medigraphic Avlemigs

Rev Fac Med UNAM Vol. 52 No. 4 Julio-Agosto, 2009

Tema de reflexion

Aplicaciones terapéuticas de los agonistas de TLRs

Frank Hanz Robledo Avila,! Marco A Velasco Veldzquez?

! Departamento de Inmunologia, Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas, IPN.
2 Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina, UNAM.

Introduccion

El sistema inmune innato es la primera linea de defen-
sa del organismo contra microorganismos patégenos. La
interaccion entre las células del sistema inmune innato y
los patégenos involucra un limitado repertorio de recep-
tores codificados en linea germinal llamados receptores
de reconocimiento de patrones (PRRs por sus siglas en
inglés). Dentro del grupo de los PRRs se incluyen a los
receptores tipo Toll (TLRs), receptores tipo lectina C
(CLRs), receptores tipo NOD (NLRs) y receptores tipo RIG
(RLRs). Todos estos receptores reconocen secuencias es-
pecificas presentes en moléculas microbianas, que se co-
nocen como patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs por sus siglas en inglés).! Al ser ligandos de los
PRRs, dichas secuencias juegan un papel importante en
la activacion de la respuesta inmune innata producida
por microorganismos.

La adecuada activacién de la respuesta inmune innata es
necesaria para generar una buena respuesta inmune adapta-
tiva, esto ha llevado a proponer el uso de ligandos de PRRs
para el tratamiento de diversas patologias. El presente texto
revisa las actuales aplicaciones clinicas de algunos agonis-
tas de los receptores tipo Toll y explora sus posibles aplica-
ciones futuras a la luz de los resultados obtenidos en diver-
sos modelos experimentales.

Caracteristicas de los TLRs y sus ligandos

Los TLRs constituyen una familia de glicoproteinas in-
tegrales de membrana que funcionan como sensores prima-
rios del sistema inmune innato al reconocer PAMPs. Estruc-
turalmente, los TLRs se caracterizan por contener un domi-
nio extracelular que contiene motivos ricos en repeticiones
de leucina (LRR), una estructura de una sola a-hélice trans-
membranal y un dominio de sefializacién citoplasmadtico
homologo al del receptor de interleucina 1 (IL-1R), llamado
TIR.!2 En humanos, la familia de los TLRs abarca 10 miem-
bros (TLR1-TLR10) que se expresan en varios tipos celula-
res del sistema inmune, principalmente en células dendriti-
cas, macrofagos, células B, y células T, aunque también pue-

den expresarse en células que no pertenecen al sistema in-
mune (cuadro 1).

Estos receptores son capaces de reconocer ligandos de
diversa naturaleza (incluyendo lipidos, dcidos nucleicos y
proteinas) presentes en microorganismos. Los ligandos na-
turales conocidos para los diferentes TLRs se anotan en el
cuadro 1.1%3 Tras el reconocimiento de su ligando, el TLR
promueve la activaciéon de una cascada de sefializacion
que sigue principalmente dos vias: a) la dependiente de la
proteina MyD88, que finaliza con la activacién del factor
de transcripcioén nuclear kB (NF-«B), y b) la dependiente
de la proteina TRIF, que finaliza con la activacién del fac-
tor regulador de interferén (IRF). En consecuencia, se ini-
cia la produccién de citocinas proinflamatorias y/o inter-
ferones tipo I necesaria para la activacion de otros compo-
nentes del sistema inmune innato y la induccién de la
inmunidad adaptativa.®

Agonistas de TLRs
Imidazoquinolinas

Se sabe que las imidazoquinolinas pueden inducir la pro-
duccidn de citocinas proinflamatorias y citocinas regulado-
ras. Por esto, las imidazoquinolinas se han clasificado como
moléculas modificadoras de la respuesta inmune (IRMs) de
bajo peso molecular. El imiquimod (R-837, S-26308), un
miembro de esta familia, fue aceptado por la FDA en 1997
para el tratamiento de verrugas genitales externas (condilo-
mas acuminados) causadas por el virus del papiloma huma-
no, convirtiéndose en el primer IRM de aplicacién tépica
que sali6 al mercado.

El imiquimod es un agonista de TLR-7 y promueve la
expresion de numerosas citocinas, incluyendo IFN-«, IL-
1,-6,-8,-10, -12, y TNF-c. En consecuencia, este fairmaco
estimula la actividad de células NK, la proliferacién de
células B y la activacion de células de Langerhans, que
son las principales células centinela en la piel.” Adicio-
nalmente, el imiquimod estimula a las células Thl para
secretar IFN-y, el cual a su vez promueve la activacién de
linfocitos T citotéxicos. En conjunto, estos efectos indu-
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cen el establecimiento de la inmunidad a largo plazo,
especialmente contra virus.® Por esta razén, el imiquimod
es efectivo para el tratamiento de verrugas genitales cau-
sadas por el virus del papiloma humano. En particular, es
una buena opcidn para el tratamiento de verrugas en pa-
cientes inmunocomprometidos, VIH positivos o que han
recibido algin trasplante.’

En el 2004, 1a FDA aprob6 una nueva indicacién para el
imiquimod: el tratamiento del carcinoma de células basales
superficial (sBCC). La efectividad del tratamiento con imi-
quimod en sBCC se ha demostrado en diversos estudios de
doble ciego donde el 73-87% de los pacientes presentaron
respuestas completas en esquemas de dosificacion con efec-
tos adversos aceptables.'0!!

Aunque el mecanismo del efecto antitumoral del imiqui-
mod involucra la induccién de la sintesis de citocinas, este
farmaco presenta por si mismo actividad antitumoral, pues
induce apoptosis en células de carcinoma de células basa-
les!? y en células de melanoma.'? Este efecto es indepen-
diente de receptores membranales de muerte y desaparece
cuando las células tumorales producen grandes cantidades
de Bcl-2 o se inhibe la activacién de caspasas.'?

Otro posible mecanismo por el cual el imiquimod tiene
efecto antitumoral es la inhibicién de la angiogénesis. En
un modelo murino de hemangioma, la aplicacién tépica de
imiquimod inhibe el crecimiento vascular tumoral; esta in-
hibicion se asocié con un incremento en la expresion del
inhibidor tisular de la metaloproteasa de matriz 1 (MMP-1)

Cuadro 1. Algunos ligandos naturales descritos, su origen y el TLR que lo reconoce.

Ligando Origen ligando TLR activado
Bacterias
LPS Bacterias Gram - TLR4
Diacil lipopéptido Mycoplasma TLR2/TLR6
Triacil lipopéptido Micobacterias TLR2/TLR1
LTA Streptococcus grupo B TLR2/TLR6
Peptidoglicano Bacterias Gram + TLR2
Porinas Neisseria TLR2
Lipoarabinomanano Micobacterias TLR2
Flagelina Bacterias flageladas TLR5
CpG-DNA Bacterias y micobacterias TLR9
HSP 60 Bacterias TLR4
Hongos
Zymosan Saccharomyces cerevisiae TLR2/TLR6
Fosfolipomanano Candida albicans TLR2
Manano Candida albicans TLR2
Glucoronoxilomanano Cryptococcus neoformans TLR2/TLR4
Parasitos
t-GPI-mutina Trypanosoma TLR2
Glicoinositol fosfolipido Trypanosoma cruzi TLR4
Hemozoina Plasmodium TLR9
Glicoinositol fosfolipido Leishmania major, Leishmania donovani TLR2
Glicoinositol fosfolipido con estructura Trypanosoma cruzi TLR2
alquilacilglicerol no saturado
CpG Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi TLR9
Virus
DNA Virus TLR9
dsRNA Virus TLR3
ssRNA (+) Virus Coxsackie B, Parechovirus, virus Sendai TLR7, TLR8
ssRNA (+) Virus del dengue, HIV TLR7
ssRNA (-) Virus de la influenza TLR7
Proteinas de envoltura RSV, MMTV TLR4
Hemaglutinina Virus del sarampion TLR2
No determinada HCMV, HSV1 TLR2
Huésped
Proteinas de choque térmico 60, 70 TLR4
Fibrindgeno TLR4
Hialuronano TLR4
Proteina surfactante A TLR4
Células necroéticas TLR2
Complejos IgG-cromatina TLR9
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y la disminucién en la actividad de la metaloproteasa de
matriz 9 (MMP-9).! De manera similar, en tumores genera-
dos a ratones por la inyecciéon de queratinocitos humanos
transformados o de células murinas de sarcoma de pulmén
L1, la administracién tépica de imiquimod al 5% durante 3
dias consecutivos inhibié la angiogénesis. En esos anima-
les se observo que el imiquimod indujo la sintesis de TNF-
a,IFN-y e IL-18.1

Adyuvantes de vacunas

Las vacunas regularmente son creadas con microorganis-
mos atenuados o muertos originando una pérdida de antige-
nicidad. Los agonistas de TLRs pueden funcionar como
buenos adyuvantes naturales debido a su capacidad de in-
ducir una respuesta Th1 activando la via NF-«B, originando
la produccién de citocinas proinflamatorias como TNF-c e
IL-12, ademds de inducir la sintesis de interferones tipo 1.9

Un ejemplo claro y muy utilizado en vacunas experi-
mentales en modelos animales es el adyuvante completo
de Freund, el cual incluye Mycobacterium tuberculosis
muerta por calor que pueden activar TLR2 y TLR4 y gene-
rar una buena respuesta proinflamatoria. De manera simi-
lar, la vacuna BCG (Bacillus Calmette-Guerin) contiene
moléculas derivadas de micobacterias que activan TLR2 y
TLR4. Aunque la vacuna BCG fue originalmente desarro-
Ilada contra la tuberculosis, se han encontrado efectos be-
néficos al administrarla en tumores de vejiga.'®

Otro ejemplo de ligandos de TLRs empleados en vacu-
nas comerciales lo constituye la vacuna Fendrix® contra el
virus de la hepatitis B (HBV). Esta vacuna, empleada en
pacientes que estdn en hemodidlisis o que van a recibirla,
contiene monofosforil lipido-A (MPL) que es reconocido
por TLR4. En comparacién con otras vacunas contra HBV,
Fendrix® induce anticuerpos que aparecen mds rdpidamen-
te, tienen titulos mds altos y son m4s persistentes.!” E1 MPL
también es efectivo como adyuvante en vacunas contra vi-
rus del papiloma y herpes genital.®

Otros agonistas muy estudiados dltimamente son los CpG
ODN (oligodesoxinucledtidos); éstos estimulan TLRY favo-
reciendo la produccién de citocinas proinflamatorias como
IL-6 y TNF-«, interferones tipo I y citocinas reguladoras pro-
ducidas por las células B como la IL-10.'® Varios estudios en
raton han demostrado que la respuesta inmune innata activa-
da por CpG ODN administrados por inyeccién, inhalado u
oral puede proteger contra un amplio rango de enfermedades
virales, bacterianas y contra algunos pardsitos patégenos, in-
cluyendo retos letales con agentes infecciosos.'® En huma-
nos, los CpG ODN se han usado como adyuvantes en la vacu-
na contra la hepatitis B. En un estudio doble ciego de fase I/I1,
se encontraron titulos mayores de anticuerpos especificos
contra el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) en
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el grupo de individuos que recibieron la vacuna mezclada
con el ODN CPG 7909 (clase B).?

Adicionalmente, la activacion de TLR9 rdpidamente su-
prime la replicacion del virus de la hepatitis B (HBV) en
ratones transgénicos; este hallazgo sugiere que los CpG ODN
podrian ser utiles en el tratamiento de infecciones virales
cronicas en humanos. El efecto antiviral de los CpG ODN se
debe a la induccion de la secrecion de IFN-«, pues los hepa-
tocitos no expresan TLRO.!® De manera similar, se ha en-
contrado efecto protector de los CpG ODN en ratones y ma-
cacos retados con Leishmania.”

Agonistas de TLR-4 en la terapia antitumoral

Recientemente se ha demostrado que diversos tumores y
muchas lineas tumorales sobreexpresan TLRs. Aunque no
se conoce la importancia de este fendmeno, se ha sugerido
que los TLRs participan en la transformacion, en la progre-
sidn, en el escape inmune y en la resistencia a la quimiotera-
pia. Por estas razones, los TLRs son blancos potenciales de
nuevos agentes antitumorales. A continuacién se dan algu-
nos ejemplos del uso experimental de agonistas de TLR4
para el tratamiento de tumores.

El ONO-4007 (Ono Pharmaceutical Co, Osaka Japon) es
un compuesto no téxico derivado del lipido A del LPS, reco-
nocido por TLR4, que induce la produccion de TNF-a.. En
tumores que son sensibles a la accion del TNF-¢, se ha demos-
trado que este compuesto tiene una alta eficacia.?' El DT-
5461 (Daiichi Pharmaceutical Co, Tokio Japén) es un andlo-
go sintético de baja toxicidad del lipido A, reconocido por
TLRA4. En ratones, el DT-5461 inhibe las metdstasis pulmo-
nares y hepdticas de lineas celulares tumorales de linfoma y
de melanoma que son altamente metastdticos.”? Finalmente,
el GLA-60 es un andlogo sintético del lipido A reconocido
por TLR4. Este compuesto inhibe la formacién de metdstasis
pulmonares en un modelo murino de melanoma B 16, proba-
blemente favoreciendo el reclutamiento de células NK.??

Conclusiones y perspectivas

En conjunto, las evidencias presentadas aqui muestran
que los agonistas de TLRs pueden ser ttiles en el tratamien-
to o prevencion de enfermedades infecciosas y neopldsicas.
Sin embargo, existe evidencia creciente de la participacién
de los TLRs en enfermedades no infecciosas, por lo tanto en
el futuro pueden desarrollarse agonistas/antagonistas de es-
tos receptores con aplicaciones en patologias cardiovascu-
lares, gastrointestinales, neuroldgicas, dermatolédgicas y, por
supuesto, inmunolégicas.’* Como ejemplo podemos men-
cionar que numerosos estudios preclinicos muestran que la
administracién de ligandos de TLR9 bloquea la produccién
de citocinas Th2 y previenen los sintomas del asma.
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