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Resumen. Los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) constituyen uno de los principales componentes de la inmunidad inna-
ta, y son los encargados de detectar la presencia de agentes patdgenos a través de los componentes especificos de los microorganismos
conocidos como patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP). La estimulacion de los PRR induce una respuesta inflamatoria
que favorece el control inicial de las infecciones y el posterior establecimiento de la inmunidad adaptativa. De esta manera, se genera
una memoria inmunoldgica, responsable de proporcionar una mejor respuesta en encuentros posteriores con el mismo patdgeno. Este
es el principio en el que se basan las vacunas.

Para lograr su objetivo, las vacunas necesitan activar la inmunidad innata, y es por eso que frecuentemente se utilizan adyuvantes,
los cuales aumentan la eficacia de la vacunacion. Los PRR desempefan un papel muy importante en dicho proceso, ya que su estimu-
lacién con los adyuvantes conlleva a la activacion/maduracién de células presentadoras de antigenos, como es el caso de las células
dendriticas. Ademas, la estimulacién de los PRR conduce a la produccién de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a, I1L-1p, I1L-6, las
cuales favorecen el establecimiento de la respuesta inflamatoria y la presentacion antigénica.

La presente revision discute aspectos clave en el entendimiento de las estrategias de inmunizacion y el papel de los PRR, incluyendo

la descripcién de los principales PRR implicados en la respuesta vacunal, y su uso como adyuvantes.
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ANTIVIRAL VACCINES: STRATEGIES FOR ACTIVATION
OF THE INNATE IMMUNE RESPONSE

Abstract. Pattern Recognition Receptors (PRRs) are among the main
components of innate immunity. They act to detect pathogenic micro-
bes through microorganism-specific components known as Pathogen-
Associated Molecular Patterns (pamps). Stimulation of PRRs induces
inflammatory response, which favors both infection control during the
early stages as well as the later progress of adaptive immunity. In this
way, immune memory is established and provides a better response to
further encounters with the same pathogen. This is the principle upon
which vaccines are based.

Vaccines need to activate innate immunity to achieve their aim,
which accounts for the frequent use of adjuvants to improve the efficacy
of vaccines. PRRs play a very important role in this process, as their sti-
mulation triggers the activation/maturation of antigen presenting cells
such as dendritic cells. Furthermore, stimulation of PRRs leads to pro-
inflammatory cytokine production (TNE-a, IL-1p, IL-6) which favors
inflammatory response and antigen presentation.

This review presents key aspects for understanding immunization
strategies and the role of PRrRrs, including descriptions of the PRRs invol-
ved in the vaccine response and their use as adjuvants.

Keywords: adjuvants, inflammation, innate immunity, pattern
recognition receptors, vaccine.

VACINAS ANTIVIRAIS: ESTRATEGIAS DE
ATIVAGAO DA RESPOSTA IMUNE INATA

Resumo. Os receptores de reconhecimento de padrées (PRR) constituem
um dos principais componentes da imunidade inata e sdo os encarrega-
dos de detectar a presenga de agentes patégenos por meio dos compo-
nentes especificos dos micro-organismos conhecidos como padrées mo-
leculares associados a patdgenos (pAMP). A estimulagdo dos PRR induz
uma resposta inflamatéria que favorece o controle inicial das infec¢oes
e o posterior estabelecimento da imunidade adaptativa. Dessa maneira,
gera-se uma memoria imunoldgica, responsavel por proporcionar uma
melhor resposta em encontros posteriores com o mesmo patdgeno. Este
¢ o principio no qual se baseiam as vacinas.

Para atingir seu objetivo, as vacinas precisam ativar a imunidade
inata, e é por isso que frequentemente se utilizam adjuvantes, os quais
aumentam a eficacia da vacinagdo. Os PRR desempenham um papel mui-
to importante nesse processo, ja que sua estimulagdo com os adjuvantes
leva a ativagdo/amadurecimento de células que apresentam antigenos,
como ¢é o caso das células dendriticas. Além disso, a estimulagdo dos PRR
conduz a produgio de citocinas pré-inflamatérias como TNE-a, I1L-1(,
IL-6, as quais favorecem o estabelecimento da resposta inflamatoria e a
apresentagdo antigénica.

Na presente revisdo, discutem-se aspectos-chave no entendimento
das estratégias de imunizagdo e o papel dos PRR, o que inclui a descrigdo
dos principais PRR implicados na resposta de vacinagao e seu uso como
adjuvantes.

Palavras-chave: adjuvantes, inflamagao, imunidade inata, receptores de
reconhecimento de padrdes, vacinas.
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Introduccion

Uno de los principales objetivos de la vacunacion es
disminuir la mortalidad causada por diferentes agen-
tes infecciosos e incrementar la calidad y la esperanza
de vida de la poblaciéon mundial. Hasta el momento, la
vacunacion constituye uno de los mayores logros en el
campo de la salud, y sin duda su implementacion sig-
nificé un hecho sin precedentes en la historia de la hu-
manidad [1-4]. Son muchas las dificultades que se han
presentado durante el desarrollo de las diferentes vacu-
nas antivirales, pues se han tenido que sortear una gran
cantidad de sucesos que incluyen la evasion del siste-
ma inmune por parte de los virus a través de diferentes
mecanismos que interfieren con la adecuada respuesta
inmune, la efectividad de la vacuna en relacién con
una rapida respuesta, y hasta los efectos secundarios
que puedan llegar a tener durante su aplicacién. Sin
embargo, los avances cientificos recientes en métodos
que permiten estudiar la respuesta del sistema inmune
frente a infecciones virales han permitido un mejor en-
tendimiento de los mecanismos inmunes que van des-
de la activacion celular, a través de diferentes vias de
sefializacion, hasta el desarrollo de memoria inmuno-
légica, con el fin de establecer nuevos protocolos para
el desarrollo de vacunas [1-5].

Los mecanismos de infeccion, replicacién y per-
sistencia de los virus en el hospedero son consecuen-
cia del comportamiento de los virus, que tienen la
capacidad de aprovechar la célula y su maquinaria
para preservar y mantener su ciclo replicativo, y ase-
gurar asi el éxito de la infeccion y produccién de la
nueva progenie viral. Dicha conducta viral es la que
se ha tenido en cuenta para el desarrollo de vacunas,
introduciendo modificaciones a nivel estructural del
virus, la inactivacion viral o el empleo de virus recom-
binantes [3].

La mayoria de las vacunas se han desarrollado con
el fin de simular una infeccién natural que genere una
respuesta inmune de memoria. Para esto es necesario
causar una infeccién aguda limitada que conduzca a la
activacion de los diferentes componentes del sistema
inmune, responsables de inducir la respuesta inflama-
toria y posterior produccion de anticuerpos neutrali-
zantes o de una respuesta celular efectora, dando como
resultado una respuesta de memoria inmunolégica
para una proteccion eficaz ante un determinado agen-
te patégeno.

Entre los principios que guian el desarrollo de las
estrategias de inmunizacién se encuentran:

Curare / Volumen 1, Numero 1 / junio 2014

i) la induccién de la respuesta inmune es mas efi-
ciente cuando el inmundgeno es presentado por
una célula presentadora de antigenos como los
macrofagos y las células dendriticas;

ii) las respuestas adaptativas de tipo humoral y celu-
lar participan en el control de las infecciones vira-
les, aunque su intensidad y duracién puede variar
dependiendo del tipo de virus;

iii) la polarizacion de la respuesta inmune puede ser
manipulada a favor tanto de la respuesta tipo Th1
(respuesta celular) o Th2 (respuesta mediada por
anticuerpos), dependiendo del inmunégeno ad-
ministrado, la ruta de inmunizacién y el uso de
adyuvantes;

iv) la presentacion de antigenos en 6rganos linfoides
asociados a mucosas induce inmunidad local, que
se considera una barrera efectiva para los virus que
invaden mucosas [1-7].

Finalmente, la naturaleza y las caracteristicas del
antigeno (virus inactivado o virus atenuado), asi como
el origen de estos (proteinas purificadas o proteinas re-
combinantes), determinan las caracteristicas de la res-
puesta inmune que se efectuara y su eficiencia.

Adyuvantes inmunolégicos

La busqueda de nuevos compuestos con actividad in-
munomoduladora es uno de los principales objetivos
en la investigacion inmunoldgica, con el fin de mejorar
las estrategias de inmunizacion y ampliar las posibili-
dades a nuevos agentes infecciosos, para los cuales no
se dispone aun de vacunas exitosas [8].

Los adyuvantes tienen como propdsito poten-
ciar la inmunogenicidad de las vacunas comerciales y
las que se encuentran en fase experimental, para ge-
nerar una respuesta inmune duradera, de tipo celular
o humoral [6]. Son sustancias o preparados quimicos
que, incorporados al antigeno o inyectados de mane-
ra simultdnea, hacen mas efectiva la respuesta inmu-
ne. Dichos compuestos se unen a diferentes receptores
presentes en la membrana de las células del sistema in-
mune innato, e inducen la produccién de citoquinas
proinflamatorias y promueven la presentacion antigé-
nica, a través de la induccion de moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad clase IT (HLA-11) y molé-
culas coestimuladoras como cp80 y cp86 [3-6, 9-11].
El sistema inmune innato es la primera linea de de-
fensa encargada del reconocimiento de paAmMP (patro-
nes moleculares asociados a patdgenos), presentes en



los microorganismos, con el fin de activar la respuesta
inflamatoria y promover el establecimiento de la res-
puesta inmune adaptativa, mediada por los linfocitos
TyB[2-5,12, 13].

Uno de los adyuvantes mas empleados desde el
inicio de la inmunoterapia y vacunacién ha sido el hi-
dréxido de aluminio AI(OH),, el cual presenta carga
positiva, lo que permite su unién a proteinas cargadas
negativamente y débilmente basicas. Las fuerzas de Van
der Waals y los puentes de hidrégeno contribuyen a la
adsorcion de los antigenos en las mezclas que contie-
nen hidréxido de aluminio [Al(OH),] como adyuvante
(6, 14]. Sin embargo, el uso repetitivo de AI(OH), pue-
de generar anticuerpos de tipo IgE, desencadenando
reacciones alérgicas [6, 8], razén por la cual su uso en
la actualidad, como adyuvante en las vacunas, ha sido
restringido [15, 16].

Otros compuestos de naturaleza quimica variable
se han empleado como adyuvantes, e incluyen los lipo-
somas, las saponinas, las emulsiones de aceite mineral
y la vitamina E, entre otros [17, 18]. Sin embargo, estos
pueden causar efectos adversos y reacciones alérgicas
como consecuencia de su limitada biodegradabilidad y
biocompatibilidad. Por tal razén, las vacunas de nueva
generacion emplean adyuvantes diferentes a los tradi-
cionales, los cuales disminuyen la frecuencia de reac-
ciones adversas y contribuyen a la activacion rapida de
la inmunidad [6, 8].

Las vacunas sintéticas o recombinantes se han usa-
do exitosamente en los tltimos afios. Sin embargo, uno
de los principales problemas con las nuevas vacunas an-
tivirales sintéticas es que presentan baja inmunogeni-
cidad en comparacién con las vacunas tradicionales,
basadas en agentes virales intactos, atenuados o inacti-
vados [19]. De ahi la importancia de encontrar nuevos
adyuvantes que incrementen la efectividad de las nue-
vas vacunas. Con base en el conocimiento que se tiene
hasta el momento sobre la manera como acttian los re-
ceptores de la inmunidad innata al ser estimulados por
sus respectivos ligandos, y como esta puede potenciar
la respuesta inmune a través de i) la produccion de cito-
quinas proinflamatorias; ii) el reclutamiento de células
inmunes; y iii) el aumento de la expresion de moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad, que facili-
tan el reconocimiento del antigeno por parte de los lin-
focitos T y la subsecuente activacion de los linfocitos B
parala produccion de anticuerpos, se ha sugerido el em-
pleo de algunos ligandos de los receptores de reconoci-
miento de patrones (PRR), como adyuvantes [4-6, 9, 14].
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Los PRR constituyen los principales mecanismos
de reconocimiento de microorganismos, por parte de
las células de la inmunidad innata, incluidas células
NK, macréfagos, células dendriticas, neutrdfilos, célu-
las epiteliales y endoteliales, entre otras. La estimula-
ci6én de los PRR trae como consecuencia la activaciéon de
vias de sefalizacion que favorecen la produccion de ci-
toquinas y quimioquinas que potencian la maduracion
de las células presentadoras de antigenos, para inducir
la respuesta inmune adaptativa [2, 12, 20-22].

Los receptores de la inmunidad innata mejor des-
critos hasta la fecha incluyen: i) los receptores tipo toll
(TLR), proteinas altamente conservadas que se expre-
san en la membrana plasmatica y en los endosomas,
facilitando asi el reconocimiento de microorganismos
intra y extracelulares (tabla 1); ii) las proteinas RIG-1/
MDA-5, y iii) la familia de receptores tipo NOD (NLR)
(23, 24].

Tabla 1. Receptores tipo toll y sus ligandos

Receptores tipo toll Ligando

TLrR™1 Lipoproteinas

TLR2 Zimosan, peptidoglicanos, lipoproteinas,
glicolipidos

TLR3 *rna de doble cadena

TLR4 Lipopolisacarido

TLRS Flagelina

TLR6 Zimosan, acido lipoteicoico, lipopéptidos
de micoplasmas

TLR7 Y TLR8 RNA de cadena sencilla, imidazoquinolinas
OpnNa hipometilado, oligonuclestidos con

TLR9 .+
motivos "CpG

TLR10 Desconocido

" TLR: receptores tipo toll; *rna: 4cido ribonucléico; 7 pNa: 4cido de-

soxirribonucléico; ¥ CpG: regién de pNa rica en los nucleétidos citosina
Y guanina.

Fuente: elaboracion propia

Hasta el momento el uso de agonistas de los PRR
en las estrategias de vacunacion ha mostrado una re-
duccion en la toxicidad y un aumento en la potencia
de la vacuna en comparacion con los adyuvantes tradi-
cionales [15, 16, 25]. Por tal razén, los agonistas de los
PRR representan una estrategia efectiva y segura para el
desarrollo de las vacunas. El disefio de este tipo de va-
cunas se basa en la estimulacién de la respuesta infla-
matoria, que activa las células dendriticas, encargadas
de la presentacion antigénica e induccion de la respues-
ta inmune adaptativa [6, 8].
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Papel de los TLR en respuesta
a las vacunas antivirales

Las vacunas antivirales contienen virus vivos atenua-
dos o inactivados (sin capacidad replicativa) o compo-
nentes virales. Sin embargo, a excepcidn de las vacunas
de virus vivo atenuado, las otras dos estrategias (virus
inactivados o componentes virales) no simulan una in-
feccion natural y, por ende, en ausencia de respuesta
inflamatoria, no se genera una respuesta de memoria
efectiva que pueda conferir proteccion frente a una in-
feccién futura. Por tal razon, el uso de agonistas de los
TLR como inductores de la respuesta inflamatoria ha
demostrado su efectividad en las estrategias de vacu-
nacién exitosa [26, 27].

El empleo de ligandos de los TLR como adyuvantes
es un modelo que actualmente se esta empleado en el
desarrollo de vacunas antivirales [20]. Tal es el caso de
la vacuna contra el virus de la Hepatitis B (1BVv), Fen-
drix®, en la cual se emplea como adyuvante el monofos-
foril lipido A (MPL), un agonista de TLR4, que aumenta
el titulo de anticuerpos neutralizantes, en comparaciéon
con individuos vacunados con la misma vacuna pero
en la que se utiliza AI(OH), como adyuvante [28, 29].
De forma similar se han reportado varios estudios con
oDN-CpG (oligodeoxinucleotidos con motivos CpG)
los cuales estimulan TLR9 y favorecen la produccién
de interferodn tipo I, citoquinas proinflamatorias como
IL-6 Y TNF-a y citoquinas reguladoras como I1L-10
[28,29]. Este tipo de adyuvantes se ha utilizado en nue-
vas formulaciones de las vacunas contra el HBV, las cua-
les se encuentran en estudios clinicos fase 11y fase 111, y
han reportado mayores titulos de anticuerpos neutra-
lizantes, los cuales aparecen dos semanas después de la
inmunizacion y son mas duraderos, acompafiados de
una mayor respuesta de células citotdxicas, compara-
dos con las formulaciones sin adyuvantes [30].

Otro aspecto interesante es la reduccion del niime-
ro de dosis de la vacuna, ya que al activar eficientemen-
te la respuesta inmune desde las etapas tempranas de la
inmunizacion, se disminuye la necesidad de aplicar do-
sis complementarias para completar los esquemas y, a
largo plazo, la necesidad de utilizar refuerzos en pobla-
ciones con baja prevalencia del patdgeno en estudio, lo
cual representa ventajas econdmicas para los progra-
mas v las politicas de salud a nivel mundial.

Adyuvantes de TLR7 y TLR8 también se han estu-
diado con este proposito. Tal es el caso de las imidazo-
quinolinas, que inducen la produccién de citoquinas,
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incluyendo 1FN-a, 1L-1p, IL-6, I1L-8, 1L-10, IL-12 y TNE-a
[31]. Ademas estimulan la proliferacion de los linfoci-
tos B y la activacidn de células Nk, células de Langer-
hans, linfocitos Thl y linfocitos T citotdxicos. Por lo
anterior, se han postulado como estrategia adyuvan-
te en vacunas en desarrollo para el vin-1, llevadas a
cabo en modelos murinos, en las cuales se emplean
vacunas de DNA recombinante con imiquimod (mo-
lécula del tipo imidazoquinolina), obteniendo mejo-
res respuestas antivirales, mediadas por la produccién
de anticuerpos neutralizantes y la activacién de célu-
las citotoxicas [32].

El virus de influenza, para el cual se prepara una
vacuna anual, segun las cepas circulantes, también ha
sido motivo de estudio en la busqueda de nuevos adyu-
vantes. Los opN-CpG han demostrado ser seguros, to-
lerables e inductores de una rapida respuesta inmune
evidenciada por la alta produccién de anticuerpos es-
pecificos desde la segunda semana de inmunizacion,
acompafiada de respuesta celular desde la tercera se-
mana, comparado con el grupo control vacunado sin
adyuvante [33]. Dicho efecto parece estar mediado
por la activacion de las células dendriticas plasmaci-
toides, las cuales expresan altos niveles de TLR9 e IFN-a
[12, 34].

Una de las vacunas mas efectivas para el control
de infecciones virales ha sido la vacuna contra el virus
de la fiebre amarilla, el cual causa una enfermedad tro-
pical febril, potencialmente mortal, que es transmiti-
da por mosquitos. En el contexto de esta enfermedad
se ha reportado que la inmunizacién induce la expre-
sién de TLR3 y TLRY en células NK, asi como de los mar-
cadores de activacion cp38, HLA-DR/DQ/DP, lo que se
traduce en una mayor producciéon de 1FN-y [35]. Ade-
mas, esta vacuna puede potenciar la expresion de TLR
en otras subpoblaciones celulares del sistema inmuno-
légico, como las células dendriticas, que expresan una
gran variedad de estos receptores y que representan el
puente entre la inmunidad innata y la inmunidad ad-
quirida [36].

Estos hallazgos indican que la activacion de recep-
tores de la inmunidad innata, como los TLR, desempe-
fia un papel fundamental en el establecimiento de una
respuesta inmune protectora. Sin embargo, es necesa-
rio conocer si existe un sinergismo entre los diferentes
receptores de la inmunidad innata una vez que estos
son estimulados por sus respectivos ligandos, y si esto
influye de manera positiva en la induccién de una res-
puesta inmune de memoria, a nivel celular y humoral.



Conclusion

La deteccion y el reconocimiento temprano de patoge-
nos a través de PRR presentes en las células que parti-
cipan en la respuesta inmune innata, como las células
dendriticas y los macréfagos, facilita la répida produc-
cién de citoquinas implicadas en la respuesta inmune
inflamatoria y antiviral, las cuales favorecen el estable-
cimiento de la respuesta inmune adaptativa. Este con-
trol es mediado gracias a diferentes mecanismos, que
incluyen la produccion de citoquinas, la maduracién
de las células presentadoras de antigenos y la expresion
de moléculas coestimuladoras.

Los principales hallazgos descritos hasta la fe-
cha en el campo dela vacunacion contra las enfermeda-
des infecciosas de origen viral sugieren la importancia
de profundizar nuestros conocimientos en la elabora-
cién de las nuevas vacunas, las estrategias actuales para
su disefio, y el uso de nuevos adyuvantes que estimulen
los receptores de la inmunidad innata, para aumentar
la eficiencia y la eficacia de las vacunas contra agentes
infecciosos como los Virus de Hepatitis C, Dengue y
VIH-1, que se han convertido en un gran problema de
salud publica a nivel mundial, con repercusiones en to-
das las esferas de la vida [9, 37].
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