerdo a investigaciones que demostraron que Ly49A
interactia con moléculas H-2Dd cuando se substituyen los
aminoacidos del H-2Dd (que se unen a Ly49) con alanina. Lo que
sugiere que Ly49A reconoce especificamente a H2-Dd,
independientemente de la composicion de sus péptidos. Algunos
receptores Ly49, como Ly49A, Ly49C, Ly49G2 y Ly49l, contienen sitios
inhibidores ITIM, que inhiben la actividad citolitica de los LNK contra
la célula “blanco”’® Asi se ha visto que Ly49A es especifico para
reconocer moléculas H-2Ddy DK’7 | mientras que Ly49C es un receptor
mas amplio para MHC I, incluyendo haplotipos d, b, k y s. Ly49G es un
receptor especifico para Cd y Ld47¢'7°, En contraste, Ly49D carece de
sitios ITIM por lo que se considera que es mas bien un receptor
activador de la citotoxicidad, por ejemplo; destruye células CB
FCR*80'78'81 y estd asociado a DAP12. 8'7

4.10. ACCION DE LAS CELULAS ASESINAS (NK)

Estas células actian en etapas tempranas del proceso infeccioso
causado por patogenos intracelulares como virus del herpes, Listeria
monocytogenes, etc., y ejercen su accion citotoxica o destructiva sobre
células infectadas y tumorales, que incluso se incrementa entre 20 a
100 veces por las influencias de los IFNs alfa y beta, asi como de la IL-
12, la cual sinergia su efecto con el IFN-alfa y obliga a la célula NK a
producir gran cantidad de IFN-gamma; fenomeno crucial para
controlar la infeccion antes de que la célula T haya sido activada.4849’8

5. RECEPTORES TIPO TOLL.

5.1. CONTEXTO HISTORIO.

Los receptores tipo Toll (Toll-like receptor TLRS) son una familia
de proteinas trasmembranales de tipo | que forman parte del sistema
inmunitario innato. En los vertebrados también posibilitan la
adaptacion del sistema inmune. Descubiertos inicialmente de la mosca
de la fruta (Drosophila melanogaster) son los responsables del
reconocimiento de varias vias de patrones de reconocimiento de
patogenos (PAMPs  pathogen-associated  molecular  patterns)
expresados por un amplio espectro de agentes infecciosos.
Monocitos/macrofagos y neutrofilos fagocitan patégenos microbianos
y estimulan la respuesta de citocinasdando como resultado el
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desarrollo de la inmunidad innata o natural, la respuesta inflamatoriay
median la efectiva inmunidad adaptativa. También se encuentran en
los eosinofilos en el adulto y regulan la respuesta inmune contra los
virus ARN liberando factores del eosindéfilo como son la neurotoxina
del eosindfilo y la proteina catidénica eosinofilica. Su funcién, es el
reconocimiento del patogeno y la estimulacion de la respuesta
inmunitaria contra dichos patégenos.

También han sido encontrados en plantas, teniendo un origen
evolutivo muy antiguo; despues de las defensinas, pueden ser el
componente del sistema inmune mas antiguo.

Los distintos TLR exhiben varios patrones de expresion. Muchos de
ellos se cree que actian como homodimeros, aunque heterodimeros
también existen. Las proteinas TLR tienen una significativa homologia
con el receptor IL-1 tipo |. Hasta hoy, alrededor de doce TLR han sido
hallados en humanos y en el raton. Estudios con varios TLRs
demuestran que activan la via del NF-kB, que regulan la expresion de
citocinas, a través de varias moléculas incluyendo el MyD88,
TIRAP/Mai y TRF. La activacion de la via del NF-kB conduce a la
iniciacion de la respuesta adaptativa inmune por la produccion de
citocinas inflamatorias tales como al IL-1, IL-8, TNF-alfa, IL-12, y la
induccion de moléculas de co-estimulacion, tales como
laCD80, CD86 y CD40

TLR-4: reconoce lipopolisacaridos (LPS), caracteristicos de la pared
celular de las bacterias gram NEGATIVAS TLR-3: reconoce ARN de
doble cadena. TLR-9: reconoce ADN con CpG no metilados.’

Inicialmente el gen Toll fue descrito en el contexto de una via que
describe el desarrollo dorso-ventral en el embrion de Drosophila.
Siendo que en la etapa adulta, este gen codificaba para un péptido
antimicrobiano. Pronto se encontraron semejanzas entre la via
dif/dorsal en Drosophila y la via NF-kB en mamiferos, al revelar que el
dominio citoplasmatico esta conformado por dos proteinas
transmembranales semejantes en ambos casos. El primer TLR en ser
descrito en mamiferos fue TLR4, en 1997, justo un afo después de
dilucidarse el papel del Toll en Drosophila. ElI reconocimiento de
proteinas estructural y funcionalmente relacionadas en mamiferos al
Toll se denomind familia de receptores tipo Toll.

La familia de los TLR posee la estructura de glicoproteinas
transmembranales tipo I, que en base a su considerable homologia en
la region citoplasmatica pertenecen a la superfamilia de los receptores
de Interleucina 1 (IL-1R). En contraste su region extracelular posee

37



motivos con repeticiones ricas en leucina (LRR), donde los IL-1R
poseen tres dominios semejantes a las inmunoglobulinas. Se
encuentran localizados principalmente en células inmunes
profesionales: células mononucleares, dendriticas y macrofagos;
ademas, se localizan en diferentes células epiteliales.

Su funcion principal es actuar en el reconocimiento de lo no propio y
permitir el reclutamiento de las células profesionales para la posterior
activacion del sistema inmune adquirido. Mientras que su presencia en
distintos epitelios los hace capaces de detectar en el tejido dafiado por
la infeccion o estrés ambiental cuando la célula se encuentra en muerte
celular y libera moléculas celulares enddgenas.

La familia puede diferir en nimero entre especies, la mayoria de los
mamiferos tienen entre 10 y 15 TLRs. En el humano se han reconocido
solamente 11, que han sido subdivididos en cinco subfamilias de
acuerdo a su localizacion cromosomal, estructura gendOmica y
secuencia de aminoéacidos: TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 Y TLR9. La
subfamilia TLR2 esta compuesta por TLR1, TLR2, TLR6 y TLR10 y la
subfamilia TLR9 por TLR7, TLR8 y TLR9. Las subfamilias restantes
estan integradas por un solo miembro. Cada TLR es activado por
cierto(s) tipo(s) de PAMP, no obstante, es posible una comunicacion
cruzada entre receptores al asociarse entre si o con moléculas
adaptadoras, lo que aumenta la especificidad y amplia el patron de
PAMPs reconocidos por un mismo receptor.

El primero en ser estudiado fue TLR4, quien reconoce al
lipopolisacarido (LPS) de la pared celular de Gram negativos, para el
reconocimiento de su ligando requiere de asociarse a la proteina que
se une a LPS, ese complejo a su vez interactia con CD14, receptor de
membrana de monocitos, macréfagos y PMN. Otra molécula se ha
descrito para la activacion de TLR4, MD-2, la cual actta en ausencia de
la proteina que se une a LPS. Actualmente se sabe que también TLR2
por si mismo es activado por peptidoglicano y acido lipoteicoico (LTA)
presente en bacterias Gram positivas. TLR2 se asocia en el
reconocimiento de LPS producido por Leptospira. Ademas otro tipo de
estructuras lipidicas son reconocidas por TLR1 y TLR6. Cuando forma
heterodimeros TLR2 con TLR1 o TLR6 participa también en el
reconocimiento de diacil lipopéptidos y triacil lipopéptidos
respectivamente. TLR5 reconoce la flagelina, componente monomérico
del flagelo bacteriano. Cuatro TLRs tienen por ligando acidos nucleicos
(TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9) y su caracteristica distintiva es su
presentacion citoplasmatica, dentro del endosoma; TLR3 es receptor
de RNA de doble cadena presente en los virus y de analogos de dsRNA
como es el caso de Poly (I: C). Otros receptores activados por RNA viral
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de cadena sencilla y por compuestos sintéticos como las
imidazolquinolinas son TLR7 y TLR8. Finalmente TLR 9 reconoce CpG
DNA viral y bacteriano. Se ha encontrado que TLR10 tiene una relaciéon
cercana con TLR1 y TLR6, al presentar una identidad en aminoacidos
cercano al 50%; se encuentra altamente expresado en tejido linfoide,
bazo y timo, aun no se han encontrado reportes sobre la identificacion
de su ligando. TLR11 se activa especificamente frente a una proteina
derivada de Escherichia coli uropatégena,1°

El primer homologo de los receptores Toll de la Drosophila
melanogaster fue identificado en mamiferos en 199722 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 consta de diez miembros en humanos (TLR1 a
TLR10) y doce en murinos (TLR9y TLR11 a 13).83'18 (Tabla 3)

Tabla 3. Receptores tipo Toll (TLR) ligandos, localizacion celular y especies estudiadas.
Localizacién en

Receptor Ligando representativo Tipos celulares las células Especies

TLR1 Triacil lipopéptidos Macréfagos, otros tipos celulares Superficie celular Humana, ratén

TLR2 Peptidoglicanos Células presentadoras de antigenos,  Superficie celular Humana, ratén
células endoteliales

TLR3 ARN de doble cadena Células dendriticas, intestinales y Intracelular Humana, ratén

Epiteliales

TLR4 Lipopolisacaridos Células presentadoras de antigenos Superficie celular Humana,

ratén

TLR5 Flagelina Epitelio intestinal basolateral Superficie celular Humana, ratén

TLR6 Zimosanos Macroéfagos, otros tipos celulares Superficie celular Humana, ratén

TLR7 ARN de cadena simple Células presentadoras de antigenos Intracelular Humana, ratén

TLR8 ARN de cadena simple No determinado Intracelular Humana

TLR9 CpG Células presentadoras de antigenos Intracelular Human, ratén

TLR10 No determinado Células B No determinado Humana

TLR11 Profilina No determinado No determinado Ratén

TLR12 No determinado No determinado No determinado Ratén

TLR13 No determinado No determinado No determinado Ratén

Desde hace aproximadamente diez afios se conoce una familia de
receptores asociados estrechamente con la respuesta inflamatoria, los
cuales fueron descritos inicialmente en estudios realizados en la mosca
del vinagre Drosophila melanogaster. Estos estudios describian una
familia de proteinas estrechamente relacionadas, que reconocian
patogenos particulares activando la cascada de la inflamacion de una
manera altamente especifica. Gracias a estudios realizados por
genética y biologia comparativa se extrapolaron estas investigaciones

a seres humanos con el fin de determinar la conservacion de estas
proteinas en especies superiores y verificar si cumplian con la misma
funcion.
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Los esfuerzos dieron resultados, y hoy se sabe que los toll-like
receptors (TLR) descritos inicialmente en Drosophila existen en formas
homdlogas en seres humanos, se conoce de su existencia en todos los
reinos, desde insectos y plantas hasta mamiferos superiores, con una
homologia sorprendentemente conservada. Varios estudios han
dilucidado la estructura genica de diez receptores en humanos, cinco
mas estan en camino, de estos, cinco receptores han sido estudiados a
fondo (TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR- 6 y TLR-9). Los TLR hacen parte del
sistema RRP y su importancia radica en su capacidad para reconocer
patogenos, a diferencia de las otras moléculas mencionadas
previamente. Consistentes con su papel de reconocimiento de
moléculas foraneas del sistema inmune innato, estos TLR se
encuentran ampliamente distribuidos en las diferentes células que
podrian en algun momento servir de puerta de entrada o estar en
contacto con los diferentes  patogenos, tales como:
monocitos/macrofagos, neutrdéfilos, ceélulas dendriticas, células
epiteliales intestinales y células endoteliales; también se han
encontrado TLR-2 y TLR-4 en linfocitos B y T, pudiendo estar en algun
momento relacionadas con la respuesta inmune adaptativa.®*:°

5.2. LIGANDO QUE ACTIVA EL RECEPTOR.

5.2.1. TLR3

Tiene una estructura Unica pues carece de residuos de prolina que son
abundantes en otros receptores TLR. Se expresa en células dendriticas
maduras. Su ligando es el ARN de doble cadena que se produce durante
la replicacion viral.

Durante la replicacion de los virus, se produce ARN de doble cadena,
potente inductor de genes de interferén alfa y beta y promotor de la
actividad de células dendriticas.1t

5.2.2. FACTOR DE TRANSCRIPCION NUCLEAR kB (NF-KB).

Fue identificado inicialmente como un factor nuclear unido al
promotor de la cadena ligera kappa de las inmunoglobulinas en
linfocitos B.

El NF-kB es liberado de la subunidad inhibidora (Ik B) y traslocado al
nacleo, donde promueve la actividad transcripcional de determinados
genes. La sefial de activacion concluye por la nueva sintesis de la
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subunidad inhibidora Ik B. Es interesante destacar que la propia
expresion génica de Ik B se encuentra bajo el control de NF-k B.

La activacion de NF-kB resulta en la regulacidon negativa de su propia
activacion por la induccién del inhibidor IkB que se une al NF-kB ligado
al DNAy lo devuelve inactivado al citoplasma.

El NF-kB promueve la expresion de un gran numero de genes
implicados en inflamacion, tales como citocinas y moléculas de
adhesion.

En mamiferos, la forma activa de NF-kB se presenta como un homo o
heterodimero de los 5 miembros de la familia NF-k, B-R el presente
habitualmente de forma inactiva en el citoplasma.

Todas las proteinas de la familia presentan una zona caracteristica por
la que se unen a una secuencia consenso del DNA o sitio k B:
GGGRNNYYCC, en la que R es una purina, Y una pirimidina y N
cualquier base. Los diferentes dimeros del NF-kB presentan afinidades
diferentes a los sitios k B y también varian en su capacidad de activar
la transcripcion. (Tabla 4).
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Tabla 4. Genes dependientes de NF-k B

Cadena ligera kappa de IgG

Citocinas:
-Interleucinas IL-1; IL-2, IL-6 y sus receptores (IL-2R)
-Qumiocinas IL-8, GRO, IP-10, MCP-1, RANTES, MIP-1, eotaxina
-Factores estimulantes de colonias: M-CSF, GM-CSF, G-CSF
-TNF-a, TNF-b, interferon-b

Moléculas de superficie implicadas en funciones inmunologicas
-Cadena b del receptor de linfocitos T
-b 2- microglobulina
-Moléculas de adhesion (selectina, ICAM, VCAM, ELAM)
-Antigenos del sistema mayor de histocompatibilidad (clase I,
clase Il)

Enzimas ‘inflamatorias":
-Sintetasa inducible de éxido nitrico
-Ciclooxigenasa 2
-5-Lipooxigenasa
-Fosfolipasa A citosolica

Genes de respuesta de fase aguda:
-amiloide sérico A
-angiotensinégeno
-complemento (B,C4)
-ferritina
-factor tisular
-metaloproteasas

Genes implicados en proliferacion, ciclo celular, ‘antiapoptosis’,
factores de transcripcion,

-c-rel

-c-myc

-IFR

-ciclinaD1

-inhibidores celulares de la apoptosis (IAP1, IAP2), TRAFA1/Bfl1
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5.2.3. Proceso de activacion del NF-kB

La activacion de NF-kB puede producirse como consecuencia de una
gran variedad de estimulos tanto fisioldgicos, como patoldgicos.
(Figura 13).

_ MCP-1,1L-8, T F, COX-2,
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Fig. 13. Activacion del NF-kB.

Se conoce con més precision el modo de activacion derivado del estimulo con citocinas tales como IL1-B y TNF-a . Sin
embargo, las principales vias de activaciéon comparten ciertas caracteristicas. En primer lugar, tras un estimulo intenso, se
produce la rapida fosforilacién y poliubiquitinalizacién de Ik B y su degradacién proteolitica por el proteasoma en escasos
minutos. Como resultado, las secuencias de localizacién nuclear de NF-kB quedan expuestas y se produce la traslocacion
nuclear del mismo. Se han descrito otras formas de activacién ‘atipicas’, mas débiles y lentas. En general, los estimulos
proceden mediante la activacion de receptores de membrana, que mediante otras proteinas adaptadoras (v.gr. TRAF)
activan una cascada de fosforilacion de proteinas (protein-cinasas de la familia MAP) que resulta en la activacion de la cinasa
responsable de la fosforilacion del propio Ik B. Aunque el mecanismo de activacion a partir de determinadas citocinas como
IL-1R y TNF-o esta bastante aclarado, quedan todavia muchos puntos por dilucidar. Por ejemplo, es bien conocido que en
esta activacion participan especies reactivas del oxigeno en algin punto no determinado. Esta es la base de la capacidad de
ciertas moléculas antioxidantes para interferir con la activacion de NF-kB. Una vez en el nicleo, los diferentes dimeros de la
familia NF-kB se unen con afinidad variable a los genes correspondientes produciendo distintos grados de transactivacion.
Esta variedad proporciona una sutileza adicional en la regulacién selectiva de diferentes genes en respuesta a distintos
estimulos en diferentes estirpes celulares. Asi mismo los dimeros NF-kB no producen la transcripcién de modo aislado, sino
como parte de un complejo de coactivadores. Por Gltimo, NF-kB interactta con otros factores de transcripcion de modo
positivo o negativo. Uno de los factores de transcripcién mas a menudo asociado a NF-kB es la proteina activadora 1 (AP-1).
Tanto NF-kB como AP-1 se activan en respuesta a ciertos estimulos proinflamatorios, pero divergen en la respuesta al estrés
oxidativo. NF-kB actlia de modo sinérgico con otros factores de transcripcién como el factor nuclear IL-6 (NF-IL6) en la
estimulacion de diversos genes ‘inflamatorios' (citocinas, iNOS). En sentido contrario, la interaccion fisica de NF-Kb con
otros factores de transcripcién como el receptor de glucocorticoides, impide la uniéon de NF-kB al DNA, evitando la
transactivacioén de los genes implicados. Este es uno de los mecanismos principales de la accién inflamatoria de los
esteroides. De modo adicional, los esteroides estimulan la transcripcion de la proteina inhibidora Ik Ba . De esta manera los
esteroides pueden inhibir la expresién de una gran variedad de genes que carecen en su promotor de secuencias de
respuesta a esteroides.

Fuente: http://www.gtcv.org/noticia23.php
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5.2.4. NF-kB Y CELULAS VASCULARES. ESTUDIOS IN VITRO.

Gran numero de estudios in vitro han demostrado que diversas
sustancias presentes en el microambiente de la placa ateromatosa
pueden inducir la activacion de NF-kB en células de la pared vascular.
Tanto las lipoproteinas nativas como las oxidadas, asi como las VLDL,
inducen la activacion de NF-kB y la expresion de genes
proinflamatorios por parte de células endoteliales, musculares lisas y
monocitos-macroéfagos (Figura 14). 12

Fig. 14. Estudio in vitro del NF-kB.

En efecto, las lipoproteinas oxidadas promueven la expresion del receptor AT1 de la angiotensina por un mecanismo
dependiente de NF-kB. La estrecha relacion de los mecanismos de control de tensidn arterial e inflamacion ha sido puesta de
manifiesto recientemente. La angiotensina Il promueve la activacion de NF-kB y la expresion de MCP-1 en células
musculares lisas y monocitos. Aunque los mecanismos moleculares por los cuales la angiotensina Il induce la activacion de
NF-kB no estan dilucidados, parece que tanto los receptores AT1 como los AT2 pueden estar implicados en esta activacion.
De este modo se ha demostrado que la activacion del sistema renina-angiotensina puede tener un efecto pro-inflamatorio y
por lo tanto acciones deletereas sobre el arbol vascular més alld del aumento de la presion arterial. La inhibicion de la
activacion de NF-kB por angiotensina con antioxidantes sugiere que las especies reactivas del oxigeno estan implicadas en el
proceso de activacion. Aunque la importancia del sistema redox en la activacion de NF-kB inducida por una gran variedad de
estimulos parece clara, la evidencia de la misma es fundamentalmente indirecta.

Fuente: http://www.gtcv.org/noticia23.php

5.2.5.LIGANDOS TLR3.

El receptor TLR3 se expresa en diversas células del sistema inmune
como células dendriticas, eosindfilos, macréfagos, NK y monocitos. Su
localizacion depende del tipo celular, por lo que se puede encontrar en
compartimentos endosomales o en la superficie celular. Reconoce ARN
doble hebra (dsARN) viral que se produce como intermediario en el
ciclo de replicacion viral o como parte del ARN gendmico viral. Luego
de la activacién del receptor por union de su ligando se induce la
produccion de interferon tipo | (IFN-1) que posee efecto antiviral e
inmunoestimulador®>'8¢, Mastocitos humanos expresan TLR3 y son
capaces de responder a su ligando sintético produciendo interferén
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alfa (IFN-a) 87, sugiriendo asi, un rol inmunomodulador del TLR3 en la
respuesta innata a infecciones virales.2°

TLR3 es activado por el acido policitidilico-poli-inosinico (poly (I:C)),
un analogo de doble cadena de RNA (dsRNA), asi como por la infeccion
viral asociada a dsRNA®®. TLR3 es muy distinto a otros TLRs ya que no
depende del factor de diferenciacion mieloide 88 para la sefalizacion.
El ligando y el dominio TIR del TLR3 es la molécula adaptadora
intercelular TICAM-1, también conocido como TRIF (TIR que contienen
adaptador de induccion de IFNB) 8°° Este adaptador lleva a la
produccion de citocinas antivirales, como el IFNf3. TLR3 se expresa
especificamente en las células inmunes, como las células dendriticas y
las células asesinas naturales, asi como en los fibroblastos y las células
epiteliales intestinales®1'92'93 16

La asociacion de los TLRs con sus ligandos activan una compleja
cascada de eventos que conduce a la induccibn de genes
proinflamatorios®*'°¢, Las familias de los receptores de las
interleucinas 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®7*98'%? ]as quinasas asociadas a IL-
1R (IRAK), TBK1 e IKKI y el factor 6 asociado al receptor del factor de
necrosis tumoral (TRAF6). Las vias de sefializacion son diferentes para
cada TLR y se han reportado que son fundamentales en la activacién la
dependiente de MyD88 y la activacion independiente de MyD8821°°,
En las células dendriticas la activacion de los TLR7, TLR8 y TLR9
produce la activacion de una Unica via de sefalizacion dependiente de
MyD88 que resulta en la induccion del interferon (IFN) B. En
macrdéfagos, la via de activacion a través de los TLR3 y TLR4 induce la
produccion de interferdn por una via de sefializacion independiente de
MyD881°°,

Como resultado final de la transduccion de la sefial se producira la
activacion de los macrofagos con la subsiguiente produccion de
citocinas como son: el factor de necrosis tumoral, la interleucina (IL)
1B y la IL-6, que en accion coordinada producen respuestas
inflamatorias locales y sistémicas. Ademas se producira la activacion
del complemento, la opzonizacion del patdgeno para su fagocitosis, y
por lo tanto, indirectamente, los TLR desarrollan una actividad
antimicrobiana. Esta respuesta antimicrobiana también puede
producirse directamente a través de la produccion de péptidos y
proteinas antimicrobianas en los macréfagos2°z,
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5.2.6. Polimorfismos en el TLR3.

TLR3 reconoce poli (I: C) (poli-inosina: acido policitidilico) un analogo
sintético del ARN de doble cadena y el ARN de doble cadena viral.
Existen pocos resultados respecto a polimorfismos en el TLR3 y su
asociacion con infecciones u otras enfermedades. Se han reportado
dafios (con importancia clinica desconocida) en la transduccion de
sefales provocada por polimorfismos SNP (A722T, C1234T, T908C) en
el TLR3 de ceélulas transfectadas. Puede haber asociacién entre
polimorfismos 1378 G y RS3775296 en el TLR3 con secuelas oculares
producidas por el sindrome de Stevens-Johnson.®

Se describen recientes avances emergentes de temas de nuestra
comprension con evasion en la deteccion de virus por los PRR del
huésped, y como los virus inhiben y manipulan los sefialamientos de
PRR para ganar una ventaja temprana mas de la respuesta inmune. Se
describen estrategias virales que la funcion proximal de distintos PRRs
(tales como TLRs o RLRs), también los que actian con los
componentes en comun del sefialamiento de la cascada de los PRR
(tales como IFN- factores reglamentarios de (IRFs) o Factor Nuclear-
kB (NF-kB).

5.2.7. MODULACION VIRAL DE LA ACTIVIDAD DE NFKB.

El rol de NFkB durante la infeccion viral es mas complejo que el IRF3 e
IRF7. Aunque NFKB esté involucrado e induce la produccién de IFNB y
guimiocinas, para los efectos virales, NFKB inhiben la apoptosis y
promueve la proliferacion de células, que benefician al virus. La
apoptosis es una importante estrategia de la supresion del virus de
células infectadas.

Algunos virus activan NFKB y previenen las células sometidas a
apoptosist®2, A principios de la infeccion de los virus pueden bloquear
temporalmente la actividad de NFkB y un retraso en la respuesta
inmune innata en el establecimiento de la infeccion y los virus menos
vulnerables se eliminan.

Muchas funciones de NFkB  ilustran la dinamica natural de Ila
activacion del factor de transcripcion que se continua ajustado a
responder las necesidades precisas de las células, o como puede ser el
virus.1®

Informacion detallada acerca de como se activan y funcionan
realmente los TLR se obtuvo en estudios de la cascada inflamatoria y
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su activacion en relacién con algunos antigenos especificos en el
contexto de shock séptico por Gram negativos. En estos experimentos
se descubrid que el TLR-4 es especifico para el lipopolisacarido (LPS)
de las bacterias Gram negativas. Este ultimo se une a un receptor
soluble especifico llamado LBP (lipopolysaccharide binding protein o
proteina asociadora de lipopolisacarido), el cual cumple la funcion de
opsonina, amplificando la sefial. Este complejo LPS-LBP se une a un
receptor de superficie, el cual no tiene la capacidad de traducir la sefial
al interior de la célula pero si inicia la cascada de activacion, este es el
CD14.

Este CD14 necesita de co-receptores para llevar a cabo la respuesta
elicitada, estos receptores son: el TLR-4, que inicia consecuentemente
la via de activacion inflamatoria, y el MD-2, que parece jugar un papel
“sensibilizador” al LPS. La via de activacion de los receptores tipo Toll
es muy similar a la de la IL-1, por lo tanto, se sabe que la activacion
final depende de proteinas de sefalizacion compartidas, en la cual el
estimulo inicial produce la activacién del receptor de superficie, el
lipido A del LPS produce activacion del TLR-2 que a su vez produce
activacion de Myd88 (factor diferenciador mieloide 88), el cual
asociado a IRAK (quinasa asociada al receptor de IL-1) activa a la
proteina TRAF-6 (factor asociado al receptor de TNF), las cuales
inducen varias IKK’s produciendo la fosforilacion de IkB con la
consecuente liberacion del NF-k y la transcripcion de citoquinas pro
inflamatorias, como la IL-1, IL-12 y el TNF-a1°3,

5.2.8.Factor nuclear- kB (NF- kB).

Es un factor de trascripcion que participa en inmunidad e inflamacion,
normalmente estd unido en el citoplasma a IkB. Estrés, citoquinas
inflamatorias y productos microbianos resultan en la fosforilacion de
IkB por parte de la quinasa IKB (IKK), con la consecuente translocacion
del NF-kB al nucleo y la consecuente trascripcion genica. EI NF-kB se
encuentra presente en todas las células, pero existe una
sobreexpresion en los pacientes con ARN, debido a la estimulacion
producida por el TNF-a y la IL-1 a los fibroblastos sinoviales, lo que se
traduce en una produccion elevada del IKK81°4'19,

Los ligandos TLR3 también se prueban en agentes de maduracion in

vivo por CDsy usan ensayos clinicos en pacientes con diferentes tipos
de cancert®, tales como cancer cerviouterino, o melanomat°.
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La mayoria de los estudios en la diseccion de los mecanismos
moleculares de las vias de sefializacion de TLR3, se realizan en
diferentes células de DCs.

La descripcion de las vias de sefializacion se divide en 3 partes:

1.- El receptor, deteccion de estimulos, 2.- la transduccion de aparatos,
transformando la sefial de entrada en cambios transcripcionales, y
resultados, incluyendo genes y proteinas con expresion modulada
sobre TLR3, y contribuye a los efectos de las funciones celulares tales
como los estatus antivirales y la polarizacion de células T.

5.3. DETECCION DE ESTiMULOS.

5.3.1. LIGANDOS TLR3.

Alexopoulou et al. (2001) '*7, inicialmente descubri6 las dsRNA son
ligandos especificos del TLR3 porque demostraron que el receptor
reconoce y responde al dsRNA viral y sintético pero no a la cadena
simple de homopolimero (ss) RNA. Ds RNA es producido o
intermediado por el ciclo de replicacion del genoma RNA viral°8, Méas
alla el TLR3, dsRNA es reconocido por varios otros sensores
citosolicos, tales como la proteina kinasa R, 25" oligoadenilato
sintetasa, y la mas recientemente identificado el RNA helicasa RIG-I
(acido retionoico, de la induccion de gen 1) y MDAS5S (diferenciacion
asociada al melanoma del gen 5)1°°. El TLR3 y RIG-I/MDA5 RNA
helicasa difieren en su localizacién celular de los ligandos especificos, e
induce la respuesta antiviral de la diferente via de sefializacion. Sin
embargo, la sefalizacion através de ambos tipos de receptores de
reconocimiento de patdgenos que convergen en la induccion del tipo |
de IFN y conduce a la eliminacion de los virus1®, Esto sugiere que los
mecanismos de defensa mualtiples pueden contribuir a la defensa
agonista de la infeccion viral. Ademas del origen viral dsRNA,
endogenos liberados dsRNA vy activar células muertas de TLR3111,
TLR3 también responde a la estimulacion celular de transcripcion
RNAs in vitro. Aungue tipicamente se considera que la ssRNA, celular e
in vitro puede transcribir RNA de estructuras secundarias que
contienen secuencias de doble cadena11'112'113 M3s recientemente, se
ha demostrado que TLR3 también responde a ssRNA, aumenta las
preguntas de si es realmente y simplemente un receptor de dsRNA112,
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Pali ribocytidylic acidé [poli (I: C)] Poly riboinosinic, es un analogo
sintético de dsRNA, ha sido ampliamente utilizado como ligando del
TLR3 en respuesta a la infeccion virall1*, En contraste también hay
receptores intracelulares, TLR3 reconoce poli (I: C) en lugar de dsRNA
en virus derivados, lo que sugiere que TLR3 se une a una estructura
unica que dsRNA en gran medida difiere de la que reconocen otras
proteinas de dsRNA 113, Por otra parte, poli (I: C) muestra una mayor
afinidad en activacion de TLR3 que las hebras dsRNA solubles, lo que
sugiere que el analogo sintético es mas potente. Poli (I: C) es el
agonista mas utilizado en la activacion de TLR3 in vitro, ente sus
efectos se encuentran que puede producir efectos secundarios toxicos
in vivo, incluyendo shock, insuficiencia renal, codgulo y reacciones de
hipersensibilidad. Otro analogo similar al poli (I: C) es poli (I: C12U),
que contiene uridilico en sustitucion de nucledtidos de citidina
presentes en polyl:C, algunas diferencias se han reportado en la
actividad funcional de poli (I: C12U) con respecto a la poli (I: C) como
en los estimulos de maduracion linfoides y en la sefializacion ya que
activa tanto TLR3 y la MDAS citosélica helicasa®®,

5.4. EL PAPEL DEL TRIF EN LA ACTIVACION TRANSCRIPCIONAL.

TLR3 activa sefiales mediane la proteina adaptadora TRIF (Domino Tir
gue contiene a la molécula adaptadora inductora de IFN(). En ratones
TRIF, presenta una respuesta defectuosa al tratamiento con poly (I: C)
116 TRIF indirectamente activa varios factores de transcripcion entre
los que se encuentran IRF3, NF-kB y el factor activador AP-1 lo que
conduce a la expresion de IFN tipo I, produccion de citocinas y la
maduracion de células dendriticas!*. Estudios muestran que al
estimular las células TRIF se moviliza a las vesiculas que contienen
TLR3 y posteriormente se separa. Por lo que sugiere que TRIF actua
como una plataforma que interctta con las moléculas involucradas en
la sefializacion celular.

5.5. TRANSDUCCION DE SENALES.

Existen tres mddulos principales en la sefalizacion por TLR3, a saber
IRF3, NF-kB y AP-1.
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5.5.1.. MODULO IRF3.

Este factor de transcripcion tiene como funcion principal la regulacion
de la expresion de genes como IFN tipo |. Este factor de transcripcion
se expresa de forma constitutiva en todos los tipos celulares y es
activado por la fosforilacion de residuos de serina y treonina del
extremo carboxilo terminal. La fosforilacion promueve la
homodimerizacion y translocacion lo que permite la interaccion con la
proteina de asociacion a cAMP (CBP/p300), que acetila a los
homodimeros IRF2 lo que ocasiona un cambio conformacional y
facilita la union al DNA7,

La activacion de IRF3 ocurre después de la formacién del complejo
TLR3-TRIF y requiere del reclutamiento de proteinas adaptadoras y de
cinasas. La proteina adaptadora TRAF3 es la unién entre TRIF y las
cinasas. Una de estas cinasas es la proteina asociada NAK- (NAP-1).
Algunos estudios sugieren que participa la proteina cinasa C.

5.5.2. MODULO NF-KB.

La familia del factor de transcripcion se requiere para la expresion de
mediadores de respuestas inflamatorias. Cinco proteinas pertenecen a
esta familia entre las que se encuentran p65 (Rel-a), c-Rel, RelB, p50
(NF-kB1) y p53 (NF-kB2).

NFkB es un factor de transcripcion muy importante, que tiene
funciones muy amplias y que desempefia un papel fundamental en
mucha respuestas celulares, es el factor nuclear kB (NF-kB). NF-kB se
identific6d como regulador de la expresion del gen de la cadena ligera
kappa de los linfocitos B murinos, pero se ha encontrado en muchos
tipos de células. La forma activada de NF-kB es un heterodimero, que
generalmente se compone de dos proteinas, las subunidades p65 y
p50. En células estimuladas, NF-kB se encuentra en el citoplasma y esta
unido a IkB, lo que le impide penetrar en el ndcleo. Cuando estas
células se estimulan, diversas quinasas especificas fosforilan IkB,
produciendo su rapida degradacion por proteasomas. La disociacion
de IkB de NF-kB origina el paso NF-kB al ndcleo, donde se une a
secuencias especificas de las regiones promotoras de los genes diana.
NF-kB se activa por muchos de los factores que participan en la
respuesta inflamatoria.

Esta activacion, como consecuencia, origina la expresion coordinada de
diferentes genes que codifican proteinas, como citoquinas,
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guimiocinas, moléculas de adhesion y enzimas implicadas en la
iniciacion y permanencia de la respuesta inflamatoria.

La activacion de NF-kB se realiza mediante la activacion de proteina
interactuadora del receptor (RIP)1 o por TRAF6. La region del
carboxilo terminal de TRIF contiene el motivo de interaccion con TRIF.
En ratones que no expresan RIP1, no pueden activar a NFkB118,

La actividad de NF-kB contribuye a la transcripcion de INF y de las
citocinas y quimiocinas (IL6, TNF, IL-12 y CCL3).

5.5.3.MODULO AP1.

El factor de transcripcion AP-1 consiste en dimeros compuestos de Jun,
Fos y la familia de proteinas activadoras de la transcripcionit®, La
activacion de AP-1, generalmente requiere la induccion transcripcional
del gene Fos y la fosforilacion de Jun, la cual es controlada por la
proteina activada por mitdgeno p38, que se activa cuando interactla
con TAK-1.

La activacion de AP-1 ocurre por debajo del reclutamiento de TRIF11%,
En células MDDC la estimulacion con poly(l:C) requiere de la
fosforilacion de fos y jun 12°'121'122y de esta forma se incrementa la
actividad de AP-1122, Algunos estudios sugieren que cuando se inhibe a
la proteina activada por mitdgeno JNK las células dejan de sintetizar IL
12. En células dendriticas AP-1 participan en la induccion
transcripcional de citocinas y quimiocinas como IL-6, TNF y CCL3.

5.5.4. ACTIVACION DE PI3K-AKT.

AKT o proteina cinasa B es una cinasa con actividad en
serina/treonina. La fosforilacion de AKT ocurre tras la activacion de
P13K123, Sin embargo a la fecha no se ha podido determinar con certeza
el papel de AKT en la sefializacion de TLR3.13

6.- ESTRUCTURA DEL RECEPTOR.

Los TLR pertenecen al tipo | de glicoproteinas integrales de membrana
gue se caracterizan por presentar un dominio extracelular rico en
leucina (LRR) y un dominio intracelular, o citoplasmatico, homélogo
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al receptor de la interleucina 1 (IL-1R) que posee una region
conservada de 200 aminoacidos denominado dominio similar al
receptor de interleucina, (Toll/IL-1) (TIR)12*'125,

La homologia entre los TLRs y el receptor de la interleucina 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 hongos12¢'127, (Fig. 15)

Repeticiones ricas en Leucina: Cadena Beta

Repeticiones ricas en Leucina: Lazo

Repeticiones ricas en Leucina: Alfa Hélice

Dominio Transmembranal

BOX1 Dominio TIR con zonas conservadas (1, 2, 3):
BOX2 % de Hojas Beta plegadas paralelas y cinco
BOX3 Alfa Hélices conectadas por lazos.

Figura 15. Estructura de los receptores similares a Toll.
Los receptores de peaje Toll se clasifican como glicoproteinas integrales de membrana. Se observan las repeticiones ricas en
leucina que estan involucradas en el reconocimiento de los patrones moleculares asociados a patégenos y posteriormente en
la transduccidn de la sefial a través del TLR. EI dominio citoplasmético TIR esté dividido en tres zonas conservadas (box) que
varian en tamafio y son criticas para la sefializacion, sus cadenas laterales participan en la interaccién con las moléculas
adaptadoras. En la figura se destacan los tipos y las zonas de localizacién de las estructuras secundarias. Fuente: Papel de los
polimorfismos genéticos de los receptores de peaje (Toll-R) en laenfermedad y el transplante.

Aunque la mayoria de los TLRs funcionan como homodimeros, el TLR2
forma heterodimeros con los TLR1 y TLR6 y cada dimero posee una
especificidad diferente. Los TLR también dependen para su funcion de
otros correceptores como en el caso del TLR4 que requiere de una
proteina (MD2) que es secretada y participa en el reconocimiento de
los lipopolisacaridos de la pared bacteriana (LPS), ademas para facili
tar la presentacion de LPS a MD2 también participan moléculas como
CD14.18
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En general la estructura del receptor mostré que presentan una
estructura herradura de gran forma, la mano derecha del solenoide
estd compuesta de 23 ricos en leucina y de repeticiones de regiones
ricas en leucina (LRR) (Figura 16).

Fig. 16.Estructura general del TLR3 en humanos.

Forman homodimeros, reconocen dsRNA, interaccionan con los extremos carboxilo y amino terminal en la region

convexa., la interaccién en el amino terminal est4d compuesta por LRRNT y por los médulos LRR1-3. El carboxilo

terminal por los moédulos LRR19-21, la carga positiva de los aminoacidos en el extremo carboxilo interactda con las

cargas negativas del dsRNA.
La superficie interna cOncava se forma a partir 25 estructuras f-
plegadas, 23 de LRRs y uno en la regién amino terminal y otra en la
region carboxilo, que hace que los receptores adquieran una estructrua
curveada. La hoja B-plegada se extiende 270° formando una estructura
en arco.La superficie convexa exterior contiene una variedad de
diversos elementos estructurales secundarios. La region LRRs de
TLR3 sigue un patron tipico de una repeticion de 24 residuos que
consiste en la organizacion que se representa a continuacion
XL2XXL5XL7XXNL1OXL 12xxL15xxxx F20xxL23x, donde L representa

residuos hidrofobicos, incluidos los de leucina (mas frecuente),
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isoleucina, valina, metionina y fenilalanina, F es un fenilalanina
conservadas, y N una muy conservada asparagina. Conserva asi mismo
siete residuos hidrofobicos en este motivo, lo que forma un nucleo
apretado hidrofébico como estructura de solenoide y una
asparaginal2® que se conserva en la posicién 10, de igual forma la
presencia de puentes de hidrégeno hace extensiva la formacién de
redes con los motivos LRR.1*

La estructura de cristal del TLR3 ECD en humanos tiene forma de
herradura compuesta por 23 LRRs, que tienen un tope en ambos
extremos por la caracteristica de la estructura N-y C- terminal y su
superficie es ampliamente modificada con N- glicanos vinculados.

Los mecanismos subyacentes a la funcidbn TLR3 y localizacion
intracelular en el nivel estructural, a llamado nuestra atencidén en los
cambios conformacionales en el receptor de ectodominio de TLR3,
especialmente la ionizacion de las cadenas laterales de histidina2®.

TLR3 tiene 15 sitios de glicosilacion potencial, sin embargo a la fecha
se han caracterizado 8 de estos sitios. Contrariamente a la creencia
comun de que el espacio concavo interno contiene un sitio de union al
ligando, la superficie interior concava de TLR3 tiene dos sitios de
glicosilacion y muchos residuos cargados negativamente que lo
convierten en un sitio poco probable unién de dsRNA. En la figura 17,
se muestran dos sitios funcionales en la cara glicosilacion libre de
TLR3. (Fig. 17).
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Fig. 17. Sitios funcionales en la glicosilacion libre de TLR3.
La ubicacién de los parches positivos y uno de los dos grandes inserciones en LRR12 que estan implicados en unién del
ligando se indican. La superficie conservada y la otra gran insercién TLR3 especifico (LRR20) se asigna a la interface de
dimerizacién. azlcares Oligomannose tipo son dibujado en amarillo.
http://ssrl.slac.stanford.edu/research/highlights archive/tlr3.pdf

La superficie conservada y la otra gran insercion TLR3 especifico
(LRR20) conforman la region de dimerizacion, los azucares tipo
oligomanosa son dibujados en amarillo. La cara de glicosilacion libre
contiene dos parches de la superficie con un grupo denso de forma
positiva residuos cargados y la insercion TLR3 especifica en que
LRR12 podria desempefiar un papel en la union dsRNA. Este también
contiene una superficie altamente conservada que coincide la region
de homodimero observado en el cristal y otra TLR3- insercion
especifica (LRR20) que participa en la interaccion dimero (Figura
16). Sobre la base de la localizacion de sitios de glicosilacion, el
potencial electrostatico de la superficie, la insercion de TLR3
especificos y la formacién de dimeros, ha llevado a la propuesta de un
modelo para el sitio de unién del dsRNA 'y la activacion de la sefial de
transduccion.t*

Los TLR3 fueron identificados hace 10 afios como un receptor de doble
cadena de RNA (dsRNA) 12°  cuyo compromiso inducen a la
produccion del tipo 1 de (IFN). TLR3 agonista es bien establecido y
activador potente de maduracion de DC. Ambas actividades
contribuyen al rol importante del TLR3 en la inmunidad antiviral y la
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induccidn de la inmunidad adaptativa. En la actualidad gran interés en
la explotacion de TLR3 agonistas en el desarrollo de vacunas. Estudios
clinicos han investigando el potencial de agonistas del adyuvante de la
inmunidad antiviral, y estudios de la fase Il han demostrado algunos
beneficios inmunolégicos de TLR3 agonista en enfermedad HIV.23°
(Fig. 18).
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Fig. 18, Vias TLR13-D.C.
Una representacion esquematica de la TLR3-DC via de sefializacion se basan en la evidencia experimental directa alcanzados
en diferentes subgrupos de paises en desarrollo del ratén y del origen humano. Fuente: Dissecting TLR3 signalling in
dendritic cells

En fechas recientes se ha demostrado que TLR3 también reponde al
tratamiento con RNA de cadena sencilla (ssRNA), lo que ha llevado a
cuestionarse la afinidad que tiene el receptor por su ligando. Por otra
parte, los receptores TLR3 intracelulares, reconocen de manera
preferencial a poly (I: C) sintético, lo que sugiere que el receptor
reconoce a Unica estructura de dsRNA que ampliamente difere de las
proteinas que unen dsRNA.

6.1 EXPRESION DE RECEPTORES TLR3 Y LOCALIZACION
SUBCELULAR.

Como los otros miembros de la familia de receptores TLR, TLR3 es una
proteina transmembranal tipica tipo 1, compuesta de una ectodominio
gue contiene multiples repeticiones ricas en leucina, una region
transmembranal y una regién citoplasmatica que contiene el dominio
receptor interleucinal/Toll (TIR)13%, En solucién TLR3 es monomérica
pero de forma transitoria puede forma dimeros cuando se embeben en
membranas, la asociacion del ligando puede conformar estructuras
multimeéricas132'133,

El ARNm de TLR3, se ha detectado en varios tejidos humanos
incluyendo la placenta, pancreas, pulmoén, higado, corazon, ganglios
linfaticos y cerebro y en tejidos de las vias respiratorias y el sistema
gastrointestinal y urogenitales13*'13%'13¢ En el cerebro, tanto humanos
como células neuronales expresan TLR313” a nivel transcripcional, el
receptor TLR3 se ha detectado en una gran variedad de células del
sistema inmune humano y el raton como linfocitos T, células asesinas
(NK), los macrofagos, células T y mastocitos13®'139'140'141 Aynque la
expresion del ARNm de ambos TLR3 es inducida por el IFN-B, la
expresion regulada por la estimulacion con LPS sélo se ha observado
en células humanas raton y los genes murinos son TLR3 regulada a
través de diferentes regiones promotoras que probablemente median
las diferencias de cada especie observada.

La localizacion de expresion y celular de las proteinas TLR3 es
regulada de forma especifica dependiendo del tipo celular, y
fibroblastos y células epiteliales TLR3 tanto dentro de la célula como
en la superficie celular.
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Asi mismo, los mastocitos expresan TLR3 en el citoplasma y en la
superficie. La expresion de TLR3 también se detecta en la capa basal de
la piel humana. Se ha caracterizado una alta expresion intra-
citoplasmatica en los queratinocitos, bajos niveles son presentados en
la superficie intracelular. La expresion superficial aumenta cuando los
queratinocitos son tratados con TNFa e IFN-y1%2,

Estudios de inmunocitoquimica muestran que TLR3 se puede ubicar en
la region centrosomal. El tratamiento con poli (I: C) estimula la sintesis
de IL-6 y la produccién de TNF en raton y células epiteliales humanas.
Por otra parte en células dendriticas de raton y humanas la expresion
del receptor TLR3 aumenta por infeccion viral, por la adicion exodgena
de poly (I: C) o por el tratamiento con interferony.

La expresion de TLR3 en humanos y ratones se estimula por infeccion
viral y la adicion exdégena de poly (I: C) o interferén tipo 1138 Y en
células dendriticas la estimulacion con dsRNA induce la redistribucion
del receptor del reticulo endoplamatico al endosomat*3,

Células de la linea linfoide también expresan TLR3, las células T, las
células T y5 expresan intracelularmente al receptor TLR3. La expresion
del receptor TLR3 es estimulada en células T yé después la union
células T1**,

Los macroéfagos, al igual que los fibroblastos y células epiteliales lo
expresan en la superficiel*®. El patron de expresion y la localizacion
subcelular de receptor TLR3 se muestran en la tabla 5.
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Tipo celular Transcritos de Proteina Proteina en
TLR3 intracelular superficie.
Subtipos de
células
dendriticas
MDDC + + +
Humanas + + -
Ratén + ND ND
Raton CD8a. + ND ND
Otras  células
inmune
Macrofagos + + +
Células T yo + + Débil
Células NK + ND ND
Células T + + -
Mastocitos + + +
Células no
inmunes
Fibroblastos + + +
humanos
Células + + +
epiteliales
humanas
Queratinocitos + + Débil
Células de la + + +
glia
Céluls + + -
neuronales

6.2 REGULACION DEL RECEPTOR TLR3.

En condiciones fisiologicas TLR3 se asocia al RNA viral en endosomas,
donde los virus entran a través del via endocitica o por cuerpos
apoptoticos derivados de células infectadas con particulas viralest*®,
Recientemente se ha reportado que células dendriticas infectadas con
virus de la hepatitis C contiene dsRNA son capaces de inducir
respuestas inmunes innatas y producién de IFNy.

Los mecanismos mediante los cuales el dsRNA es liberado a organelos
gue contienen TLR3 no ha sido totalmente esclarecido. De manera
sorprendente, las dimensiones de la estructura cristalografica del
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receptor TLR3 es similar en forma al dimero CD141*’. Lo que sugiere
gue tanto el TLR3 como TLR4 se pueden asociar con CD14. Algunos
experimentos muestran evidencias que TLR3 y CD14 co-
inmunoprecipitan y que intracelularmente se localizan ambas
moléculas. Se han detectado en aparato de Golgi y reticulo
endoplasmatico. CD14 se une a poly (I: C) y este complejo permite su
captura celular. EI dominio extracelular de CD14 contiene repeticiones
ricas en leucina. Asi mismo se ha demostrado que los inhibidores
cloroquina y bafilomicina, que son inhibidores de la maduracion
lisosomal inhiben los efectos de poly (I:C), lo que sugiere que la
sefializacion por TLR3 debe realizarse en compartimientos
intracelulares y que se requiere de la maduracion de endosomas.

Por otra parte, como poly (I: C) actta al interior celular se requieren de
tratamiento largos para promover la induccion de IFN en células
dendriticas pero no en fibroblastos*8,

En células MDD el dsRNA se internaliza por vesiculas de clatrina, por lo
gue células que son dominantes negativos para Epsl15, crucial en la
endocitosis, clatrina bloquea la activacion del factor nuclear kB y la
activacion de IFN1*°,

Después del reconcimiento entre TLR3 y dsRNA el receptor es
fosforilado en residuos de tirosina en el tallo citoplasmatico, este
evento es clave en la activacion de sefales intracelulares lo que
contribuye a la activacion del factor regulador a interferon (IFN)3 y la
expresion de genes dependiente de NFkB1°°.13

6.3. EVASION VIRAL Y SUBVERSION DEL PATRON DE
RECONOCIMIENTO DEL RECEPTOR SENALADO.

Los virus son los mas abundantes, diversos y rapidamente patdgenos
evolucionados que el anfitrion del sistema inmune es cambiado y por
consiguiente representa una gran amenaza para la salud humana.
Paradojicamente, los virus son obligatoriamente parasitos que
dependen de la célula huésped y la supervivencia a lo largo de la
evolucion, ellos tienen que desarrollar estrategias para la evasion y
subversion de la respuesta inmune, y usan las proteinas del huésped y
conducen a la iniciacion de la respuesta antiviral de la inmunidad
innata, y los resultados de la induccion de expresion del tipo | de
interferones (IFNs), IFNa y IFNB y citoquinas proinflamatorias. La
importancia del tipo | de Interferones es directamente la respuesta
antiviral que se caracterizan en detalles y validados en vivo. Por
ejemplo los ratones que son deficientes del receptor tipo | de IFN
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incrementa la susceptibilidad de muchos virus, en humanos con
defectos genéticos en los componentes de sefializacion de IFN y la
muerte de las infecciones virales.

Algunas de las importancias de IFN y las vias antivirales efectoras de
los mecanismos del huésped que son directamente el objetivo del ciclo
de vida viral y la amplia deteccion del huésped de los virus y
produccion de IFN. La influencia de la respuesta inmune innata, tipo 1
IFNs, directamente la respuesta inmune adaptativa por la ayuda de las
células T y células T citotdxicas (CTLs) resultan en la induccion de la
respuesta del antigeno especifico. Hace 8 afos, se supo que el
mecanismo celular era usado en la deteccion de virus y la subsecuente
produccion de IFNs y citoquinas proinflamatorias. Ahora se sabe que
los virus, son similares a las bacterias y hongos, inicialmente
reconocidos por el huésped del patron de reconocimiento de
receptores, predicho por Janeway hace 20 afios.

En corto tiempo, a lo largo del cuerpo de la investigacion se ha
acumulado y ahora proporciona un conocimiento de las bases
moleculares de PRR, mediante el reconocimiento de los &cidos
nucleicos virales y la subsecuente activacion de las vias de
seflalamiento que conducen a la transcripcion de genes y codifica
citoquinas proinflamatorias e IFNs. Dos familias de PRRs que
reconocen el acido nucleico viral que se caracterizan con detalle. El
primero es una subfamilia de receptores Toll-like (TLRs) que esta
hecho de TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9, expresado en los endosomas y
algunos tipos de células.

La segunda familia de receptores que comprenden el acido retinoico
inducible del gen I (RIG-1)-like receptores (RLRs), que abarca RIG-I, la
diferenciacion del melanoma asociada al gen 5 (MDA5, también
conocido como IFIHI) y laboratorio de genética y fisiologia 2 (LGP2),
que esta en forma ubicua expresado en el citoplasma. (Fig.19).
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Figura 19 | La activacién de la respuesta del interferon provocada por la deteccion de virus patégenos asociados
patrones moleculares.

Todos los receptores de reconocimiento de patrones (RRP) inician las vias de sefializacién que convergen enla activacion de
factores de transcripcion del factor regulador del interferén (IFN)-(IRF3), IRF7 y / o el factor nuclear-(NF-xB), lo que
conduce a la expresién de IFNB. IFN B entonces inicia un programa de efectos antivirales en la célula infectada y las células
vecinas, lo que implica la expresion de numerosos genes estimulados en respuesta a IFN (ISGs). Algunos de los 1SGs
se muestra aqui, como RIG-I (gen inducible -acido retinoico I), MDA5 (gen de difereciacién asociada al melanoma asociada a
5), DAI (activador del ADN-dependiente de la FRI), algunos microARNs y el MIC (tripartito motivo que contiene) la familia
de proteinas, participan en la amplificacion y regulacién de la respuesta de IFN.ISGs Otros se muestran, como
2'5' sintetasa oligoadenilato (OEA) y la ribonucleasa L (RNaseL), el IFN-inducible de la proteina quinasa dependiente de
dsRNA (PKR), la resistencia myxovirus (Mx), proteinas, adenosina deaminasa ARN especifico (ADAR) y la apolipoproteina B
mMARN de la enzima de escision, polipéptido catalitico 3 (APOBEC3), estan involucrados en los mecanismos antivirales que
interfieren con el ciclo de vida de virus individuales. OEA y PKR son méas activadas por ARN de doble cadena
(dsRNA). IFNARL1, del receptor de interferén-a; estimulador IPS1, IFNB-promotor 1; 1ISG15, IFN-estimulando la proteina de
15 kDa, MD2, mieloide de diferenciacion de las proteinas 2; PPP, 5' trifosfato; ssARN, de cadena simple de ARN, STAT,
transductor de la sefial y activador de la transcripcién; TLR, Toll-like receptor. Fuente: viral evasion and subversién of
pattern- recognition receptor signalling.
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El &cido nucleico viral (RNA y DNA) es el mas importante patdgeno
asociado a patrones moleculares (PAMP) que es reconocido por el
huésped y es ahora un excelente acuerdo del acido nucleico viral y la
activacion de PRRs y el nivel moleculart°1'152,

Ademas el aspecto fundamental de las vias de sefializacion del PRR y
los componentes que estan involucrados, también han sido bien
caracterizados1°3'1>%,

La fase efectora del IFN en la respuesta antiviral es antagonizada por
virus, con la mas reciente identificacion de virus de PRRs que conducen
a la induccion de IFN, el mecanismo por la evasion de los virus de los
principales eventos de las vias de sefalizacion PRR que conducen
aparentemente. Ahora la infeccion, los virus, pueden inducir al
complejo intracelular y afectar muchos componentes de las vias de
sefalizacion del huésped.

Los efectos de los virus de la defensa del huésped no solo inhibe la
deteccion viral, los virus son manipulados por las vias de sefializacion
por su propio beneficio.

La activacion de ciertos PRR por un virus produce en el huésped una
respuesta inmune o el mecanismo que es usado por los virus ayuda en
la replicacion y propagacion debido al sefialamiento inmune por lo
tanto los virus y el huésped, de diferentes virus activan algunos PRR
positivo o0 negativo en la progresion de enfermedades y respuesta
inmune.

Las estrategias son usadas por los virus para la ihibicion y la
manipulacién de la respuesta del huésped es importante por dos
razones.

Primero, contribuye a la comprension de patogénesis viral. Los virus
(especialmente virus RNA9 mutan muy rapidamente, la identificacion
de las mutaciones incrementan o decrecen la actividad de la proteina
viral y los objetivos de la respuesta inmune ayuda a definir los factores
de virulencia con diferentes causas 0 especies de virus que infectan
humanos. Por ejemplo el virus Ebola, es usualmente y altamente
virulento en humanos y desencadena la letal fiebre hemorréagica, que
induce a la respuesta inmunitaria adaptativa en animales, (se requiere
inmunidad innata para la deteccion de los virus por PRRs), en
pacientes donde sucumbe la infeccion mientras que sobrevive la
infeccion en la respuesta inmunitaria adaptativat®®,

Ademas, un virus mutante con sélo aminoacido cambia en la proteina
del virus Ebola (VP35) que inhiben el sefialamiento PRR, induce
notablemente diferentes respuestas inmunitarias innatas en humanos.
Las células viven en soledad dependiendo el tipo de virust>®,
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Segundo, la manipulacion del virus y la inhibicién PRRs en la deteccion
de vias comprende las funciones de las vias del huésped.

La informacion mas importante para la comprension del mecanismo
por PRRs en la deteccion del virus en humanos para complementar la
genética avanzada, se estan usando en la investigacion de mecanismos
en ratones con PRR en la deteccion y la sefializacion®®’.

6.3.1. TLRs Y VIRUS.

La funcion de los TLRs en la deteccidn de virus. La identificacion del
TLR4 como la sefializacién del receptor por bacterias lipopolisacaridas
fue una de los principales avances en el campo de investigacion de la
inmunidad innata.

La primer evidencia de los TLRs podria también responder a los virus
gue quieren encontrar que la fusién de la proteina del virus sincitial
respiratorio (RSV) estimula la secrecion de interleucina 6 (IL-6) de
macréfagos de raton, esto dependerda de la sefializacion TLR41%2,
Ademas de que se descubriéo que las proteinas del virus vaccinia
(VACV) antagonizados por la sefializacion de TLR3 en las células
cultivadas, con mas apoyo en la funcion de los TLRs en la deteccion de
virus®°,

En el 2001, el TLR3 fue identificado como PRR de virus RNA de doble
cadena(dsRNA) basado en la observacion de ratones deficientes en
IFN- inducibles de dsRNA dependiente de la proteina kinasa en donde
se ha respondido todavia al dsRNA imitando al polyinosinic- &cido
polycytidylic (polyl:C)1%°. Las células con polyl: C eran conocidas por
imitar muchos aspectos de la infeccion viral, el TLR3 en espera tiene
un amplio y crucial rol en inmunidad antiviral. La infeccién viral del
huésped que es deficiente de TLR3 no altera la patogénesis viral o
perjudica la respuesta inmunitaria del huésped de los virust®t, El TLR3
es actualmente protector en algunos casos de infecciones virales. La
importancia y el rol especifico del TLR3 en la respuesta antiviral se ha
demostrado, que estd incluida en la respuesta del huésped contra
ciertos virus162'163'164

El TLR3 es parte de un subconjunto de TLRs que se presentan en los
endosomas y acidos nucleicos.

Otros incluyen TLR7, TLR8 y TLR9, el TLR8 en humanos y TLR7 en
ratones ( TLR8 no es funcional en ratones) detecta sélo cadena de RNA
(ssRNA) de virus RNA, incluyendo HIV- |, virus de estomatitis vesicular
(VSV) y el virus de la influenza A, y la conduccion de la induccién de
expresion de IFNa16°,
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El sentido de TLR9 unmetilado CpG en los genomas DNA de los virus,
tales como los virus de herpes simple (HSV), las induce a la produccion
del tipo | de IFNs por plasmacitoide de células dendriticas (pDCs)
1662167 TLR7 y TLR9 parece que tiene una funcién mas importante que
el TLR3 en la inmunidad antiviral, siendo responsable para la
deteccion de virus por pDCs y su subsecuente produccion del tipo |
IFNs. De hecho, Akira y colegas, recientemente mostraron que el TLR,
mediada por el reconocimiento del ssRNA del virus de coriomeningitis
linfocitica (LCMV) en pDCs, conduce a la produccion del tipo 1 IFNs y la
slubsecuente CTL respuesta in vivo1¢,

6.3.2. LA EVASION VIRAL DE LA ViA DE SENALIZACION DE LOS
TLR.

La accion de los PAMPs de tipo viral promueve la dimerizacion del
receptor, seguido de la iniciacion de la via de sefializacion intracelular
que culmina en la activacion de los factores de transcripcion NFKB,
IRF3 e IRF71%%'17° La regién citoplasmatica de los TLRs, contiene
receptores Toll/IL-1 (IL-IR) (TIR) de dominio, que es comun en la
familia IL-1R, y es escencial en la sefializaciéon que es mediada por
TLRs y II-1Rs7° El receptor de dimerizaciéon desencadenante de
interacciones homotipicas entre el receptor TIR de dominio y TIR de
dominio que contiene proteinas adaptadoras que controlan la
sefializacion de la actividad del TLRs, es decir, la diferenciacion del
mieloide en la respuesta primaria del gen 88 (MyD88), MyD88,
adaptador como (MAL; también conocido como TIRAP), TIR de
dominio que contiene el adaptador de proteina induciendo la IFN
(TRIF), TRIF relacionados con la molécula adaptadora (TRAM)70
MyD88 es requerida por la sefalizacion TLR de todos los ratones
excepto TLR3, asi como una sefial de IL-1R17°, aunque la sefial TLR
atraves de diferentes repertorios de TIR de dominio que contiene
adaptadores. Por ejemplo, TLR2 requiere de sefalizacion MyD88 y
MAL, TLR3 necesita de sefializacion TRIF, TLR7 y TLR9 requiere
sefializacion s6lo MyD8817°. Los TLR inducen las vias de sefializacion
gue conducen al IRF3, IRF7 y NFkB la activacion se expone en la Figura
20.
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Fig. 20. La evasion viral de la sefializacion de los receptores Toll-like.

Después de la activacion, los receptores tipo Toll (TLR) las proteina adaptadoras de diferenciacion mieloide 88 (MyD88), el
dominio TIR que contiene la proteina adaptadora que induce INFB (TRIF), MyD88 adaptador similar (LMA) y TRIF
relacionadas con la proteina adaptadora (TRAM), segun lo indicado. Estos a continuacion, inician las cascadas de sefializacion y
participacion de la IL-1R-cinasa asociada (IRAK) y el factor asociado a las proteinas TNFR (TRAF), lo que finalmente converge en
la activacion de los miembros de la familia IkB quinasa (IKK) IKKa, IKKB, IKKE y TBKI (CISTERNA vinculante quinasa 1).
El virus vaccinia (VACV) secuestra A46R proteina de ese adaptador de proteinas, mientras que el virus de la hepatitis C
(VHC) se une selectivamente a la proteina NS5A MyD88 y rompe la proteasa VHC NS3-4A TRIF. La Leucemia humana de
células T del virus tipo 1 (HTLV-1) de la proteina P30 actia aln mas contra la corriente mediante la reduccién de la
expresion de TLR4.VACV A52 e inhibe IRAK2, sin que ello afecte a varias vias que conducen a TLR factor nuclear kB (NFkB)
de activacion.

FUENTE: Viral evasién and subversion of pattern-recognition receptor signalling.
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Algunos de los factores que estan involucrados en el sefialamiento del
TLR se comparten con otras vias de sefializacion. Mas especificamente,
recientemente se ha demostrado que TRADD (del receptor INFR del
factor de necrosis tumoral asociada a dominio através de la muerte),
requiere de las vias de sefializacion con la corriente del TNFR por TRIF
y dependen de la sefializacion de TLR y para ambos RIG-1 y MDAS las
vias de sefalizacién171'172'173, Este proporciona la oportunidad de
interferencia entre los diferentes eventos de sefalizacion de la
inmunidad innata.

Muchos antagonistas virales de la sefalizacion de TLR se han
identificado (Fig. 19). Una de las primeras caracteristicas de los
inhibidores virales de las vias de sefializacion TLR fue el VACV proteina
A46R, que se encontré para dirigirse mas especificamente TIR de
dominio que contiene proteinas adaptadoras VACV. Un gran virus
dsDNA de la familia Poxviridae se sabe que para codificar muchos
inhibidores de las vias de sefializacion de la inmunidad innata, tienen
una no-redundante funcién independiente en virulencial’*'17>, A46R
contiene un TIR de dominio que permite la interaccion con TIR de
dominio que contiene complejos y para enlazar directamente al TIR de
dominio que contiene adaptadores MyD88, MAL, TRIF y TRAM; por lo
que puede inhibir la activacion de NFkB y IRFs que es normalmente
provocada por multiples vias TLR17®, La afinidadde la interaccién entre
A46R y TIR de dominio que contiene adaptadores en una ceélula
infectada puede ser suficiente para impedir el reclutamiento de
adaptadores para TLRs y de tal modo inhiben la defensa del huésped,
aunque esta teoria aun no ha recibido el apoyo experimental. Cuando
el gen que codifica A46R se ha eliminado de VACV, el virus fue
atenuadol’®. De acuerdo con varias observaciones de TLRs se ha
demostrado que participa en citoquina e IFN respuesta de infeccion
poxvirus1’®, Vale la pena sefialar que A46R no interactda con SARM,
que es un regulador negativo de la sefializacion’” TLR, y es por lo
tanto favorable en el contexto de infeccion VACV. Aunque A46R es la
unica conocida TIR- de dominio que contiene proteina viral, proteinas
bacterianas que contienen TIR de dominio, se han identificado y se ha
encontrado que tienen funciéon en la virulencia bacterianal’®17°,
posiblemente usando mecanismos que son similares a los usados por
A46R.

Sin embargo otro dominio no-TIR- que contiene la proteina viral
nombrado el NS3-4 que es un heterodimero de ssRNA de flavoxivirus
del virus hepatitis C (HCV) también se ha demostrado que usa una
estrategia similar para desactivar el adaptador TIR de proteinas.
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La actividad NS3-4 de serina proteasa, es esencial para la
supervivencia de los virus y muchas funciones que evaden y subvierten
las vias de sefializacion de los PRR.

Una funcion para unirse al precursor polipéptido de HCV genera la
maduracion de las estructuras de proteinas durante la replicacion
viral. Mas trabajos muestran que el TRIF, también fue especificamente
hendido por NS3-4 en 2 polipéptidos que no son activados de la
transcripcion dependiente de TLR promoviendo IFNB22°,

La expresion de NS3-4 potencialmente decrece la polyl:C induciendo la
actividad de la INFB promoviendo la polyl:C mediante la activacion de
NFkB e IRF3y la induccion de IRF3 dependiente de genes8°,

Por lo tanto el TRIF, HCV, inhibe al TLR3 mediante el sefialamiento
antiviral.

Aunque la importancia de TLR3 en la respuesta inmune de la infeccion
de HCV, actualmente no estd claro, ha indicado que TLR3 tiene
funciones importantes en la respuesta antiviral de HCV. Ademas,
recientemente se ha demostrado que cuatro diferentes proteinas HCV
son expresados individualmente en macrofagos de células de ratén, y
ellos inhiben TLR induciendo la produccion de citoquina 182,

Otra proteina VACV, k A52R, especificamente apuntan a la IL-IR y el
sefialamiento de TLR y contribuyen a la virulencial®2, AS2R interactla
con TNRF- asociada a quinasa 2 (IRAK2), dos moléculas sefialadas en la
en la asociaciéon al domino TIR que contiene adaptadores y es un
inhibidor efectivo para la activacion de NFkB152,

Aunque TRAF6 se sabe que tiene una funcion central en el
sefialamiento de TLR conduce a la activacién de NFkB la funcion de la
pseudoquinasa IRAK2 desconocidos.

Sorprendentemente se demostrdé que una versidon mutante es mas
importante para la activacion de NFkB lo que previamente se apreciay
sin duda mas importante que IRAKI por algunas vias de sefalizacion
TLR.

Porque A52R a diferencia A46R, no tenia efecto en la induccion de TLR
y activacion IRF, esto sugiere que IRAK2 no esta involucrado en la TLR-
IRF, de hecho ahora se aprecia que IRAK1 tiene una funcidn
fundamental en la via de sefalizacion (Fig. 19), mientras que IRAK2
estd involucrado en la activacion de NFkB, como lo confirman los
estudios de ratones deficientes de IRAK2183,

El estudio A52R es un claro ejemplo de que se puede aprender acerca
de las vias de sefializacion PRR por investigar las estrategias de la
evasion viral. Similar a la NS3-4, AS2R también ha evadido y
subvertido muchas funciones de la sefalizacion de PRR, y la capacidad
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de la interaccion con TRAF6 podria representar la subversion (lugar de
evasion) de las vias TLR por VACV.

Ademas de VACV y HCV, otros virus que se dirigen a las vias de
sefalizacion a través de TLR incluidas las células T en humanos y el
virus de leucemia tipo 1 (HTLV-1) y el virus del Nilo (WNV). HTVL1
regula la baja expresion en superficie del TLR4 en la célula huésped de
através de la proteina viral p30, que se une a los deshabilitados
factores de transcripcion PU.1 (que es normalmente requerido por la
expresion de TLR4)1%* Por el contrario, la proteina WNV no
estructural, proteina 1 (NSI) inhibidores TLR3-la induccion mediada
por la expresion de IFN(, mediante la prevencion de la translocacion
de NFkB e IRF3 del nucleo. Sin embargo en la actualidad claro si la
inhibicion que es mediada por NSI es especifica para las vias de
sefializacion de TLR3 o si también afecta la induccion de IFN y otros
PRRs.

Ademas, las proteinas virales con funciones conocidas (tales como
NS5A) pueden tener un papel adicional, que ilustra la alta eficiencia
con lo que los virus utilizan las proteinas de codificacion de los
recursos limitados.

6.3.3 RLRs Y VIRUS.

El reconocimiento del RNA viral por RIG-1 y MDAS. EI TLRL7 y TLR9
son importantes para el reconocimiento del acido nucleico viral en los
endosomas de pDCs, pero la mayoria de otros tipos de células
reconocen el RNA viral através de RLRs, RIG-1 y MDA58> RIG-1 y
MDAS estan estrechamente relacionados con proteinas que contienen
2 aminos (N)- terminales - de dominios de contratacion (CARD’s), un
ATPasa central y helicasa de dominio y un carboxilo (C) terminal con
dominio regulador. EI CARDs, RIG-1 y MDA5, engancha la sefializacion
del adaptador de la proteina estimuladora de IFN- (IPS1, también
conocido como CARDIF, VISA y MAVS) 186,

IPS1 reside en el exterior de la membrana mitocondrial e interactia
con RIG-1 y MDAS através de CARD. Esta interaccion proporciona el
enlace entre el RLRs y la quinasa TANK- vinculante a la quinasa 1
(TBk1) y la quinasa IkB-e (IKKe), que fosforila y activa IRF3 y IRF7.
(Fig. 21).
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Fig. 21. La evasion viral de la seializacion del receptor de acido retinoico-inducible-gen-I.
RIG-1 (gen-acido retinoico-inducible 1) y MDAS5 (melanoma asociado a la diferenciacion
gen 5), Illamados receptores de RIG-I-like (RLRs), se activan por ARN citoplasmico durante la
infeccion viral. La sefial que usa estimulador IFNB-promotor de un (IPS1), que estd atado a la membrana
mitocondrial. Cuando IPS1 conducen a la activacién de los factores de IFN-regulador (FRs) y factor nuclear NF& B- (NF k
B). Ademas, la sefializacion a través de RIG-1 requiere el adaptador STING (estimulador de los genes IFN), que se encuentra
en el reticulo endoplasmatico (ER). La sefializacion es inhibida por las proteinas virales que, obligan a RIG-I, MDA5 IPS1 0 a
su degradacion.El | k B quinasa (IKK) miembros de la familia también son un objetivo comin para las proteinas
virales. DDX3, proteina DEAD-box 3; dsRNA, ARN de doble cadena; FADD,FAS-asociadas a través de dominio de la muerte;
VHA, la hepatitis A, el VHC, el virus de la hepatitis C, IFN,interferén, 1kB, inhibidor de NF k B; LGP2, NAP1,
NF k B-activando la proteina quinasa asociada a 1; proteina NS1, no estructural 1; PPP, 5
trifosfato; RIP1  proteina, receptor de una interaccion; SINTBAD, similar a la NAP1 TBK1
adaptador; ssARN, de cadena simple de ARN; TANK-TRAF-familia-miembros asociados NF k B
activador; TBK1, vinculante a quinasa 1; TNFR, el receptor del factor de necrosis tumoral-; TRADD,
TNFR-asociadas a través de dominio de la muerte; TRAF, factor asociado a TNFR; tripartita TRIM25,
motivo que contienen 25; ub, ubiquitina; VACV, el virus vaccinia. Fuente: viral evasion and subversién of pattern-recognition
receptor signalling.

Recientemente una proteina conocida como estimulador de genes IFN
(STING) ha sido identificado como un factor adicional en la RIG-1 IP S1
complejo de sefalizacion, pero no en el complejo que contiene
MDA5187, STING es localizado en el reticulo endoplasmico, lo que
sugiere que este compartimento intracelular que también participan
en la sefalizacion mediada por RIG-I.

Tanto RIG-1 y MDAS fueron originalmente atraveés del reconocimiento
de los tipos similares del dsRNA viral. Recientemente, sin embargo, la
naturaleza exacta de sus ligandos nucleicos se ha definido vy
demostrado que son distintos. La caracterizacion de los mecanismos
que el virus de la influenza A de proteina 1 no estructural (NSD inhibe
RIG-I mediante la deteccion de RNA viral revelé que el ligando
principal por RIG-I es ssSRNA, que tiene 5 trifosfatos, generados por
muchas polimerasas RNA virales188,

Aunque los 5 trifosfatos son necesarios y no son suficientes para la
activacion1®® de RIG-I, la composicion de la secuencia de RNA también
tiene un papel, en el RNAs viral que contiene 5 trifosfatos y una
secuencia de poliuridina y riboadenina particularmente como
activador potente de RIG-11%°,

RIG-1 puede también se activa por fragmentos cortos de dsRNA,
mientras que MDAS es el principal receptor del citoplasma por mas
moléculas del RNAs1°? viral y por polyl:C. Por un lado, los virus que
producen mas cantidades de dsRNA durante su ciclo de vida tales
como picornavirus, se detectan principalmente por MDAS. Por otro
lado, la cadena negativa de los virus de RNA, tales como el virus de la
influenza, que produce apenas niveles detectables de dsRNA, se
detectan por RIG-I, como lo confirman estudios que usan ratones
deficientes en RIG-I y MDA5. Endogenos RNAs no activan RIG-I o
MDAD5, ya que en general ssRNAs tienen 5 extremos que se protegpor
una capa de metilguanosina (como en el caso de mRNAs y pequefios
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ndcleos de RNAs) o monofosfatos (como en el caso del RNAs
ribosomal, tRNAs y micro RNAs). Ademas de células abundantes de
RNAs, tales como tRNAs y RNAs, ampliamente modificado con bases
inusuales, como pseudouridina, que previene la activacion de RIG-1 y
MDA51°1'192,

6.3.4.Interferencia con RIG-1 y sefializacion MDAS.

Aunque los RLRs son descubiertos menos de 5 afios, muchos estudios
revel6 que los virus tienen receptores y su adaptador IPS1
directamente e inhibe su funcion y valida la importancia de su PRRs
por el reconocimiento de la infeccion viral. El virus de la influenza Ay
la proteina NS1 se une a RIG-I-IPS1 complejo y sefialamiento en
bloquest?3,

Analdgicamente las proteinas V y muchos paramixovirus interactian
con MDAGS e inhiben la funcién1®*, y la induccién de poliovirus de la
escision de MDAS por caspasast®®.

El adaptador IPS1 es también un evento comun que ha sido observada
durante la infeccion con varios virus. Mas especificamente el precursor
de la proteina proteasa 3ABC del virus de hepatitis A, desencadenantes
de la degradacion de IPS1 en la membrana mitocondrial, que
interrumpe RIG-1 y MDAS5, mediante la activacion de IRF31°°, Ademas
de los ataques TRIF, HCV usan proteasa NS3-4 para escindir la C
terminal de dominio transmembrana por IPSI, causando la disociacion
de la membrana mitocondrial y es incapaz de la transduccion de
sefales RLR. Estos estudios confirman que la hipotesis de IPSI debe ser
atada a la membrana mitocondrial a mediados de su funcion
antiviral®’,

6.3.5. Inhibicién viral del IRF3 e IRF7 y activaciéon del nivel de
IKKSs.

La interaccion de HCV y las proteinas multifuncionales NS31°8, o la
VACV proteina NIL2°?, con la inhibicién de TBK1 y la activacion del
factor de transcripcion. TBK1 es también inhibido por la fosfoproteina
muy negativa de virus RNA, tales como el virus de la rabia y el virus de
enfermedad Borna2°?'2°1, Ademas, la proteina Gl es un hantavirus
paatogénico que puede inhibir la funcion TBK1 y puede interrumpir al
TRAF3-TBK1 interactuando con una requerida sefializacion.
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En células con actividad, TBK1 es inibhida por IRF3 no fosfolidada y no
dimeriza o translocada en su nucleo. La dimerizacion y la traslocacion
nuclear de IRF3 es también inhibida por papaina proteasa (PLpro) del
sindrome agudo respiratorio (SARS) asociado a coronavirus, que
directamente interactiiaz°2,

Directamente la orientacion de los IRFs.

Varios virus imitan al IRF viral e inhiben la sefializacion de IRF3y IRF7
atraves de varios mecanismos. (Figura 22).
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Fig.22. La inhibicién del factor regulador de interferén-3 (IRF3) y IRF7 por virus proteinas.
IRF3 IRF7 y se activan por fosforilacion, que se homodimerizay translocan al ntcleo, donde interactian con sus comparieros
activadores de CREB vinculante proteina (CBP) y P300 e inducir la expresién de genes como el interferén-a (IFNA) y
IFNB. Los virus inhiben IFN induciendo su degradacién, secuestrar o les compiten con ellos por la unién a secuencias del
promotor. AP1, activador de la proteina 1; ATF2, factor activador de la transcripcion 2, VHB, herpes virus bovino; CREB,
ciclico-AMPresponsive- elemento de unién a proteinas, peste porcina clasica, peste porcina clasica; HHV, humanos virus del
herpes, HSV, virus del herpes simple; ICPO, proteina de la célula infectada O; Newcastle, Newcastle virus de la enfermedad,;
NF k B, el factor nuclear-k B, proteinas NSP1, no estructural 1; HVSK, de virus del herpes asociado al sarcoma de Kaposi.
Fuente: viral evasion and subversion of pattern-recognition receptor signalling.

Durante la infeccion viral se expresan niveles de IRFs y dinamicamente
se regulan por factores virales. Se sugirié una crucial funcion de IFN
efector de la proteina ISG15 (IFN estimulando proteinas 15kDa), se
contrarresta el virus mediante la protedlisis de IRF3 y ISG15 que se
une covalentementea IRF3 y pueden prevenir la ubiquitina
mediante la degradacion por enfermedad de virus Newcastle2°3,
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6.3.6. MAS ALLA DE LA INHIBICION: SUBVERSION VIRAL DE PRRs.

En contraste, ahora es claro que los virus pueden subvertir aspectos
de PRR mediante la sefalizacion ademas de la activacion de NFKB y sus
beneficios.

Los estudios de TLR3 en ratones que se infectan con WNV, virus de
influenza A 'y VCV, se confirma que la ausencia de TLR3 actualmente
favorece al huésped, lo que sugiere que estos virus podrian usar TLR3
mediante la diseminacion de la inflamacion y el establecimiento de la
infeccion204'2051206'15

TLR3 es exclusivamente expresado por DC, un sistema heterogéneo de
leucocitos altamente especializados en las respuestas inmunitarias
dependientes de células T. El sello de DC es la de habilitar la captura de
patdgenos de origenes distintos para procesar y presentar los péptidos
antigénicos-y migran a través de los tejidos para llegar a los 6rganos
linfoides secundarios, donde la estimulaciéon de las células T virgenes
se lleva a cabo.Sobre la exposicion a las sefiales inmunes o
inflamatorias, DC se somete a la maduracion funcional volviendo a
entrar al sistema circulatorio a las areas de células T de los 6rganos
linfoides.

Dado su papel central en la conmutacion de la inmunidad innata para
adquirir respuestas inmunes, se analizo el patron de expresion de TLRs
en la madurez humana del precursor DC contra monocitos. Despueés la
presencia de GM-CFS, IL-4, IL-13, precursor de los monocitos se
diferencian en DC.Tras una exposicion adicional a las sefales
inflamatorias, se someten a maduracion funcional.
TLR3 se expresa exclusivamente por la DC, pero estd ausente en los
monocitos precursores. Por otra parte, la expresion de TLR3 ha
aumentado draméticamente durante la diferenciacion de las células in
vitro. Por ultimo, cuando DC fueron tratados con sefiales inflamatorias
en plena madurez, la expresion TLR3 disminuy0 significativamente, lo
que representa un mecanismo de regulacion después de DC donde se
han encontrado los patégenos.t’
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CONCLUSIONES.

INF tipo 1y IL-12, son moléculas claves en la defensa contra particulas
virales. Por otra parte también se ha mostrado que p38 participa en la
induccidn de IL-12 por accion de NFkB.

A pesar de que se han realizado notables avances en el conocimiento
de la sefalizacion por TLR3, aun quedan un gran namero de estudios
por realizar, queda por determinar el papel fisiolégico y los ligandos
adecuados a fin de caracterizar la localizacion de estos receptores y
sobre la sefializacién y expresion de genes.

El efecto potencial de la manipulacion de los virus TLRs implica la
estimulacion selectiva de vias que conducen a la produccion de IL-10, a
citoquinas que son requeridas para la persistencia viral.

Actualmente los TLR3 nos protegen de algunas enfermedades virales,

tiene un rol importante en la respuesta antiviral y nos defiende de
ciertos virus.
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