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RESUMEN

La vacunacién terapéutica contra las enfermedades infecciosas crénicas se ha explorado ampliamente porque se
estima que podria contribuir en mucho a combatirlas. Resulta interesante la vacunacién contra la infeccién crénica por
el virus de la hepatitis B, enfermedad que se caracteriza por un proceso necroinflamatorio sostenido del higado, que
puede evolucionar a formas severas de la enfermedad, entre ellas la cirrosis y el carcinoma hepatocelular. La funcién
esencial del sistema inmune en la curacién de la infeccién crénica por ese virus, bien de modo espontaneo o como
resultado de tratamientos antivirales, sugiere que es un escenario propicio para el tratamiento inmunoterapéutico.
Sin embargo, aun no hay una vacuna que cure esta u otra infeccién crénica; aunque si se ha ensayado un grupo
elevado de candidatos vacunales. El conocimiento acerca del funcionamiento del higado como érgano linfoide, y
los limitados avances en la vacunacién terapéutica, obligan a revisar la racionalidad de los candidatos vacunales
actuales. En los Ultimos diez afos ha habido un desarrollo impetuoso del conocimiento de la inmunidad innata y los
mecanismos de sefalizacién intra y extrahepdticos, que permiten un disefo racional de las estrategias vacunales. Los
precios elevados, la baja efectividad de los tratamientos convencionales y la gran cantidad de pacientes portadores
crénicos de este virus, indican que hay un nicho oportuno para el desarrollo de un producto inmunoterapéutico
contra la hepatitis B crénica. Es posible predecir que las estrategias de adyuvacién que estén en linea con las ca-
racteristicas del higado como érgano linfoide, tendrén un impacto en el desarrollo de esta rama de la vacunologia.
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REVISION

ABSTRACT

A therapeutic perspective of the immunological function of the liver. Therapeutic vaccination of chronic infec-
tious diseases has been extensively explored because of its possible contribution to their eradication. In particular,
therapeutic vaccination of hepatitis B virus chronic infections is especially interesting since this disease is characterized
by a sustained necro-inflammatory process of the liver that may evolve into more severe conditions including cirrhosis
and hepatocellular carcinoma. The basic role of the immune system in the healing process of this chronic infection
suggests that it offers a favorable setting for immunotherapeutic treatments, either spontaneously or as a result of
antiviral therapy. However, no vaccine has been able to cure this or any other chronic infection in spite of the large
number of vaccine candidates tested. The knowledge of the liver as a lymphoid organ and the limited advances of
therapeutic vaccination demand more thorough analyses within the rationale of current vaccine candidates. In the
last ten years there has been an increased knowledge of innate immunity and intra- and extra-hepatic signaling
mechanisms, to support a rational design of vaccine strategies. The high costs and low effectiveness of conventional
treatments, and the large amount of chronic carrier patients for this virus, indicate a favorable setting for the deve-
lopment of immunotherapeutic products against chronic hepatitis B. It is possible to predict that adjuvant strategies
that take into account the properties of the liver as a lymphoid organ would have an impact in the development of

this new field of therapeutic vaccines.
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Introduccién

El higado es un 6rgano anatomicamente “estratégico”,
cuyas funciones son muy importantes para el orga-
nismo. Tiene una funcién critica en el metabolismo
intermediario de los carbohidratos, aminoacidos y li-
pidos, en la sintesis y secrecion de varias proteinas
del plasma, de lipidos y de glicolipidos, entre ellos,
las enzimas, asi como las sales biliares. Es el 6rgano
principal en la regulacion de los niveles de la mayoria
de los componentes de la sangre.

Cerca del 25% de la sangre que bombea el corazon
pasa a través del higado. Este drgano recibe un doble
flujo de sangre: la arteria hepatica, que lleva la sangre
arterial, intersecta con la sangre venosa que ha transi-
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tado a través del intestino y el bazo, y que es llevada
por la vena portal. Por tanto, los compuestos toxicos
ingeridos junto con la comida, se transportan al higa-
do desde los intestinos a través de la vena portal y alli
se detoxifican [1].

Hasta el afio 2000 era poco reconocido que el hi-
gado tiene mecanismos propios y especializados para
defenderse de agentes infecciosos, toxinas y otros
productos bacterianos. También debe protegerse de
respuestas indeseadas frente a proteinas no daii-
nas de la dieta o frente a células malignas transpor-
tadas por un flujo sanguineo masivo. De hecho, es
probable que como resultado de la detoxificacion de

1. MacPhee PJ, Schmidt EE, Groom AC. In-
termittence of blood flow in liver sinusoids,
studied by high-resolution in vivo microscopy.
Am J Physiol 1995,;269(5 Pt 1):G692-8.
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compuestos potencialmente dafiinos de la dieta, se
produzca una exposicion regular a carcinégenos, los
que en combinacion con el alto recambio celular de
este organo, pudieran provocar muchas mutaciones,
y requerir un mecanismo especializado de vigilancia
contra tumores [2].

Para disefiar un candidato vacunal terapéutico con-
tra la hepatitis B cronica (HBC), se debe considerar
el singular sistema inmune hepatico, en el cual se
desarrollan mecanismos de tolerancia e induccion de
respuesta inmune, cuyo codigo de sefales ha evolu-
cionado, para permitir la adaptacion del higado como
organo receptor de sangre venosa proveniente del in-
testino, y al mismo tiempo garantizar funciones com-
plejas y vitales.

La estrategia de adyuvacion en la vacunacion tera-
péutica contra la HBC requiere el conocimiento del
sistema de senalizacion, que en condiciones normales
favorece la induccion de tolerancia o respuesta inmune
en este organo. Un primer acercamiento a los compo-
nentes celulares permite comprender que es necesario
que las células efectoras antivirales no solamente sean
rescatadas de los estados de tolerancia inmunologica
en que se encuentran producto de la infeccion cronica,
sino que deben migrar al interior del parénquima he-
patico, donde deben ejercer su funcién y sobrevivir al
estado tolerogénico del organo.

Principales tipos celulares del higado
relacionados con la respuesta inmune

La complejidad del sistema inmune hepatico esta dada
por la presencia de tipos celulares convencionales y
no convencionales, y por su funcion en la respuesta
inmune producida en el higado, ya sea de activacion
como de inhibicion.

Los hepatocitos constituyen aproximadamente las
dos terceras partes del total de células del higado; el
resto son células que no forman el parénquima hepa-
tico, y cuya funcion esta muy relacionada con la de-
fensa del 6rgano. Esta tercera parte se subdivide en
células endoteliales (50%); células de Kupffer (CK;
20%); linfocitos (25%); células biliares (5%) y células
estrelladas (menos del 1%)[3].

Los linfocitos estan dispersos en el parénquima
asi como en los tractos portales. El higado humano
normal contiene alrededor de 10'° linfocitos, donde se
incluyen poblaciones de linfocitos convencionales y
no convencionales, tanto del sistema innato como del
adaptativo [3].

Las células T convencionales comprenden las cé-
lulas T CD4+ y CD8+. Ambas poblaciones poseen
un diverso repertorio de células con receptores de
células T con subunidades o y B, los que reconocen
a los antigenos en el contexto del complejo principal
de histocompatibilidad (MHC) clase I y clase II, res-
pectivamente. El nimero de células CD8+ sobrepasa
el nimero de células CD4+ y la proporcion de células
(efectoras: memoria) es superior a la de la sangre.

Las células T no convencionales comprenden va-
rios tipos celulares, que se pueden categorizar en dos
poblaciones: las que poseen marcadores de células ci-
totoxicas naturales, o NKT, y las que no.

Entre las células NKT, hay clasicas y no clasicas:
las primeras provienen del timo, y poseen un reperto-
rio de células T que es muy restringido, tipicamente

el receptor de células T con subunidades Va24 y el
VP11) y reconoce antigenos en el contexto de las mo-
léculas CDI. Las células NKT clasicas se activan con
a-galactosil-ceramida. Estas células NKT pueden ser
tanto CD4+ como CD4 y CD8 doble negativas.

Las células NKT no clasicas son mas abundantes
en el higado que en otros 6rganos, y pueden consti-
tuir hasta el 30% de la poblacion de linfocitos intra-
hepaticos [4]. Su migracion al higado, asi como su
expansion en este Organo, estan controladas por las
células NK [5], las que estan en una inusualmente alta
frecuencia entre los linfocitos residentes en el higado.
Las células NK representan una poblacion linfoide
con actividad citolitica contra las células tumorales o
infectadas por virus. Su funcion esta regulada por re-
ceptores activadores e inhibitorios, con la inhibicion
como sefial dominante.

Las células T no convencionales, que no expresan
los marcadores celulares de células NK, incluyen al
grupo de cé¢lulas T con subunidades 3 (células Tyd).
Este grupo representa del 15 al 25% de todas las cé-
lulas T intrahepaticas. Ello convierte al higado en una
de las principales fuentes de células Tyd del cuerpo.
Estas células poseen receptores de células T invarian-
tes u oligoclonales, que reconocen un rango limitado
de antigenos como son proteinas de estrés y antigenos
no proteicos.

La complejidad del sistema inmune hepatico tam-
bién se manifiesta a nivel de células presentadoras
de antigenos. El higado posee varios tipos de célu-
las presentadoras de antigenos (CPA), las que pueden
capturar los antigenos que pasan por los sinusoides
o aquellos que son liberados cuando los hepatocitos
infectados por patégenos mueren. Las CPA residentes
incluyen las CK, las células endoteliales sinusoidales
del higado (CESH) que representan un tipo de célula
endotelial vascular inusual, y las células dendriticas
(CD). Se considera que estos tres tipos de CPA son
esenciales para la induccion de tolerancia en condi-
ciones no inflamatorias [6].

Las CK son el mayor grupo de macroéfagos fijos
del cuerpo y se derivan de monocitos circulantes que
provienen de progenitores de médula o6sea [7]. Estas
células se sitiian en el espacio vascular sinusoidal, y
predominan en el espacio periportal. En este lugar
estan perfectamente situadas para eliminar las en-
dotoxinas de la sangre que pasa por los sinusoides,
igual para fagocitar el debris y los microorganismos.
Su lenta migracion a través de los sinusoides causa
perturbaciones frecuentes del flujo, que se detiene por
ratos, y facilita el contacto entre los linfocitos que pa-
san y el resto de los tipos celulares presentes. Las CK
pueden pasar a través del espacio de Dissé y hacer
contacto directo con los hepatocitos; y cuando estos
son apoptoticos, los fagocitan.

Las células endoteliales sinusoidales del higado
(CESH) se alinean al sinusoide de modo similar al
endotelio vascular de las arterias y de las venas portal
y central. Sin embargo, su morfologia difiere consi-
derablemente, formando un endotelio fenestrado con
aspecto de filtro. Este endotelio expresa moléculas
que promueven la asimilacion de antigenos, inclu-
yendo el receptor de manosa y el receptor scavenger;
y presenta moléculas que promueven la presentacion
antigénica, incluyendo las moléculas coestimuladoras
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CD40, CD80 y CD86. La endocitosis y fagocitosis
mediada por receptor, el procesamiento de antigenos
y la presentacion antigénica de las células endoteliales
sinusoidales ocurren con una eficiencia similar a la de
las células dendriticas [8].

Producto del diametro pequefio de los sinusoides,
ligeramente superior al de los linfocitos, los mini-
mos incrementos en la presion venosa sistémica y
las perturbaciones del flujo sinusoidal provocan una
detencion del flujo que aumenta el contacto entre los
linfocitos y las células presentadoras de antigenos, lo
que promueve la extravasacion de los linfocitos. Esta
extravasacion es facilitada por las fenestraciones de
las células del endotelio sinusoidal, que permiten a los
linfocitos el acceso al espacio de Dissé y el contacto
con la matriz extracelular, las células estrelladas, las
células dendriticas residentes en el higado, las CK, las
células endoteliales y los hepatocitos. Esta morfolo-
gia tisular caracteristica del higado facilita la sensibi-
lizacion directa o indirecta de los linfocitos, modula
la respuesta inmune a los patogenos hepatotropicos,
y contribuye a la respuesta inmune inducida por este
organo [2].

Las células dendriticas residentes se derivan de la
médula dsea [9], y se localizan alrededor de las venas
centrales y tractos portales. En el higado normal, las
células dendriticas son predominantemente inmaduras
[10], y se dedican a capturar y procesar antigenos. Las
células del endotelio sinusoidal, asi como las células
de Kupffer producen interleuquina 10 (IL10) y fac-
tor de crecimiento tumoral  (TGFp), y ademads, estas
citoquinas son inducibles en células estrelladas; por
tanto, el higado sano posee un microambiente de cito-
quinas Unico que puede convertir a las células dendri-
ticas residentes en tolerogénicas [10, 11]. Las células
dendriticas que no estan activadas pueden inhibir la
proliferacion y produccion de citoquinas de linfocitos
infiltrantes a través de las proteinas de superficie celu-
lar CTLA-4 y de PD-1 [12]; en cambio, cuando estan
activadas subregulan estos receptores y aumentan su
capacidad de migracion a través del espacio de Dissé
hacia los vasos linfaticos en los tractos portales, y fi-
nalmente a los linfonodos extrahepaticos [12].

Biologi‘ic de la respuesta inmune
en el higado

Muchas células del higado tienen una potencial ca-
pacidad de presentacion antigénica; entre ellas las
CESH, los hepatocitos, las CD, las CK, y mas recien-
temente, se detecto esta propiedad en las células estre-
lladas. Todas ellas presentan antigenos a las células T
virgenes [13]; sin embargo, las CK y las CESH estan
ubicadas para interactuar con las células T virgenes
que provienen de la sangre y que circulan en los sin-
usoides. En este acapite analizaremos primeramente
qué ocurre con las células dendriticas en el higado,
luego se presentaran los otros tipos celulares.

El papel de las células dendriticas

Independientemente del tipo de CPA involucrada en
la presentacion, todas compiten con las CD de tejidos
linfoides por la activacion de células T virgenes. Hay
dos vias de activacion dirigidas en sentidos diferen-
tes. Mientras las células T activadas en los linfonodos
adquieren una funcion efectora completa y participan

en la inmunidad, las células activadas en el higado se
convierten en no respondedoras o son eliminadas, pro-
ceso que resulta en una tolerancia Ag-especifica [14].
Este modelo explica por qué puede existir respuesta
inmune efectiva en el higado contra algunos agentes
patégenos, mientras en este 6rgano se mantiene una
capacidad intrinseca para inducir tolerancia.

Las CD recién aisladas del higado son relativa-
mente inmaduras y menos inmunogénicas que las CD
esplénicas. Se considera que las CD intrahepaticas
son importantes en la funcion tolerogénica del higado
[15]. Ello esta dado porque las CD del higado secretan
altos niveles de IL10 y de TGFf, y regula negativa-
mente la respuesta inmune e induce una respuesta de
células T reguladoras [16].

La mayoria de las CD del higado estan secuestra-
das en los tractos portales en vez de en los sinusoides
[17]. En este contexto es poco probable el contacto
de estas células dendriticas inmaduras con las célu-
las virgenes circulantes. Sin embargo, se ha podido
comprobar que algunas CD translocan a través de los
sinusoides [18]. Existe por tanto la probabilidad de
que CD maduras activen células T CD8+ virgenes cir-
culantes. El hallazgo de que las CESH interfieren con
la capacidad presentadora de las CD, y que especifica-
mente afectan su capacidad coestimulatoria —requeri-
da para la activacion de células CDS-, pudiera ser una
solucion adaptativa del higado. De modo inverso, en
ausencia de interaccion con las CESH, las CD recu-
peran su capacidad para inducir proliferacion celular.
Esta propiedad de las CESH no la tienen ni los hepa-
tocitos ni las células B. Se conoce que el contacto de
las CESH con las CD reduce los niveles de expresion
de CD80, CD86y de IL12; es decir, las CESH no solo
tienen la capacidad de tolerogenizar a las células T
directamente (véase mas adelante), sino que también
suprimen la capacidad de induccién de inmunidad de
células T en las CD de su vecindad [19].

Es importante aclarar que a pesar de este descubri-
miento importante que pone de manifiesto la capaci-
dad reguladora de las CESH sobre las CD, ya las CD
que se encuentran en su mayoria en los tractos por-
tales, son poco estimuladoras, como resultado de su
estado inmaduro mas que producto de un veto durante
su paso por el sinusoide hepatico.

Este conjunto de mecanismos regulatorios sobre
las CD evidencian el control del higado al desarrollo
de una respuesta inmune citolitica potencialmente da-
fiina y su predominante actividad tolerogénica, la que
es aprovechada por el agente patdgeno para el desa-
rrollo de una infeccion persistente.

Un candidato vacunal que pretenda convertirse
en una vacuna terapéutica debe sortear estos meca-
nismos regulatorios del 6rgano sobre la respuesta in-
mune, para contribuir a la eliminacién de un agente
patogeno persistente en el higado.

Funcién inmunolégica de las células endote-
liales sinusoidales del higado

Varios estudios se han centrado en las CESH, puesto
que son células con receptores scavenger, que cap-
turan de modo eficiente y presentan antigenos circu-
lantes. En ratones se ha podido comprobar que estas
células expresan bajos niveles de MHC clase Il y de
moléculas coestimuladoras CD80 y CD86. Adicional-
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mente, se ha demostrado su capacidad para presentar
y presentacion cruzada de antigenos a células CD4+
y CD8+, lo cual favorece la induccion de tolerancia
[20, 21].

La presentacion de antigenos por parte de las CESH
a células CD4 virgenes, las induce a producir IL4 e
IL10 en vez de IL2 ¢ interferén y (IFNy). La dominan-
cia de la IL10 en el higado no sélo es producida por
las células CD4, sino también por las CK y —como se
ha demostrado mucho mas recientemente-, por células
T CD8+ intrahepaticas [22]. Este ambiente altera la
expresion de receptores de chemoquinas en las célu-
las dendriticas, reduciendo su migracion a linfonodos
de drenaje [23]. La sensibilizacion de las células T en
presencia de IL10 reduce su capacidad productora de
citoquinas y sus funciones efectoras [24].

La presentacion de antigenos por las CESH a las
células CD8 también resulta en tolerancia mas que en
funcion efectora. Las células CD8+ que son co-culti-
vadas con las CESH, exhiben una baja capacidad de
produccion de IL2 e IFNy, baja actividad citotoxica,
baja capacidad proliferativa y tendencia a la apop-
tosis. Estas propiedades pueden restablecerse por la
adicion de IL2 exdgena a los co-cultivos de CESH y
células CD8 [21].

En condiciones no inflamatorias, en ausencia de
IL2, la presentacion antigénica por parte de las CESH
contribuye a la tolerancia. Por el contrario, en un
contexto proinflamatorio, las CESH regulan nega-
tivamente la expresion del MHC y reduce su efecto
tolerogénico [21].

Funcién de las células de Kupffer

Las CK se activan por varios estimulos bacterianos,
incluidos los lipopolisacaridos y los superantigenos
bacterianos. Las citoquinas derivadas de las CK son
importantes en la modulaciéon de la proliferacion y
diferenciacion de otras células. En respuesta a con-
centraciones fisiologicas de LPS, estas células produ-
cen factor de necrosis tumoral o (TNF-a) e IL10 [25],
que subregulan la asimilacion de antigenos, mediada
por receptores y la expresion de MHC clase II por las
CESH y CD, lo que disminuye la activacion de las
células T [24].

Las CK también producen prostanoides, 6xido ni-
trico e intermediarios reactivos del oxigeno que su-
primen la activacion de células T [26]. De hecho, la
tolerancia sistémica a los antigenos en la vena portal
depende de las CK, puesto que esta se afecta conside-
rablemente si se eliminan estas células [27].

Se conoce que las CK producen IL12 e IL18, cito-
quinas que regulan la diferenciacion de las células NK
y promueven la expansion local de células NK, que a
su vez expresan grandes cantidades de [FNy antiviral.
Otras citoquinas derivadas de CK promueven la infil-
tracion y actividad antimicrobiana de los neutrofilos.

Las células NK modulan el dafio hepatico al ba-
lancear la produccion local de citoquinas proinflama-
torias (Thl) y antiinflamatorias (Th2), una vez que
son activadas a través de sus receptores activadores
¢ inhibitorios.

Teniendo en cuenta el efecto de los LPS sobre las
CK y su importancia en la inmunidad del higado, ca-
bria preguntarse si el lipido A monofosforilado (MPL)
—compuesto derivado del lipopolisacarido (LPS)—pue-

de considerarse un adyuvante o inmunomodulador
optimo cuando se pretende disefiar un candidato va-
cunal terapéutico para romper la tolerancia al VHB
en este organo. Es de suponer que la asociacion de
MPL al antigeno vacunal en el seno de una formula-
cion oleosa pueda ir a la sangre, y ser asimilado en el
higado en un determinado porcentaje. Esto no genera-
rd una sefial contraria a la que normalmente induce el
LPS, el que estimula la secrecion de IL10 y TNFa y
como resultado produce un ambiente tolerogénico en
el higado, que es contrario a la requerida activacion
de células T. Por otra parte, se ha descrito que la senal
que favorece la migracion de células T CD8+ especi-
ficas y activas al interior del higado esta relacionada
con la activacion via receptor de tipo Toll 3 (TLR-3),
como se explicara mas adelante.

Funcién de las células NK

Las células NK del higado modulan el dafio hepatico
al balancear la produccion local de citoquinas pro y
antiinflamatorias a través de sus receptores activado-
res o inhibitorios. En ausencia de sefiales inhibitorias
y en presencia de sefiales como IFN de tipo 1 y el
ligando de quimiocinas tipo 3 (CCL3) inducible por
IFN, se activan receptores que resultan en la activa-
cion de las células NK y la lisis de células blanco [28].
La activacion también implica la rapida produccion
de IFNy, que estimula a los hepatocitos y a las CESH
a secretar la quimiocina CXCL9 y a través de esta re-
clutar células T al higado.

Funcién de las células NKT

La mayoria de las células NKT reconocen blancos
antigénicos no peptidicos, como los lipidos y glico-
lipidos de las paredes celulares de microorganismos.
El reconocimiento es restringido a la glicoproteina
de superficie CD1, molécula que puede ser expresa-
da por hepatocitos y por las CPA como son las CD,
macrofagos y células B. La mayoria de las células
NKT clasicas son activadas por la IL12, la cual es
producida por las CD y las CK y como resultado, por
lo general, ocurre una lisis mediada por Fas [29, 30].
Dada la capacidad de las células NKT para producir
grandes cantidades de IFNy e IL4, se considera que
estas células estan relacionadas con la polarizacion de
la respuesta inmune adaptativa local y sistémica tanto
en el sentido pro como antiinflamatorio. Estas células
realizan una importante funcion en las infecciones del
higado, porque los ratones deficientes en células NKT
o en CD1d son mas susceptibles a ciertas infecciones
virales [31] y bacterianas [32]. Ademas, en el mode-
lo de ratén transgénico se demostrd que la activacion
de las células NKT con el ligando sintético de CD1d:
ceramida a-galactosilada (o-GalCer) incrementa la
produccion de IFNy, al regular negativamente la re-
plicacion del virus de la hepatitis B (VHB) [33]. Esta
caracteristica de las células NKT y especificamente el
resultado de Kakimi y colaboradores, abren una ven-
tana de posibilidades al empleo de la activacion de
las células NKT como herramienta terapéutica. Mas
recientemente, en el afio 2008, se reportd que el em-
pleo de a-GalCer junto con el antigeno de superficie
del VHB (HBsAg) potenci6 la induccion y prolifera-
cion de células T citotoxicas anti-HBsAg [34]. Este
resultado puede abrir un nuevo método de adyuvacion
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en la vacunacion terapéutica contra la HBC, mas apro-
piado para este patdgeno hepatotropico, pues emplea
el conocimiento de la inmunologia del higado.

La respuesta T en el higado
y las potencialidades de NASVAC

La proteccién mediada por células T contra virus que
se caracterizan por su tropismo hepatico, como es el
VHB o del VHC, depende de una respuesta inmune de
células T CD8+ que pueden controlar la emergencia,
distribucion y expansion del agente patdgeno. Aunque
una serie de estudios se han centrado en la caracteri-
zacion de las células T patdgeno-especificas desde el
punto de vista fenotipico y funcional, tanto en sangre
como en higado, solo unos pocos han analizado los
mecanismos por los cuales los antigenos intrahepati-
cos se convierten en disponibles para la induccion de
una respuesta mediada por células T y los sitios donde
ellos son presentados a las células T CD8+ in vivo.

Las células T CD8&+ no sensibilizadas se localizan
en compartimientos linfoides secundarios, y requieren
dos sefiales independientes para convertirse en células
completamente activadas. La primera sefial es provista
por la interaccion con el complejo péptido-MHC clase
I a través del receptor de células T especifico. La se-
gunda sefial, la coestimulatoria, es independiente del
receptor antigénico y es critica para permitir la activa-
cion total de las células T CD8+ [35]. De esta forma,
mientras las células T CD8+ sensibilizadas pueden ser
activadas por cualquier célula blanco que exprese a
su antigeno correspondiente en el contexto del MHC
clase I, solo las CPA “profesionales” que provienen de
la médula 6sea y apropiadamente licenciadas pueden
iniciar respuestas T CD8+ por la expresion de molé-
culas coestimuladoras. Estas células llevan al antigeno
desde el sitio de infeccion hasta los drganos linfoides.

En la actualidad se discute si puede haber una pre-
sentacion eficiente del antigeno en el higado, o si esta
es confinada a los linfonodos de drenaje. No puede
excluirse que los agentes patdgenos expresados en el
higado sean tomados pasivamente por las CESH y por
las CK, y presentados a células T no sensibilizadas
que recirculan a través de los sinusoides hepaticos o
que residen en los agregados linfaticos de los tractos
portales. Sin embargo, en condiciones no inflamato-
rias se induce tolerancia mas que potenciacion de una
respuesta inmune de células T [21].

Tradicionalmente se ha establecido que las células
deben migrar y que la activacion de los linfocitos T
CD8+ debe ocurrir en los linfonodos regionales, don-
de se encuentran sobre todo las células T CD8+ no
sensibilizadas. Una vez activados, los linfocitos anti-
geno-especificos entran a la corriente sanguinea y se
localizan en el higado, donde ejercen sus funciones
efectoras.

Una perspectiva alternativa lo constituye el que
los antigenos sean presentados in situ por las CD
derivadas de médula o6sea, activando a los linfocitos
infiltrantes no sensibilizados. De modo interesante,
un estudio reciente sugiere que la sensibilizacion de
células T CD8+ en linfonodos y en higado resulta en
una funcion efectora cualitativamente diferente. En
este estudio, los autores emplearon modelos de ratén
transgénico en los que el antigeno es expresado tanto
en el higado como en los linfonodos, y demostraron

que las células T CD8+ inducen hepatitis cuando la
activacion inicial de las células T ocurre en los lin-
fonodos, mientras que se observd una respuesta cito-
toxica defectuosa y una disminucion en la vida media
de las células CD8+ cuando la activacion primaria
ocurre en el higado [14].

Cuando las células presentadoras de antigenos no
se infectan, no pueden procesar al antigeno de modo
endogeno y la sensibilizacion directa de las células T
CD8+ es ineficiente. En este escenario, la unica forma
de iniciar una respuesta de células T CD8+ es a partir
de la existencia del cross-priming o sensibilizacion
cruzada. En este proceso, un antigeno dentro de una
célula es endocitado por otra célula y presentado cru-
zadamente por esta en el MHC de clase I a linfocitos
T CD8+ para su sensibilizacion inicial.

En este punto, resulta importante destacar que los
antigenos particulados son especialmente eficien-
tes para la sensibilizacion cruzada. El antigeno de la
capsida del VHB (HBcAg) y el HBsAg, presentes en
la formulacion NASVAC, son antigenos capaces de
realizar la presentacion cruzada por diferentes células
presentadoras. El HBcAg induce sensibilizacion cru-
zada tras la asimilacion por células B, las activa de
modo muy eficiente, y las convierte en una CPA “pro-
fesional” que activa células T no sensibilizadas direc-
tamente, incluso sin necesidad de ayuda T [36, 37].

En los modelos existentes de sensibilizacion cru-
zada, las células infectadas por el virus no son una
simple fuente de antigenos, sino que pueden tener
una funcion activa en la calidad y especificidad de la
sensibilizacion de las células T a través del envio de
péptidos preprocesados; adicionalmente, puede atri-
buirse un cierto efecto adyuvante a las células que
estan muriendo o que ya estan muertas [38]. De esta
manera se puede modular el balance de mantenimien-
to de tolerancia inmunolégica a induccion de respues-
ta inmune.

La efectividad de este mecanismo depende del
nimero de células infectadas, la viabilidad de estas
células, la cantidad de antigeno expresada de modo
enddgeno y del ambiente inflamatorio. Mientras una
respuesta inmune inflamatoria exuberante pudiera ob-
viar algunos de los requerimientos coestimulatorios
para sensibilizar a las células T CD8+, una respuesta
inflamatoria limitada pudiera ser muy débil para una
presentacion efectiva de antigenos a células T CD8+
[38].

En el candidato vacunal terapéutico NASVAC, la
presencia de dos antigenos particulados con capacidad
para una presentacion cruzada favorece un escenario
proinflamatorio, no solamente por el efecto adyuvante
del ARN asociado a la particula del HBcAg [39], sino
ademas por la presencia en cada particula de entre 180
y 230 monoémeros, lo que incrementa la eficiencia de
la célula presentadora por el alto nimero de antigenos
asimilados para un evento endocitico, en compara-
cion con la asimilacion de proteinas solubles, lo que
favorece la eficiencia del proceso de presentacion/
sensibilizacion cruzada.

Receptores de tipo Toll y activacion de
la inmunidad innata del higado

La estrecha regulacion reciproca entre las CK y las
células NK ocurre a partir de la estimulacion de los
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TLR con productos derivados de patdogenos [40, 41].
De esta forma se inicia la respuesta inmune innata.

El higado constantemente estd expuesto a antige-
nos no patogénicos provenientes de la dieta y al LPS
derivado de la flora intestinal. E1 LPS es un estimulo
potente para la inmunidad innata como ligando del
TLR-4, cuya estimulacion se traduce en una activa-
cién de las CPA profesionales. Por tanto, el higado
debe desarrollar un mecanismo por el cual evite de-
sarrollar una respuesta inmune dailina a los antigenos
de la dieta que provienen del intestino directamente
por la sangre venosa portal de conjunto con el LPS
[42, 43].

Entender como se desarrolla la inmunidad innata
es muy importante para las infecciones virales he-
patotropicas. Se conoce que la elaboracion de IL10
por las CK es un mecanismo de modulacion de la
respuesta del hospedero a las citoquinas proinflama-
torias también secretadas por las propias CK [25, 44,
45]. ;Qué es lo que favorece este balance en uno u
otro sentido?

La unién de los ligandos que provienen de los
microorganismos a sus correspondientes TLR en las
células del sistema inmune innato activa dos vias de
sefializacion intracelulares diferentes: una a través del
factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD88), que re-
sulta en la activacion del factor transcripcional NF-xB
y la secrecion de citocinas proinflamatorias, y una via
independiente de MyDS8 a través de la cascada trans-
duccional TRIF-IRF-3, responsable de la sintesis de
interferones de tipo I, asi como de citocinas proinfla-
madoras asociadas a la activacion de NF-kB [41, 46,
47]. Tanto MyD88 como TRIF pueden estimular las
citoquinas proinflamatorias a través de NF-kB, pero
la sintesis de interferones de tipo I estd limitada a la
sefalizacion a través de TRIF-IRF-3.

Los productos de la pared celular de bacterias
grampositivas son detectados a través del TLR-2,
como el acido lipoteicoico (LTA), y de las gramnega-
tivas son detectados a través de los LPS por el TLR-4.
La via del TLR-2 solamente se relaciona a la via de
activacion dependiente de MyD88. El TLR-4 puede
sefializar cuando emplea MyD88 asi como a través de
TRIF-IRF-3. Los productos virales se detectan me-
diante el TLR-3, que emplea exclusivamente la via
TRIF-IRF-3 [48, 49].

El efecto de los ligandos LTA, poli-IC y LPS de los
TLR-2, 3 y 4, respectivamente, se estudio en cultivos
celulares que contenian leucocitos recién aislados del
sinusoide hepatico de donantes vivos de transplante
hepatico. Los resultados evidenciaron que la IL10
producida por las CK a través de la via de estimula-
cion dependiente de MyD88 llevo a una atenuacion
del IFNy secretado por las células NK. Por otra parte,
el poli-IC, andlogo del ARN de doble cadena, y que
es detectado por el TLR-3 via TRIF-IRF-3 no pro-
dujo una sintesis sustancial de IL10, sino que causé
una fuerte secrecion de IFNy, por las células NK del
higado [50].

La propiedad de modular la inflamacion a través
de la IL10 representa una adaptacion del higado a la
exposicion constante de productos bacterianos deriva-
dos del intestino, y al mismo tiempo sefiala al TLR-3
como el receptor que activa una respuesta inflamato-
ria mediada por la estimulacion de las células NK, en

las que se induce una rapida produccion de IFNy, que
estimula a los hepatocitos y a las CESH a secretar la
chemoquina CXCL9 y a través de esta reclutar células
T al higado, por lo que modula el dafio hepatico [50].

Los resultados de este estudio apuntan a un estado
inmunoldgico local dentro del higado, que es modula-
do hacia la tolerancia a través de la secrecion de IL10,
producto de la estimulacion de los receptores TLR-2'y
TLR-4, con una actividad antiviral conservada como
respuesta a la estimulacion de TLR-3 que opera por
la via de transduccion de sefiales independiente de
MyD88 [50].

La liberacion de IL10 por una sefializacion depen-
diente de MyD88 se demostro para células dendriticas
a través de estimulacion via TLR-2 [S1] y la secrecion
de IL10 por las CK, luego de estimulacion con LPS,
esta bien documentada [25, 52].

El higado es un 6rgano en el que ocurre el atrapa-
miento y apoptosis de células T CD8+ activadas du-
rante el desarrollo de una respuesta inmune sistémica.
La exposicion constante a endotoxinas derivadas de
bacterias comensales del intestino, actia a través del
TLR-4, y promueve la adhesion de células T activa-
das. Se ha demostrado que en ausencia de TLR-4, el
higado pierde su capacidad para secuestrar células
CD8+ activadas, y existe una correlacién inversa
entre la frecuencia de células T CD8+ atrapadas en
el higado respecto a la frecuencia en la circulacion.
En ausencia de inflamacion, los ligandos de TLR-4
tienen una funcién importante en la capacidad del
higado para atrapar células CD8+ activadas. De este
modo se regula la respuesta inmune en condiciones
basales [53].

En la actualidad se discute el papel del higado en
la respuesta inmune sistémica, debido a que este orga-
no es el segundo mayor reservorio de células T CD8+
después del bazo. Se plantea que los linfoblastos re-
cientemente activados se localizan en los sinusoides
hepaticos, segun las moléculas de adhesion expresadas
en el epitelio sinusoidal. Estos son eliminados por las
células de Kupffer, y disminuyen el exceso de célu-
las T activadas. Este proceso, sin embargo, no ocurre
con las células de memoria, las que pueden repoblar
la memoria sistémica. De este modo se plantea que el
higado regula la homeostasis inmune periférica [54].

La asociacion del antigeno de vacunas terapéuticas
a ligandos del TLR3 permite por tanto inducir un tipo
de respuesta en el sentido proinflamatorio en el hi-
gado en caso de que este antigeno alcance el higado.
Esta sefal es contraria a la respuesta que se produce
por la activacion del TLR-4.

En resumen, la respuesta inmune es moldeada en el
higado por elementos del ambiente local a través de la
deteccion de patrones moleculares asociados a pato-
genos (PAMP). Este mecanismo esta optimizado para
mantener el balance entre la autotolerancia y la de-
fensa al hospedero. Dado que el higado esta expuesto
constitutivamente a productos bacterianos, que inclu-
ye los ligandos de TLR-2 y 4, resulta inapropiado para
estas sefiales promover la inflamacion o la inmunidad
innata en el higado. En contraste, la estimulacion de
TLR-3 ocurre como respuesta a sefiales de infeccio-
nes virales. Por tanto, la respuesta inmune a través de
la sefializacion por el TLR-3 es apropiada por su ca-
pacidad de inducir citoquinas proinflamatorias.
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La activacion del TLR-3 modula el ca-
racter inmunoprivilegiado del higado

La capacidad del higado para inducir tolerancia se co-
noce desde hace mucho en el campo de la transplan-
tologia. El transplante del higado induce la aceptacion
de otros o6rganos solidos transplantados simultanea-
mente desde el mismo donante, que en otras circuns-
tancias habrian sido rechazados [55]. La hepatitis au-
toinmune debido al ataque por células B y T es una
rara manifestacion de enfermedad autoinmune [56,
57]. De modo interesante los marcadores diagnosticos
de la hepatitis autoinmune —como son los anticuerpos
antimitocondriales— también se encuentran en perso-
nas saludables [58]. Todos estos hallazgos, vistos de
conjunto, sugieren que hay mecanismos que protegen
a este organo solido contra el ataque del sistema in-
mune. De ahi que el higado se considere un 6rgano
inmunoprivilegiado.

Algunos estudios de inmunorreactividad contra
componentes de 6rganos periféricos sélidos, como las
células de islotes pancredticos, de glandulas salivales
o de antigenos del tiroides, indican que las células B
o T por si solas, pudieran no ser suficientes para la
induccion de la enfermedad. Se requieren sefiales in-
flamatorias adicionales para una eficiente induccion
de la enfermedad [59]. Consistente con estas observa-
ciones clinicas, los resultados de estudios en modelos
animales sugieren que las células T virgenes que son
reactivas contra antigenos expresados en el higado,
ignoran al antigeno [60] o se tolerogenizan dentro del
higado [61, 62].

La inflamacion como resultado de infecciones sis-
témicas que ocurren naturalmente, puede regular posi-
tivamente las moléculas coestimuladoras en el higado
y esto conllevar a la ruptura de la tolerancia [63, 64].
Los virus, ademas de sensibilizar una respuesta inmu-
ne adaptativa, pueden promover respuestas inflama-
torias por su capacidad de activar el sistema inmune
innato a través de los receptores tipo Toll (TLR) [65].

Recientemente se determind que la activacion de
los TLR-3 y 7, que reconocen a los ARN de doble y
simple cadena, promueven la autoinmunidad en ra-
tones que exhiben una elevada frecuencia de células
T CD8+ autorreactivas funcionales. La aparicion y
progresion de la enfermedad correlaciona con la pro-
duccién de IFNa [66, 67]. Esto sugiere que la produc-
cion de citoquinas proinflamatorias como el IFNa y
el TNF-a puede influenciar el desarrollo de la auto-
inmunidad.

La proteccion o destruccion inmunomediada del
higado depende de dos mecanismos: a) la sensibili-
zacion de células T para antigenos expresados en el
higado y b) la migracion de estos al 6rgano diana don-
de ejecutaran su funcion litica. La sensibilizacion esta
controlada en una primera linea por factores coesti-
mulatorios, sefiales del sistema inmune innato y las
células T reguladora [68, 69]. Sin embargo, esto no es
suficiente, usualmente el higado no atrae a las células
especificas para los antigenos puesto que las chemo-
quinas estan expresadas en bajos niveles. Por tanto,
aun cuando existan altos niveles de células T sensibili-
zadas en la sangre, pocas de ellas migran al higado.

En un reciente estudio se analizaron los requeri-
mientos para la destruccion autoinmune del higado en
un modelo de raton en el que se expresa una proteina

del virus de la coriomeningitis linfocitica. En este tra-
bajo se evidenci6 esta segunda linea de inmunoprivi-
legio en el higado, la que esta basada en la senaliza-
cion mediante el TLR-3. Las sefiales proinflamatorias
que aparecen como resultado de la sefializacion via
TLR-3 pueden llevar a las células T CD8+ a un proce-
so de localizacion y destruccion en el higado [70].

El mecanismo por el cual se desarroll6 la destruc-
cion del higado involucrd la regulacion positiva de
genes dependientes de IFNo y TNFa, que estuvieron
involucrados en la localizacion y migracion de linfo-
citos T CD8+ [70].

En resumen, debido a que la activacion de la in-
munidad innata a partir del estimulo que proveen los
microorganismos a través de los receptores de tipo
Toll influye en el balance entre tolerancia y respuesta
inmune en el higado, su conocimiento influye directa-
mente en la seleccion de la estrategia de adyuvacion
mas atractiva para antigenos de un candidato vacunal
terapéutico contra la hepatitis B crénica u otras infec-
ciones cronicas del higado.

NASVAC: formulacién vacunal que in-
cluye antigenos solubles, particulados
y asociados a ligandos de TLR-3 y 7

Los defectos en la activacion de la inmunidad inna-
ta o la inmadurez del sistema inmunolégico durante
la infeccion cronica por el VHB, pueden llevar a una
deficiente respuesta y a la cronicidad de la infeccion.
Para establecer una respuesta inmune que controle al
VHB, un candidato vacunal debe cubrir requerimien-
tos antigénicos, pero al mismo tiempo, tener en cuenta
los requerimientos y deficiencias del sistema inmune
innato del 6rgano en cuestion a partir de la inclusion
de ligandos que transmitan sefiales —como es el caso
de las sefales proinflamatorias que aparecen tras la
seflalizacion via TLR-3, que pueden llevar a las célu-
las T CD8+ a realizar un proceso de localizacion en
el higado [70].

Sin embargo, en la actualidad existen pocos adyu-
vantes activadores del TLR-3 que de modo practico
se estén ensayado con este objetivo, puesto que los
derivados del poli-IC, —que es el ligando mejor estu-
diado del TLR-3—, ha provocado reacciones adversas
de consideracion que han limitado su empleo. Entre
los eventos adversos reportados historicamente estan
la fiebre alta en la mayoria de los voluntarios, linfope-
nia y episodios de hipotension [71].

El HBcAg, tal como se produce en el Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB), es una
nucleoproteina particulada (Figuras 1A y B) que po-
see una region electrodensa interna (Figura 1A) for-
mada por un componente nuclear de naturaleza ribo-
nucleica (Figura 1C). Sobre este componente nuclear
existe acuerdo en la literatura en considerarlo ARN de
doble [72] y simple cadena [39]. El hecho de que en
esta particula de 28 nm de HBcAg exista una relacion
temporal y espacial entre antigeno y adyuvante favo-
rece que los antigenos sean asimilados en la misma
vacuola junto a los ligandos de TLR-3 y 7, para los
que solo existen receptores en el interior de tales va-
cuolas endociticas y no en la superficie celular. Por
tal motivo, con esta coincidencia espacial y temporal
entre el antigeno y el adyuvante, es posible optimizar
la activacion especifica.
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Figura 1. Estudio del aspecto fisico, perfil cromatogrdfico y presencia de dcidos nucleicos asociados al HBcAg. A. Microscopia elec-
trénica de transmisién, las barras miden 200 nm. B. Estudio de la talla y homogeneidad de la particula por cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC). En el grafico superior se muestra el perfil del HBsAg y en el grdfico inferior el del HBcAg. Las corridas
fueron en columnas TSK-G6000, a un flujo de 0.25 mL/min en PBS, fueron aplicados 100 ug de cada proteina. La deteccién fue a
280 nm. Ambas particulas tuvieron un tiempo de retencién de 73 min. El segundo pico en el cromatograma inferior se corresponde
con un componente no proteico de la solucién en que el HBcAg estd diluido (EDTA). C. Deteccién de la presencia de acido nucleico
asociado al HBcAg en electroforesis de agarosa. Carril 1. Patrén de pesos moleculares de ADN, Carril 2. HBcAg, Carril 3. HBcAg
tratado con ARNasa (2 mg/mL) a 37 °C durante 6 h. La concentracion del HBcAg sometido a tratamiento fue de 0.447 mg/mL.

La asociacion fisica entre el HBcAg y el HBsAg
también favorece esta union espacial y temporal entre
los ligandos de TLR-3, -7 del HBcAg y el HBsAg.
Esta agregacion confiere una marcada potenciacion
y modulacién de la respuesta inmune contra ambos
antigenos [73, 74].

Una segunda ventaja del empleo de la nucleocéap-
sida que incluye material nuclear es la economia de
recursos: valioso desde el punto de vista productivo;
pero a la altura de un proyecto en fase de investiga-
cion clinica, tiene mayor impacto en el aspecto regu-
latorio, por las ventajas que ofrece reducir al maximo
el empleo de este contaminante —adyuvante desde el
punto de vista de seguridad. Adicionalmente, un estu-
dio reciente [75] evidencid que el efecto modulador
del acido nucleico interno del HBcAg podria reconsti-
tuirse —luego de eliminacion del ARN por tratamiento
enzimatico— si se emplean hasta 1000 veces mas can-
tidad de ARN libre que el que se encuentra asociado a
la proteina en el interior de la particula. De esta forma
quedo probado el efecto inmunomodulador de las tra-
zas de ARN presentes en el HBcAg.

Un tercer aspecto estd relacionado con la protec-
cién por parte de la proteina de este acido nucleico. El
ARN es conocido por su labilidad. El tratamiento con
ARNasa de una muestra de antigeno de la nucleocap-
sida requirié condiciones de concentracion de la en-
zima de 2 mg/mL —muy superiores a las encontradas
de modo natural para estas enzimas—, a una tempera-
tura de incubacion de 37 °C por 6 horas. Este tipo de
proteccion favorece que el contaminante-adyuvante
llegue a las vacuolas endociticas con un maximo de
proteccion (Figura 1C).

La no inclusion de otro compuesto —mas alla del
adyuvante-contaminante que a nivel de trazas contie-
ne el propio antigeno de la nucleocapsida—, permite
conferir a la formulacién propiedades de seguridad,
como se ha probado en voluntarios sanos y en enfer-
mos croénicos [76, 77].

Un grupo de caracteristicas inmunologicas del HB-
cAg se asocian a su naturaleza particulada y favorecen
su empleo en la vacunacion terapéutica; entre ellas,

a) su capacidad para funcionar como antigeno T-de-
pendiente y T-independiente al mismo tiempo [78]; b)
la mayor inmunogenicidad de la variante particulada
sobre la forma antigénica soluble —que ha sido cal-
culada aproximadamente 1000 veces [79]; c) su ca-
pacidad para potenciar respuestas fundamentalmente
de tipo Th1 respecto al HBcAg, que sensibiliza fun-
damentalmente células que promueven una respuesta
de tipo Th2 [80]; d) la capacidad de las células Th
especificas al HBcAg para auxiliar no solamente res-
puestas de células B (Ac) contra este antigeno sino
también respuestas anti-HBsAg [81]; y la cualidad de
ser una excelente proteina portadora [82]. Todas estas
caracteristicas se asocian a la naturaleza particulada
del HBcAg, asi como a su naturaleza fisico-quimica
nucleoproteica [73].

Durante la infeccion por el VHB en recién nacidos
—en quienes predomina la tolerancia por la inmadurez
del sistema inmune—, se desarrolla una infeccion per-
sistente; es decir, se extiende la infeccion en el tiempo,
y puede durar toda la vida del paciente en condiciones
de coexistencia pacifica —sin dafio hepatico— o acti-
varse el sistema inmune y controlar la infeccion con
el tiempo, lo cual sucede a partir de las 2 o 3 décadas
de vida. Durante esta primera fase de la infeccion, lle-
gan a existir concentraciones muy altas de antigenos
virales en sangre.

La respuesta inmune a un agente patégeno hepato-
tropico con un elevado nivel de replicacion y alta fre-
cuencia de células infectadas, como el VHB, pudiera
ser desmedida y afectar funciones vitales de este 6rga-
no. En el higado se ha descrito un mecanismo que per-
mite eliminar la infeccion por el VHB sin dafar este
organo vital. Este se denomina control viral mediado
por citoquinas, y constituye un modo de preservar la
integridad fisica de las células hepaticas y controlar la
replicacion viral al mismo tiempo [83].

Desde el punto de vista de seguridad del candidato
vacunal, también es importante valorar que es posible
establecer la eliminacion viral sin necesidad de que
medie un dafo hepatico. Esto se asocia al reforzamien-
to de un patrén de respuesta de células T auxiliadoras
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de tipo 1 (Thl) como el inducido por NASVAC y al
proceso de eliminacion viral mediado por citoquinas.
Evidencias preliminares en enfermos cronicos demues-
tran la eliminacion del virus con incrementos ligeros de
las transaminasas, lo que sugiere que el control viral se
establece por mecanismos de esta naturaleza aunque no
se descartan procesos citoliticos [77].

En resumen, aunque las células T CD8+ existan
como resultado de la vacunacion terapéutica, se debe
tener en consideracion que se requiere la sefializacion
via TLR-3 para subvertir este estado inmunoprivile-
giado del higado. Ello permitira la migracion al in-
terior del higado de los inmunocitos. La presencia de
los ligandos de TLR-3 en la proteina HBcAg recom-
binante es un paso importante en la subversion de este
mecanismo, y las evidencias preclinicas y clinicas
hasta el momento demuestran que es un candidato va-
cunal que puede considerarse seguro.

Conclusiones

Dada la situacion anatomica estratégica del higado,
este organo estd constantemente expuesto a antigenos
provenientes de la dieta asi como a restos de degrada-
cion de bacterias patogénicas y comensales. En este
ambiente antigénico y ante la necesidad de preservar
las multiples e importantes funciones del 6rgano, en ¢l
se ha desarrollado un sistema inmunoldgico distintivo.

Células del sistema inmune innato, convencionales
y no convencionales, son inusualmente abundantes en
el higado. En adicion a las CD y a las CK, un grupo
de poblaciones de células no hematopoyéticas del hi-
gado, que incluyen las CESH, células estrelladas y las
células del parénquima funcionan como CPA. Estas
células presentan antigenos en el contexto de citoqui-
nas inmunosupresoras y de ligandos de superficie ce-
lular inhibitorios, de tal modo que la respuesta inmune
a los antigenos en el higado frecuentemente resulta en
tolerancia.

Un grupo de importantes agentes patogenos huma-
nos, entre los que se encuentran el VHB y el virus de
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la hepatitis C explotan este ambiente tolerogénico del
higado, subvierten la inmunidad y establecen infec-
ciones persistentes.

La deteccion de patrones moleculares asociados
a los agentes patogenos por las células que realizan
la actividad presentadora en el higado, moldea la
respuesta inmune resultante. Este mecanismo esta
optimizado para mantener el balance entre la toleran-
cia y la defensa al hospedero. Productos bacterianos
como los ligandos de TLR-2 y 4, promueven sefales
antiinflamatorias en el higado como un elemento de
adaptacion dada la gran afluencia de este tipo de se-
nales (LPS y LTA), presentes en la sangre proveniente
del intestino, mientras la estimulacion de TLR-3, que
ocurre en respuesta a sefiales de infecciones virales
promueve respuestas inflamatorias. Conocer este tipo
de sefializacion es muy qtil en la optimizacion de can-
didatos vacunales terapéuticos como el NASVAC,
que asocia cantidades reducidas y efectivas de los li-
gandos de TLR-3 y 7 a sus antigenos.

La manipulacion de la respuesta inmune o tole-
rancia mediante el empleo de vacunas terapéuticas
debe incluir el analisis de los mecanismos, a través de
los cuales se inducen respuestas similares a aquellas
que la naturaleza ha demostrado como efectivas para
controlar la infeccion cronica. Ademas de la natura-
leza de la respuesta inmune en el higado, se deben
conocer las deficiencias o problemas funcionales de
los subgrupos de células presentadoras, efectoras y
reguladoras, y los mecanismos inmunopatologicos
del virus.

Del mismo modo se deben conocer los aspectos de
activacion de la respuesta inmune en condiciones no
fisioldgicas, es decir, ante estimulos de diferente natu-
raleza que se apartan de las condiciones normales del
higado. De este modo se podra manipular al sistema
inmune hepatico de manera que se utilicen activado-
res de la inmunidad innata que estén en concordancia,
por aquellos que constituyen los mediadores de una
activacion real de la inmunidad en el érgano.
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