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1. RESUMEN

El descubrimiento de los receptores tipo Toll o TLR, identificados por primera vez en
los afios 90 supuso un punto de inflexidn en la comprension de como el sistema
inmune innato reconoce y responde a diversos patdgenos microbianos. La inmunidad
innata es capaz de diferenciar patrones de estructuras microbianas denominados
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP), activando asi diferentes
mecanismos intracelulares que van a condicionar u orientar la respuesta adaptativa.
También tiene la capacidad de reconocer sefiales enddgenas de dafio celular llamados
patrones moleculares asociados a dafios (DAMP). Los DAMP y los PAMP son
reconocidos por receptores de reconocimiento de patdgenos (PPR), siendo los

principales los TLR.

Estudios recientes indican que la respuesta inmune innata no es un mero espectador
en la neurodegeneracidn, sino que es un potente factor patogénico en el proceso. Tras
la estimulacidn, la sefalizacion de TLR provoca la produccién de citocinas y otros
mediadores inflamatorios que pueden tener un impacto en aspectos de la
homeostasis y patologia del sistema nervioso central. En la enfermedad de Alzheimer
(EA), los TLRs juegan un papel clave en la patogénesis, ya que la depuracién neuronal y
microglial de amiloide beta (AB) y las proteinas neurotodxicas tau, se produce a través
de la activacién principalmente microglial de los TLRs, de forma que en la fase
temprana de la EA, la microglia activada y los astrocitos reactivos ejercen
neuroproteccién contra la neurotoxicidad inducida por AB, mediada a través de
fagocitosis, mientras que a medida que la enfermedad avanza, su fallo en Ia
degradacion de AB conduce a la acumulacion de agregados de este péptido asi como
de ovillos neurofibrilares de tau. Dichos agregados junto con la instauracién de un

proceso inflamatorio crénico conducen a la degeneracién neuronal.

En la actualidad, los TLRs representan un objetivo terapéutico para numerosos
trastornos del SNC y enfermedades infecciosas. Estd claro que los TLR pueden ejercer
efectos beneficiosos o perjudiciales en el SNC, que probablemente dependen del

contexto de homeostasis o patologia tisular. Por lo tanto, cualquier manipulacién
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terapéutica potencial de los TLR requerird una comprension de las sefiales que rigen

trastornos del SNC para lograr una terapia.

PALABRAS CLAVE: TLR, INMUNIDAD INNATA, ENFERMEDAD DE ALZHEIMER, TERAPIA

ABSTRACT:

The discovery of Toll-like receptors or TLRs, first identified in the 1990s, was a turning
point in understanding how the innate immune system recognizes and responds to
various microbial pathogens. The innate immune system is able to differentiate
patterns of microbial structures called pathogen-associated molecular patterns
(PAMP), besides to activate different intracellular mechanisms that will condition or
guide the adaptive response. It also has the ability to recognize endogenous signals of
cellular damage called molecular patterns associated with damage (DAMP). DAMP and
PAMP are recognized by pathogen recognition receptors (PPRs), the main ones being

TLRs.

Recent studies indicate that the innate immune response is not a mere spectator in
neurodegeneration, but is a potent pathogenic factor in the process. After stimulation,
TLR signaling causes the production of cytokines and other inflammatory mediators
that may have an impact on homeostasis and central nervous system (CNS) pathology.
TLRs play a key role in pathogenesis of Alzheimer's disease (AD), since neuronal and
microglial clearance of beta amyloid (AB) and neurotoxic Tau proteins occurs through
the primarily microglial activation of TLRs. Therefore, activated microglia and reactive
astrocytes exert neuroprotection against AB-induced neurotoxicity, mediated through
phagocytosis, at the early stage of AD. In contrast, disease progression causes failure in
AP degradation, which leads to the accumulation of aggregates of this peptide as well
as of Tau's neurofibrillary tangles. These aggregates, together with the establishment

of a chronic inflammatory process, lead to neuronal degeneration.

At present, TLRs represent a therapeutic target for numerous CNS disorders and
infectious diseases. It is well known that TLRs may exert beneficial or deleterious

effects on the CNS, which probably depends on the context of homeostasis or tissue



Papel de la inmunidad innata en el Sistema Nervioso Central: Enfermedad de Alzheimer.

pathology. Therefore, any potential therapeutic manipulation of TLRs will require an

understanding of the signals that govern CNS disorders to achieve therapy.

KEY WORDS: TLR, INNATE IMMUNITY, ALZHEIMER'S DISEASE, THERAPY.

2. MATERIAL Y METODOS

Para conocer los datos existentes a cerca de la inmunidad innata, en concreto de los
receptores tipo Toll, su fisiologia y su fisiopatologia en el sistema nervioso central
(SNC); la enfermedad de Alzheimer (EA) y cdmo influyen los TLR en ella, se realizd una
busqueda de revisiones bibliografica en las bases de datos electrénicas SciELO,
ScienceDirect, Pubmed/Medline y se acudié a la exposicién de una tesis doctoral que

versaba sobre el tema.

Esta revision bibliografica y documental se hizo hasta mayo de 2017 en las bases de datos
electrénicas SciELO, ScienceDirect, Pubmed/Medline y en la pagina web de la Biblioteca
de la Facultad de Medicina utilizando los siguientes términos sobre receptores tipo Toll:
“TLR”, “Toll like receptors”, “Innate system”, “Central Nervous System”, “Microglia”,
“Astrocites”, “Neurogeneration”, “TLR1”, “TLR2”, “TLR3”, “TLR5”, TLR6"”, TLR7”, “TLR8”,
“TLR9”, “TLR10”, “TLR11”, “TLR12”, “TLR13”, ”Alzheimer’s disease”, “epidemiology”,
“clinical manifestation”, “clinical symptoms”, “treatment”, “Therapy” y el operador

booleanos “and”.

3. INTRODUCCION
3.1. ¢QUE SON LOS TLR?

El sistema inmunitario es el encargado de proteger al individuo de las agresiones tanto
del medio interno como del medio externo, asi como de aprender a tolerar los agentes
no patogénicos. Esta compuesto por la inmunidad innata o inespecifica y la adaptativa

o especifica.
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La inmunidad innata es la primera linea de defensa del huésped contra patégenos. Sus
componentes fagocitos (incluyendo macréfagos y células dendriticas) se encuentran
siempre presentes y dispuestos a actuar inmediatamente sin requerir tiempo de
latencia. Sin embargo, no es completamente inespecifica como se pensé
originalmente, sino que es capaz de discriminar entre lo propio y una gran variedad de

patdégenos.

Antes del descubrimiento de los receptores tipo Toll (Toll-like, TLRs), la inmunidad
innata era vista como una parte poco “sofisticada” del sistema inmunolégico, no se
conocia su base molecular, y su principal objetivo fue considerado por los
inmundlogos como la iniciacidon de la respuesta inmune adaptativa. Desde que esta
familia de receptores de reconocimiento de patégenos (PPR) se describié por primera
vez en la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, se ha descubierto que los TLRs
son un componente importante en la inmunidad innata y han provocado un gran

interés por el manejo terapéutico de la misma (1).

La inmunidad innata aunque no es especifica de antigeno, si es capaz de diferenciar
patrones de estructuras microbianas conservadas o pertenecientes a grandes grupos
de microorganismos (LPS, ADN viral, ADN bacteriano, etc.) denominados patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMP), activando asi diferentes mecanismos de
activacion intracelular que van a condicionar u orientar la respuesta adaptativa.
También tiene la capacidad de reconocer sefiales enddgenas de dafio celular, llamados
en su conjunto patrones moleculares asociados a dafios (DAMP). Los DAMP y los PAMP
son reconocidos por receptores de células de la inmunidad innata que poseen PPRs,
siendo los principales los TLR. Por tanto, los TLRs representan una familia de
receptores conservados evolutivamente e involucrados en el reconocimiento de

patégenos o dafio celular y la defensa del huésped (1,2).

La familia TLRs comparte una estructura basica, son glicoproteinas transmembrana de

tipo 1 con dominio extracelular, intracelular y transmembrana (Figura 1).

- El dominio extracelular esta formado por una repeticién rica en leucina N-

terminal (LRR) que experimenta homodimerizacién o heterodimerizacién
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para el reconocimiento de ligandos detectando una amplia gama de PAMPs
o DAMPs.

- El dominio citopldsmico C-terminal es esencial para la transduccién de la
sefial del receptor Toll / interleucina IL-1 (TIR) como dominio efector que
media las interacciones que facilitan la sefializacién (2,3), consta de
aproximadamente 200 aminodcidos y contiene secuencias altamente
conservadas entre los miembros de la familia (4).

- El dominio transmembrana central combina el LRR y el TIR.

Extracellular “o

Membrane

Intracellular

Figura 1: Estructura de los TLRs.(2)

3.2. TIPO DE RECEPTORES TOLL-LIKE Y LOCALIZACION.

Hasta el momento, se han identificado 13 TLR en ratas y 10 en seres humanos, con
diferente distribucién celular. Sélo los TLRs 1 al 9 estdn conservados tanto en humanos
como en ratas, TLR10 se presenta solo en humanos y TLR11 exclusivamente en ratas
(5). Por ultimo, TLR 12 y 13 hasta el momento sélo se han descubierto en ratas. Los
TLR se expresan en varias células inmunitarias, incluyendo macréfagos, células
dendriticas, células B y tipos especificos de células T (6); ademds se encuentran en
células no relacionadas con el sistema inmune como son los fibroblastos, células

epiteliales y queratinocitos (7).
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Se ha demostrado que cada TLR reconoce componentes especificos de patégenos,
algunos de forma individual y otros en forma de heterodimero (TLR2+TLR1 o

TLR2+TLR6) (Figura 2) (8).

Imidazoquinolines

. . (anti-viral compounds)
triacylated diacylated

lipoprotein lipoprotein Hageliin CpODNA ;PS

- MD-2

TLRIEETIR2 EE —TLR9 HTLR4
=B TLR6FE =

Figura 2. TLRs y sus ligandos (8).

Los TLRs se pueden dividir en dos grandes grupos segun su ubicacion celular para el

reconocimiento de los ligandos:

- Llos TLRs 1, 2, 4, 5, y 6 se expresan en la superficie celular y reconocen
principalmente componentes microbianos (lipoproteinas, lipidos y proteinas)
localizados en la superficie o membranas externas/internas de varias bacterias.

- LosTLRs 3, 7, 8,y 9, se encuentran casi exclusivamente en los compartimentos
intracelulares en los endosomas de células inmunes especificas, y son capaces
de reconocer patrones de ADN o ARN de patdgenos intracelulares; en su

mayoria, detectan acidos nucleicos de patdgenos (2,6-8).
Cada TLR reconoce patrones especificos de componentes microbianos (Tabla 1) (7,9):
- TLR1: se encuentra funcionalmente asociado a TLR2.

- TLR2: es esencial para el reconocimiento de los lipopéptidos microbianos,
por lo que reconoce un amplio rango de PAMPs. El mecanismo por el que
TLR2 reconoce una amplia variedad de componentes microbianos se explica
por el hecho de que forma dimeros con TLR1 y TLR6, como se ha

comentado anteriormente.
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TLR3: juega un papel central en la activacion de la respuesta inmune del
huésped a infecciones virales y modula efectos protectores o perjudiciales
contra diversas infecciones virales (9). La activacion de TLR3 activa la
defensa inmunoldgica antiviral (protectora), mientras que la activacion

excesiva desencadena una respuesta inmunorreguladora (perjudicial).

TLR4: Es esencial para el reconocimiento del lipopolisacaridos bacteriano
(LPS), componente mayoritario de la membrana externa de las bacterias

Gram-negativas, con una potente actividad inmunoestimulatoria.

TLR5: reconoce un mondémero de flagelina, proteina estructural de los
flagelos de las bacterias. Este receptor se expresa en la membrana
basolateral de las células epiteliales intestinales y en las superficies
luminales de las células que recubren la traquea, bronquios y alveolos, lo
que indica el papel tan importante que tiene en el reconocimiento

microbiano a nivel de las superficies de las mucosas.

TLR6: como en el caso de TLR1, este receptor se encuentra asociado
funcionalmente con TLR2. La co-expresién de ambos receptores es un
requisito indispensable para el reconocimiento de diacillipopéptidos

derivados de micoplasma.

TLR7: se expresa en las membranas endosomales. Se ha observado que
puede reconocer ARN de cadena sencilla (ARNss) procedente de virus como

el VIH, virus de la estomatitis vesicular y virus influenza.

TLR8: el gen que codifica para este receptor presenta mucha homologia con

el gen del TLR7, ambos localizados en el cromosoma X.

TLR9: es esencial para el reconocimiento de ADN procedente de bacterias y
virus. De forma similar a TLR7, TLR9 esta involucrado en la patogénesis de

enfermedades autoinmunes.

TLR10: este receptor se ha identificado como una molécula estrechamente
relacionada a TLR1 y TLR6 aunque su ligando por el momento es

desconocido.
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- TLR11: es una molécula no funcional en humanos, ya que presenta un

codon stop en el gen TLR11.

Tabla 1. Ligandos enddgenos y exdgenos de los receptores Toll-like. (7)

TLR

Microorganismos

Ligandos endégenos

Fuente natural

TLR1

TLR2

TLR3

TLR 4

TLR5

TLR 6

TLR 7

TLR 8

TLR 9

Mycobacterias
Bacterias Gram +

Mycobacterias

Levaduras y otros
hongos

Virus

Bacterias Gram -

Virus respiratorio

sincitial
Bacterias
Mycobacterias
Virus

Virus

ADN bacteriano

no determinado
HSP60,70

HMGB1

Acido hialurénico

ARNds

HSP60,70

HMGB1

no determinado
no determinado
ARN ss
ARN ss

ADN

Dafio celular

Dafio/muerte
celular

Matriz
extracelular

Células
necroticas

Dafio celular

Dafio/muerte
celular

Muerte celular
Muerte celular

Muerte celular

3.3. VIiAS DE SENALIZACION.

Desde el descubrimiento del primer TLR humano en los afos noventa, este campo de

investigacion ha avanzado rapidamente; se han descubierto nuevos receptores,

muchos de sus ligandos y también se han identificado sus vias de sefializacién

asociadas.

La sefializaciéon se inicia por la uniéon de los PAMPs a los TLR en la membrana

plasmatica (TLRs 1-6) o dentro de la membrana de compartimientos endosomales

(TLRs 7-9). La dimerizacion de los TLR activa la cascada de seializacién que se origina

10



Papel de la inmunidad innata en el Sistema Nervioso Central: Enfermedad de Alzheimer.

en el dominio intracelular TIR, donde se encuentran los lugares de unién para
proteinas intracelulares adaptadoras (4,6,7).
Las respuestas diferentes mediadas por ligandos TLR distintos pueden explicarse en
parte por el uso selectivo de estas moléculas adaptadoras, las principales son: MyD88,
MAL, TRIF, TRAM y SARM (10-12):
1. La proteina de respuesta primaria 88 (MYD88) de diferenciacion mieloide.
MyD88 es un adaptador comun a la sefializacidon de todos los TLR, excepto
TLR3, y es imprescindible para la induccién de citoquinas inflamatorias, TNF-
alfa e IL-12.
2. La proteina similar al adaptador MYD88 (MAL).
3. El adaptador que contiene dominio TIR, proteina que induce interferén beta
(TRIF).
4. La molécula adaptadora relacionada con TRIF (TRAM).

5. Quinto adaptador, SARM, que regula negativamente el TRIF.

En 1997, se demostrd que la MYD88, una proteina que inicialmente estaba implicada
en la diferenciacidn de células mieloides, se unia a IL1R1 para conducir la sefializacion
a través de la via NF-kB.

MyD88 posee el dominio TIR en la porcién C-terminal, y un dominio de muerte en la
porcion N-terminal. MyD88 se asocia con el dominio TIR de TLRs. Por tanto, los
adaptadores que contienen dominio TIR proporcionan especificidad de sefializacién
TLR y es esencial para la induccidn de citocinas inflamatorias desencadenadas por
todos los TLR.

En el caso de la sefializaciéon de las vias TLR 1, 2, 5, 6, 7 y 9 estas se llevan a cabo
exclusivamente por medio de la intervencion del adaptador MyD88. Por otro lado, el
receptor TLR3 utiliza de manera exclusiva el adaptador TRIF para su sefializacién,
mientras que el receptor TLR4 utiliza las vias mediadas por TRIF y MyD88. La cascada
prosigue mediante el reclutamiento de una serie de adaptadores proteicos (IRAK-1,
IRAK-4, RIP1, TRAF5, IRF7, TAK1 y otros dependiendo de la via) que terminan
finalmente con la transcripcion de factores como NF-kB, IRF-3, 7, 5 y AP-1, lo que
finalmente converge en la produccidn de citocinas proinflamatorias e interferones tipo

| (Figura 3) (8,10,11).

11
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Figura 3 | Vias de sefializacion TLR de mamiferos (11).

4.- SISTEMA NERVIOSO CENTRAL E INMUNIDAD INNATA

La inmunidad innata en el SNC depende principalmente de las funciones de las células
gliales, especialmente los astrocitos y la microglia, que son importantes para el control
temprano de la replicacion del patégeno, el reclutamiento y la activacién del sistema
inmune adaptativo requerido para el reconocimiento y la eliminacién del patégeno (4).
La mayoria de los estudios sobre las respuestas inmunes innatas en el SNC se han

centrado en microglia, sin embargo, recientemente se ha sugerido que los astrocitos

12
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tienen un papel complejo y dual en la regulacion local de la reactividad inmune (16).

Por otro lado, la activacidon de la microglia induce la proliferacion de astrocitos (17).

Ademas de la glia, otros tipos celulares en SNC - neuronas y células endoteliales - estan
equipados con receptores inmunes innatos y pueden responder directamente a
DAMPs o PAMPs. Por lo tanto, estas células también pueden contribuir a las

respuestas inflamatorias en el SNC.

Durante décadas, el SNC ha sido visto como un sistema inmune-privilegiado, donde la
inflamacidn sélo podia ocurrir a través de la infeccidn directa o después de la ruptura
de la barrera hematoencefilica y la posterior infiltracion de las células inmunes
periféricas. Actualmente se sabe que diferentes tipos celulares del SNC expresan
receptores especializados de reconocimiento de patrones —PRRs- que pueden
desencadenar vias de seializacion inflamatoria. La activacion de TLRs y sus co-
receptores por DAMPs y PAMPs inicia una respuesta inmune que estd orientada a
proteger el SNC contra patégenos invasores y agentes dafinos. Ademads, existe
evidencia de que los ligandos PRR derivados del huésped -DAMPs- pueden encontrarse
en encéfalos enfermos en forma de proteinas plegadas erréneamente, péptidos

agregados o acidos nucleicos mal localizados (13,14).

4.1 . MICROGLIA

La microglia representa el componente celular principal del sistema inmune innato del
SNC. En el adulto sano comprende aproximadamente el 10%-15% de las células totales
y se distribuye por el parénquima neural, proporcionando una cobertura completa de
todo el encéfalo y la médula espinal (Figura 4). La microglia proviene de precursores
que expresan la actividad estimulante de colonias de macréfagos y se encuentran en el
saco vitelino mesodérmico entre el dia embrionario 8,5y 9,5, en un momento en que
la barrera hematoencefdlica se cierra y restringe la migracion celular al cerebro

(13,17,18).

Anatdmicamente, la microglia se expresa mas en el telencéfalo o el diencéfalo que en

el mesencéfalo. Su reparticion varia también entre la sustancia gris y blanca y de

13
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acuerdo con la mielinizacion de los axones, ya que las partes mielinizadas del encéfalo
tienen una mayor densidad de células microgliales que las dreas no mielinizadas en la

misma region.

Las funciones fisiologicas de la microglia son importantes para mantener la
homeostasis tisular, la integridad neuronal y el funcionamiento de la red nerviosa (13).
Dado su origen y sus capacidades (motilidad, proliferacion, fagocitosis, secrecion de
moléculas solubles, etc.), muy cercanas a las de los macréfagos, las células microgliales
son a menudo llamadas "macréfagos cerebrales" (18,19). La microglia busca
constantemente las sinapsis disfuncionales, que son capaces de eliminar por
fagocitosis. La pérdida, desviacion o perturbacion funcional de la microglia puede
ocurrir en respuesta a la neurodegeneracion y puede contribuir a la patogénesis ya la

progresion de la enfermedad.

La superficie de la célula microglial estd compuesta por numerosos transportadores,
canales y receptores. Estos incluyen receptores para neurotransmisores,

neurohormonas, neuromoduladores, citocinas y quimiocinas, asi como PRRs (13,18).

Al igual que otras células similares a los macrdéfagos, la microglia puede expresar
esencialmente todos los miembros de la familia TLR (expresa ARN mensajero para TLRs
1-9) (20,21). Mientras que la expresion de TLR es dificilmente detectable en microglia

en reposo en un SNC sano, multiples TLR aparecen rapidamente al activar estas células

(4).

Los TLRs microgliales son cruciales en la primera linea de defensa contra la infeccidn
bacteriana o viral, cuya activacion inicia procesos de sefializacion para producir una
gran variedad de mediadores inflamatorios. Las células microgliales fagocitan las
neuronas apoptoéticas y secretan factores inflamatorios para atraer otras células
inmunitarias al sitio de la lesion (18). El resultado funcional de la activacion inducida
por TLR de la microglia en el SNC depende de un sutil equilibrio entre los efectos

protectores y nocivos (20).

14
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4.2.- ASTROCITOS

Los astrocitos son células macrogliales de origen neuroectodérmico descritas por
primera vez por Santiago Ramoén y Cajal. Los astrocitos son la poblacion de células
gliales mdas abundante ya que comprenden entre el 20% y 50% del volumen celular del

SNC.

Anatémicamente, los encontramos recubriendo la superficie externa del encéfalo y
médula espinal, formando una capa limitrofe que aisla a las neuronas de las
membranas meningeas, denominada genéricamente como “membrana glial limitante"
o “glia limitans”. Las prolongaciones gliales también recubren a las células
ependimarias que forman las paredes de los ventriculos y del canal central. Ademas,

envuelven a los capilares formando parte de la denominada barrera hematoencefalica.

Los astrocitos ejercen funciones esenciales que aseguran la homeostasis neuronal,
actuando como tampdn del contenido idnico del medio extracelular cerebral; también
participan en el mantenimiento la funcién neuronal produciendo citocinas que actuan

como coordinadoras de la comunicacion neurona-glia.

Ademads los astrocitos pueden comportarse como células fagociticas y pueden
transformarse en neuronas cuando el cerebro necesita reconstruir redes neuronales
funcionales dafiadas (22). Por tanto, participan en procesos de reparacién dentro del

SNC produciendo factores neurotréficos y neuroprotectores (16).

Los astrocitos expresan una amplia variedad de TLRs, pero en concentraciones mas
bajas que la microglia (4); expresan ARN mensajero especialmente para TLR3, y en

menor cantidad TLR 1, 4,5y 9, y de forma casi indetectable para 2, 6, 7, 8 y 10 (20,21).

La sefializacion TLR en los astrocitos puede activar directamente la produccién de una
amplia gama de mediadores neuroprotectores y antiinflamatorios. Al igual que la
microglia, en el SNC humano sano los astrocitos apenas expresan TLRs (23), pero
tardan mucho mas tiempo que la microglia para incrementar la expresién de TLR o

para producir citoquinas y factores de crecimiento en respuesta a la activacién de TLR

(4).
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Figura 4. Expresion de los miembros de la familia TLR en las células del SNC: La microglia expresa todos
los TLR identificados hasta la fecha, mientras que los astrocitos, oligodendrocitos y neuronas expresan

un repertorio de TLR mas limitado.

5. IMUNIDAD INNATA Y NEURODEGENERACION.

La respuesta inmune adaptativa juega un papel importante en la resolucién de la
inflamacién y en la mediacion de la neuroproteccién y la reparacion como se ha
comentado, pero también estd implicada en enfermedades neurodegenerativas. La
inflamacién aguda en el cerebro es protectora, ya que elimina patdgenos y desechos
celulares y conduce a la reparacion del tejido. Sin embargo, en las enfermedades
neurodegenerativas se ha observado una inflamacién prolongada en el cerebro, que
provoca neurotoxicidad progresiva que conduce a una pérdida neuronal irreversible.

Por lo tanto, esta inflamacion prolongada debe estar estrictamente regulada.

En el SNC, los procesos degenerativos se caracterizan por cambios morfolégicos,
anatédmicos y funcionales que conducen a una pérdida neuronal precoz, crénica y
progresiva. La neurodegeneracion y la pérdida de neuronas es la principal causa de

disfuncién cognitiva y motora. Aunque la degeneracion neuronal es bien conocida en
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las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, también se observa en las infecciones
neurotréficas, lesiones traumdticas del cerebro y médula espinal, accidentes
cerebrovasculares, trastornos neoplasicos, enfermedades pridnicas, enfermedad de
Huntington, demencia frontotemporal, miastenia gravis, esclerosis multiple vy
esclerosis lateral amiotréfica, asi como trastornos neuropsiquidtricos y trastornos

genéticos.

Un vinculo comun entre estas enfermedades es la activacion crénica de las respuestas
inmunitarias innatas (14), la microglia y los astrocitos no solo actian como células
presentadoras de antigenos, sino que son células potencialmente reactivas que causan
lesiones a la barrera hematoencefélica, que se vuelve mas permeable para las células
inmunes de la periferia. La liberacién de citocinas, quimiocinas, especies reactivas de
oxigeno y mediadores proinflamatorios por células gliales reactivas conduce a
neurotoxicidad y puede acelerar la neurodegeneracion (16,24). Es posible que en
determinadas condiciones, la microglia se inhiba para evitar danos prolongados,
mientras que en otras situaciones, la restriccion de la respuesta inmune innata puede

perjudicar los procesos regenerativos y la proteccion contra patégenos invasores (25).

En el SNC, la microglia explora siempre el microambiente produciendo factores que
influyen en astrocitos y neuronas adyacentes, particularmente en respuesta a la
infeccion o lesidn de células neuronales. Esto conduce a la activacion de una respuesta
inflamatoria que ademas compromete una respuesta transitoria y autolimitada a
través del sistema inmunitario e inicia la reparacidén tisular. Bajo condiciones
patoldgicas, cuando los mecanismos normales de resolucién fallan, hay una activacién
anormal y la produccién de factores inflamatorios, lo que conduce al estado

neuroinflamatorio crénico y la progresion de los cambios neurodegenerativos.

Existe evidencia de que esta activacion permanente de la microglia inducida por TLR y
la liberacion de moléculas proinflamatorias (tales como citocinas, enzimas, moléculas
de adhesién y radicales libres (20) son responsables de procesos neurotdxicos en el

curso de diversas enfermedades del SNC.
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Por lo tanto, el papel de TLRs en la mediacién de la respuesta celular a las condiciones
de estrés puede desempeiiar un papel crucial en la progresidon de una enfermedad

neuroldgica (4).

La actual evidencia del papel patogénico y la activacién de vias de inflamacién que se
deben a la activacién de la microglia, nos lleva a profundizar en la descripcion y analisis
de un proceso neurodegenerativo muy prevalente en nuestro siglo, tanto asi que llega

II’

a denominarse la “epidemia del siglo XXI” y que actualmente carece de una cura como

es la enfermedad de Alzheimer.

6. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa progresiva,
caracterizada por déficits de memoria progresivos, alteraciones cognitivas y cambios
de personalidad. Morfolégicamente se observa deposicion en el SNC de placas seniles
con contenido de B-amiloide extracelular y ovillos neurofibrilares intracelulares

compuestos de proteina tau hiperfosforilada (4).

La EA fue descrita por primera vez por el Dr. Alois Alzheimer en 1907 y actualmente es
la forma de demencia mds prevalente en todo el mundo, correspondiendo
aproximadamente al 50-60% de todas las demencias. Constituye la tercera
enfermedad en coste social y econdmico superada sdlo por la cardiopatia isquémica y

el cancer, y la cuarta causa de muerte en los paises industrializados.

En los ultimos 20 afios los investigadores han hecho grandes progresos en los ambitos
de la EA, con respecto a la etiologia, la prevencion, el diagndstico y el tratamiento. Sin
embargo, la etiologia exacta sigue siendo un misterio, el diagndstico definitivo puede
hacerse Unicamente después de la muerte y los tratamientos actuales solo pueden

retrasar la progresion de la enfermedad de forma temporal (26).

La edad es el principal factor de riesgo para la EA; existe una correlacidn positiva entre
el aumento de la edad y la incidencia de EA. Aunque la mayoria de los casos son
esporadicos, un pequefio numero de casos son heredados y estan vinculados a
mutaciones autosémicas dominantes en genes cuyos productos participan en el
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procesamiento y la produccidon de AB. También se ha demostrado que los factores
vasculares, ambientales y sociales, ademas de los habitos de vida y la medicacién,
estan asociados con un aumento o disminucién del riesgo de EA (19).En particular, la
infeccion por el virus del herpes simple (HSV), también se sugiere que esté implicada

en la patogénesis de la EA (27).

Las placas de B-amiloide son agregados extracelulares formados por un péptidos de
fundamentalmente 40-42 aminodcidos, que se sintetizan a partir de la proteina
precursora de amiloide (APP) (16). En condiciones fisioldgicas, la actividad de la APP
conlleva mayoritariamente a la produccidon del péptido AB40, mientras que los
pacientes con la EA tienen una elevada produccion de AB42. La actividad normal de AB
incluye la activacion de quinasas, la proteccién contra el estrés oxidativo, la regulacién
del transporte de colesterol actuando como un factor de transcripcion y usan accion
antimicrobiana (especialmente asociado con su actividad pro-inflamatoria). La
mutaciéon del gen que codifica para la APP da lugar al desarrollo de formas
autosdmicas dominantes de aparicion temprana de la EA que conducen a un aumento

de la relacion AB42 / AB40 que se correlaciona con el inicio de la enfermedad.

El AB se acumula lentamente durante décadas de forma asintomatica. De acuerdo con
la "hipdtesis amiloide", la EA surge como consecuencia de un desequilibrio entre la
produccién de AB y su eliminacién. Esto conduce a una acumulacién anormal en el SNC
de AP en diversas formas, incluyendo los péptidos AB42, que forman agregados de
fibrillas insolubles con un alto contenido en conformacién de hojas B caracteristico de
proteinas amiloides. Estos agregados forman depdsitos focales extracelulares a modo
de placas en las regiones cerebrales del aprendizaje y la memoria, y en la pared de los
vasos sanguineos. Las placas AB y los ovillos neurofibrilares intraneuronales parecen
inducir una activacién de la glia (microglia activada y astrocitos reactivos) que estimula

una respuesta inflamatoria crénica en la EA (28).

Por lo tanto, el desencadenante mas importante para EA es la acumulacion téxica del
péptido AR anormalmente plegado. El fallo en la eliminacidn de las placas AB genera
respuestas neuroinflamatorias y neurodegenerativas que provoca la muerte por

apoptosis de las neuronas afectadas.
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6.1.- INMUNIDAD INNATA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Estudios recientes indican que la respuesta inmune inflamatoria innata no es

simplemente un espectador en la EA, sino que es un potente factor patogénico en el

proceso de la neurodegeneracién. El papel inflamatorio en la progresién de la

enfermedad en la EA no se conoce completamente, aunque existen hallazgos que

sugieren que los depdsitos de AB y ovillos neurofibrilares intracelulares de proteinas

tau activan una respuesta inmune innata potencialmente patoldgica (29).

La microglia y los astrocitos juegan un papel central en la patogénesis de la EA. (Figura

5).

- En la fase temprana de la enfermedad, la microglia activada y los astrocitos

reactivos ejercen una neuroproteccion contra la toxicidad inducida por A,
mediada a través de fagocitosis. Los TLRs juegan un papel clave en la
depuracion microglial del AR, las proteinas neurotdxicas y las células
apoptaéticas, contribuyendo a la defensa del SNC y a prevenir la muerte celular

indiscriminada y el dafio tisular no controlado.

- A medida que la enfermedad avanza, el fallo en la eliminacién de AB conduce a

la acumulacién de agregados amiloides que inducen una respuesta inflamatoria
local, la cual persiste y evoluciona a crénica que a su vez ocasiona una
degeneracion neuronal y un aumento de los depdsitos de AB. Los TLRs
especificos activan la cascada inflamatoria que produce mediadores

proinflamatorios implicados en los efectos deletéreos de AP.

Por lo tanto existe un doble papel de las vias de sefalizacion de los TLRs en la EA
gue pueden tanto mediar la captacion de AB y desempenar un papel beneficioso,
como inducir la produccidon persistente de citoquinas proinflamatorias,
desempefiando un papel perjudicial (Figura 5). Se han encontrado células de
microglia y astrocitos activados estratégicamente localizados en las proximidades

de las placas seniles.
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Figura 5. Sefializaciéon TLR de la microglia en las enfermedades neurodegenerativas. La deposicidon
anormal de proteinas en diferentes enfermedades neurodegenerativas puede activar las células
microgliales a través de TLRs. La activacién microglial puede conducir a dafio neuronal adicional a través
de la secrecidon de citoquinas proinflamatorias, tales como IL-6 y TNF-a, o a neuroproteccion por
secrecidn de citoquinas antiinflamatorias, tales como IL-10, que pueden prevenir la muerte neuronal.

TLRs 2, 4 y 9 modulan la fagocitosis (rojo) y el aclaramiento de amiloide (4).

La activacién en las células de la microglia de los TLR2, TLR4 y TLR9 puede mejorar la
eliminacion de AB en las primeras etapas de la enfermedad ya que estos receptores
modulan la fagocitosis. También, la activacion microglial de TLR9 puede dar lugar a una
neuroproteccion por la secrecién de citoquinas antiinflamatorias, tales como IL-10, que

pueden prevenir la muerte neuronal (4).

Sin embargo, con el tiempo la activacion microglial puede conducir a dafio neuronal.
TLR2 y TLR4 estan involucrados tanto en la eliminacion de AB como en la respuesta

neuroinflamatoria inducida por AB a través de la secrecién de citoquinas
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proinflamatorias, tales como IL-6 y TNF-a (30). Estudios recientes han demostrado que
el reconocimiento mediado por CD36 junto con el heterodimero TLR4 y TLR6 conduce
a la induccion de mediadores proinflamatorios implicados en los efectos deletéreos de
AB (29,31). TLR7 y TLR8 estan relacionados filogenéticamente y estructuralmente, pero
de momento sélo TLR7 (que se localiza en las neuronas, astrocitos y microglia) parece
gue esta involucrado en la secrecién de citoquinas proinflamatorias (4). La activacion
de la caspasa-3 y el adaptador MyD88 estan implicados en el dafo y muerte celular
neuronal mediado por dicho TLR7. Pero se necesitan mas investigaciones para
establecer el impacto clinico de la lesién neuronal provocada por ligandos de ARN a

través de TLR7 en trastornos especificos de la EA en el SNC.

En el caso de TLR3, una sefial temprana mediada por este receptor mejora la autofagia
de AB neuronal, pero en la fase tardia aumenta la apoptosis neuronal. Por lo tanto,
también podemos afiadir la activacion de TLR3 a la lista de receptores de
reconocimiento de patrones susceptibles de ser capaces de exacerbar esta

enfermedad neurodegenerativa (9,32).

La expresidn de TLR8 y TLR9, dos receptores que se activan por los subproductos de
replicacion viral, es significativamente mayor en los individuos con un deterioro
cognitivo leve que no ha alcanzado aun a la EA. Esto se correlaciona con voliumenes de
hipocampo mejor conservados, lo que sugiere que la capacidad de activar respuestas
antivirales mas fuertes se asocia con la proteccién contra la EA. Sin embargo, la
produccién reducida de citocinas proinflamatorias detectadas en pacientes con EA esta
en contraste aparente con los resultados de TLR y necesita ser analizado mas a fondo

(27).

6.2.-TRATAMIENTO ACTUAL Y PERSPECTIVAS FUTURAS.

El tratamiento de la EA sigue siendo un gran desafio debido en gran medida al
desconocimiento que existe aun de la patogénesis de la enfermedad. La EA es una

enfermedad de multiples componentes y muchas etapas bioldgicas y fisioldgicas que
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afecta a una poblacidén cada vez mas envejecida, por lo que existe una necesidad

urgente de enfoques terapéuticos nuevos y mas eficaces (33).

Hasta el momento no se dispone de un farmaco o la combinacion de ellos con elevado
porcentaje de seguridad y eficacia para tratar la EA. Durante las ultimas décadas se
han hecho muchos esfuerzos para encontrar el tratamiento definitivo para la EA. El
tratamiento actual proporciona sélo alivio sintomatico por tanto consiste en una
terapia paliativa temporal que disminuye la tasa de deterioro cognitivo asociado con la
EA. En este tratamiento se utilizan, entre otros, farmacos, como son los inhibidores de
la colinesterasa - la rivastigmina, la galantamina y el donepezil- que incrementan las
concentraciones de acetilcolina, un neurotransmisor que esta involucrado en el
aprendizaje y provocan una mejora temporal de la cognicién, los sintomas

conductuales y las tareas rutinarias (34).

Los antioxidantes y la dieta mediterrdnea parece que pueden prevenir la
degeneracion neuronal eliminando especies reactivas de oxigeno o previniendo su

formacion, la vitamina E es el antioxidante mas comunmente utilizado (26).

Algunos estudios clinicos han sugerido que los antiinflamatorios no esteroides pueden
ser usados para prevenir la EA. El mecanismo de accidén de este grupo farmacoldgico
puede ser la inhibicién de la inflamacion asociada con la generacién de las placas

seniles (26).

Como se ha indicado anteriormente, existe una amplia evidencia que sugiere que no
solo las células microgliales sino también otros tipos celulares en el cerebro -como
astrocitos, neuronas y células endoteliales- son inmunocompetentes y expresan
receptores inmunes innatos que son capaces de reconocer las sefiales de peligro.
Existe una unanimidad en la necesidad de una mayor comprension de estos procesos
para desarrollar y probar con seguridad nuevas intervenciones terapéuticas dirigidas a

las vias inflamatorias en el contexto de la enfermedad neurodegenerativa.

Desde el descubrimiento de TLR, muchas empresas internacionales han centrado sus
esfuerzos en el desarrollo de farmacos altamente especificos dirigidos a dichos

receptores para el tratamiento de cancer, enfermedades autoinmunes, inflamatorias e
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infecciosas. Se han desarrollado versiones sintéticas de reguladores positivos
(agonistas) y negativos (antagonistas) de la sefializacion de TLR con propiedades
farmacoldgicas optimizadas para uso terapéutico, y muchos de ellos han demostrado
ser agentes efectivos para la regulacién de la inmunidad innata, pero todavia no en la

EA.

La manipulacion de la sefializacién de los TLR posee una inmensa posibilidad
terapéutica, pero al mismo tiempo también existe un riesgo considerable. La evidencia
actual hasta la fecha sugiere que las respuestas mediadas por TLR pueden ejercer
efectos beneficiosos vs perjudiciales, dependiendo de la fuerza y el tiempo de la sefial
activadora. Por ejemplo, la capacidad de los ligandos de TLR para desencadenar
respuestas inmunes adaptativas puede identificar nuevos adyuvantes y el potencial
para el disefio y la manipulacidon de vacunas, aunque a la inversa puede exacerbar
trastornos inflamatorios subyacentes tales como aterosclerosis y enfermedades

autoinmunes (35).

La combinacién de ligandos de TLR podria usarse en diferentes etapas de la EA para
aumentar o suprimir la inmunidad innata. En la etapa temprana es cuando es crucial
para aumentar las capacidades fagociticas y neuronales autofagicas de la glia, pueden
usarse agonistas especificos de TLRs. En cambio, en la fase tardia, caracterizada por
una mayor neuroinflamacion y células microgliales sobre activadas asociadas con
depdsitos de AP fibrilar, antagonistas especificos de TLRs podrian ser Utiles para
reducir la produccion de citoquinas proinflamatorias. Ademds, se pueden usar
agonistas de TLRs seleccionados como coadyuvantes de vacunas en la inmunizacién
con AP para potenciar aun mas las respuestas inmunes vy la eficacia de la inmunizacién

(35).

Como se ha dicho anteriormente los TLR 2, 4, 5, 7 y 9 estan implicados en la respuesta
pro-inflamatoria de la microglia hacia AB, que puede estar relacionada con la
neurotoxicidad. Sin embargo, la activacion de los TLR 2, 4 y 9 también estd relacionada
tanto con la fagocitosis del AB neurotéxico, como con una respuesta antiinflamatoria
(TLR9), que puede conducir a neuroproteccién. Por lo tanto, los niveles elevados de

expresion de los TLR 2, 4 y 9, a través de la modificacidon genética o hacia agonistas
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especificos, pueden ser una aplicacidn terapéutica en la EA. De hecho, una publicacién
reciente sugiere el uso de TLRs 2 y 4 agonista como un activador de macrofagos

especificos para aumentar la eliminacién de AB en un modelo de ratén de EA (4).

Ademas de los anteriores receptores, los agonistas de TLR3 especificos también

pueden ofrecer efectos beneficiosos en el tratamiento de EA (9).

Un candidato prometedor dirigido a TLR3 podria estar representado por Rintatolimod
(nombre comercial Ampligen®), un acido ribonucleico bicatenario sintético (dsRNA)
que actia como modificador de respuesta bioldgica antiviral capaz de activar
selectivamente la via mediada por TLR3-TRIF, sin activar otros TLRs y sin inducir
inflamacién (29). Dado que la neuroinflamacidn participa en la EA de la pérdida de la
funcion cerebral, los TLR-3-agonistas podrian inducir un efecto protector en la etapa
media / tardia de la enfermedad. El principal punto beneficioso de estos farmacos es
gue muestran menos efectos secundarios y menor o ninguna toxicidad, en
comparacion con la de los farmacos de uso comun en el tratamiento de la EA. Se
necesitan mds investigaciones para alcanzar finalmente el objetivo de bloquear la
neuroinflamacion y la progresién de la enfermedad. En la actualidad, Ampligen® ha
mostrado resultados prometedores en el tratamiento de otras enfermedades como
cancer, el VIH, la influenza, la infeccion por hepatitis B y C y el sindrome de fatiga

cronica / encefalomielitis midlgica (21,22).

La experiencia reciente en la utilizacién de abordajes inmunoterapéuticos en pacientes
con EA sugiere que para obtener beneficios clinicos, es fundamental reducir también la
patologia relacionada a la proteina tau. Ademas, los estudios previos en los modelos
de EA han demostrado que algunas formas de estimulacién de TLR puede promover un

aumento de la patologia asociada a la tau (36).

La proteina Tau es una proteina altamente asociada a los microtubulos (MAP). A través
de sus isoformas y fosforilacién, la proteina tau interactia con la tubulina para
estabilizar el montaje de los microtubulos. Las proteinas tau constituyen una familia de
seis isoformas en el rango de 352-441 aminoacidos. Las mutaciones que alteran la
funcién y la expresién de isoformas de tau conducen a su hiperfosforilacién. Esta

estructura insoluble (tau hiperfosforilada) dana las funciones citoplasmaticas e
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interfiere con el transporte axonal, que puede conducir a la muerte celular. Todas las
isoformas de tau estan presentes en un estado a menudo hiperfosforilado en los

filamentos helicoidales emparejados en la EA (37).

7.- CONCLUSIONES

- El descubrimiento de TLRs de mamiferos y su papel critico en la deteccién y
respuesta ante patrones moleculares asociados a patdégenos ha ampliado
enormemente nuestra comprensién de la respuesta inmune innata a la
infeccion y dafio celular.

- La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por una prolongada respuesta
inflamatoria en la que las células de la glia desarrollan un papel crucial. Los
mecanismos moleculares que subyacen a las condiciones inflamatorias siguen
siendo poco comprendidos.

- Numerosas evidencias apoyan la hipdtesis de que la microglia activada,
principal responsable de la respuesta inmune innata en el SNC, juega un papel
fundamental en la progresién de la enfermedad: ya sea mediante la depuracion
de los depdsitos de AP por la actividad fagocitica o por la liberacion de
sustancias citotdxicas y citocinas pro-inflamatorias.

- En la actualidad, no hay cura para la EA, aunque hay formas de frenar su
progresidn y ayudar a atenuar algunos sintomas en los pacientes afectados. Por
otra parte, la terapéutica actual muestran sélo una eficacia limitada en la
mejora de los sintomas y en la mejora de la capacidad cognitiva. En
consecuencia, el desarrollo de terapias mas seguras y eficaces es un desafio

inmediato e importante.
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deficit.

9.- ABREVIATURAS

APB: Beta amiloide.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AP 1: Proteina activadora 1.

ARN: Acido ribonucleico.

ARN ss: ARN monocatenario.

DAMP: Dafio asociado a microorganimos patogenos.
EA: Enfermedad de Alzheimer.

IL: Interleucina.

IRAK: Quinasas asociadas a IL-1R.

IRF: Factores reguladores de interferén.

LPS: Lipopolisacaridos.

LRR: repeticidn rica en leucina N-terminal.

MAL: Como el adaptador MYD88.

MAP: Proteina precursora amiloide.

MyD88: Proteina de respuesta primaria 88.

NF-KB: Factor nuclear KB.

PAMP: Patrones moleculares asociados a patogenos.
PPR: Receptores de reconocimiento de patdgenos.
Proteina t: Proteina tau.

RIP: Proteina de interaccién con el receptor 1.
SARM: Proteina 1 que contiene un elemento estéril-a y armadillo.
SNC: Sistema nervioso central.

TAK: Quinasa activada con TGFB

TIR: receptor Toll / interleucina IL-1.

TLR: Receptores tipo Toll.

TNF: Factor de necrosis tumoral.

TRAF: Factores asociados al receptor de TNF.

TRAM: Molécula adaptadora relacionada con TRIF.

TRIF: TIR que contiene el dominio de la proteina que induce IFN B.
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