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Resumen:

Los receptores TLR (Toll-Like Receptor) son proteinas transmembrana presentes en
celulas del sistema inmune innato. Su activacion desencadena una respuesta inflamatoria
e inmune dirigida a destruir el patdgeno y es una pieza decisiva en la maduracién de las
células presentadoras de antigeno, sirviendo de puente entre la inmunidad innata y la
adaptativa.

Esta estimulacion del sistema inmune supone que los ligandos de los TLRs puedan tener
aplicacion como adyuvantes en vacunas. En esta revisién se ha recurrido a fuentes
bibliograficas para recopilar la informacion existente sobre su potencial uso en
intervenciones inmunoprofilacticas.

Se han examinado estrategias basadas en la estimulacion de TLR3 y de TLR5, asi como
otras estrategias menos estudiadas. Los resultados observados indican que este es un
campo prometedor para la investigacion y el desarrollo de vacunas mas seguras y
eficaces.

Abstract;

TLR (Toll-Like Receptors) are membrane-spanning proteins expressed in cells of the
innate immune system. Their activation by ligands triggers inflammation and an immune
response aimed to destroy the pathogen, and is crucial to the maturation of antigen
presenting cells, serving as a link between innate and adaptative immunity.

This stimulation of the immune opens the possibility of using TLR ligands as adjuvants
in vaccines. In this review, bibliographic sources were consulted to compile the existing
information about their potential use in immunoprophylaxis.

Strategies based on both TLR3 and TLR5 stimulation, as well as others were analyzed.
The observed results point out that this is a promising field for research and development
of safer and more effective vaccines.



1. Introduccidn y antecedentes

1.1. Introduccion

1.1.1. Receptores TLR

Los receptores TLR (Toll-Like Receptor) son proteinas presentes en células del sistema
inmune innato, inicialmente descritas en la mosca Drosophila melanogaster. Se trata de
glicoproteinas transmembrana con la siguiente estructura: una region extracelular que
contiene repeticiones ricas en leucina, una region transmembrana y una cola
citoplasmatica conocida como dominio TIR (Toll/IL-1 Receptor). 12

Los TLRs reconocen especificamente y se unen a patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMPs), grupos altamente conservados y de caracteristicas quimicas
comunes a ciertos grupos de patdgenos. En mamiferos, la familia TLR incluye once
proteinas (TLR1-TLR11). Recientemente se han descubierto dos nuevos miembros,
TLR12 y TLR13, en células murinas, pero no hay mucha informacién sobre ellos. Los
diferentes TLR actan como receptores para diversos ligandos (tabla 1). En humanos, los
TLR1, 2, 4, 5y 6 estan asociados a membrana externa y responden a PAMPs asociados
a la superficie bacteriana. Los TLR 3, 7, 8 y 9 se encuentran en la superficie de los
endosomas y responden a PAMPs basados en acidos nucleicos tanto de virus como de
bacterias.?

TLR 1,2,6 Pam3CSK4, PGN, zimosano Bacterias Gram positivas

TLR 4 LPS, lipido A Bacterias Gram negativas
TLR 5 Flagelina Bacterias (flagelo)

TLR 3 dsRNA Virus

TLR 7,8 sSRNA Virus

TLR9 CpG DNA Bacterias (DNA)

Tabla 1. Receptores TLR y sus ligandos asociados.

La activacion de estos receptores desencadena una respuesta inflamatoria e inmune
dirigida a destruir el patégeno. Su activacion comienza con la union del ligando a la
region extracelular del TLR. Tras la union, los receptores TLR activan dos principales
vias de sefalizacion: una que requiere la proteina adaptadora MyD88, y otra
independiente de MyD88 (fig 1). La principal via de sefializacion es la asociada a MyD88,
que activa NF-kB, induciendo la produccion de citoquinas inflamatorias como IL-1, IL-
8, TNF-alfa, e IL-12, asi como las MAPKs p38 y JNK. La segunda via, la MyD88-
independiente, opera tras la estimulacion de TLR3 y 4, llevando también a la activacion
de NF-xB y de otro factor, IRF3, permitiendo la induccion de una seric de genes
adicionales, entre los que se incluyen genes antivirales como IFN-B.4

Los TLR activados aumentan la produccion de moléculas co-estimuladoras que se
encargan de la estimulacién y maduracion de células presentadoras de antigeno (APCs).



Cuando el sistema inmune es expuesto a un patdgeno, los antigenos son capturados por
las APCs que las procesan y presentan a los linfocitos T.?

Fig 1. Principales vias de sefializacion asociadas a TLRs. En naranja aparecen los receptores TLR; en rojo, las
kinasas; en rosa, las caspasas Yy en azul, los factores de transcripcion.®

1.1.2. Presentacion de antigeno y células dendriticas

La presentacion de antigeno es un proceso realizado por células presentadoras de antigeno
(APCs) del sistema inmune. Consiste en la captura, procesamiento y presentacion de
antigenos en la superficie de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad o
MHC (presentes en esas células). Las celulas capaces de llevarlo a cabo son las células
dendriticas, los linfocitos B y los macrofagos.®

Las células dendriticas (DCs) tienen funcion fagocitica y de presentador profesional de
antigeno. Residen principalmente en tejidos superficiales y mucosas, y al incorporar el
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antigeno, maduran en un proceso dependiente de las vias de sefializacion de receptores
asociados a PAMPs y migran a 6rganos linfoides para presentar el antigeno a los
linfocitos & °.

Cuando las células dendriticas entran en contacto con patdgenos como bacterias, parasitos
o0 toxinas, los fagocitan y procesan sus proteinas mediante enzimas lisosomales dando
lugar a péptidos mas pequefios. Estos péptidos son presentados en la superficie de la
célula unidos a las moléculas del MHC. La presentacion de este complejo y la secrecion
de factores de estimulacion por parte de las células dendriticas son necesarias para la
activacion de los linfocitos T 101112,

La evidencia existente apunta a que los agonistas de receptores TLR pueden ser efectivos
como adyuvantes (ingredientes de una vacuna que ayudan a crear una respuesta inmune
mas potente) para mejorar la respuesta del sistema inmune a los antigenos vacunales. Se
usan frecuentemente como adyuvantes en investigacion y desarrollo de vacunas. Este
posible uso resulta interesante, ya que hay casos en los que los antigenos usados en las
vacunas no producen una respuesta inmune protectora por si solos, ya sea por su
composicion (fragmentos aislados del patdgeno) o por las caracteristicas del sistema
inmune del paciente®®.

1.2. Antecedentes:

Existen diversas revisiones bibliogréficas sobre aspectos concretos de la estimulacion del
sistema inmune por parte de la activacion de los TLR y del uso de los agonistas de dichos
receptores como adyuvante en vacunas. Y es debido precisamente a esta abundancia de
informacidn disponible sobre este tema que se hace necesario una revision bibliografica
mas general, que aporte una vision global sobre las posibilidades terapéuticas que ofrecen
para el futuro.

2. Objetivos

El objetivo de esta revision bibliografica es ofrecer un enfoque global que analice las
posibilidades que ofrece el uso de agonistas de los TLR como adyuvantes en vacunas en
la intervenciones inmunoprofilacticas, centrandose especialmente en los usos de la
estimulacién de los subtipos TLR5 y TLR3, ya que son estos los mas estudiados en la
literatura encontrada, pero incluyendo también algunos usos individuales encontrados
para otros subtipos menos analizados.

3. Metodologia

Para esta revision bibliografica se ha realizado una blsqueda sistematica de articulos
cientificos en la base de datos PubMed (NCBI). Se incluyeron articulos introduciendo los
términos de busqueda: “TLR signaling”, “TLR pathways”, “TLR vaccine”, “TLR
adjuvant”, “TLR2 vaccine”, “TLR2 adjuvant”, “TLR3 vaccine”, “TLR3 adjuvant”,
“TLR4 vaccine”, “TLR4 adjuvant”, “TLRS vaccine”, “TLRS adjuvant”, “TLR7 vaccine”,
“TLR7 adjuvant”, TLR8 wvaccine”, “TLR8 adjuvant”, “TLR9 vaccine” y “TLR9
adjuvant”.

Ademas se incluyeron aquellos sefialados como relacionados por la propia base de datos
o citados en los articulos encontrados que fueran de especial interés.



Como criterio de inclusion, se ha tenido en cuenta la actualidad, usando solo articulos
posteriores al afio 2000.

Como criterios de exclusion se han tenido en cuenta: el idioma, descartando aquellos que
no estuvieran en castellano o inglés; y la relevancia, descartando aquellos en los que la
informacidn no estaba relacionada con el tema del trabajo.

Para encontrar informacion sobre aquellos aspectos basicos sobre los TLR, las
enfermedades mencionadas y el sistema inmune que no se trataban en los articulos, se
han consultado también libros de microbiologia e inmunologia.

4. Resultados y discusion

4.1. Estrategias basadas en la estimulacion de TLR3

El receptor TLR3 se expresa abundantemente en placenta y pancreas y esta restringido a
la subpoblacion dendritica de leucocitos. Reconoce RNA de doble cadena, presente en
algunos virus. El principal ligando usado en inmunoterapia para este receptor es el Poly
(1:C) o &cido poliinosinico-policitidilico 14 1> 16,

Fig 2. Estructura de Poly (I:C) ¥

El Poly (I:C) es un analogo sintético del DNA viral de doble cadena (dsRNA viral). Al
unirse al receptor, induce la activacion del factor regulador de interferon 3 (IRF3),
induciendo el IFN-pB y otros interferones de tipo 1 a través de la proteina adaptadora TRIF
(también conocida como TICAM-1). Tambiéen activa una segunda via que desencadena
la produccion de citoquinas y quimioquinas inflamatorias a través de factores de
transcripcion como NF-xB y AP-14 (fig 3)*°.



Fig 3. Via de sefializacion independiente de MyD88 a partir de TLR3 y TLR418,

4.1.1. Estimulacién de TLR3 en tratamiento del cancer

Las células tumorales expresan tanto receptores TLR2 como TLR3. Se ha observado que
en muchos casos, la terapia con agonistas de TLR2 conducia a un crecimiento tumoral,
pues activaba la via de sefializacion dependiente de MyD88 en células tumorales y
macrofagos, dando lugar a una respuesta inflamatoria sostenida que producia crecimiento
de los tumores y que estos fuesen malignos. En cambio TLR3 se expresa de forma
limitada en las células mieloides y epiteliales sanas y su expresion es mayor en células
tumorales, por lo que su estimulacion no inducia el crecimiento tumoral. Se ha observado
que la estimulacion de TLR3 en lugar de la via de sefializacién dependiente de MyD@88,
activaba la via TICAM-1, que induce la muerte celular por necrosis o apoptosis. Debido
a esto, los agonistas de TLR3 son un enfoque prometedor en la inmunoterapia
antitumoral®® 2,

Un primer estudio?? sobre el uso de agonistas de TLR3 en inmunoterapia antitumoral se
centr6 en el uso de exosomas. Los exosomas son vesiculas membranosas originadas a
partir de cuerpos intracelulares y secretadas al espacio extracelular por la mayoria de
células eucariotas?®® %, Los exosomas originados a partir de DCs (Dexo) contienen
componentes importantes inmunolégicamente, como antigenos, moléculas del MHC o
moléculas co-estimuladoras, y pueden transferir proteinas o acidos nucleicos de una
célula a otra® 2627, E| tratamiento de DCs con agonistas de receptores TLR da lugar a
Dexo con mayor potencial inmunogénico. Este estudio comparé el efecto del uso de
varios agonistas de receptores TLR (LPS para TLR4, Poly (I:C) para TLR3 y CpG-B para
TLR9) como adyuvantes en la maduracion de DCs durante la produccion de exosomas.
Al comparar los resultados de la estimulacion de DCs con estos ligandos y ovoalbimina
como antigeno modelo, los exosomas generados a partir de la estimulacion con Poly (1:C)
fueron los que generaron una respuesta inmune antitumoral mas robusta y especifica. En
modelo murino, la vacunacion con estos exosomas y un antigeno de células de melanoma
resulté en una mejora de la respuesta inmune antitumoral, una disminucion del
crecimiento tumoral y una mayor tasa de supervivencia en ese grupo?2.
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Paralelamente, se buscd un agonista de TLR3 que resulte mas adecuado que Poly (I:C)
en la inmunoterapia contra el cancer, ya que este provoca una citoquinemia que a las dosis
requeridas para eficacia terapéutica puede causar efectos secundarios como artralgia,
fiebre, eritema o incluso shock. Se probaron tres andlogos de Poly (1:C): Poly (I:C12U),
Poly (I:C)LC y cM362-140. Poly (1:C12U) resultd prometedor y fue menos toxico que
otras inmunoterapias, pero existen pocos datos sobre su especificidad. Poly (I:C)LC caus6
toxicidad usado a dosis terapéuticas, pero fue prometedor combinado con otros
adyuvantes para reducir la dosis necesaria. Por ultimo, cM362-140 resulté ventajoso al
permitir el uso de dosis mas altas sin provocar toxicidad y ser especifico?.

También se encontrd un estudio centrado en el uso de Poly (I:C12U). Para ello, se usaron
DCs inmaduras, linfocitos T y células tumorales de pacientes de cancer de ovario en
estadio avanzado (111-1V). Las DCs que maduraron expuestas a este adyuvante mostraron
mayor expresion en superficie de moléculas MHC, moléculas co-estimuladoras y
marcadores de activacion. Mientras que las DCs no tratadas no produjeron interleucina
con actividad antitumoral, las tratadas con el analogo de Poly (1:C12U) si produjeron una
cantidad significativa y un aumento de la actividad citotoxica de los linfocitos T asociados
a respuesta antitumoral®,

4.1.2. Estimulacion de TLR3 en vacuna contra la gripe

La gripe es un importante problema de salud publica. Se presenta en forma de epidemias
estacionales, y aunque en los casos habituales el prondstico es bueno, en caso de patologia
previa o estado inmunitario deficiente puede causar complicaciones o incluso la muerte.
Por ello es importante la inmunizacién, especialmente en estas poblaciones mas
susceptibles a las complicaciones. Sin embargo, esta es complicada, pues existe gran
variabilidad de cepas de Influenzavirus. Por lo tanto, una vacuna ideal contra la gripe
deberia generar inmunidad protectora en las poblaciones susceptibles, inmunidad a nivel
de mucosas e inmunidad cruzada para varias cepas® 332,

Se ha estudiado el uso como adyuvante para una vacuna contra el virus H5N1 del analogo
de Poly (I:C) Poly(l:C12U). Tras la administracion intranasal en modelo murino, se
observd un aumento de la secrecién de 1gG e IgA a nivel sistémico y de mucosas
respectivamente, y proteccidon al exponerse los individuos a cepas tanto homélogas como
heter6logas del virus® 34,

También se han estudiado las distintas vias de administracion para vacunas basadas en
virus H5N1 inactivado y Poly(l:C12U) como adyuvante. Al comparar la administracion
subcutanea y la intranasal en modelo murino, se observd que solo la via intranasal
consiguid inmunidad a nivel de mucosa, produciendo tanto 1IgG como IgA, eliminar la
carga viral en el tracto respiratorio y generar inmunidad para cepas homologas y
heterologas del virus. En primates se pudieron observar resultados acordes, siendo la via
intranasal la que producia tanto 1gG como IgA, inmunidad a nivel de mucosa, eliminacion
de la carga viral e inmunidad ante cepas homologas y heterélogas del virus®.



4.2. Estrategias basadas en la estimulacion de TLR5

El receptor TLR5 se expresa tanto en células del sistema inmune como en otras células.
El principal agonista de este receptor es la flagelina®.

La flagelina es el principal componente del flagelo bacteriano y un factor de virulencia.
Se trata de una proteina globular que polimeriza formando el filamento y es responsable
de su forma. Mientras que la porcion intermedia es altamente variable, sus regiones
terminales estan altamente conservadas en las bacterias, facilitando su reconocimiento
por TLR5%.

Fia 4. Flaoelo de S Typhimurium v diagrama de un monémero de flagelina mostrando sus dominios,

La flagelina extracelular es detectada por TLR5, desencadenando una via de sefializacion
dependiente de MyD88 que resulta en la activacion de NF-kB y la produccion de citokinas
y oxido nitrico. La flagelina intracelular es detectada por IPAF y activa la produccion de
interleucinas por la caspasa 1°°.

4.2.1. Estimulacion de TLR5 en vacuna contra la malaria

La malaria es una enfermedad de gran incidencia y que causa una alta mortalidad, dandose
una gran prevalencia en las zonas endémicas. En la actualidad, las posibles vacunas contra
esta enfermedad se encuentran en desarrollo, no habiendo todavia una vacuna eficaz
disponible®.

Se ha ensayado si la estimulacion de TLR5 mediante mediante flagelina puede lograr una
inmunidad 6ptima en vacunas basadas en la proteina circumsporozoito (CS), que reviste
la forma esporozoito de P falciparum, y que sin el uso de adyuvantes no resultan efectivas.

En un primer ensayo se busco probar la efectividad de vacunas basadas en proteinas
recombinantes que contenian flagelina y epitopos de CS. Tras aplicarla en modelo murino
por via subcutanea, se observé que producia una respuesta humoral fuerte, especifica y
duradera, dependiente de la activacion de TLR5 e independiente de otros adyuvantes®.

En un segundo ensayo, se estudiaron los efectos de vacunas basadas en proteinas
recombinantes que contenian flagelina y la proteina CS completa o epitopos de esta
proteina seleccionados por su inmunogenicidad. Se encontrd6 que ambas vacunas
estimulan TLRS5, al observarse in vitro que las dos producian un aumento de la produccién
de citokinas similar y solo en células que expresan TLR5. Las dos formulaciones
provocaron la maduracion de DC de forma comparable, y similar también a la que
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produce la flagelina sola, de lo que se extrajo que esta es consecuencia principalmente de
la estimulacion de TLR5. Se comprobd también que aumentaban niveles de IgG, y esta
reaccionaba con CS nativa en esporozoitos. Por Gltimo, comparando en modelo murino
los efectos de la administracion por via intranasal y subcutanea, se observé que los niveles
de 1gG producidos son comparables y que in vitro, el suero inmune tiene mayor actividad
neutralizante de los esporozoitos en el caso de la administracion intranasal. Esta ruta es
especialmente interesante, ya que reduce costes al eliminar la necesidad de material
esterilizado, personal especializado y gestion de residuos bioldgicos*.

También se ha evaluado la efectividad de una vacuna basada en un epitopo de PFEXP-1,
una proteina de P falciparum expresada en estadios eritrociticos y pre-eritrociticos,
conjugado con flagelina. El conjugado resultante estimulé TLR5 con potencia
significativa, aunque algo menor que la flagelina. Al comparar la respuesta a vacunas
formuladas con este epitopo y adyuvante de Freund, este epitopo y flagelina de forma no
conjugada y el conjugado, solo el conjugado indujo una respuesta humoral ante el péptido.
Solo los anticuerpos del suero de animales inmunizados con el conjugado fueron capaces
de reconocer la proteina nativa de Plasmodium*3,

Por Gltimo, también se ha buscado demostrar las propiedades de una vacuna basada en un
polipéptido que contenia un epitopo de MSP1 (proteina de superficie de la forma
merozoito) de P vivax y flagelina. La inmunizacién en modelo murino con esta proteina
recombinante produjo una respuesta humoral fuerte y especifica comparada con la
producida por la inmunizacion con una proteina similar que no contenia flagelina. Se
observo que la adicion de otros adyuvantes puede mejorar la respuesta inmune. Los
anticuerpos producidos reconocieron la proteina nativa en la superficie del parasito, y
fueron capaces de inhibir su crecimiento in vitro**.

4.2.2. Estimulacion de TLR5 en vacuna contra la gripe

Como ya se ha mencionado anteriormente, una vacuna ideal contra la gripe deberia
generar inmunidad protectora en las poblaciones susceptibles, inmunidad a nivel de
mucosas e inmunidad cruzada para varias cepas.

Se ha investigado una vacuna recombinante que contenia un epitopo de la hemaglutinina
(proteina presente en la superficie del virus de la gripe) y flagelina como alternativa para
una inmunizacion eficaz y de produccion rapida contra el virus HSN1. Al probar vacunas
formuladas de esta forma en ratones y hurones, se observo que producian altos niveles de
IgG especifica, reduccidn en la carga viral y proteccion tanto ante la cepa del virus usada
en la vacuna como ante otras cepas heterélogas®.

Otro ensayo siguié una estrategia similar, probando la eficacia de una vacuna
recombinante a partir de epitopos de hemaglutinina del virus H7N9 y flagelina. Se
comprobd que esta vacuna recombinante estimulaba TLR5. En modelo murino, los
niveles de IgG fueron mas altos que en los individuos vacunados solo con la porcién de
hemaglutinina o los control. La respuesta humoral fue también mas robusta y duradera en
este grupo*®.

Por otra parte, se ha investigado la eficacia de una vacuna para la gripe basada en el virus
inactivado y flagelina como estrategia para lograr inmunidad en neonatos, ya que la
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respuesta de su sistema inmune es insuficiente y las vacunas existentes no son efectivas
en menores de seis meses. Se probd en modelo primate, comparando los resultados entre
un grupo vacunado con virus inactivado y flagelina, un grupo vacunado con virus
inactivado y flagelina inactivada y un grupo control. La respuesta inflamatoria fue mayor
en el grupo vacunado con flagelina como adyuvante, aunque no como para resultar
problemaético, por lo que se considerd segura. Este grupo mostrd una respuesta humoral
significativamente mayor que los otros, y una respuesta mas fuerte por parte de los
linfocitos T de memoria. La produccion de anticuerpos que reconozcan otras cepas del
virus es una caracteristica deseable en las vacunas, pero en este caso no se logro. Tras la
exposicion al patogeno, el grupo vacunado con flagelina como adyuvante fue el que
mostré menor carga viral y menor sintomatologia clinica®’.

También existen estudios sobre si el uso de flagelina como adyuvante en una vacuna
basada en virus inactivado permite alcanzar una inmunogenicidad adecuada en
administracion intranasal. Su administracion en modelo murino produjo una fuerte
respuesta humoral con altos niveles de IgA especifica en mucosas y suero y de IgG a nivel
sistémico. Al exponer a los animales al virus vivo, la vacuna otorgé muy buena proteccién
frente a este. Estos resultados apuntaron a que la flagelina puede ser prometedora como
adyuvante en mucosas*®,

4.2.3. Estimulacion de TLR5 para conseguir inmunidad a nivel de mucosas
La mayoria de las vacunas existentes en la actualidad se administran por via parenteral.
La administracién de vacunas a través de las mucosas ofrece una serie de beneficios:
facilidad de administracion, eliminacion de los riesgos asociados a la inyeccion e
induccién de inmunidad tanto a nivel sistétmico como a nivel de mucosas. Uno de los
requisitos para la efectividad de este tipo de vacunas es el uso de adyuvantes efectivos y
seguros que consigan una inmunidad protectora. Aungue no se han desarrollado muchas
debido a la dificultad de encontrar adyuvantes adecuados, en los Gltimos afios se ha
producido un avance significativo en este campo*® .

La principal ventaja que ofrece la inmunidad a nivel de mucosas es que mientras que la
inmunidad a nivel sistémico, que es la que consiguen las vacunas administradas por via
parenteral, tendria su efecto una vez que el patégeno ha comenzado a diseminarse en el
organismo, la inmunidad a nivel de mucosas tendria su efecto en la via de entrada del
patdgeno, lo cual permite la prevencion de la enfermedad desde su fase temprana“® 52,

Se ha podido observar que, aunque la principal fuente de la accion de la estimulacion de
TLR5 como adyuvante se da a partir de las DCs, en las vias respiratorias juegan un
importante papel las células epiteliales. Al administrarse en modelo murino vacunas de
varios antigenos con flagelina como adyuvante por via intranasal, se pudo observar una
potenciacion tanto de la inmunidad sistémica en forma de aumento de IgG como de la
inmunidad a nivel de mucosas en forma de aumento de IgA. En los animales en los que
la respuesta de TLR5 habia sido suprimida no se dio este efecto, por lo que la potenciacién
de la inmunidad era en este caso dependiente de TLR5. Al suprimir el efecto la
estimulacion de TLR5 en las células hematopoyéticas, la respuesta inmune a nivel de
mucosas persistio, apoyando la idea de que la clave para esta inmunidad es la sefializacion
a partir de las células epiteliales. También se pudo observar que en la administracion por
via intranasal, la flagelina permanecia en las vias respiratorias y era rapidamente
degradada. En conjunto, estos hechos apoyan la idea de que la actividad como adyuvante
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de la flagelina administrada por via intranasal potencia la inmunidad a nivel de mucosas,
es dependiente de TLR y tiene lugar mediante sefializacion a través de las células
epiteliales de las vias respiratorias®.

Al continuar investigando los mecanismos por los que se produce esta inmunidad a nivel
de mucosas, se pudo observar que hay una activacion de las DCs a nivel de pulmon. La
sefializacion a partir de las células epiteliales de las vias respiratorias que se observo
anteriormente causa el reclutamiento a pulmon de polimorfonucleares y monocitos y de
DCs procedentes de ganglios linfaticos que drenan a pulmon. Se comprob6 que de estos
tipos de células, las que aparecian unidas a antigeno de forma mas consistente y las
responsables de la inmunizacion fueron las DCs. Se observo también que aunque la
flagelina no influia en la captura de antigeno por parte de las DCs, si que era responsable
de su activacion funcional. Estas DCs activadas fueron cruciales en la activacion de los
linfocitos T en ganglio. Por ultimo, se corrobord que esta inmunidad era independiente
de la activacion de DCs a nivel sistémico®.

4.3. Otras estrategias

Ademas de las estrategias basadas en la estimulacién de TLR3 'y TLR5, que se han tratado
anteriormente en mas extension al ser las mas desarrolladas, existen otras estrategias que
hacen uso de las vias de sefializacion de los receptores TLR. A continuacidn se muestran
algunos ejemplos.

Uno de ellos es la busqueda de una vacuna contra Brucella que ademas de una respuesta
sistémica, estimule una respuesta a nivel de mucosas. Para ello, se prob6 una vacuna
basada en un vector plasmidico que contiene la secuencia de la Cu, Zn superdéxido
dismutasa (SOD), un antigeno de Brucella abortus, combinado con BPPcysMPEG, un
agonista de TLR2/6. La via de administracién elegida fue la intranasal debido a que la
parenteral se aleja méas de la via natural de infeccion. Al evaluarla en modelo murino
comparando con una vacuna similar pero sin adyuvante, se observaron aumento
significativo de los niveles de IgG e IgA y mayor induccién de la respuesta celular. Ante
la exposicion al patdgeno, el grupo inmunizado con la vacuna que contenia adyuvante
mostré mayor proteccion frente al patdgeno®.

También se ha realizado una comparacién entre varios adyuvantes, tanto agonistas de
TLR como agonistas de NOD, para encontrar el méas efectivo como adyuvante en una
vacuna basada en una proteina de membrana de Chlamydia trachomatis. Primero se
redujo la bateria de adyuvantes separandolos segin el tipo de respuesta (Thl, Th2 o
equilibrada) que indujesen y escogiendo dentro de cada grupo aquel que ofreciese mejor
proteccion en la exposicion al patdgeno. Se seleccionaron para seguir investigando los
siguientes adyuvantes: Pam,CSK4 (agonista de TLR2/6, induce respuesta Th2), Poli (I:C)
(agonista de TLR3, induce una respuesta equilibrada) y CpG-1826 (agonista de TLR9,
induce respuesta Thl). De estos grupos, el inmunizado con Pam>CSK4 como adyuvante
fue el que mostré mejor respuesta humoral tanto a nivel de IgG como de IgA, mejor
respuesta celular y mejor proteccion ante la exposicion al patégeno medida como carga
de patdgeno y variacion de peso del animal®®.

Un ensayo busco probar si una vacuna basada en el antigeno de TLR7/8 CL097 conjugado
con los antigenos de superficie y del core del virus de la hepatitis B (HBsAg y HBCAQ)
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adsorbidos sobre sales de aluminio podria inducir una respuesta inmune terapéutica en
los pacientes infectados. Al comparar en modelo murino esta vacuna con una consistente
solo en los antigenos de HBV adsorbidos sobre sales de aluminio, se observo que el uso
de este adyuvante era necesario para una respuesta celular y humoral fuerte y especifica
que rompiese el estado de tolerancia a los antigenos del virus que se asocia a la
persistencia de la infeccion®.

Otro ensayo busco estudiar la eficacia de CPG 7909, un agonista de TLR9, como
adyuvante en una vacuna contra el virus de la hepatitis B en pacientes infectados con el
virus HIV, especialmente susceptibles a la infeccidn por el virus de la hepatitis B debido
a su estado de inmunosupresion. Este adyuvante ya habia mostrado otorgar
seroproteccion a corto plazo (48 semanas) al afiadirse a una vacuna comercializada contra
el virus de la hepatitis B, y en este ensayo se buscO comprobar si esa seroproteccion se
mantenia en un plazo de cinco afios. Para ello se llevo a cabo un ensayo en pacientes
adultos infectados por el virus HIV y que recibian terapia antirretroviral eficaz,
comparando los efectos de la vacuna con y sin adyuvante mediante la medicion de
anticuerpo anti-HBs en intervalos de seis meses hasta 60 meses después de la vacunacion.
Se pudo observar que la proporcion de pacientes que alcanzaban y mantenian
seroproteccion en ese plazo eran significativamente mayores en el grupo inmunizado con
la vacuna que contenia el adyuvante®’.

4.3.1. Otros tipos de inmunoterapia

Ademaés de la vacunacién contra microorganismos patdgenos y el tratamiento del cancer,
la estimulacidn de los receptores TLR puede ser Gtil en otros tipos de inmunoterapia

La estimulacion de TLR5 se ha usado en la busqueda de una vacuna contra la cocaina.
Un ensayo estudio su eficacia como adyuvante en la vacuna de modo que esta sea capaz
de generar anticuerpos que eviten su paso a través de la barrera hematoencefalica. Esta se
formul6 conjugando un hapteno de la molécula de cocaina a la flagelina, y también se
comparé con formulaciones similares que incluian también sales de aluminio o MPLA
como adyuvante adicional. Al comparar el efecto de estas vacunas en modelo murino, se
observo que el uso de flagelina producia un aumento de los anticuerpos generados.
Respecto al uso de adyuvantes adicionales, mientras que el uso de sales de aluminio
aumentaba este efecto, el uso de MPLA lo disminuia, al ser un agonista de TLR4 que
tiene un efecto antagdnico sobre la respuesta inmune®®,

La estimulacién de TLR también es una estrategia potencial en la inmunoterapia contra
la alergia. En la actualidad existen dos vacunas antialérgicas que contienen agonistas de
TLR en fase de ensayo clinico: Pollinex Quattro, que contiene MPLA (agonista de TLR4),
y AIC, que contiene CpG (agonista de TLR9). Estas han mostrado seguridad y eficacia
en el tratamiento de los sintomas de pacientes con rinitis alérgica. Ademas de estas, hay
una serie de vacunas antialérgicas que contienen agonistas de TLR en fase de desarrollo®.
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Fig 5. Conjunto de estrategias analizadas en la revision®°

5. Conclusiones

El conjunto de la literatura analizada coincide en sefialar la eficacia de la estimulacion de
los receptores TLR para potenciar la respuesta inmune en las vacunas. En general puede
observarse que estas estrategias generan una respuesta inmune mas fuerte y duradera y
mejoran la proteccion ante la exposicion al patégeno.

Las principales ventajas del uso de los agonistas de TLR como adyuvante es que su
mecanismo de accion es conocido y en general son seguros, estimulan tanto la inmunidad
innata como la adaptativa al tener un papel clave en la maduracion de las DCs, pueden
generar inmunidad a nivel de mucosa, dan buenos resultados tanto en administracion
parenteral como intranasal y al estimular el sistema inmune ofrecen potencial para la
formulacién de vacunas a partir de antigenos poco inmunogeénicos, mejorar su perfil de
seguridad o su uso en poblaciones cuya respuesta de otro modo seria subdptima. Como
contrapunto, pueden producir reacciones adversas derivadas de la exacerbacion de la
respuesta inmune, y existen datos insuficientes sobre su uso en humanos.

Se puede concluir por lo tanto que este es un campo prometedor y es necesario continuar
las investigaciones necesarias para su uso en pacientes.
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