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Receptores similares a Toll en peces: el inicio

de la divergencia

La inmunidad innata utiliza mecanismos de basados en el reconocimiento no clonal de
componentes microbianos, denominados PAMPs, mediante el uso de receptores de
reconocimiento de patrón genéticamente codificados (e.g. receptores similares a toll). Los
PAMPs son estructuras esenciales para la fisiología y supervivencia de los microbios. Los
receptores similares a Toll son una familia de receptores de transmembrana tipo I, con un
dominio rico en leucina aminoterminal y una cola intracelular carboxiterminal; los cuales
son expresados en diversas células incluyendo neutrófilos, macrófagos, células dendríticas,
entre otras. Las vías de activación incluyen reclutamiento de proteínas citoplasmáticas
adaptadoras que activan kinasas y factores asociados al factor de necrosis tumoral,
conllevando a la activación de factores nucleares y a la producción de citoquinas y expresión
de moléculas coestimuladoras de superficie en las células presentadoras de antígenos. El
conocimiento acerca de los receptores similares a Toll permite el entendimiento de la
dinámica de la respuesta inmune así como los procesos involucrados en el reconocimiento
de los agentes microbianos. Esta revisión se enfoca en la identificación de los diversos
receptores similares a Toll en peces, sus funciones e interacciones con otros así como la
homología e identidad entre animales.

Palabras clave: (inmunidad innata), (peces), (receptores similares a Toll), (reconocimiento
molecular).

Innate immunity initiates mechanisms based on the non-clonal recognition of microbial
components, so-called PAMPs by using a variety of gene-encoded pattern recognition receptors
(e.g. toll-like receptors). PAMPs are essential structures for the physiology and survival of the
microbes. Toll-like receptors are transmembrane receptors family type I, with an aminoterminal
leucin-rich repeat domain and a carboxiterminal intracellular tail; which are expressed in cells
such as neutrophils, macrophages, dendritic cells, as well as others. Activation pathways
including the recruitment of cytoplasmic adaptor proteins that activate kinases and tumor
necrosis factor- associated factors, lead to the activation of nuclear factors and the cytokine
production and surface co-stimulatory molecules expression in antigen-presenting cells. The
knowledge about Toll-like receptor allows both the understanding of immune response dynamic
and the processes involved in the recognition of microbial agents. This review focuses on the
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identification of several fish Toll-like receptor, them functions and them interactions with
others as well as the homology and identity in animals.

Keywords: (innate immunity), (fish), (toll-like receptors), (molecular recognition)

1. Introducción

El sistema inmune se comporta como un
«supersistema», similar al sistema nervioso, y
se caracteriza por generar sus propios elementos
de un progenitor único, autoregula sus funciones
a través de procesos de adaptación (selección),
establece un autoreconocimiento molecular y
determina su propio comportamiento y posee
una relación bidireccional con otros sistemas y
tejidos48, 74. La inmunidad innata inicia los
mecanismos de defensa inmediatos basados en
reconocimiento no clonal de los componentes
microbianos7 usando una variedad de receptores
de reconocimiento de patrón codificados
genéticamente, los cuales reconocen estructuras
microbianas conservadas o patrones
moleculares asociados al patógeno (PAMPs)6.
Los PAMPs son productos internos del
metabolismo microbiano que son conservados
en la evolución, redistribuidos en una amplia
variedad de patógenos y no hallados en células
del huésped23.

Además, los PAMPs son estructuras
esenciales para la fisiología, replicación y
sobrevivencia de los microorganismos, por lo
cual el ataque del sistema inmune es efectivo y
poco susceptible de ser inactivado por
fenómenos de selección o evolución48. Los
PAMPs, así como los ligandos endógenos (i.e.
moléculas de colágeno, fibronectina, entre
otras), son reconocidos por una clase de
moléculas inmunosensoras llamadas receptores
de reconocimiento de patrón (PRR), los cuales
son parte de amplios mecanismos homeostáticos
que permiten a los organismos multicelulares
mantener un ambiente interno constante, en
términos del control de los agentes patógenos17,

62, 76. Los PRR incluyen receptores similares a
Toll (TLR), receptor del complemento tipo-3
(CR3), receptores scavengers (SR), Dectina-
1 (receptores de β-glucano) (21, 44), lectina

de unión a manano (MBL), proteína C-
reactiva (CRP), proteína amiolide sérica
(SAP)36, CD1472 y proteínas de dominio de
oligomerización unidas a nucleótidos (Nod)7.

2. Receptores similares a Toll

(TLR)

La proteína Toll está presente en los
invertebrados y es conservada en vertebrados
superiores (incluyendo los peces) así como en
plantas33. Los receptores relacionados con Toll
son caracterizados por un dominio intracito-
plasmático de 150 aminoácidos llamado TIR
(dominio homólogo Toll/IL-1R), dominios que
son compartidos con los miembros de receptores
de la familia de la Interleuquina 1 (IL-1) y los
genes de enfermedad en plantas33, 39 y es un
módulo conservado involucrado con
interacciones bimoleculares que son necesarias
para la traducción de las señales intracelulares65.
Sin embargo, la interacción de los ectodominios
de los PAMPs han evolucionado más
rápidamente que la estructura de los TIR, lo
cual podría haber inducido cambios en la
afinidad y especificidad del ligando entre
especies y presumiblemente refleje la demanda
de un ambiente microbiano altamente
cambiante65. Por otro lado, aunque el receptor
de la IL-1 (IL-1R) y los TLRs tienen diferentes
dominios extracelulares, sus dominios TIR le
permiten a ambos receptores activar vías de
transducción de señales similares6, compar-
tiendo de esta manera rutas metabólicas y
codificando respuestas conservadas que son
efectivas y redundan en una mayor eficiencia
de la respuesta.

Los TLRs son una familia de receptores
huérfanos (i.e. la porción C-terminal es
intracelular y la porción N-terminal es
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extracelular con un solo dominio de
transmembrana), de transmembrana tipo I,
caracterizados por pesos moleculares entre 90-
115 kD12, 53. Estos poseen tanto dominios de
repetición ricos en leucina (LRR) amino
terminales y una cola intracelular carboxi-
terminal con una región conservada llamada
dominio de homología de receptor Toll/
Interleuquina-16. Los dominios LRR tienen una
flexibilidad conformacional y se caracterizan por
poseer hojas β que pueden participar en
interacciones hidrofóbicas fuertes40. Mientras
en mamíferos los receptores TLR contienen un
solo grupo de motivos de cisteína C-terminal
flanqueando el extremo C-terminal en los LRRs
yuxtapuestos de la membrana plasmática, la
mayoría de los Tolls de Drosophila contienen
dos o más grupos, incluyendo el motivo N-
terminal33. Por otro lado, los factores
antimicrobianos codificados genéticamente en
insectos muestran motivos flujo arriba de
elementos de respuesta de fase aguda
conocidos por unirse a factores de transcripción
del NF-kB en mamíferos68. De otra parte, se
ha descrito que las interacciones entre los
PAMPs y los TLRs, depende principalmente
de inserciones aminoacídicas u otras
irregularidades en la superficie convexa del
LRR, estas modificaciones permiten una mayor
diversidad de reconocimiento por parte los
TLRs12.

Los TLRs poseen funciones inmunes de
respuesta frente a los PAMPs similar a lo
encontrado en invertebrados33, no obstante, en
la Drosophila las proteínas Toll participan
además en la formación embrionaria entre otros
procesos14, 45, 54, 77. En invertebrados, la proteína
Toll no reconoce directamente los PAMPs sino
que función como un receptor de citoquinas y
no como un receptor de reconocimiento de
patrón33.

2.1. Sitios de expresión

Los miembros de la familia de los TLR
son expresados por células involucradas en la
defensa del hospedero, incluyendo neutrófilos,
macrófagos, células dendríticas, células

epiteliales mucosas, células B, células T6,
células trofoblásticas (expresando TLR2 y
TLR4)1, plaquetas18, 70) y células megacario-
cíticas (TLR1 y TLR6)70.

A nivel celular y tisular, los TLRs poseen
diferentes sitios de expresión, y este sitio
depende del tipo de PAMP que ellos
reconocen (Figura 1). Algunos estudios han
clasificado algunos TLRs de acuerdo con su
patrón de expresión en: ubicuos (TLR1),
restringidos (TLR2, TLR4 y TLR5), y
específicos (TLR3)53. Recientemente, han
sido divididos en dos grupos basados en su
localización subcelular: TLR1, 2, 4, 5 y 6 los
cuales residen en la membrana celular,
mientras los TLR3, 7, 8 y 9 son intracelulares
y realizan la señalización desde un endosoma/
lisosoma47.

Por ejemplo, los fagosomas que contienen
TLR2 son capaces de discriminar entre
bacterias gram positivas y gram negativas.
Estos procesos son importantes debido a la
expresión de TLR en los compartimentos
intracelulares que les permite expresarse en
sitios donde la bacteria reside y responde a la
infección43. En otros estudios, Shiraki et al. 70

argumentan que la diferenciación de los
megacariocitos a plaquetas es modulada por
la expresión de TLRs. Además, la expresión
de TLR5 ha sido observada en la zona lateral
más no en la apical de la superficie de las
células epiteliales intestinales. Esta forma de
expresión puede constituir una estrategia a
través de la cual el hospedero solo responde a
microorganismos que lo invaden a través de la
barrera superficie mucosa39 evitando una
respuesta exagerada por sobre-estimulación
con la flora bacteriana normal.

En goldfish (Carasius auratus),
aparentemente sanos, los análisis de RT-PCR
mostraron que tejidos como el bazo y el riñón,
pero no el corazón o el hígado, expresan
niveles detectables de TLR72. Estas diferen-
cias de niveles están relacionadas con la
necesidad de reactividad de ciertos tejidos,
la cual debe ser menor en órganos vitales.
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La expresión de TLR puede ser también
un importante indicador de la aparición
temprana de macrófagos u otras células
presentadoras de antígeno37. Jault et al.,37

detectaron TLR en zebrafish (Danio rerio)
al estado de 6-8 somitas (12 horas post-
fertilización), lo cual corresponde al periodo
de formación de los progenitores de
macrófagos28, sin embargo, algunas moléculas
de la cascada de respuesta (e.g. proteína
adaptadora MyD88) no están presentes aun,
por lo cual los TLRs deben usar otra vía de
respuesta.

Athman & Philpott7 demostraron que el
TLR4 en las células epiteliales de la cripta
intestinal es expresado en el aparato de Golgi.
En un contexto fisiológico, los PAMPs
luminales podrían inducir una redistribución
dinámica de los TLRs en los compartimientos
intracelulares para mantener un fenotipo
hiporreactivo frente a la microflora7, 60

asegurando una respuesta sesgada contra
patógenos (los cuales invaden/atacan células
epiteliales). De las misma manera, Muzio et
al.52 sugirieron que la expresión de TLR4 y
TLR2 puede ser regulada diferencialmente en
los sitios de infección/inflamación, directamente
por componentes bacterianos o indirectamente
por citoquinas.

Las expresión del TLR5S (TLR soluble)de
catfish (bagre de canal, Ictalurus punctatus)
fue detectado predominantemente en el riñón
craneal, piel, hígado, ovario, cerebro y
branquias10, similar a lo descrito en los tejidos
del Takifugu rubripes55. El TLR5S de la
trucha arco iris (Onchorhynchus mykiss) solo
fue detectada en el hígado79.

Los ligandos del TLR7 y TLR9 son
incorporados en el endosoma temprano, donde
el TLR7 y el TLR9 se mueven desde el
retículo endoplásmico - RE39. En el pez
lenguado japonés (Paralichthys olivaceus),
el gen del TLR9 fue marcado fuertemente en
sangre periférica, branquias, intestino, riñón,
bazo y estómago y débilmente expresado en
cerebro, corazón, hígado, musculo y piel75. La
expresión de TLR9 en salmón (Salmo salar)

fue demostrada en la mayoría de los tejidos,
sin embargo, el hígado evidenció los niveles
más bajos71.

El TLR20 y TLR21 del catfish se
expresaron en riñón craneal, bazo, intestino,
estómago, hígado, riñón caudal, cerebro y
branquias. El TLR21 además detectó en
músculo, siendo similar al comportamiento
registrado en Takifugu55. De otro lado, en
trucha arcoíris, el TLR22 y TLR22L son
expresados predominantemente en tejidos
inmunes relevantes tales como el bazo, riñón
craneal y riñón caudal64. Sin embargo, Rebl et
al.64 demostraron que la cantidad de mARN
declina en casos de estimulación por
patógenos.

Aunque la influencia hormonal sobre la
expresión de TLR no ha sido descrita en
peces; en humanos, Aflatoonian et al.,4

detectaron genes tlr7-10 y proteínas TLR7-
10 a través de inmunotinción, en tejido
endometrial humano. Además, ellos
demostraron la existencia de al menos una
diferencia relativa en la expresión de estos
genes de al menos dos veces entre las fases
secretoria y proliferativa del ciclo menstrual.

2.2. Homologías e identidades

de TLRs. Mamíferos vs. Peces

La familia de los TLR comprende 13 TLR
en mamíferos, 10 de los cuales son expresados
en humanos10. Las especificidades de los
ligandos de muchos de los TLRs de mamíferos
están aun sujetas a investigación. Se han
descrito en la literatura homologías (identidades
de secuencia) de algunos TLRs en animales
domesticos (Tabla 1).

Hasta ahora, existen pocos estudios acerca
de homologías entre los vertebrados superiores
y los peces. El TLR3 del zebrafish (Danio
rerio) muestra una alta similaridad al TLR3
humano con un 63 % de similaridad de
aminoácidos en toda la secuencia de
aminoácidos59. De la misma manera, el TLR2
del catfish (Ictalurus punctatus) muestra una
identidad de aminoácidos en la secuencia
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Tabla 1. Porcentajes reportados de homología entre los diferentes animales domésticos

completa y los dominios TIR, de 60,2% y 82.2
% con el Zebrafish, 20,1% y 43,1% con la
trucha arco iris, 46,6% y 65,8% con el
Takifugu rubripes, 47,7% y 65,1% con el
lenguado y de 40-42% y 70-72,4% con los
mamíferos, respectivamente9.

Los análisis filogenéticos de diferentes
secuencias de proteínas TLR agruparon el
gen del TLR9 del salmón así como el del
TLR9 de otros teleósteos71. Muchos de los
sitios funcionales del TLR9 son conservados
entre peces y mamíferos principalmente, un
motivo de unión a CpG el cual consiste de
ácido aspártico (Asp535) y tirosina (Tyr537) en
el LRR17 del TLR9 murino reportado por
Rutz et al.69 es conservado en todas las
secuencias de TLR9 de los peces71. Además,
fueron demostradas dos inserciones de pares
de bases específicas en los LRRs de las
secuencias de TLR9 de los peces 71, lo cual
puede conferirle una especificidad de
reconocimiento diferente.

*Buitre leonado, no es una especie doméstica;** En aves a la fecha no existen reportes de ortólogos de TLR9 de
mamíferos descritos41. Sin embargo, ha sido demostrada la activación funcional de los heterófilos por CpG ODN
(oligodeoxinucleótidos), el agonista especifico del TLR926. †Recientemente, una isoforma del TLR1 de ave (Ch-TLR1 tipo
2) fue identificada85.

En un estudio de Rebl et al.,64 los
dendogramas filogenéticos muestran una
ramificación específica de los peces junto con
los TLRs de los mamíferos, en aquellos
localizados dentro de la célula (TLR3, 7, 8 y 9),
más que en los receptores de transmembrana.

Los estudios filogenéticos han guiado a
proponer que los peces podrían ser capaces
de responder a los agonistas de los TLR
mamíferos y que la respuesta de los peces
induciría producción de citoquinas diferentes
de las observadas en animales domésticos62.
Así mismo, la radiación de los TLRs toma lugar
en un ancestro común a todos los vertebrados,
sugiriendo fuertemente que la evolución de las
funciones de los diferentes TLRs en la
respuesta inmune innata habría ocurrido en
paralelo con la evolución de las funciones
específicas del sistema inmune adaptativo de
los vertebrados49. Sin embargo, en contraste
con los homeotermos, el sistema inmune
adaptativo en peces es altamente dependiente
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de la temperatura del ambiente y no poseen
cambios de clase de los anticuerpos más que
generación de diferentes alotipos de IgM83. El
sistema de TLR de los peces ha mostrado
diferencias comparado con el sistema de TLRs
de los mamíferos: i) existe una forma soluble del
ortólogo TLR5 en peces pero no en humanos, ii)
no existe ortólogo de TLR4 en peces y iii) existen
nuevos miembros de los TLRs llamados TLR21,
TLR22 y TLR14 en peces79. Así mismo, Jault et
al.,37 demostraron que todos los ortólogos de los
genes de TLR de mamíferos están presentes en
el zebrafish (Danio rerio) y comparten la mismas
características en estructura así como el zebrafish
posee 19 variantes putativas de TLR y dos
ortólogos de proteínas adaptadoras. Ellos han
encontrado 5 ortólogos de TLR21, el cual parece
formar una rama especial de la evolución, solo
presente en peces pero completamente
desaparecida en mamíferos. Además, ellos
confirmaron que el TLR1, 6 y 10 tienen un
ancestro común entre los mamíferos y los peces.
Sumado a esto, los TLR7–9 han evolucionado
de un ancestro común, proximal al TLR8. El
TLR4, 1 y 7 del zebrafish presumiblemente
existen como dos variantes splicing en los
dominios TIR, permitiendo que un tipo de receptor
pueda tener dos vías de señalización de la
traducción37, limitando la capacidad de inhibición
de la respuesta inmune por parte de los agentes
potencialmente patógenos así como
incrementando las posibilidades de respuesta.

Recientemente, un grupo de TLRs han
sido identificados sin ortólogos fácilmente
discernible en los mamíferos. Estos incluyen
los miembros del TLR21-23 del Tetraodon
nigroviridis y Takifugu rubripes55, 67 y un
número de genes TLR19, 22 del Danio rerio37,

49. Este grupo ha sugerido un posible receptor
alternativo para el reconocimiento del LPS
(en ausencia de TLR4) y puede estar
relacionado con genes divergentes TLR11-
13 en ratones55, 67.

Baoprasertkul et al.,10 han identificado
tres miembros de la familia de los TLRs en
catfish que están ausentes en mamíferos:
TLR5S, TLR20 y TLR21.

El TLR5S contiene 2185 bp (pares de
bases) con una región no traducida–50 de 74
bp y una región traducida-30 de 167 bp
(GenBank DQ529273). La traducción de la
secuencia nucleótida de este TLR genera 647
aminoácidos y su secuencia es similar a la
descrita para otros teleósteos. Carece de un
dominio TIR y un dominio de transmembrana,
como se ha descrito para los TLR5 solubles
de otras especies78; contiene 21 LRRs bien
conservados. Sin embargo, el dominio C-
terminal del LRR (LRR-CT) en el catfish
muestra 4 residuos de cisteína conservados, al
igual que en los mamíferos, y difiere de los
demás peces en los cuales solo se conservan
2 residuos10. Bell et al.12 demostraron que los
4 residuos de cisteína son necesitados en el
TLR5 de los mamíferos para mantener el
dominio extracelular cerca a la membrana.

El TLR20 consiste de 2185 bp con una
región no traducida–50 de 4o bp y una región
no traducida-30 de 757 bp (GenBank
DQ529275). La traducción de la secuencia
nucleótida de este TLR genera 351
aminoácidos y su secuencia es similar a la
descrita para el TLR20 de Danio rerio, la
única especie para la cual ha sido informada.

El TLR21 contiene 3409 bp con una región
no traducida–50 de 225 bp y una región no
traducida-30 de 223 bp (GenBank DQ529277).
La traducción de la secuencia de nucleótidos
de este TLR genera 986 aminoácidos y su
secuencia es similar a la descrita para otros
teleósteos10.

2.3. PAMPs y TLRs

Algunos TLRs son activos como
complejos homoméricos, aunque ellos han
demostrado formar heterodímeros, ampliando
así su espectro de reconocimiento33. Por
ejemplo, el TLR2 en heterófilos de gallina
requiere la cooperación del TLR6 para inducir
la explosión respiratoria por estas células41.
Además, Ozinsky et al.56 demostraron que los
TLRs pueden establecer un repertorio de
combinaciones para discriminar entre un gran
número de PAMPs, independientemente de su
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naturaleza. Ellos demostraron que el TLR2
puede formar un par funcional con el TLR6 o
el TLR1 y esto conlleva a la inducción de
citoquinas; tambien se ha descrito la
interacción del TLR2 con el TLR1011. El CD36
ha demostrado ser requerido para las
respuestas ante los lipopéptidos diacilados
dependientes de TLR2/TLR629. El TLR9
requiere de la catepsina para inducir
respuesta47. Este proceso es denominado
«hipótesis de código de barras»3. Sin
embargo, Kogut et al.,41 demostraron que el
TLR2 puede responder tanto a lipoproteínas
como a LPS (lipopolisacárido) (los cuales son
reconocidos por dos TLR diferentes en
mamíferos - TLR2 y TLR4); este fenómeno
es probablemente una separación evolutiva.
De esta manera, la identificación de TLRs y
otros receptores de reconocimiento de patrón
ha refutado el paradigma que la respuesta
inmune innata es «no especifica»30. Además
del proceso de LRR que modifica la afinidad
de unión al PAMP, algunos genes TLR están
sujetos a splicing alternativo65, lo cual
facilitaría la diversidad molecular. Además, Bell
et al.,12 propusieron que para todos los TLRs;
las variaciones estructurales consecuencia del
cambio de la secuencia de aminoácidos en el
TLR proveen la especificidad necesaria para
reconocer una lista creciente de PAMPs.

Los TLRs pueden asociarse con moléculas
accesorias para mediar un reconocimiento
eficiente y responder a los patrones
moleculares microbianos. Wallin et al.82

asociaron la función de las proteínas de choque
térmico con las de unión al LPS y las proteínas
de incremento en el reconocimiento que liberan
LPS al complejo TLR-MD2 y CD14. Además,
los TLRs pueden reconocer moléculas
generadas por estrés o daño tisular de la matriz
extracelular tales como proteoglicanos, ácido
hialurónico, fibronectina o péptidos
antimicrobianos; por tanto, los TLR pueden ser
activados sinérgicamente por moléculas
derivadas de lo no propio pero también de lo
propio dañado. Esto puede facilitar al sistema
inmune distinguir entre los comensales inocuos

y los microorganismos infecciosos que generan
daño tisular33. De la misma manera, algunos
mediadores pueden participar en los diferentes
pasos de las respuesta del TLR e.g. el
interferón β fue demostrado que era requerido
para la expresión de genes selectos que no
podrían ser inducidos vía engranaje del TLR2,
incluyendo sintasa inducible de óxido nítrico o
la proteína inducible de interferón– IP106. En
goldfish, la exposición al LPS de Aeromonas
salmonicida atenuada con calor o
Mycobacterium chelonei vivas puede sobre
expresar TLRs en macrófagos en comparación
con las células no tratadas, pero existe variación
en la cinética de activación entre ellas72. Meijer
et al.,49 demostraron que el zebrafish sometido
a la infección con micobacterias mostró unos
niveles de sobre expresión del gen zTLR2 y
los genes zTLR1 y zTLR18 que están
estrechamente relacionados con el gen TLR1
humano. De otra parte, las respuestas
mediadas por TLR también inducen la
producción de anticuerpos tipo IgG1 los cuales
son importantes para la opsonización de
microbios para facilitar la toma por parte de
los fagocitos y también para la activación del
complemento57. Este fenómeno no ha sido
reportado en peces, los cuales poseen solo IgM
e IgD83.

El TLR4 puede reconocer el LPS,
específicamente la forma hexa-acilada del
lípido A el cual es un componente del LPS61.
En mamíferos, la activación del TLR4 genera
la respuesta endotoxémica mediada por
proteínas de unión al LPS y dispara en el
citotrofoblasto del primer trimestre de
gestación y en las células vellosas del
trofoblasto una respuesta clásica de TLR
(Abrahams & Mor, 2005). Los experimentos
in vivo han sugerido que los peces son menos
sensibles a la toxicidad del LPS que otras
especies13. Es posible que los TLR4 de los
peces hayan evolucionado para reconocer
estructuras del LPS que son distintas de
aquellas de los patógenos de animales
terrestres; factores séricos, tales como la
proteína de unión al LPS pueden ser requeridas
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para el reconocimiento del LPS62. Iliev et al.,31

demostraron que los fagocitos mononucleares
de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
expuestas a bajas concentraciones de LPS no
dependen de la presencia de factores séricos
para la activación lo cual sugiere que podrían
existir diferencias fundamentales entre el
mecanismo de reconocimiento del LPS en
peces y mamíferos. Las diferencias en la
respuesta biológica al LPS entre los peces y
los mamíferos están probablemente
determinadas por diferencias en su
reconocimiento mediado por receptor del LPS.
Es decir, parece que las moléculas asociadas
al TLR4 (CD14, LY96 (MD-2) y la TICAM2
(TRAM)) que participan en la respuesta
mediada por el TLR4 en el fenómeno
endotóxico en mamíferos, pueden estar
ausentes o desarrollar diferentes funciones en
peces32. Este análisis sugiere que otro(s)
PRR(s) tales como las beta-2 integrinas, un
grupo bien conservadas filogenéticamente
puede jugar un papel primario en el
reconocimiento del LPS en el sistema inmune
de los peces

Por otro lado, un análisis de la familia TLR
en el genoma del pufferfish (pez globo), Fugu
rubripes, sugiere que el TLR4 está ausente
en el linaje de los peces55 acorde con otras
hipótesis de diferentes autores que sugieren
que los peces pueden carecer de proteína de
unión al LPS funcional73, 34. Sin embargo
algunos autores argumentan que esta ausencia
puede ser explicada por una perdida específica
de este gen en el linaje del Fugu o por una
falta de conocimiento de la secuencia del
genoma del Fugu49. En contraste, Jault et al.,
(2004) argumentan que los peces poseen dos
homólogos de TLR4, probando que el TLR no
ha desaparecido en peces, sino por el contrario
muestran dos formas de expresión diferentes.

El TLR5 media el reconocimiento de la
flagelina en los extremos N- y C-terminal que
forman el centro hidrofóbico36. Estudios in
vivo sugieren que la flagelina ejerce
propiedades similares a la endotoxina en
peces79 y puede inducir las citoquinas IL-1β2

pero no el IFN tipo 162. El TLR5 soluble de los
peces genera una curva de retro alimentación
positiva en respuesta a la flagelina guiando a
una activación fuerte del NF-kB en células
TLR5 positivas independiente de los tipos
celulares y parece estar distribuida en una
variedad de especies de peces79. Las función
del TLR5 soluble puede causar una alta
susceptibilidad de los peces a la flagelina; y
aunque los mamíferos carecen de TLR5
soluble, el TLR5 aun conserva la capacidad
de aumentar la respuesta a la flagelina en
concierto con el TLR5 soluble del pez; lo cual
evidencia un prototipo de inmunidad humoral
que esta conservada en los peces79; este
fenómeno abre nuevas opciones terapéuticas,
siendo el TLR5 soluble de los peces un
adyuvante para la activación del sistema
inmune mediada por flagelina.

El TLR3 y TLR5 han demostrado estar
involucrados en la respuesta inmune innata
contra la Edwarsiella ictaluri en el bagre de
canal16. Bilodeau et al.,15 demostraron en este
bagre inoculado con E. ictaluri, que el TLR5
es expresado en mayor proporción que el
TLR3 en hígado y riñón. Así mismo, en el
estomago el TLR3 evidenció una mayor
expresión que el TLR5, demostrando que la
expresión de TLR3 es inducida y de mayor
expresión en el estómago que la del TLR5 en
presencia de patógenos bacterianos.

Purcell et al.,62 demostraron la presencia
de TLR7 y TLR8 en trucha arcoiris, mediante
el uso de resiquimod® (R848), un agonista de
estos receptores; aunque los genes TLR de la
trucha no han sido identificados.

Mientras la respuesta inmune contra
proteínas virales ha sido asociada con TLR2 y
TLR4, los ácidos nucleicos virales pueden ser
reconocidos por otras proteínas TLR20. Por
ejemplo, debido al hecho de que algunos virus
ADN poseen motivos CpG demetilados, ellos
son capaces de estimular las células a través
del TLR920. Además, algunos virus, pueden usar
la señalización TLR para disminuir la capacidad
de la célula hospedera para responder frente a
la infección51, 63, 8.
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El TLR9 tiene dos ligandos: los CpG de
ADN comúnmente encontrados en las bacterias
y los CpG de tipo D de ADN o CpGA, los cuales
son menos comunes. Los CpGA tienen una
potente habilidad para inducir la producción de
IFNγ, pero son débiles en activar células B y
requieren altas concentraciones para inducir
cantidades comparables de IL-12 que los CpG
ADN42, 81; 27, 35. Jorgensen et al.,38 demostraron
que los motivos CpG inducen a los leucocitos
de salmón y trucha a la producción de IL-1β y
respuestas similares a IFN tipo 1. De la misma
manera, Purcell et al.,62 mostraron que el TLR9
existe en la trucha arcoiris usando
oligonucleótidos de CpG. Takano et al.75

demostraron que el TLR9 en el lenguado japonés
(Paralichthys olivaceus) tiene un dominio de
unión al CpG-ADN que es similar a la secuencia
en los dominios ricos en leucina (LRD) del
TLR9 del ratón y contiene dos residuos de
aminoácidos esenciales para la interacción con
el CpG-ADN. Estos residuos de aminoácidos
también son conservados en los LRD de los
TLR9s del lenguado japonés (Asp562 y Tyr564),
pez globo (Asp544 y Tyr546) y humano (Asp534
y Tyr536). Los mismos autores encontraron que
el TLR9 del lenguado japonés también tiene dos
motivos CXXC separados por seis residuos
aminoácidos. Esta región se espera este unida
directamente a las secuencias de dinucleótidos
demetilados de CpG12. La secuencia de
aminoácidos de la proteína TLR9 del lenguado
japonés comparte homología de secuencia con
el humano (NP 059138), pez globo
(AAW69377) y zebrafish (XP 691003) en
35.0%, 60.7% y 49.5%, respectivamente. El
numero de las repeticiones ricas en leucina
(LRRs) del TLR9 en el lenguado japonés,
humano, pez globo y zebrafish son de 12, 18, 14
y 14, respectivamente.

No obstante, a pesar de estos resultados,
An et al.5 demostraron que la respuesta del
TLR puede ser inespecífica, pues encontraron
que los genes TLR9 sensibles a los CpG fueron
inducidos siguiente a la estimulación con LPS
de macrófagos murinos, indicado que los
productos microbiales pueden también inducir

otros TLRs más de los específicos para su
propio reconocimiento. También, Takano et
al.,75 demostraron un incremento marcado en
la expresión de TLR9 en células de lenguado
japonés después de una exposición a
Edwardsiella tarda, in vivo e in vitro. De la
misma manera, Phelan et al.,59 demostraron
que el TLR3 del zebrafish, el cual está
relacionado con el reconocimiento de
patógenos virales en mamíferos, está
involucrado en la respuesta inmune ante
infecciones con E. tarda. Además, en estudios
de Inoue & Aramakii35 fue demostrado que el
TLR9 puede ser expresado después de una
injuria en la piel o trauma físico en ratones.
Recientemente, trabajos de Skjæveland et al.71

demostraron al IFN-γ como un inductor mayor
de expresión de TLR9 que los CpG (tipo A y
B) en salmón del atlantico, lo cual puede ser
explicado como parte de un feedback positivo,
necesario para respuestas inmunes
dependientes de CpG en peces.

Rebl et al.64 encontraron que el genoma
de la trucha arcoíris codifica dos factores
TLRs «gemelos» altamente relacionados
generando dominios TIR altamente
conservados. Allí, solo el 6.3% de los residuos
de aminoácidos que establecen estos factores
son encontrados intercambiados lo cual sugiere
que su origen viene de un evento de duplicación
bastante reciente. Estos hallazgos en
salmónidos son esperados debido a que son
poliploides. Estos autores encontraron un
enriquecimiento altamente excéntrico de
intercambios en la mitad N-terminal del
dominio LRR el cual puede contribuir a las
propiedades de unión diferencial al ligando de
ambos factores. Además, ejemplo de factores
TLR gemelos han sido encontrados en gallinas
hasta ahora (TLR2, tipo 1 y 241), pero no han
sido identificados en humanos o ratones, aun
cuando sus genomas han sido totalmente
secuenciados.

El TLR11 ha sido reconocido en perros,
ratones, ratas, gallinas, pez fugu y en ranas67.
Así mismo, Yaronvinsky & Sher,84 describen
que el TLR11 reconoce al Toxoplasma gondii
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a través de la interacción con la profilina y
que moléculas homologas a la profilina existen
en un amplio rango de protozoos apicomplexa
lo cual genera el interrogante de si los TLRs
sirven como receptores de reconocimiento de
patrón generales para una clase de organismos;
y se ha especulado que la detección de
moléculas con la función motil (e.g.
polimerización de actina) es una estrategia
general para el reconocimiento general de los
patógenos móviles.

2.4. Vías de señalización

La señalización de los TLRs guía a la
activación de los fagocitos y la eliminación
directa de los agentes infecciosos. Además, la
señalización de los TLRs en los macrófagos y
las células dendríticas (DC) inducen la
secreción de IL-12 que sesga la respuesta T
resultante a través de un fenotipo Th166.
Además, los procesos activados por los TLRs
en las DC causan una sobrerregulación de las
moléculas MHC cargadas con péptidos
derivados del patógeno y la expresión de
moléculas de superficie CD80 y CD8657.

Aunque los linfocitos T y B expresan
receptores de enorme diversidad, su activación
depende de las señales derivadas del sistema
inmune innato57. El comprometimiento in vivo
de los TLRs en las DCs es requerido para
inducir la estimulación primaria de las células
T a través de 2 mecanismos: inducción de
moléculas co-estimuladoras en una interacción
células T – células dendríticas emparentadas
y por la inducción de IL-6 y otras citoquinas
que permiten sobreponer los efectos supresivos
de las células Tr (reguladoras)57.

La señalización de los TLR proviene de
un domino intracitoplasmático. La activación
de la señalización a través de los dominios TIR
resulta en el reclutamiento de proteínas
adaptadoras citoplasmáticas MyD88 (proteína
88 de respuesta primaria de diferenciación
mieloide) y TOLLIP (proteína de interacción
Toll)6. Meijer et al.49 demostraron que el
zebrafish y el Fugu contienen homólogos
conservados de 4 proteínas adaptadoras de

dominios TIR que han sido identificadas en
humanos (MyD88, MAL, TRIF y SARM)
sugiriendo que las vías de señalización
empleadas por los diferentes TLRs y los
receptores de interleuquina (IL-R) de
mamíferos y teleósteos son probablemente
altamente conservadas. La MyD88 es una
proteína adaptadora al TIR que interactúa con
los TLRs o IL-1Rs, reclutando las kinasas
asociadas al IL-1R (IRAK) y el factor
asociado al factor de necrosis tumoral (TRAF6)
generando la activación del NFkB, necesario
para la síntesis de citoquinas39, 60. El MyD88
en peces tiene un porcentaje de identidad del
60% comparado con los tetrápodos62.

Tras la unión del TLR, MyD88 es reclutada
al complejo receptor y su dominio TIR C-
terminal media su interacción homofílica con
el receptor y el dominio de muerte N-terminal
que compromete al dominio de la muerte de
su blanco corriente abajo IRAK. El IRAK,
subsecuentemente se fosforila, además, el
RING-dedo contiene funciones adaptadoras
TRAF6 como una ligasa de E3 a ubiquinato
una hasta ahora no identificada, que es
necesaria para la IkB kinasa β mediada por
TLR/IL1R (IKK β activación). La IKK β
fosforila y es blanco de degradación del
inhibidor del NFkB, IkB, liberando de esta
manera el NFkB (36) (Figura 2). En el genoma
de zebrafish, Meijer et al.49 identificaron
homologías de cinco miembros de la familia
de factores de transcripción NF-kB que son
blancos centrales de la señalización de TLR
en mamíferos, lo cual soporta su alta
conservación.

Además, el TLR activa también al factor
de transcripción AP1 guiando a la producción
de citoquinas inflamatorias, tales como el factor
de necrosis tumoral á  (TNF á) y la inter-
leuquina 6 (IL-6), y a la sobrerregulación de la
moléculas co-estimulatorias CD80 y CD86 en
las células dendríticas36.

Adicionalmente, la activación de los
TLRs sobre las células presentadoras de
antígenos (APC) induce la producción de
citoquinas y la expresión de moléculas co-
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Figura 1. Sitios celulares de expresión de TLRs. El reconocimiento de los diferentes PAMPs requiere mas de un TLR o la
presencia de otras moléculas como la proteína MD-2 en el reconocimiento del LPS.

Figura 2. Esquema general de la cascada intracelular de la estimulación de TLRs (dependiente de la proteína de diferenciación
mieloide 88 - MyD88).1) Se presenta el reconocimiento de PAMPs o estímulos externos por un TLR o una combinación
de TLRs que genera una cascada de señalización intracelular, 2) bajo estimulación, la MyD88 recluta la kinasa asociada al
receptor de interleukina 1 (IRAK) a través de la interacción de los dominios de muerte de ambas moléculas. El IRAK es
activado por la fosforilación y se asocia con el factor asociado al receptor del factor de necrosis (TRAF), el TRAF6; 3) la
oligomerización del TRAF6 activan la proteína kinasa activada por mitógeno (MAP3K), la cual indirectamente genera la
activación de la kinasa IkB (IKK) 4) la IKK es capaz de fosforilar los residudos de serina de la IkB para su degradación y
liberación del factor nuclear kappa B (NFkB) y 5) la activación del NFkB estimula la expresión de genes de moléculas
proinflamatorias (citoquinas).
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estimulatorias de superficie, ayudando en la
elaboración de la respuesta inmune
adaptativa19. La señalización por TLR activa
principalmente a las células dendríticas a
producir citoquinas inductoras de respuestas
tipo Th-1 tales como la IL-12 o IL-18,
instruyendo a las células T a diferenciarse a
células Th1. De la misma manera, los TLRs
pueden inducir la liberación de interferón tipo
1 (α/β)39.

El TLR es capaz de modular la respuesta
inmune innata por diferentes vías. Mann et al.,46

hipotetizaron que el TLR4 regula la salida
temprana de productos de genes que son vitales
para la respuesta inmune innata contra la
Bordetella bronchiseptica, e.g. TNFα. Por
otra parte, los TLRs pueden inducir la
presentación cruzada, involucrando el escape
de los antígenos de las vías endosomales al
citosol; este escape ocurre antes de la
acidificación19. Los TLR3 y TLR9 son capaces
de directamente activar células dendríticas a la
presentación cruzada de antígenos soluble a las
células T CD8+19. La señalización de TLR9 es
dependiente de pH y su localización en los
endosomas es crítica para su función71.

La respuesta de los TLRs puede mediar
procesos apoptóticos. La apoptosis mediada por
el TLR2 ocurre a través de la activación de las
caspasas y el inicio de su vía intracelular depende
del reclutamiento de dominios de muerte
asociados a Fas (FADD) por parte de la
MyD88; y la apoptosis mediada por el TLR3
ocurre en una manera dependiente de FADD,
pero independiente de la MyD881. Goshima et
al.22 demostraron que el LPS disminuye la
apoptosis de neutrófilos principalmente a través
del TLR2 mas no por el TLR4, los factores
asociados a la apoptosis A1, Mcl-1, Bcl-Xl y
Bak no parecen jugar un papel importante en
este proceso. Por otro lado, los ligandos del
TLR2, el ácido lipoteicoico, peptidoglucano y el
LPS, pueden inducir apoptosis de células
trofoblásticas1, 2.

Una hipótesis que puede explicar la
observación de que los componentes de las vías
de señalización de los TLRs estuvieron

presentes como simples copias en las especies
de vertebrados hasta la fecha, es que puede
existir una presión de selección que evita los
excesos en los estados inflamatorios que pueden
estar asociados con una dosis genética
incrementada. Los grandes cambios en la
presión de selección en el tiempo y entre los
subfilums tienden a invalidar la mayoría de los
modelos de la evolución de las proteínas que
son usados para computar las distancias
moleculares62.

3. Conclusiones y perspectivas

Los TLRs pueden ser divididos en dos
grupos principales: los TLRs 1, 2, 4, 5 y 6 los
cuales reconocen componentes microbiales y
los TLRs 3, 7, 8 y 9 los cuales reconocen ácidos
nucleicos de bacterias o virus. Sin embargo,
otros TLRs (e.g. TLR12 y TLR13) han sido
identificados solo muy recientemente y su
expresión espacial no ha sido caracterizada aun.

La identificación de TLRs mamíferos y
de peces tiene un gran impacto en nuestro
entendimiento de las patogénesis microbianas
y de la regulación del sistema inmune.
Además, permite el desarrollo de moléculas
(sintéticas o naturales) como adyuvantes o
herramientas terapéuticas. El conocimiento
de las características de los TLRs,
homologías y diferencias, entre los humanos
y animales (vías de reconocimiento y
activación) permitirán el desarrollo de
modelos experimentales en medicina
veterinaria y humana.

Por otro lado, la determinación de las
interrelaciones entre los TLRs y moléculas/
accesorias puede permitir el entendimiento de
la dinámica del algunas respuestas, e.g.
enfermedades autoinmunes o enfermedades
emergentes.

La investigación de las formas de TLRs
en peces puede abrir puertas a estrategias
terapéuticas para la profilaxis humana y
animal. Adicionalmente, el entendimiento de
la función de los TLRs en peces y sus
especificidades de patógenos puede guiar al
desarrollo de mejores inmunoestimulantes para
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el uso en acuicultura comercial así como
agonistas pertinentes para el control y
prevención de enfermedades, lo cual es nulo
en especies de cultivo en el país.

Por último, el estudio de los genes
relacionados con las formas cortas y largas
del TLR20 pueden aclarar los mecanismos de
reconocimiento de PAMPs a través de los
vertebrados.
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