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Resumen. Las células del sistema inmunitario (SI) son capaces de reco-
nocer una gran variedad de microorganismos, a través de los receptores que
se encuentran expresados y distribuidos a lo largo de su arquitectura celular.
La interacciéon entre los patrones moleculares asociados a microorganismos o
a dano (PMAM o PMAD) vy los receptores reconocedores de patrones (RRP)
presentes en las células del hospedero es un evento critico que implica proce-
sos intracelulares de senalizacion que finalizan en la expresién de mediadores
tanto proinflamatorios como antivirales. Por consiguiente, de la integridad de
estos receptores dependera el buen funcionamiento de los distintos mecanis-
mos de transduccion de sefial desde las membranas celulares al citoplasma y
por ende, de la respuesta que el SI desencadene contra los patégenos entre
ellos los agentes virales. De alli que, en esta revision se discutira el papel de
los receptores tipo toll (TLRs) y receptores para dominios de oligomerizacion
para la unién a nucleétidos (NLRs) en las infecciones virales, tomando como
evidencia los estudios en humanos y ratones que a la fecha se conocen.
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Abstract. The immune system (IS) cells are capable of recognizing a
wide variety of microorganisms, through receptors that are expressed and dis-
tributed throughout the cell architecture. The interaction between the patho-
gen-associated molecular patterns or damage-associated molecular patterns
(PAMPs or DAMPs) and pattern recognition receptors (PRR), present in host
cells, is a critical event that involves intracellular signaling processes that end
up in the expression of both, proinflammatory and antiviral mediators. Ac-
cordingly, the proper functioning of the different mechanisms of signal
transduction from the cell membrane to the cytoplasm will depend on the in-
tegrity of these receptors (PRR); and therefore, the IS response triggered
against pathogens including viral agents. Hence, in this review we discuss the
role of toll-like receptors (TLRs) and nucleotide-binding oligomerization do-
main receptors (NLRs) in viral infections, using as evidence the studies in hu-

mans and mice known to date.
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INTRODUCCION

El sistema inmunitario consta de va-
rias lineas de defensa principales. La inmu-
nidad innata (natural o inespecifica), que
carece de especificidad y de memoria, la
cual constituye la primera linea de defensa
del organismo, sus componentes estan
siempre presentes y dispuestos para actuar
inmediatamente, sin requerir un tiempo de
latencia para desencadenar una respuesta.
Por su parte, la inmunidad adquirida (adap-
tativa o especifica), mucho mas compleja
que la innata y se caracteriza por la adapta-
bilidad al antigeno, la especificidad y la me-
moria. Este tipo de inmunidad identifica
péptidos especificos de patégenos procesa-
dos por células presentadoras de antigenos
(CPA), las cuales, a su vez, activan las res-
puestas inmunitarias, mediada por células T
(celular) y B (humoral). De alli, que una

adecuada respuesta del sistema inmunol6-
gico dependera de la correcta coordinacion
entre el sistema inmunitario innato y el
adquirido (1).

Los microorganismos expresan patro-
nes moleculares que son especificos y rapi-
damente diferenciables de los del hospede-
ro; éstos incluyen virus de ARN bicatenario
o doble cadena (ARNdc); dinucleétidos de
citosina y guanina metilados (CpG) comu-
nes en el ADN bacteriano, pero escasos en
el ADN de vertebrados; manoproteinas de
hongos; glicolipidos de las micobaterias; li-
poproteinas de bacterias y parasitos; acidos
lipoteicoicos de bacterias grampositivas y li-
popolisacarido (LPS) de gramnegativas. Los
seres humanos a lo largo de la evolucién
han desarrollado receptores de reconoci-
miento de patrones especificos para detec-
tar a estas moléculas asociadas a microor-
ganismos. Dichos receptores pueden divi-
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dirse en clases: receptores secretados, en-
dociticos y de senalizacion; estos ultimos
son capaces de inducir la expresion de una
variedad de citoquinas que subsecuente-
mente amplifican la respuesta inmunitaria
innata y dirigen la adaptativa (1-3). Partien-
do de lo anteriormente establecido, se plan-
tea como objetivo de esta revision describir
y examinar los aspectos mas importantes de
los receptores reconocedores de patrones
en las infecciones virales, asi como analizar
los trabajos realizados en esta area, en vir-
tud de que es considerado un tema en auge
donde se han centrado y siguen encaminan-
dose muchas investigaciones y que atn falta
mucho por aportar en cuanto a vias de se-
nalizacion bioquimica y respuesta inmuno-
l6gica se refiere. Para ello, la estructura del
trabajo va desde una breve revision general
hasta ¢l abordaje de aspectos especificos
como estructura, localizacion, sefalizacién
y participacion de estos receptores en las
infecciones virales, con el fin de mostrar
cOmo estos receptores son capaces de inte-
ractuar con diferentes patdgenos virales o
no para estimular una respuesta inmunita-
ria especifica.

GENERALIDADES

Los receptores tipo toll (TLRs, por sus
siglas en inglés), son sensores de reconoci-
miento de membrana evolutivamente con-
servados, propios de la inmunidad innata
que reconocen caracteristicas presentes en
la superficie de patégenos o que son libera-
dos por tejido necrotico. Estas moléculas
que se interpretan como “senales de peli-
gro” forman parte de un grupo denominado
patrones moleculares asociados a dafo
(PMAD) integrado por: los patrones mole-
culares asociados a microorganismos
(PMAM) vy las alarminas que son proteinas
intracelulares liberadas por células necréti-
cas. Los TLRs se unen a través de sus domi-
nios, que contienen repeticiones ricas en

leucina (RRL) a los PMAM, y de esa manera
las células desencadenan respuestas inmu-
nitarias, entre ellas acciones inflamatorias y
antivirales a través de vias de senalizacion
derivadas del receptor intracelular, llamado
receptor Toll/IL-1 (TIR, por sus siglas en in-
glés de Toll/IL-1 receptor) frente a los pa-
togenos (4-7). Los TLRs fueron llamados asi
por su similitud con un receptor original-
mente involucrado en el desarrollo embrio-
nario de Drosophila melanogaster descu-
bierto en 1985 por el cientifico aleman
Christiane Niisslein-Volhard. En 1996, va-
rios grupos de investigadores demostraron
la importancia de estos receptores frente a
los agentes micéticos en la mosca de la fru-
ta (8). Los TLRs humanos fueron posterior-
mente identificados y han sido involucrados
en la deteccion de estructuras especificas
de etiologia viral, microbiana, parasitaria,
micética y a senales de peligro incluso en-
dégenas (9). Asi mismo, otros de los recep-
tores de reconocimiento de patrones
(RRP), que detectan patdgenos incluyen:
Receptores para dominios de oligomeriza-
cion para la unién a nucleétidos (NLRs),
genes inducibles-I de acido retinoico
(RIG-1) también conocido como DDXS8 o
receptores tipo RIG1 (RLRs), y los recepto-
res citosolicos de ADN (10, 11).

ESTRUCTURA, TIPOS Y LOCALIZACION

Estructuralmente los TLRs, son simila-
res en todo, constituido por un gran domi-
nio extracelular (550 a 980 aminoacidos)
que consiste en RRL, un dominio trans-
membrana y un dominio intracelular (TIR)
de unos 200 aminoacidos de longitud (12).
El dominio extracelular tiene la capacidad
de unién al ligando mediante las RRL, sien-
do el responsable del reconocimiento de los
diferentes PMAM, mientras que el dominio
TIR media la senalizacion intracelular (13).
Basandose en homologias de secuencia, los
TLRs de vertebrados se pueden agrupar en
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seis  subfamilias, TLR1/2/6/10, TLR3,
TLR4, TLR5, TLR7/8/9 y TLR11/12/13/
21/22/23 (14, 15). No todas las especies de
vertebrados expresan todas las agrupacio-
nes de TLRs; los seres humanos, por ejem-
plo, carecen de todos los miembros de la fa-
milia TLR11 (16).

Los NLRs humanos estan agrupados
por una familia de 22 miembros proteicos
(17, 18). Formados por un dominio de reco-
nocimiento RRL, un dominio central de oli-
gomerizacion (NOD) y un dominio de sefa-
lizacion que puede contener dominios de
reclutamiento y activacion de caspasas
(CARD), dominios de pirina o dominios in-
hibidores de apoptosis que participan en la
activacion de diferentes vias de senalizacion
(19, 20). Los miembros de la familia NLRs
estan agrupados en al menos cinco subfami-
lias distinguidos por sus estructuras amino
terminales. Estas incluyen los NLRA, que
contienen un dominio de transactivacién,
los NLRB los cuales contienen unas protei-
nas inhibidoras de la apoptosis de baculovi-
rus (baculovirus IAP, BIR; por sus siglas en
inglés), los NLRC, que contienen un domi-
nio de reclutamiento de caspasas (CARD;
por sus siglas inglés), los NLRP, contienen
un dominio pirina conocido también como
dominio proteico y los NLRX con un domi-
nio desconocido hasta la fecha. Hasta ahora
hay 23 genes para NLRs humanos y 34 han
sido identificados en el modelo mirido, la
funcion fisiologica de la mayoria de los
NLRs es pobremente entendida (21, 22).

Los TLRs son expresados en diferentes
tipos celulares, principalmente en las del
sistema inmunitario tales como células den-
driticas, macrofagos, neutrofilos y linfoci-
tos, ademas de las células endoteliales y
epiteliales. Acorde a la localizacién, los
TLRs han sido dividido en dos categorias:
los que se localizan en la superficie de la
membrana celular (TLR1/2/4/5/6/10) y
los que encuentran principalmente en la
membrana de los endosomas (TLR3/7/8/9)

(13, 23-25). Los NLRs se localizan en el ci-
tosol celular, y desde alli reconocen bacte-
rias intracelulares, productos microbianos y
dcidos nucleicos de virus, asi como otras se-
nales de peligro intracelular, iniciando asi,
las vias de defensa del hospedero a través de
la activacion de caspasas inflamatorias, y la
respuesta generada por la traslocacion del
factor nuclear kappa B (NF-xB, por sus si-
glas en inglés) (26, 27).

VIAS DE SENALIZACION ACTIVADAS
POR LOS TLRs Y NLRs

La interacciéon entre los TLRs y los
PMAD dan origen a una secuencia de even-
tos intracelulares que culminan con la ex-
presién de genes relacionados con la infla-
macion, dependiendo de la naturaleza de la
senal de peligro y del o los TLRs implicados
involucran la activacion de diferentes vias
de senalizacion. El funcionamiento de estas
rutas puede ser dependiente o independien-
te de la proteina acopladora conocida como
factor de diferenciacion mieloide 88
(MyDS88) (11).

La traslocacién de algunos TLRs desde
el reticulo endoplasmatico (RE) a la mem-
brana del endosoma es mediada por algunas
proteinas residentes ubicadas en el RE tales
como; UNCI93B1 (para el TLR3/7/8/9),
proteina asociada al TLR4 (PRAT4A) para
TLR1/2/4 desde el RE a la membrana plas-
matica (MP) y del TLR7/9 desde el RE al
endosoma, no siendo necesaria la presencia
de estas proteinas chaperonas para el trafi-
co del TLR3 (23). Una vez en el endosoma,
los TLR3/7/8/9 estan sujetos a procesos de
escision proteolitica, los cuales son requeri-
dos para la unién del ligando y la consi-
guiente senalizacion (23, 24, 28) (Fig. 1).
Para algunos TLRs, la unién del ligando se
ve facilitada por correceptores proteicos,
que incluyen al grupo de diferenciacion 14
(CD14, por sus siglas en inglés) y la protei-
na asociada al dominio extracelular del
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Fig. 1. Traficoy procesamiento de los TLRs intracelulares.

TLR4 (MD2, por sus siglas en inglés). Tras
el acoplamiento del ligando, con el dominio
citoplasmatico de los TLRs se reclutan los
adaptadores de senalizacion MyD88, la pro-
teina asociada a TIR (TIRAP) y molécula
adaptadora que contiene TIR (TRAM) y/o
TRIF eventos estos, que ocurren en el domi-
nio TIR de los TLRs. Dependiendo de la na-
turaleza del adaptador que se emplee, éste
se une a la cinasa asociada al receptor de
IL-1 (IRAK4, IRAKI, IRAK2, TBK1 y IKKs),
las cuales, a su vez, se unen al factor asocia-
do al receptor del TNF-6 (TRAF-6) para ac-
tivarlo y estimular a TAK1; esta cinasa pone
en marcha la senalizacién por la proteina
cinasa MAKK, quien fosforila a otras cinasas
como JNK para generar la activacion y
translocacion de factores nucleares como el
PA-1 y el NF-kB, con la consecuente trans-
cripcién de genes que codifican para cito-
quinas proinflamatorias. Seguidamente la
cinasa IRAK-1, es capaz de activar el factor

regulador de interferon 7 (IRF-7, por sus si-
glas en inglés) induciendo la transcripcion
de los genes que codifican para los IFN tipo
I (3, 29). La senalizacion del TLR4 a través
de la proteina adaptadora TRIF conduce a
la activaciéon de TRAF6, que modifica a
TAK1, permitiendo que el complejo
TRAF6-TAK1 active la MAKK, promoviendo
la produccion de citoquinas inflamatorias.
Alternativamente, la senalizacién del TLR4
a través de MyD88 conduce a la activacion
de TRAF3, que estimula a TBK1, activando
al factor regulador de interferén 3 (IRF-3,
por sus siglas en inglés) quien promueve a
nivel nuclear la transcripcion de genes con-
ducentes a la produccion de los IFN tipo I
(30) (Fig. 2). La senalizacion de los TLRs
puede terminar mediante reguladores nega-
tivos como: IRAK-M y TOLLIP, que antago-
nizan la activaciéon de IRAK1; FADD que an-
tagoniza tanto a MyD88 como a IRAKI.
Mientras que A20 bloquea a TRAF6 y a IKK
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Fig. 2. Vias de Senalizacion activadas por los TLRs y NLRs.

(3, 31). Las fallas en la cascada de senaliza-
cion de los TLRs se han asociado con enfer-
medades graves para los humanos. Los pa-
cientes con deficiencias hereditarias de
MyD88, IRAK4, UNC93B1, o del TLR3
muestran un patréon incrementado de sus-
ceptibilidad a infecciones recurrentes de
etiologia viral y bacteriana (32). La activa-
cion cronica del TLR7/9 en las células B
auto reactivas, se ha relacionado en mayor
grado con la aparicién de enfermedades au-
toinmunes sistémicas (33). Ademas, la acti-
vacion de mutaciones oncogénicas en
MyDS88 ocurre con frecuencia en un subtipo
de células B activadas como el linfoma difu-
so de células B grandes y en otras maligni-
dades de las células B (34). Varios agonis-
tas del TLR7 y TLR9 se estan probando en
los ensayos clinicos como adyuvantes para

aumentar las respuestas antitumorales en
los pacientes con cancer (35).

La senalizacion mediada por los NLRs
entre sus representantes el NOD1 y NOD2
se ha descrito que éstos se¢ unen a través de
sus dominios de reclutamiento y activacion
de caspasas (CARD) a la proteina cinasa
RIP2 (RICK), quien recluta a IKK, TAB1/2 y
TAK1 con la consecuente activacion del
complejo MAKK quien fosforila a la JNK y
P38 los cuales se traslocan a nivel nuclear
afectando la expresion de genes a través del
NF«B y del AP-1 promoviendo asi la produc-
cion de citoquinas proinflamatorias (IL-1,
TNF-a, IL-4, 1L-12, 1L-6, IL-8, IL-18); mien-
tras que otros receptores como el IPAF y el
complejo multiproteico de caspasa 3
(NALP1-3) parecen tener control postra-
duccional del procesamiento y secrecion de
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IL-1B e IL-18 por un mecanismo dependien-
te de caspasa 1 y la proteina asociada a la
apoptosis portadora de dominio CARD
(ASC) denominado inflamasoma, generan-
do asi una respuesta intflamatoria (19, 20)

(Fig. 2).

TLRs Y NLRs EN LAS INFECCIONES
VIRALES

Son varios los miembros de la familia
TLRs a los que se les han atribuido implica-
ciones en respuestas a las infecciones vira-
les entre los cuales tenemos: TLR1/2/3/4/
6/7/8/9 (36) y de los NLRs al NOD2 (37) y
NLRP3 (38, 39). La contribucién de cada
uno de estos receptores en las infecciones
virales se discute a continuacién. En parti-
cular, la evidencia emergente que sugiere
un papel para los TLRs y NLRs humanos en
la respuesta antiviral.

SUBFAMILIA 1 (TLR1/2/6/10)

La respuesta inmunitaria desencadena-
da por las células ante la activacién del
TLR2 ha sido documentado para un amplio
namero de virus de ADN tales como Cito-
megalovirus (CMV), Herpes Simple (VHS),
virus de Epstein-Barr (VEB), virus Vacuna
(VV) y virus de ARN tales como el virus de
la Coriomeningitis Linfocitica (LCMV), He-
patitis C (VHQ) y el Virus Sincicial Respira-
torio (VSR) (40-46). El TLR2 desencadena
respuestas antivirales mediadas por diferen-
tes tipos celulares. Por ejemplo, el LCMV
en las células gliales del sistema nervioso
central (SNC) (41), VEB en monocitos (42)
y VHS en las células microgliales (47). En
fibroblastos humanos un heterodimero del
TLR1/2 reconoce las proteinas de la envol-
tura de CMV y desencadena respuestas in-
munitarias conducentes a la secrecion de
citoquinas proinflamatorias (43-46, 48). En
leucocitos se demostré el papel del TLR2
en la respuesta antiviral contra VSR. Se ha

demostrado que el heterodimero TLR2/6 es
importante en la respuesta de citoquinas a
VSR y en el control de la replicacion viral in
vivo. Ademas, la migracion de neutroéfilos y
células dendriticas (CDs) activadas en el
pulmén, son eventos dependientes de la in-
teraccion del TLR2 con el VSR (44).

El papel del TLR2 en la deteccion de
infeccion por VV fue el primer reporte in-
formado en un estudio utilizando CDs deri-
vadas de médula 6sea, donde la respuesta
de citoquinas proinflamatorias ha demos-
trado ser dependiente del TLR2, mientras
que la respuesta de IFN tipo I ha demostra-
do ser independiente para este receptor
(45). Esto de acuerdo a estudios que han
demostrado que la senalizacién del TLR2
dependiente de MyD88 no estuvo involucra-
da con la produccion de IFN tipo 1. Sin em-
bargo, este hallazgo difiere a los reportados
por otros autores donde se ha conseguido
que el TLR2, en monocitos especializados,
los llamados monocitos inflamatorios
(Ly6Chi), pueden inducir IFN tipo I tras el
estimulo de particulas virales como el VV y
CMV (49).

Investigadores han sugerido que algu-
nos virus pueden utilizar ¢l TLR2 para su
propio beneficio. No obstante, hay casos de
infecciones virales donde este receptor pue-
de no ser utilizado. En este estudio, me-
diante el uso de anticuerpos de bloqueo de-
mostraron que la proteina del core del VHC
activaba la expresion de IL-10 y TNF-a a tra-
vés del TLR2 en monocitos humanos.
Ambas citoquinas causan una reduccion en
la liberacién de IFN-a ¢ incremento de la
apoptosis por parte de las células dendriti-
cas plasmocitoides (CDsp) (50).

Otros autores han sefnialado que el
VHC es reconocido por el hospedero a tra-
vés del heterodimero TLR2/TLR6, el cual
reconoce a la proteina de core del virus, asi
como a la proteina no estructural 3 (NS3),
pudiendo ademas este ligando viral interac-
tuar con el TLR3, 7y 8 (51, 52). El recono-
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cimiento del VHC por el TLR2 activa a mo-
nocitos y macréfagos humanos los cuales
secretan principalmente I1L-10 y TNF-q,
pero inhiben la funciéon de diferenciacion
de macrofagos a CDs (51). Por consiguien-
te, los pacientes con hepatitis crénica pre-
sentan aumento en la expresion del TLR2
en las células mononucleares de sangre pe-
riférica (CMSP), correlacionada con el au-
mento circulante de TNF-a lo que favorece
la actividad inflamatoria y de necrosis a ni-
vel hepatico (53, 54). La activacién de las
CMSP por medio del TLR2/4 en pacientes
con hepatitis C cronica inducidas por el li-
gando viral resultaron en niveles incremen-
tados de IL-6 en comparacién con indivi-
duos sanos, probablemente desencadenado
por el TLR2 (55).

Por otro lado, Brown y col. (56) de-
mostraron que el polimorfismo R753Q en el
TLR2 perjudica el reconocimiento por parte
de este receptor a la proteina del core del
VHC y a la NS3, lo que aumenta el riesgo de
fracaso al trasplante hepatico en los pacien-
tes que cursan con hepatitis cronica y a los
cuales se les ha detectado esta mutacion.
Este es un ejemplo del contraste de papeles
que el TLR2 puede jugar durante los proce-
sos infecciosos en los seres humanos.

El virus dengue (DV) causa una de las
infecciones virales mas comunes en paises
tropicales y sub-tropicales, transmitida por
mosquitos, amenazando la salud humana en
mas de 100 paises alrededor del mundo
(57-59). Ante esta infeccion la produccion
de TFN tipo Iy de citoquinas es crucial para
una adecuada respuesta inmunitaria contra
este agente, de manera que estudios ante-
riores refieren que el tipo 2 (DV-2) induce
niveles bajos del IRF-3 con la consecuente
menor activacion del NF-kB, lo que conduce
a una menor produccion de IFN-B en la fase
temprana de la infeccion (60-62). Chang y
col. (63) determinaron que la infeccion por
DV no s6lo impide la activacién de IFN tipo
I, sino también la produccion de citoquinas

desencadenada por la senalizacién de los
TLRs. En este estudio se reportaron bajos
niveles de IFN-B asi como de IL-10, IL-12 y
TNF-o. Por otra parte, la infeccién produci-
da por DV-2 fue reprimida en parte por ci-
toquinas como consecuencia de la sefaliza-
cion del TLR. Igualmente se encontr6é que
la activacion de NF-kB activada por ligandos
de TLR fue bloqueada por DV-2. A su vez, la
senal extracelular reguladora de cinasa
(ERK) fue suprimida por el virus, conclu-
yendo que el DV-2 por si mismo es un in-
ductor débil de IFN tipo I y de citoquinas,
ademas este virus puede bloquear el TLR
impidiendo la translocacion del NF-xB y su
activacion con la consiguiente disminucion
en la produccion de citoquinas.

SUBFAMILIA 2 (TLR3)

El TLR3, es expresado en los endoso-
mas de células dendriticas mieloides
(CDsm), y al igual que otros TLRs es capaz
de reconocer acidos nucleicos. Sin embar-
go, en fibroblastos y células epiteliales, el
TLR3 es expresado en la supertficie celular
(64). También se ha reportado su expresion
abundante en cerebro, especialmente en
neuronas, astrocitos y microglia (65-67). El
TLR3, ha demostrado ser un receptor de re-
conocimiento de algunos virus de ARNdc y
también puede detectar virus de ADN que
generan durante su ciclo de vida ARNdc
(68).

En estudios experimentales con rato-
nes deficientes de TLR3 a los cuales se ex-
pusieron a diferentes agentes virales, entre
ellos el LCMV, virus de la Estomatitis Vesi-
cular (VSV), CMV y Reovirus, la respuesta
inmunitaria desencadenada producto de la
activacion de este receptor generd un efec-
to benéfico para el animal desde el punto
de vista inmunolégico (64, 69). Contrario a
otros estudios de infeccion viral, donde el
TLR3 mostré mediar inmunidad perjudicial
para el hospedador. Utilizando ratones defi-
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cientes en TLR3, éstos mostraron una me-
nor resistencia a la infeccion a un namero
considerable de virus, incluyendo Punta
Toro, VV e Influenza, se cree que es debido a
que el TLR3 regula una sobreproduccion de
mediadores inflamatorios (70-72). Estos son
ejemplos donde la inmunidad mediada por el
TLR3 favorece al virus y puede ser visto
como un mecanismo de evasion viral (73).

El estudio de la relacion del TLR3 con
el virus del Nilo Occidental (VNO) arrojo
que el TLR3 contribuye a la letalidad por
este virus al promover la inflamacién perifé-
rica que conduce a la ruptura de la barrera
hematoencefalica (BHE), lo que resulta en
un aumento de la carga viral en el cerebro.
Por lo tanto, los ratones que carecen de
TLR3 eran mds resistentes a la letalidad por
el VNO en comparaciéon con ratones que
presentan este receptor (74). Sin embargo,
un estudio posterior reporté resultados
opuestos, donde el TLR3 demostré tener un
papel protector contra la infeccién por el
VNO por el cual la ausencia de TLR3 dismi-
nuye la supervivencia de los ratones en res-
puesta a la presencia de VNO y la carga vi-
ral fue mayor en el cerebro (75). Aunque
los datos relativos a TLR3 y VNO son con-
trovertidos, otra evidencia en apoyo al pa-
pel positivo del TLR3 en la inmunidad pro-
tectora contra el VNO proviene de las ob-
servaciones de que la proteina NS1 y la pro-
teina de la envoltura del VNO inhibe la se-
nalizaciéon del TLR3 al inhibir al receptor
interactuante con RIP1, una proteina nece-
saria para la senalizacion en la via de tra-
duccion de senal del TLR3 (76, 77).

Estudios utilizando ratones knock-out
han reportado la implicacion que tienen los
TLRs en la respuesta antiviral con respecto
a los datos que se tienen de los TLRs huma-
nos la cual es mas limitada. Sin embargo, el
papel del TLR3 humano para proporcionar
un rol protector contra la encefalitis por
VHS fue descrito en dos nifios que alberga-
ban una mutacion heterocigbtica en el

TLR3. Esta mutacion (C a T) dio como re-
sultado la sustituciéon de una prolina por
una serina en el aminoacido 554 del domi-
nio extracelular que cuenta con 20 RRL.
Esta mutacién se comporté de forma auto-
somica dominante con una predisposicion
especifica a la encefalitis por VHS, mientras
que la inmunidad a otros virus no se afect6.
Este es el primer trabajo que demostré de
manera concluyente una relacion entre la
inmunidad mediada por TLR3 hacia agentes
virales, particularmente a nivel del SNC
(78). Ademas, el ARN liberado a partir de
células infectadas con VEB fue capaz de ac-
tivar el TLR3 humano. De manera que los
pacientes créonicamente infectados con este
virus desencadenaron la senalizacion del
TLR3 que activa a linfocitos y células mono-
nucleares periféricas (79).

Liang y col. (80) presentaron un traba-
jo sobre activacion del TLR3 por medio del
DV-2 ¢ inducciéon de IFN-B en cultivos de ¢é-
lulas de hepatoma. Este trabajo tuvo como
objetivo investigar el papel de la respuesta
inmunitaria innata en células infectadas
por DV, demostraron que la activacion del
TLR3 tuvo un marcado efecto antiviral, en
tanto que el pretratamiento de otros ligan-
dos de TLRs (incluyendo TLR1/2, TLR2/6,
TLR4, TLRS y TLR7/8) no mostr6 un efecto
significativo.

En la infeccion por virus de Influenza
se ha evaluado la accién antivirica de ago-
nistas 4cido-base para la activacién de los
TLRs. Se ha observado que el TLR3 expresa-
do en las CDs del epitelio respiratorio y ma-
crofagos desempena un papel central en la
mediaciéon de la respuesta inflamatoria de
la inmunidad innata frente a las infecciones
virales. Los virus de influenza pueden inhi-
bir la capacidad de la célula hospedera para
producir IFN, asi como suprimir los meca-
nismos de defensa anti-viral del sistema in-
munitario. Se ha evidenciado en ratones
que la administracién intranasal de 4cido
poliinosinico-policitidilico (poli I:C), y de
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poli I:C encapsulado en liposomas, que son
moléculas agonistas del TLR3 e inductoras
de IFN vy linfocitos citoliticos, confiere un
alto grado de proteccion frente al virus de
influenza A/H5N1. La duracién de este
efecto protector persistio hasta 3 semanas
para el poli I:C encapsulado en liposomas y
2 semanas para el poli I:C. De forma simi-
lar, el tratamiento previo en ratones con
CpG (agonista del TLRY) conferia una com-
pleta proteccion ante la infeccién del virus
de Influenza A (81).

Los macroéfagos son CPA, que expresan
TLRs y NLRs quienes tienen un papel clave
en la respuesta inmunitaria contra los virus.
Los coronavirus (CoVs) son virus de ARN
monocatenario, de sentido positivo que
causan infecciones agudas y croénicas, pu-
diendo infectar a los macréfagos, siendo es-
tas células suficientemente permisivas a la
infeccion. El estudio de interaccion entre
CoVs y los RRP se encuentra en pleno desa-
rrollo (82, 83). En este contexto, un grupo
de investigadores analizaron el efecto de la
activacion del TLR2/3/4/7 mediante el em-
pleo de ligandos especificos en la linea celu-
lar de macréfagos J774A.1 susceptibles a la
infeccion con coronavirus marido (virus de
la hepatitis de raton [VHR]). La estimula-
cién de los TLR2/4/7 no afecté la produc-
cién de VHR. En contraste, la pre-estimula-
cion de TLR3 con poli I:C limité la infec-
cion por VHR a través de la induccion de
IFN-B en los macréfagos. Este estudio de-
mostro la activacion del TLR3 con el ligan-
do sintético poli I:C el cual media una in-
munidad antiviral incrementada en la cepa
neurotrépica VHR-A59 o suprime la produc-
cién de virus en la cepa neurotrdpica,
VHR-JHM, y la cepa hepatovirulenta VHR-3
en macrofagos infectados (83).

SUBFAMILIA 3 (TLR4)

La evidencia inicial que TLR4 podria
ser un RRP anti-viral fue demostrada en un

estudio que muestra que la proteina de fu-
sion (F) del VSR estimula la produccion de
citoquinas a través del TLR4 (84). Estudios
posteriores de infeccion por VSR en ratones
knock-out para TLR4 mostraron una activi-
dad reducida de la funcion celular de las
NK, asi como disminuciéon de la expresion
de IL-12 y eliminacién alterada del virus en
comparacion con el grupo de ratones con-
troles (85). En cuanto a la infeccion por
VV, los ratones que carecen de TLR4 mos-
traron una mayor replicacion viral y morta-
lidad en comparacién con los ratones con-
troles tras la infeccién respiratoria. Se cree
que el TLR4 esta implicado en mediar una
inmunidad protectora contra VV debido a
que todavia no se ha detectado un ligando
viral para TLR4 en ratones (86). En los ma-
crofagos se demostré que VSV activa la ci-
nasa PI3 a través del TLR4, dando lugar a la
expresion de IFN tipo I confiriendo inmuni-
dad anti-viral (87). En contraste, otros su-
gieren que el TLR4 contribuye de manera
perjudicial durante la respuesta inmunita-
ria hacia infecciones virales como por ejem-
plo: El reconocimiento de la glicoproteina
del virus Ebola por el TLR4 humano condu-
ce a la produccion de citoquinas prointla-
matorias y se cree puede mediar la inmuno-
patogénesis viral (88).

Suh y col. (89) en un estudio en micro-
glia humana demostraron que la activacion
del TLR4 puede inhibir una via de replica-
cion del virus de la inmunodeficiencia hu-
mana (VIH) que es requerida por el IRF-3.
Estudios relacionados, han encontrado que
polimorfismos en el TLR4, pueden influir al
incrementar la carga viral en individuos in-
fectados por VIH (90). La importancia del
TLR4 humano de lactantes con infeccion
por VSR sugiere, que la presencia de muta-
ciones en el TLR4 Asp299Gly o Thr399lle
se asocié con un mayor riesgo de bronquio-
litis grave por este virus (91). Mientras que
en pacientes con hepatitis B cronica, se de-
mostré una sobreexpresion de los TLR4 y
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TLR2 en monocitos, modulando las activi-
dades de las células T reguladoras (Treg)
que pueden contribuir a la inmunotoleran-
cia (92).

En cuanto al efecto de la activacion
del TLR4 sobre la replicacion del DV, sélo
unos pocos estudios han sido reportados.
Un grupo encontré que el LPS es capaz de
inhibir la infeccion por DV en monoci-
tos/macrofagos mediante el bloqueo de la
entrada viral (93), contrario a ello se ha de-
mostrado que el pretratamiento con LPS no
redujo significativamente la replicacion del
DV en las células HepG2 (94). Curiosamen-
te, se encontré que el DV puede contrarres-
tar la activacién de la via del TLR, lo que
implica que la senalizacion del TLR puede
tener algunas funciones en el bloqueo de la
infeccion por DV (95).

SUBFAMILIA 5 (TLR7/8/9)

Los TLR7 y TLRS estan relacionados fi-
logenética y funcionalmente. Y han sido
identificados como importantes sensores
para el reconocimiento de genomas virales
de ARN de cadena sencilla (ARNes), como:
Influenza, VSV y VIH (96, 97). Aunque algu-
na vez se penso que el TLRS en ratones no
era funcional (98), ahora se sabe que el
TLRS mirido se puede activar en algunas
circunstancias (99). La contribucion de es-
tos receptores a la inmunidad proviene del
hecho que el TLR7 es expresado en las
CDsp y el TLRS en las CDsm. Tanto el ratéon
como el humano expresan TLR7 en las
CDsp las cuales son las responsable de la
produccion de altos niveles de IFN tipo I,
importante en la induccion de respuestas
del patrén Thl, y en el cambio de clase de
inmunoglobulinas por las células B (100).
Ademas, las células B que expresan TLR7
responden a virus de ARNes por la activa-
cion de moléculas co-estimuladoras y la
produccion de citoquinas (97). Una contri-
bucién importante del TLR7 a la inmunidad

contra el VNO se demostr6 en ratones
knock-out, deficientes de TLR7 y MyDS88 en
los que se observé un incremento de la re-
plicacion viral y mayor mortalidad compara-
da con el grupo control. Asi como también
un ntmero reducido de macréfagos, células
T CD4+ y CD8+ a la infeccion por VNO en
el cerebro de los ratones infectados, que ha
demostrado ser dependiente del incremen-
to de la IL-23 (101, 102). Sin embargo,
otro estudio pone en duda la participacion
del TLR7 en la inmunidad contra el VNO,
dado que la susceptibilidad al virus frente al
TLR7 no difiri6 en ratones controles que no
tenfan el gen del TLR (TLR-/-) ratones
knock-out y ratones que si poseian el gen
para el receptor tipo toll (TLR+/+) des-
pués de la infeccién intradérmica. En rato-
nes (TLR+/4) hubo reduccion del namero
de CD11c+ presentes en las células de Lan-
gerhans en la epidermis después de la infec-
cion intradérmica, un efecto no observado
en los ratones deficientes de TLR7. Estos
investigadores concluyeron que, después de
la infeccién cutdnea, la respuesta inmunita-
ria mediada por TLR7 contribuye a la pato-
génesis viral mediante la diseminacion del
VNO por la piel a otros érganos para iniciar
una infeccién sistémica. Se ha propuesto
que este proceso podria reducir la inmuni-
dad protectora mediada por TLR7 durante
la etapa sistémica de la infeccién. El caso
del VNO con el TLR7 ilustra que es preciso
definir el papel exacto de los TLRs en las in-
fecciones virales, lo cual resulta dificil y de-
pende de factores tales como la dosis viral,
el niimero de pases y la via de administra-
cién del virus (103).

Se ha demostrado la importancia del
TLR7 humano en la patogénesis del VIH.
Meier y col. (104) en su estudio, reportaron
que el TLR7 puede ser un factor crucial
para explicar por qué las mujeres infectadas
tienen cargas virales mas bajas a principios
de la infeccion, pero el progreso del sindro-
me de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)
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es mas violento que en los hombres. Se en-
contré que las CDsp de las mujeres produ-
cian niveles significativamente mas altos de
IFN-a en respuesta al VIH-1 como resultado
de una mayor estimulaciéon del TLR7 en
comparacion con las CDsp de los hombres,
después de ajustar la carga viral. Ademas,
también habia mayor ntimero de linfocitos
T CD8+ activados en las mujeres con infec-
cién crénica por el VIH-1. Se piensa que
este aumento del nivel de activacion frente
al VIH en las mujeres puede conducir a una
mayor progresion de la enfermedad. Estos
datos sugieren que la inhibicion de la via de
TLR7 en las CDsp podria representar un
nuevo enfoque para tratar infecciones por
el VIH-1. Curiosamente, un polimorfismo
en el TLR7, Glnl1Leu, ha sido asociado con
cargas virales mas altas y una progresion
mas acelerada de la enfermedad en perso-
nas infectadas con VIH (105).

La respuesta inmunitaria inducida por
la expresion del TLRY suscita activacion en
un namero variado de células, tales como
neutrofilos, monocitos y células T CD4+,
asi como también de un niimero de células
no inmunitarias tales como células epitelia-
les las cuales también expresan TLR9. En
contraste, el TLRY se expresa constitutiva-
mente en las células B y CDsp (106). El
TLR9 puede detectar CpG presentes en el
ADN microbiano de alli que este receptor
participa en la respuesta inmunitaria a vi-
rus de ADN. La respuesta antiviral que de-
pende del TLRY se debe en gran parte a la
produccion de grandes cantidades de IFN
tipo I mediada por las CDsp. Estas acciones
se producen en respuesta a la infeccion con
CMV (107), VHS-1 (108), adenovirus (109)
y virus de la viruela (110).

En relacion al TLR9 humano, las inves-
tigaciones sugieren que éste es importante
en la infeccion por VIH. Asi se ha reportado
reducciéon en la expresion del TLRO en las
células B de personas infectadas por este vi-

rus, lo que lleva a un deterioro de estas cé-
lulas en respuesta al agonista para el TLR9
(111). Ademas, se ha descrito que los CpG
aumentan la respuesta de las células B en
individuos infectados por VIH (112). Tam-
bién se ha demostrado que la glicoproteina
(¢p120) del virus suprime la activacion de
CDsp humanas después de la estimulacién
por el TLR9 (113). Igualmente ha sido do-
cumentado que el polimorfismo en el TLR9
afecta el resultado clinico de la infeccion
por VIH-1, que conduce a una progresion de
la enfermedad de forma mis rapida. Dado
que el VIH es un virus de ARN no se conoce
si el TLRY directamente interactia con el
virus, o si la respuesta inmunitaria al VIH
mediada por TLR9 se produce como una
consecuencia secundaria (114).

Otros ejemplos de modulacién del
TLRY9 humano por infecciones virales son
los pacientes con infeccién crénica por
VHB, donde la expresion de este receptor se
reduce en las CDsp (115), al igual que en la
infeccion causada por el VHC, lo que sugie-
re que el TLRY podria ser importante du-
rante estas infecciones (116). Ademads, en
las infecciones causadas por el VSR y sa-
rampion, el TLRY y TLR7 median la produc-
cion de IFN tipo I la cual es inhibida en las
CDsp de humanos (117). Aunque se ha su-
gerido que el TLRY podria mediar una res-
puesta perjudicial durante la infeccion
bacteriana (118) y CpG en el ADN lleva a la
activacion y la replicacion del VIH en células
esplénicas de raton (119), no existen hasta
ahora estudios que sostengan con firmeza
que el TLR9 promueve inmunidad perjudi-
cial durante la infeccion viral, como se ha
reportado para el TLR3. Ademas, no hay tra-
bajos que indiquen que el TLRY es utilizado
por el virus como un medio de diseminacién
sistémica. En contraste, se ha informado de
que TLR7 y TLRS de neutréfilos humanos
podria contribuir a la patogénesis de la in-
feccion por los virus de la influenza (120).
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NOD2

Sabbah y col. (37), en su trabajo sobre
la activaciéon de la respuesta inmunitaria
antiviral por NOD2, demostraron que el
NOD2 funciona como un RRP citoplasmati-
co frente a agentes virales que media la ac-
tivacion del IRF-3 con la consiguiente pro-
duccion de IFN. Después del reconocimien-
to del genoma del VSR, el NOD2 utiliza las
proteinas adaptadoras de senalizacion mito-
condrial antiviral (Mavs) para activar el
IRF-3. Ratones deficientes de NOD2 no pro-
ducen IFN de manera eficiente, y han mos-
trado una mayor susceptibilidad al VSR y
consecuentemente una mayor patogénesis.
Asi, la funcion de NOD2 como un RRP des-
taca como mecanismo antiviral de defensa
del hospedador.

NLRP3

A través de estudios se ha sugerido que
los ARNdc y poli I:C activan el inflamasoma
mediante una via dependiente de NALP3; lo
que no esta muy claro es si el NALP3 reco-
noce directamente al acido nucleico en el
citoplasma (38). NALP3 es también critico
para la produccion de IL-1B como respuesta
a la infeccién por adenovirus. Aunque los
adenovirus son virus de ADN, la introduc-
cién de ADN de doble cadena (ADNdc) en el
interior celular ha sido asociado con la pro-
duccion de IL-1p la cual obedece a la activa-
ci6én de manera independiente de NALP3, lo
que sugiere que el adenovirus induce la pro-
duccion de IL-1B y ésta no es mediada por
el reconocimiento de ADN genémico. Sin
embargo, el adaptador asociado a apoptosis
o la proteina de unién a CARD (ASC) y la
caspasa-1 son esenciales para la produccion
de IL-1B inducida por ADNdc por lo que se
sugiere que uno de los miembros no conoci-
do de la familia NALP su funcion es servir
de sensor para el reconocimiento del ADN
citoplasmatico (39).

PERSPECTIVAS FUTURAS

La inmunidad innata desempefia un
papel importante en la iniciacion de una
respuesta inmunitaria efectiva frente a los
diferentes antigenos a los cuales estamos
expuestos o con los que interactuamos. Se
sabe que los RRP reconocen microorganis-
mos patdégenos y no patdgenos, asi como
componentes generados por estrés celular y
dano no microbiano. Por ello, es importan-
te continuar las investigaciones que permi-
tan comprender su participacion en el con-
texto especifico de los microorganismos
que causan enfermedades con la finalidad
de alcanzar un mejor entendimiento en los
mecanismos de respuesta inmunoldgica lo
cual sera de utilidad, para el futuro desarro-
llo de terapias innovadoras en el tratamien-
to de enfermedades infecciosas o no infec-
ciosas.

Hasta la fecha se han logrado grandes
avances en la comprension de la respuesta
del sistema inmunitario mediada por los
TLRs y NLRs después de su interaccion con
diferentes virus. Sin embargo, no todos los
eventos de senalizacion y proteinas necesa-
rias estan plenamente detallados, asi como
sus diferentes formas de regulacion. Tam-
bién esta claro que el resultado de una inte-
racciéon virus-TLRs/NLRs es complejo y de-
pende del receptor en particular y del virus
en cuestion asi como, las especies hospeda-
doras. La respuesta inmunitaria para al me-
nos algunas infecciones virales requiere la
contribucién de muchos RRP haciendo el
proceso de respuesta inmunoldgica algo
complejo para la infeccién natural sobre
todo porque para muchos agentes, estas se-
nales de integracion se desconocen.

Se han encontrado diferencias impor-
tantes de senalizaciéon por los TLRs en rato-
nes y humanos, por lo tanto, la manipula-
cion terapéutica de los TLRs requerira una
comprension mas completa en la especie
humana. Debido a que los TLRs pueden me-
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diar respuestas inmunitarias desfavorables
después de la infeccion viral, futuros estu-
dios deberan aportar o sugerir blancos de
drogas para los TLRs, o para algan o algunos
elementos implicados en la(s) via(s) de sena-
lizacion que puedan ser moduladas con el fin
de mejorar el resultado a diferentes infeccio-
nes virales. Es posible que algunos de estos
medicamentos resulten ser la base de inhibi-
dores virales para la sefializaciéon de los TLRs
y NLRs. Es necesario dirigir la atencion al
estudio del polimorfismo génico en la fami-
lia de los TLRs y de los NLRs para asi poder
comprender la posible vinculacién con los
eventos inflamatorios, de desregulacion y/o
ausencia e incremento de la respuesta inmu-
nitaria del hospedador hacia el patégeno.

CONCLUSION

Los TLRs y los NLRs son proteinas
transmembranales y citosélicas respectiva-
mente, altamente conservadas a través de la
evolucion, presentes en una amplia gama
de células de animales invertebrados y ver-
tebrados. Estos receptores desempenian fun-
ciones basicas frente a la respuesta inmuni-
taria innata detectando la presencia de mi-
croorganismos, y generando de manera ra-
pida una respuesta frente al antigeno que
en fases posteriores estimulan el desarrollo
de una respuesta adaptativa duradera y mas
eficaz. Nuestra comprension conceptual de
como los TLRs y los NLRs reconocen los vi-
rus se ha expandido de manera significativa
durante los tltimos afnos. Recientes descu-
brimientos demuestran un papel importan-
te de estos receptores en el reconocimiento
de células infectadas por virus que tienen
tropismos por diferentes lineas celulares
tanto en el modelo mirido, como en huma-
nos. Este reconocimiento viral por parte de
los TLRs conduce a la produccion de IFN de
tipo I. De alli que, el papel de esta citoqui-
na en la generaciéon de una respuesta antivi-
ral es crucial, y la inhibicién de estas vias

de sefializacion pareciera ser un comun que
utilizan muchos virus como un mecanismo
de evasion viral al sistema inmunitario. De-
bido a estas funciones los TLRs y los NLRs,
han generado gran expectativa, por lo cual
se viene estudiando las alteraciones de su
expresion relacionados a la susceptibilidad
y resistencia frente a enfermedades, asi
como la produccién de firmacos que pro-
muevan su estimulacién en el control de
enfermedades inmunitarias y cancer, y muy
especialmente en aquellas infecciones vira-
les que no cuentan con mecanismos de
prevencion por inmunizaciones.
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