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REVISION DE TEMA

Papel de los receptores tipo toll en las infecciones virales:
el VIH-1 como modelo

Juan Carlos Hernandez, Carlos Julio Montoya, Silvio Urcuqui-Inchima

Grupo de Inmunovirologia, Biogénesis, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

Los receptores tipo toll son un componente esencial de la respuesta inmune innata y adaptativa,
pues se encargan del reconocimiento de los diferentes agentes patégenos y desencadenan
respuestas dirigidas a eliminarlos y a desarrollar memoria inmunoldgica. Durante las
infecciones virales se activan diferentes receptores tipo toll que, generalmente, inducen una
respuesta inmune protectora pero, también, pueden hacer parte de los mecanismos
patogénicos del virus. Una de las infecciones virales en la que los receptores tipo toll participan
de esta respuesta dual, es la infeccion por el VIH-1, en la cual varios de estos receptores se
activan para desarrollar respuestas antivirales dirigidas por los interferones tipo 1; pero, la
replicacion y la diseminacién del virus también se favorecen por las sefiales derivadas de la
estimulacion de dichos receptores, en particular, por las infecciones asociadas con
microorganismos oportunistas, lo cual favorece la progresion de la infeccion por el VIH-1. Un
entendimiento integral del comportamiento de estos receptores durante las infecciones virales,
permitira disefiar estrategias profilacticas o terapéuticas basadas en la modulacion de su
expresién y funcién, en particular, utilizando agonistas de estos receptores que sean eficaces
en la lucha por el control de las infecciones virales.

Palabras clave: receptores toll-likelinmunologia, virosis, VIH-1, infecciones oportunistas,
inmunoterapia, inmunidad innata.

The role of toll-like receptors in viral infections: HIV-1 as a model

The toll-like receptors are an essential component of the innate and adaptive immune response.
They are responsible for the recognition of different pathogens agents and trigger responses
directed at eliminating the pathogens as well as the development of immunological long-term
memory. During viral infections, several different toll-like receptors are activated. These generally
induce a protective immune response, but at the same time, can also be part of the pathogenic
mechanisms of the viral infection. One of the viral infections in which toll-like receptors participate
is the HIV-1 infection. Here, several receptors are activated to develop antiviral responses
mediated by interferon type I; however virus replication and spreading dissemination are also
favoured by signals derived from stimulation of the toll-like receptors. Individuals co-infected
with opportunistic microorganisms are particularly affected, promoting the progression of HIV-
1 infection. An integral understanding of the behavior of toll-like receptors during viral infections
will allow the design of prophylactic and/or therapeutic strategies, based on the modulation of
the expression and function of these receptors. Agonists of these receptors can be used
effectively to control these viral infections.

Key words: toll-like receptors/immunology, virus diseases, HIV-1, opportunistic
infections, immunotherapy, immunity, natural.
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ricas en leucina (Leu), que interactla directamente
con los componentes microbianos (figura 1), un
dominio transmembrana y un dominio citoplas-
matico muy conservado, responsable del inicio
de la sefializacion intracelular (2).

Los TLR hacen parte de los receptores para el
reconocimiento de patrones moleculares asocia-
dos a patégenos (pathogen recognition receptors,
PRR), presentes tanto en células involucradas en
la respuestainmune como en células no inmunes;
sus ligandos son los patrones moleculares
asociados a patégenos (pathogen associated
molecular patterns, PAMP), moléculas muy
conservadas estructural y evolutivamente y que
son vitales para la supervivencia de los
microorganismos, tales como el lipopolisacéarido
(LPS), el zimosan, el peptidoglicano y los acidos
nucleicos (3).

Aunque en otras especies se han encontrado
multiples TLR, en el ser humano se han descrito
10 TLR funcionales que reconocen una amplia
gama de PAMP provenientes de diversos
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microorganismos (figura 1y cuadro 1). Estos TLR
activan diferentes vias de sefializacién intracelular
a partir de su dominio citoplasmico, el cual también
se encuentra en laregion intracelular del receptor
de la interleucina 1 y se conoce como dominio
TIR (dominio del receptor de interleucina 1/toll); este
dominio contiene mdltiples repeticiones de Leu e
interactla con cuatro proteinas adaptadoras
diferentes, segun el TLR: proteina de diferen-
ciaciéon mieloide de 88 kd (MyD88), proteina
adaptadora del dominio TIR (TIRAP), proteinas
adaptadoras asociadas al dominio TIR inductoras
de interferén-p (TRIF) y la molécula adaptadora
relacionada con TRIF (TRAM) (4,5).

Las vias de sefalizacion inducidas por los TLR
activan las cinasas de la familia MAP y factores
de transcripcion, como NF-kappaB (NF-kB), AP-1,
CREB/ATF, NF-IL6 y IRF, que regulan la expresion
de genes cuyos productos actian tanto en la
respuesta inmune innata (monocitos/macréfagos,
células dendriticas y neutroéfilos, principalmente),
como en la inmunidad adaptativa (6,7). En el

LPS
o?
EE Membrana

plasmatica

Citoplasma

Figura 1. Los receptores tipo foll, segin su localizacién: de superficie celular y endosémicos. De los 10 TLR funcionales
descritos en el humano, algunos se localizan en la superficie celular y participan del reconocimiento de los PAMP solubles o
ubicados en la superficie de los microorganismos. Otros, como TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9, se localizan en la membrana de
los endosomas y reconocen los PAMP (generalmente, &cidos nucleicos) provenientes de gérmenes que se han internado y

fragmentado en la célula. Adaptado de: Akira S, et al., 2004.
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Cuadro 1. Expresion de los TLR en poblaciones celulares humanas y sus respectivos ligandos.

Receptor Expresién Ligandos Origen del ligando
TLR1 Mon, PMN, LB, NK, CD, LT Lipopéptidos triacilados Bacterias y Mycobacterium spp.
TLR2 Mon, PMN, CD, NK Lipoproteinas y lipopéptidos Varios microorganismos
Peptidoglicano
Acido lipoteicoico Bacterias Gram positivas
Lipoarabidomanan Mycobacterium spp.
Modulina soluble en fenol Staphylococcus epidermidis
Lipopolisacéaridos atipicos Leptospira interrogans
Neisseria meningitidis
Porphyromonas gingivalis
Glicoinositolfosfolipidos, glicolipidos Trypanosoma spp.
Porinas Neisseria spp.
Lipofosfoglicano Leishmania major
Zymosan Hongos
Hemaglutinina y otras proteinas virales  Citomegalovirus, virus de
la coriomeningitis linfocitica,
VHS-1 y VHS-2, VHC, virus
del sarampion
TLR3 Mon, CD, LT, NK, epitelios, ARN de doble cadena (dsARN) Virus (Reovirus y Flavivirus,
fibroblastos entre otros)
TLR4 Mon, PMN, CD, NK, LB, LT, Lipopolisacéarido Bacterias Gram negativas
Endotelio
Proteina de fusion Virus sincitial respiratorio
Proteinas de envoltura VHC, virus del tumor mamario
de ratén, virus Coxsackie, virus
del sarampion
HSP60 Chlamydia pneumoniae
TLR5 Mon, PMN, CD, NK, préstata, Flagelina Listeria monocytogenes
higado, pulmén Bacterias Gram negativas
TLR6 Mon, CD, LB, ovario, pulmoén Lipopéptidos diacilados Mycoplasma spp.
Acido lipoteicoico Bacterias Gram positivas
Zymosan Hongos
TLR7 Mon, CD, NK, LB, bazo, ARN de cadena sencilla (ssARN) Influenza, VIH-1, sarampién,
TLR8 pulmén, placenta Paraechovirus 1, dengue,
Coxsackievirus, VEV, VHC,
Paramixovirus
TLR9 Mon, CD, NK ADN con motivos CpG Bacterias y virus (Herpesvirus)
TLR10 Mon, CD, LB Desconocido Desconocido

Mon: monocitos; PMN: polimorfonucleares neutréfilos; CD: células dendriticas; LT: linfocitos T, LB: linfocitos B; NK:
células asesinas naturales; VHS: virus herpes simple; VHC: virus de la hepatitis C; VEV: virus de la estomatitis vesicular;
VIH-1: virus de la inmunodeficiencia humana, tipo 1.

primer caso, los genes inducidos mas importantes
son los que codifican para las citocinas
proinflamatorias, como el factor de necrosis
tumoral a (FNT-a) y las interleucinas 1 (IL-1), 6, 8
y 18, los interferones a y B (IFN-a y B), las
quimiocinas, los leucotrienos y las prosta-
glandinas. En cuanto a la inmunidad adaptativa,
las sefiales que dependen de los TLR inducen la
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expresion de IL-12, moléculas del HLA clase Il y
moléculas coestimuladoras como CD40, CD80y
CD86, proteinas indispensables para una
adecuada presentacion antigénica (4,7). La
expresion de dichos genes depende de la célula
gue es estimulada, del tipo de estimulo, del tipo
de TLR, de la proteina adaptadora y del micro-
ambiente tisular.
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La activacion por los TLR contribuye al recono-
cimiento y eliminacion de los microorganismos;
ademas, constituye un puente entre la inmunidad
innata y la adaptativa pues promueve la
presentacion antigénica y el establecimiento de
un patrén especifico de secrecion de citocinas
de unarespuesta contra antigenos intracelulares
(patron Th,) o extracelulares (patron Th,) (7). Por
ejemplo, la estimulacién del TLR9 expresado por
células dendriticas plasmacitoides (pDC) induce
la produccién de IFNs a y By de FNT-a, moléculas
que activan las células INKT para que produzcan
otras citocinas, como el IFN-y, que contribuyen
a madurar y activar las células dendriticas
mieloides (mDC) para que realicen una adecuada
presenta-cién de antigenos a los linfocitos T
virgenes (8).

Aunqgue los TLR se describieron inicialmente como
receptores extracelulares (1), los receptores TLR3,
TLR7, TLR8 y TLR9 se expresan en comparti-
mientos intracelulares (endosomas, figura 1),
donde reconocen &cidos nucleicos principalmente
de origen viral, como ARN de doble cadena
(dsARN), ARN de cadena sencilla (sSARN) y ADN
no metilado con motivos CpG (9). Al alinear la
secuencia de aminoéacidos de los 10 TLR, se
observa que tres de los cuatro TLR que reconocen
acidos nucleicos (TLR7, TLR8 y TRL9) presentan
una mayor homologia, que esta entre el 33%y el
40%. Este alineamiento permitio definir que el
TLR3 es muy diferente, excepto en una region
rica en Leu que se encuentra en el extremo N-
terminal de todos los TLR y que es muy
conservada. Las regiones ricas en Leu estan
implicadas en interacciones proteina-proteina y
unen proteinas relacionadas con la activacion de
las diferentes vias de sefializacion.

El dsARN, un componente intermediario del ciclo
replicativo de la mayoria de los virus, es uno de
los responsables de activar la produccién de IFN
ay B, proteinas que inducen la expresion de otros
genes que median la respuesta innata ante las
infecciones virales, como la proteina cinasa
dependiente de dsARN (PKR) que inhibe la
sintesis de proteinas virales. La expresion de los
IFN a y B inducida por el dsARN puede ser
dependiente de sefiales mediadas por el TLR3 0
independiente de ellas (10).

Receptores tipo toll en infecciones virales

El dominio del TLR3 que se une al dsARN esta
compuesto por 23 repeticiones ricas en Leu
(dominio LRR, entre los aminoacidos 250 y 596)
(11); como se puede apreciar en lafigura 2, enla
secuencia de aminoacidos del IFN-f3 (hndmero de
acceso: NP_002167) existe igualmente una
secuencia de 28 Leu que se alinea perfectamente
con el dominio LRR del TLR3 (nimero de acceso:
NP_003256). La presencia de un dominio tipo LRR
en IFN sugiere que podria unir dsARN; sin em-
bargo, los alcances de la homologia entre el TLR3
y el IFN-[3, y de la posible unién entre el dsARA 'y
el IFN-B, en caso de existir, no se prevé por el
momento.

El papel de los TLR en las infecciones virales

La relaciéon entre los TLR y los virus se
fundamenta en tres aspectos: i) los TLR son
estimulados por moléculas derivadas de los virus
(proteinas y acidos nucleicos), activando vias de
sefializacién que inducen la expresion de genes
cuyos productos median la respuesta inmune
antiviral, en particular, los IFN a y 3; i) las sefales
gue dependen de los TLR median algunos efectos
inmunopatogénicos, como la hiperactivacion
inmunoldgica, la apoptosis y un estado pro-
inflamatorio crénico, entre otros; iii) algunas
estrategias terapéuticas o profilacticas contra los
virus se basan en la estimulacién de los TLR
mediante los respectivos agonistas.

De los 10 TLR descritos en el humano, 6 son
activados por componentes virales; TLR2y TLR4
por proteinas, mientras que TLR3, TLR7, TLR8 y
TLR9 se activan por acidos nucleicos (cuadro 1)
12).

TLR2

Este receptor reconoce una amplia gama de
productos microbianos. El TLR2, generalmente,
funciona como un heterodimero, bien con TLR1 o
con TLR6, para formar complejos funcionalmente
activos con especificidad para lipopéptidos
diacilados o triacilados provenientes de algunas
bacterias Gram positivas (13,14).

Las sefiales que dependen del TLR2 pueden ser
activadas en respuesta a infecciones virales (12);
el virus de la coriomeningitis linfocitica, que causa
desde sintomas gripales hasta cuadros graves
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Figura 2. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos en la region rica en leucina del TLR3 y el IFN-f. La regién del TLR3
rica en leucina (LRR, entre los aminoacidos 250 y 596) se aline6 con la secuencia de aminoacidos del IFN-B, utilizando el
programa EBI de CLUSTALW. Se observa como muchas de las leucinas del LRR del TLR3 (nimero de acceso: NP_003256)
estan igualmente presentes en la secuencia del IFN-B (niumero de acceso: NP_002167); es interesante que la funcion de
estas dos moléculas sea estimulada por el dsARN, induciendo la generacién de una respuesta inmune antiviral.

(-): sin homologia; (.) sustituciones semiconservadas; (:) sustituciones conservadas; (*) totalmente idéntico

de encefalomielitis, desencadena una respuesta
inflamatoria que depende de TLR2 y MyD88, con
secrecion de citocinas y quimiocinas inflamatorias
(IL-6, IL-8, MCP-1) antes del establecimiento de
unarespuesta inmune especifica (15).

La hemaglutinina del virus del sarampion se une
al TLR2 y tiene un efecto dual: por un lado, activa
répidamente la respuesta inmune e induce la
expresion de citocinas inflamatorias como la IL-
6, y, al mismo tiempo, induce la expresién de la
molécula CD150 en los monocitos, molécula que
es un receptor para todas las cepas del sarampion,
con lo cual facilita la diseminacion del virus y
contribuye con la patogenia viral (16).

El citomegalovirus (CMV), un patégeno oportunista
ubicuo de la familia Herpesviridae, interactiia con
el TLR2 induciendo la expresién de citocinas
proinflamatorias mediante la activacién del factor
de transcripcion NF-kB (17). En el modelo de raton,
las células NK son responsables de controlar la
infeccién por el CMV de ratén (mCMV);
Szomolanyi-Tsuda y colaboradores demostraron
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gue el TLR2 juega un papel fundamental en dicho
proceso (18).

También se ha descrito que el virus varicela-zoster
(VVZ) activa la expresién de citocinas
proinflamatorias en una via dependiente NF-kB y
TLR2 (19). Otros miembros de la familia
Herpesviridae, asi como el virus de la hepatitis C
(VHC), inducen la expresion de IL-6, IL-8 y FNT-a
mediante la estimulacién del TLR2 (20,21).

TLR3

Este fue el primer TLR descrito con capacidad de
reconocimiento de los virus (22). EI TLR3 forma
homodimeros activos que se unen al dsARN,
activando vias de sefalizacién mediadas por el
NF-kB y el factor 3 regulador de interferén (IRF3),
los cuales inducen una respuesta antiviral
mediada por los IFN a y B; ademas, estimulan la
produccién de las citocinas IL-12, IL-6, y FNT-a
(5,22).

Un andlogo sintético del dsARN, el acido poli-
inosinico/policitidilico o poli(l:C), presenta una
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actividad inmunoestimuladora similar a la del
dsARN en una via que depende del TLR3. Otros
estudios has demostrado que la viperina/cigb,
inducida por la estimulacion del TLR3, también
contribuye en la respuesta antiviral en los
astrocitos (23). Asi, la respuesta antiviral mediada
por el TLR3 luego de la uniéon al dsARN
aparentemente depende del tipo celular; en
fibroblastos y células dendriticas, la expresién de
los IFN a y B es mediada por la activacién de
RIG-1, una ARN helicasa, mientras que en las
pDC la estimulacion del TLR3 induce la activacién
de IRF5 e IRF7 conduciendo a la produccion de
grandes cantidades de IFN-a (24,25).

Se han descrito varios virus con capacidad de
activar las vias de sefializacion que dependen de
la estimulacion del TLR3, como el LMCV, mCMV,
el virus de la estomatitis vesicular (VEV) y los
reovirus (26). Las células epiteliales del intestino
expresan el TLR3 y la estimulacién con dsARN
de rotavirus, induce no sélo la sefializacion
intracelular (activacion de IkB y MAPK ERK1/2),
sino también, la produccién de citocinas (IL-6, IFN-
By TNF-a) y la apoptosis (27); se observaron
resultados similares en células mononucleares
de sangre periférica de pacientes infectados con
rotavirus (28); esto sugiere el papel protagénico
del TLR3 en la patogénesis viral.

TLR4

A diferencia del TLR2, el TLR4 es estimulado por
PAMP provenientes de bacterias Gram negativas,
como el LPS; también es activado por ligandos
enddgenos como las B-defensinas, el fibrinbgeno,
la fibronectina y algunas proteinas de choque
térmico (4). En el caso de los virus, el TLR4 es
estimulado por la proteina de fusion del virus
sincitial respiratorio (VSR) (29) y por lipopéptidos
derivados del VHC (30); los neutréfilos de un grupo
de pacientes con infeccion crénica por el VHC
presentaron un incremento en la expresion de
TLR2y TLR4, lo que sugiere la existencia de una
correlaciéon entre el nivel de expresion de estos
receptores, las caracteristicas del dafio de los
hepatocitos y la intensidad de la necrosis (31).

En macréfagos humanos, se ha descrito que la
proteina p30 del virus linfotrépico T humano tipo
1 (HTLV-1) interfiere con la via de sefalizacion

Receptores tipo toll en infecciones virales

inducida por TLR4, modulando la liberacion de
citocinas pro y antiinflamatorias (32). El virus del
tumor mamario marido (MMTV) estimula el TLR4,
en forma independiente de la adherencia y fusion
del virus con la célula (33), y se ha sugerido que
la interaccién entre MMTV y TLR4 es el
mecanismo mediante el cual este virus activa los
linfocitos B. Los Coxsackie virus también se unen
y estimulan el TLR4 (34), interaccién que incre-
menta la miocarditis aguda mediante la expresién
de citocinas proinflamatorias en el corazon (35).
La hemaglutinina del virus del sarampién se une
a los receptores CD46 y SLAM para ingresar a
las células blanco. Se ha reportado en células
dendriticas de ratdn transgénicas para el recep-
tor SLAM humano, que el virus del sarampion inhibe
selectivamente la sintesis de IL-12, pero no la de
IL-6 y FNT-a (36), alterando la activacion de las
células presentadoras de antigeno y lainduccién
de una respuesta adaptativa; dicho efecto depende
de la estimulacién especifica del TLR4 por las
proteinas del virus del sarampion.

TLR7y TLRS8

Estos dos receptores estan muy relacionados,
pues ambos se localizan en el mismo
compartimiento celular (vesiculas intracelulares
y endosomas) y son activados naturalmente por
el mismo ligando, el sSARN (22,37,38). Estos TLR
también se unen a algunos compuestos sintéticos
de la familia de las imidazoquinolinas, que tienen
actividad antiviral, antitumoral o ambas, como el
R-848.

El TLR7 y el TLR8 son estimulados por ssARN
proveniente de diferentes virus; recientemente se
demostro que la activacion en los endosomas del
TLR7 por los virus del dengue (VD) y de influenza
estaba relacionada con la fusién y con la pérdida
de la capside del genoma viral (39), lo cual indica
la importancia de la liberacién de ssARN para su
interaccién con los TLR.

Enlas pDC, el TLR7 es estimulado por el ssARN
del VEV y de influenza, lo que conlleva a una
expresion exagerada de moléculas coestimuladoras
y de citocinas (40). Otros estudios han demostrado
gue el ssARN del virus de la inmunodeficiencia
humano tipo 1 (VIH-1) activa TLR7y TLR8 y que
la activacién de estos TLR con el agonista R-848
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genera un potente efecto anti-VIH-1 (41). Ademas,
se ha demostrado in vitro que el VIH-1 activa las
pDC, bien sea por la interaccion entre la proteina
de envoltura viral gp120 y el CD4, o mediante el
ssARN liberado en el citoplasma y que se une al
TLR7 endosomico (42).

Estas evidencias indican que las sefiales que
dependen de TLR7 y TLR8 pueden contribuir al
control de la infeccién por el VIH-1. El virus de
influenza y el parechovirus 1 humano, un picor-
navirus ssARN productor de miocarditis y
encefalitis, también estimulan las sefiales
mediadas por TLR7 y TLR8 (38,40,43). Enratas,
la administracion de agonistas de TLR7 y TLR8
protege de los efectos nocivos derivados de la
infeccion con el virus de influenza (44).

TLR9

Este receptor reconoce ADN bacteriano o viral
hipometilado y rico en motivos CpG; en los virus,
este PAMP se encuentra preferentemente en
miembros de la familia Herpesviridae, principal-
mente virus Herpes simplex 1y 2 (VHS-1y —-2)
(20,45). EI TLR9 también se une a compuestos
sintéticos constituidos por oligodeoxinucledtidos
no metilados con motivos CpG (CpG ODN) (9).
En las células dendriticas, los VHS son reconocidos
tanto por el TLR2 como por el TLR9, y entre estos
dos receptores dirigen una respuesta inmune
mediada por la sintesis de IL-6 e IL-12 (46).

En el modelo de ratén, la infeccién corneal por
VHS-1 incrementa la expresién de las quimiocinas
CXCL9 y CXCL10 mediante la estimulacion del
TLR9 (47). Durante la infeccién primaria por el
VHS-2, la expresion de los IFN a y B que depende
de la estimulacién del TLR9 es fundamental para
controlar la infeccion (48). También en el modelo
de ratén, la administracién intranasal de
baculovirus indujo una respuesta inmune mediada
por el TLR9y dependiente de IFN-a, la cual protegié
de la infeccion letal por influenza (49).

Los TLR en la infeccion por el VIH-1

El VIH-1 es el agente causal del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (sida), una de las
principales causa de muerte en el mundo
contemporaneo: aproximadamente, 40 millones de
personas estan actualmente infectadas con el
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VIH-1 y, desde su aparicion, esta infeccion ha
causado mas de 25 millones de defunciones (50).
Aunque la introduccion de la terapia HAART
(highly active anti-retroviral therapy) ha disminuido
significa-tivamente la morbimortalidad asociada
a la infeccidn por el VIH-1 y el sida, esta terapia
se asocia con la aparicion de cepas virales
resistentes y con reacciones adversas frecuentes,
lo que hace necesario desarrollar nuevas estra-
tegias de tratamiento, como la inmunoterapia.

Muy pocos estudios realizados in vivo han
evaluado la expresion de los TLR en células de
los individuos infectados con el VIH-1. Los
monocitos de estos pacientes presentan mayores
niveles de expresion del TLR2 que los de controles
sanos (51); ademas, la secrecion de citocinas
como el FNT-a es mayor por los monocitos de
pacientes positivos para VIH-1 y aumenta cuando
son estimulados con la proteina gp120 de VIH-1.
Estos resultados sugieren que puede existir una
regulacién de la expresién o la funcién (induccién
de la secrecion de citocinas proinflamatorias) de
los TLR en las células de los individuos infectados
por VIH-1 que, posiblemente, depende de las
proteinas virales, como gp120, y que el aumento
en la expresion/funcion de los TLR tenga un papel
potencial en la activacidn crénica del sistema
inmune y la replicacion de VIH-1.

En una evaluacioén preliminar sobre el nivel de
expresion de TLR2 y TLR4 en diferentes
subpoblaciones de leucocitos provenientes de
pacientes infectados con el VIH-1, hemos
observado una disminucién en el porcentaje de
mDC y pDC que expresan estos TLR. Sin em-
bargo, la intensidad de expresion de esos TLR en
las mDC y pDC positivas (nimero de moléculas
por célula), es mucho mayor en los individuos
infectados con VIH-1 (resultados sin publicar).
Ambos hallazgos son mas notorios en los
pacientes con replicacion viral activa (carga viral
plasmatica >400 copias de ARN viral/ml) o en
ausencia de tratamiento antirretroviral.

Estos resultados, aunque preliminares, sugieren
gue el VIH-1 o sus productos podrian modular la
expresion de los TLR en las células de los sujetos
infectados, lo que puede constituirse en otro
elemento fisiopatoldgico pues, ante una mayor
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expresion de los TLR, tanto las coinfecciones
como las infecciones oportunistas tendrian una
mayor probabilidad de estimular la replicacién del
genoma del VIH-1, al activar la sefializacion de
los TLR y el factor de trascripcion NF-kB.

En la infecciéon por el VIH-1 y el CMV, la
estimulacion de las células dendriticas con los
ligandos de TLR3, TLR7, TLR8y TLR9 favorecid
la respuesta inmune celular innata y adaptativa
contra estos virus (52). Sin embargo, la activacion
del sistema inmune por medio de estos receptores
también puede conducir, directa o indirectamente,
aun aumento de la replicacién viral y agravamiento
de la evolucién de estas infecciones.

Al respecto, se ha demostrado que tanto las mDC
como las pDC son blanco de la infeccién por el
VIH-1; gracias a su patron particular de expresion
de TLR (las pDC expresan TLR7 y TLR9, mientras
que las mDC expresan TLR1, TLR2, TLR3, TLR4,
TLR8); ellas reconocen tanto acidos nucleicos
como proteinas de origen viral (53,54) y la
activacién desencadenada de ese reconocimiento
puede explicar el papel fisiopatolégico que
cumplen las coinfecciones virales durante la
infeccioén por el VIH-1. En particular, el genoma
del VIH-1 posee en sus extremos 5’ y 3’ las
secuencias LTR (long terminal repeats), que
contienen multiples secuencias promotoras de la
transcripcion que son unidas y estimuladas por
diversos factores de transcripciéon normales en las
células, tales como NF-kB y Spl. Se ha
demostrado que la activacion de los TLR favorece
un aumento en la transcripcion del VIH-1 que
depende del factor NF-kB (55,56).

La activacién de la respuesta inmune por
diferentes agentes infecciosos se ha propuesto
como uno de los mecanismos que influyen en la
progresién de la enfermedad en los individuos
infectados con el VIH-1 (55). Esto se ha
evidenciado en algunas coinfecciones con
bacterias, como Mycobacterium tuberculosis (57)
y Neisseria gonorrhoeae (58), que inducen la
produccién de citocinas proinflamatorias por medio
de lainteraccién del factor NF-kB con el LTR del
VIH-1 (55, 56).

Equils y colaboradores describieron la induccion
de lareplicacion del VIH-1 por la estimulacion con
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LPS en una forma dependiente de TLR4 y NF-kB
(59). La activacion del LTR del VIH-1, dependiente
de NF-kB, también se observ6 estimulando
simultaneamente varios TLR con sus respectivos
agonistas (LPS, CpG ODN, factores solubles del
M. tuberculosis y modulina de Staphylococcus
epidermidis) (60). También, las proteinas asociadas
alos lipidos de la membrana de Mycoplasma spp.
activan la replicacion de VIH-1 a través de la
estimulacién de TLR1, TLR2y TLR6 (61).

La induccién de la replicacion viral mediada por
la estimulacién de los TLR, también se ha descrito
en mastocitos infectados latentemente por el
VIH-1 (62). Algunos factores enddgenos se han
relacionado con este proceso, como el factor
estimulante de colonias de granulocitos y
monocitos (GM-CSF) que, combinado con el
LPS, aumenta 100 veces la produccion de
particulas virales del VIH-1 en monocitos, en
comparacion con células estimuladas sé6lo con
LPS (63). Esto se puede explicar porque el GM-
CSF regula positivamente la expresion del TLR4,
receptor de LPS.

También se ha descrito que el sSARN del VIH-1,
rico en guanosina y uridina, estimula los
macrofagos y las células dendriticas via TLR7 y
TLR8, induciendo la produccion de IFN-a y otras
citocinas proinflamatorias (43); estas citocinas
pueden promover la replicacion de VIH-1, como
se ha sido descrito antes (56,57). En contraste,
la estimulacion del TLR3 con poli(l:C) induce la
expresion de la proteina Viperin/Cig5 en los
astrocitos infectados con el VIH-1 e inhibe la
replicacion del genoma viral (23); la Viperin/Cig5
también ha presentado actividad antiviral en los
modelos de infeccién por el VHC y el CMV.

Existe evidencia que indica que la induccién de
la tolerancia con exposicidn repetida a los
agonistas de TLR2, TLR4 y TLR9, se acompafia
de una disminucién en la transactivacion del LTR
del VIH-1.

Lo anterior se demostré en monocitos humanos
gue expresaban el gen de la luciferasa bajo el
control del promotor LTR del VIH-1 y macréfagos
humanos infectados con VIH-1 (64). Sin embargo,
se observo el fendmeno contrario en macrofagos
de un modelo de ratén transgénico para el genoma
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completo de VIH-1, en el cual se presentd una
disminucién en la intensidad de la respuesta
inmune, con menor activacion del factor NF-kB y
menor produccion de las citocinas proinflamatorias,
pero, con un aumento en la replicacion del VIH-1
evidenciada por una mayor produccion del antigeno
p24 (65); esto se puede explicar por las limitaciones
del modelo de ratén, para estudiar los efectos de
la activacién de los TLR sobre la replicacién del
VIH-1y su patogénesis, ya que no es un hospedero
natural de este virus; por esto, se requieren
alternativas experimentales que permitan una mejor
comprension de la relacion entre la infeccion por el
VIH-1y los TLR.

Los TLR en la patogénesis de otros virus

Varias evidencias sugieren que la estimulacién de
la respuesta inmune mediada por los TLR puede
generar una activaciéon inmunolégica “peligrosa”
que, en lugar de proteger al individuo, contribuye
con la patogénesis de las enfermedades infecciosas.

La barrera hematoenceféalica representa un obstaculo
fisiologico para la entrada de microor-ganismos al
sistema nervioso central (SNC). Se ha demostrado
en ratones que el virus del Nilo occidental induce,
mediante las sefiales derivadas del TLR3, un estado
inflamatorio sistémico caracterizado por la
hipersecrecién de FNT-a e IL-6 o “tormenta de
citocinas”, lo que altera la permeabilidad y la
integridad de la BHE y permite la infeccion del SNC
por el virus del Nilo occidental (66); en consecuencia,
los ratones deficientes en TLR3 son resistentes a
la infeccion letal por el virus del Nilo occidental.
Este fendmeno favorece el ingreso y la infeccion
del tejido cerebral por el virus del Nilo occidental,
ocasionando encefalitis letal, e incrementa la
patogénesis de esta infeccion (figura 3).

Durante la infeccién del SNC por el virus de
encefalomielitis mdrida de Theiler, también se ha
observado que los astrocitos producen citocinas
(IL-8) y quimiocinas (MCP-1, CCL-2, CXCL-8) luego
de la activacion mediada por el TLR3 (67); esto
contribuye al desarrollo en ratones de una
enfermedad desmielinizante similar a la esclerosis
multiple de los humanos. En otro modelo de raton,
la estimulacion del TLR2 por el VHS-1 activa la
secrecion de citocinas, aumentando la seriedad de
la encefalitis y la mortalidad (20); por el contrario,
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Virus del Nilo
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Estimulacion l
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hematoencefalica

Alteracion de'la barrera
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(IL-6 & TNF-a)

—

Figura 3. Modelo de la inmunopatogénesis mediada por el
TLR3 en la infeccion por el virus del Nilo occidental. El virus
del Nilo occidental es reconocido en la periferia por células
gue expresan TLR3, activando el desarrollo de una
respuesta inmune antiviral. Las citocinas proinflamatorias
producidas en esta respuesta alteran también la integridad
de la barrera hematoencefalica, permitiendo la entrada al
SNC del virus del Nilo occidental, fendmeno que contribuye
al desarrollo de una encefalopatia fulminante.

BHE: barrera hematoencefalica; WNV: West Nile virus, virus
del Nilo occidental.

los ratones que no expresan TLR2 presentan una
baja mortalidad.

Es bien conocido que algunos virus modulan la
respuesta inmune como un mecanismo de
evasion y de supervivencia (68). Algunos
filovirus causantes de fiebres hemorragicas,
como los virus del Ebola y Marburg, disminuyen
la expresion de genes relacionados con el
sistema inmune, incluso los TLR, fenémeno que
les permite escapar de la respuesta inmune y
persistir en el organismo (68). Sin embargo, otros
virus como el VSR, regulan positivamente la
expresion de TLR3 y TLR4, ademas de que
alteran la localizaciéon del TLR3 (69,70); este
proceso sensibiliza la via respiratoria del
individuo infectado por el VSR, de manera que
la exposicion adicional a otros patégenos
promueve una respuesta inmune exagerada que
favorece el dafio tisular.

Triantafilou y colaboradores demostraron el papel
protagonico del TLR7 y el TLR8 en la respuesta
inflamatoria inducida por el Coxsackie virus del
grupo B (CVB), agente causal de una cardiomio-
patia inflamatoria cronica (37); estos receptores
se unen con el ssARN viral en los endosomas e
inducen la produccion de FNT-a, IL-6 e IFN-[3.
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El papel de los TLR en la inmunoterapia de
las infecciones virales

Considerando el papel central que tienen los TLR
en la induccién de la respuesta innata e
inflamatoria, y en la generacion de la competencia
de las células presentadoras de antigenos para
el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa,
la comprension de los mecanismos moleculares
implicados en la activacion y la regulacién de la
expresion de los TLR podria permitir el disefio de
estrategias terapéuticas con un gran potencial en
enfermedades infecciosas, autoinmunes y
neoplésicas.

En este sentido, ya se ha empezado a acumular
evidencia sobre la manipulacién terapéutica de la
estimulacién de los TLR con sus agonistas o
antagonistas en diferentes modelos de enfermedad;
como ejemplo, la apoptosis o muerte celular
programada es uno de los mecanismos de
regulacion de la respuesta inmune, del control de
los tumores y de la respuesta antiviral.
Recientemente se observé que las células
cancerigenas estimuladas con dsARN presentaban
aumento en la apoptosis en un mecanismo
mediado por la estimulacion del TLR3, e
independiente de las cinasas activadas por el
dsARN (71).

La familia de las imidazoquinolinas comprende
varios compuestos agonistas de TLR7 y TLR8
con actividad antiviral; la aplicacion tépica de
imiquimod y resiquimod se ha utilizado con éxito
en el tratamiento del carcinoma de células basales
(un tipo de cancer de piel), de verrugas genitales
y otras lesiones epiteliales, generalmente asociadas
con infeccién crénica por el virus del papiloma
humano (VPH); estos compuestos inducen, en-
tre otras cosas, apoptosis de las células infectadas
con el VPH y de otras células epiteliales con
cambios displasicos o neoplésicos (72,73).

También se ha sugerido la inmunoterapia con
agonistas de los TLR en lainfeccién causada por
el VHC; se ha demostrado que la administracion
de isatoribine (otro compuesto que estimula
selectivamente el TLR7) genera actividad antivi-
ral con pocos efectos secundarios (74). In vivo,
se demostré6 modulacién de la replicacion del
genoma del HBV luego de la administracion
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intravenosa de los ligandos especificos para los
receptores TLR3, TLR4, TLR5, TLR7 y TLR9 (75);
en todos los casos, el efecto fue mediado por la
produccion de IFN a y .

En la mucosa cérvico-vaginal se ha observado
induccion de una respuesta antiviral innata tras la
administracion de agonistas de los TLR y antes
de la exposicién a los virus. La estimulacién
desencadenada por los CpG ODN en la mucosa
vaginal promueve un estado antiviral que protege
contra la infeccién por el VHS-2, aunque indujo
inflamacion local (76). Ashkar y colaboradores
demostraron que los CpG ODN inhibian la
replicaciéon del genoma del VHS-2, pero no la
entrada de este virus a la célula; sin embargo,
cuando reemplazaron el CpG ODN por dsARN,
se observé un incremento significativo en la
actividad antiviral, con disminucion de la
respuesta inflamatoria local (77).

El potencial protector que tiene la aplicacion de
CpG ODN o de imiquimod en la infeccién vaginal
por el virus de la inmunodeficiencia simiana (SIV)
se ha evaluado en un modelo animal; el
tratamiento con estos agonistas de los TLR indujo
la produccion de citocinas proinflamatorias (IL-1
e IL-6) y de moléculas con efecto antiviral (IFN
ay B), pero no protegié contra esta infeccion. Al
contrario, esta estrategia potencio la infeccién por
el SIV al reclutar en la mucosa vaginal diferentes
células mononucleares, como los linfocitos T
CD4+ y las células dendriticas, lo que puede
facilitar la transmisién de la infeccién (78).

En estudios clinicos de fase Il, Cooper y
colaboradores evaluaron el efecto inmuno-
modulador de los CpG ODN como adyuvantes
para vacunas contra el HBV o el virus de la
influenza, tanto en individuos sanos como en
pacientes infectados con el VIH-1. Los resultados
demostraron que los CpG ODN son seguros en
humanos; en los pacientes positivos para VIH-1
la administracion de esos productos no se asocioé
con aumento en la carga viral ni con otros efectos
secundarios potenciales (79-81).

Recientemente, se demostré en un modelo de
ratén que la administracién intranasal de la
proteina de matriz del VIH-1 (p17) con un agonista
de los receptores TLR2 y TLR6 como adyuvante
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(un lipopéptido derivado de Mycoplasma spp.),
estimuldé una fuerte respuesta inmune humoral
(evidenciada por anticuerpos IgG e IgA anti-p17),
asi como una buena respuesta celular (determinada
por la respuesta proliferativa de los linfocitos T
ante el reto con p17 y por la produccién de IFN-y),
tanto a nivel sistémico como de mucosas (82).

Estos resultados sugieren que las vacunas
basadas en la coadministracion de agonistas de
los TLR como adyuvantes, en combinacién con
proteinas estructurales o reguladoras del VIH-1,
pueden ser candidatas atractivas para el disefio
de unaintervencion que active el sistemainmune,
para el uso profilactico o terapéutico en la infeccion
por el VIH-1.

Conclusiones

Larelacién entre los TLR y las infecciones virales
apenas se esta empezando a comprender; sin
embargo, ya existe un numero importante de
publicaciones que permiten entender la magnitud
del papel de los TLR en la respuesta inmune de
defensa contra muchas infecciones virales, pero
también su participacion en lainmunopatogénesis
de otras infecciones virales.

La infeccién por el VIH-1 constituye un buen
ejemplo de la funcion dual que cumplen los TLR
en varias infecciones virales: por un lado,
contribuyen con el reconocimiento y la eliminacion
de estos microorganismos pero, al mismo tiempo,
inducen la secrecién de citocinas que favorecen
un estado proinflamatorio crénico, la replicacién
viral y la diseminacién de los viriones. Esas
evidencias permiten postular que la modulacién
de la actividad de los TLR, positiva 0 negativa,
puede utilizarse como una nueva estrategia de
inmunoterapia con fines profilacticos o
terapéuticos.
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