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I. RESUMEN.

El virus de la hepatitis B (VHB) es un virus no citopatico que permanece de
forma persistente en el huésped, provocando distintas situaciones clinicas. Multiples
datos indican que los linfocitos T citotoxicos VHB especificos desarrollan un papel

central en el contrel de esta infeccion.

Analisis matematicos que modelan la interaccion entre virus no citopéticos y la
respuesta celular citotoxica, sugieren que existe una disminucidn en la capacidad de
respuesta de los linfocitos T citotdxicos virus especificos en aquellos sujetos con
infeccion persistente que no controlan la viremia. Por otro lado, se ha observado en
modelos animales y en ciertas infecciones en humanos que el desarrollo de una
respuesta celular citotdxica adecuada es capaz de controlar la infeccion sin generar daiio

tisular.

Hipétesis.
Basandonos en estos antecedentes, se planted si aquellos sujetos con infeccion

persistente por VHB sin datos de inflamaciéon hepatica y con baja replicacion viral

disponian de una respuesta celular T CD8 VHB especifica superior a la de los pacientes



con elevada carga viral e inflamacién hepatica.

Métodos.

La respuesta celular citotoxica desarrollada por pacientes HLA-A2+ AgHBs+
contra ¢l péptido 18-27 del core del VHB se utiliz6 como modelo de respuesta CD8+
antigeno especifica en la infeccion persistente por VHB. Para contrastar la hipotesis
planteada se cuantificd, directamente ex-vivo, la frecuencia basal de linfocitos CID8 core
18-27 especificos de sangre periférica en dos grupos de sujetos con distinto grado de
control viral y dafio hepatico. Ademais, se evalué la capacidad de expansion de estas
células in-vifro, tras estimulacion con el péptido core 18-27. En ambos analisis se
utilizaron complejos tetraméricos HLA-1/péptido para el recuento de las células CDS8

antigeno especificas mediante citometria de flujo.

Resultados.

Se observé que el control de la replicacion del VHB se asociaba con la presencia
de un reservorio circulante de células CD8+ VHB especificas que eran capaces de
expandirse tras el reconocimiento especifico del virus. Esta situacion no se detectd en la

mayoria de sujetos con alta viremia ¢ inflamacion hepdtica.

Conclusiones.

La existencia de una capacidad de respuesta celular citotéxica VHB especifica
disminuida en Ja infeccidn persistente por VHB podria influir en el control de la viremia
y en el desarrollo de dafio hepético. El control de Ia replicacion del VHB por las células
CD8+ VHB especificas podria realizarse de forma independiente a la generacion del

dafio tisular.



II. INTRODUCCION.

El virus de la hepatitis B (VHB) es un virus hepatotropo que infecta a mas de
300 millones de personas en todo el mundo' y es una de las principales causas de
hepatitis cronica, cirrosis hepatica y hepatocarcinoma®**. Un pequefio porcentaje de los
adultos que entran en contacto con el virus B no consigue controlar la infeccion. Sin
embargo, esta situacion ocurre en la mayoria de los casos con infeccion adquirida en el

periodo neonatal®, siendo esta ruta la principal via de contagio en el mundo.

El curso de la infeccion por VHB depende de la relacion entre la respuesta
inmune del huésped y la habilidad del virus para evadirla. Aunque todos los elementos
de la respuesta antiviral son importantes en el control de la infeccion, los linfocitos T
citotoxicos (L.TC) antigeno especificos ejercen un papel primordial en la erradicacién
del VHB por su capacidad de identificar las células infectadas® y eliminar el virus™®. Por
estas razones es especialmente interesante el estudio de este tipo de células en aquellas
situaciones en que el sistema inmupe no es capaz de controlar completamente Ia

infeccion,



1.1 CARACTERISTICAS DE LA RESPUESTA INMUNE ANTI-VIRAL.

Evolutivamente se ha alcanzado un equilibrio entre el sistema inmune del
huésped y el virus que garantiza la supervivencia de ambos. Este equilibrio es diferente
segin se trate de un virus citopatico o no citopatico. Por esto, en ambos tipos de
infeccion la respuesta inmune presenta caracteristicas peculiares df;bido al distinto
comportamiento del patogeno®. A continuacion, se describen los mecanismos de defensa
antiviral del huésped, con especial detenimiento en el papel de las células CD8 virus

especificas en infecciones por virus no citopaticos.

I1.1.1 Respuesta innata.

En toda respuesta inmunoldgica ante un virus existe una inmunidad denominada
adaptativa y otra innata. El sistema inmune innato’ es un mecanismo filogeneticamente
muy antiguo no restringido sélo a los vertebrados. Sus componentes incluyen barreras
fisicas tales como piel o mucosas, células fagociticas y sustancias quimicas como
lisozima, interferones y complementolo. Las células del sistema innato comparten
ciertas propiedades que las distinguen de la respuesta adaptativa, como son la rapidez de
respuesta, la ausencia de maduracion en el tiempo y la capacidad de reconocer modelos
moleculares de patdgenos a través de receptores poli-especificos. Por ejemplo, el RNA
de doble cadena puede actuar como una sefial inmunomoduladora inductora de la
respuesta innata’, Esta es una molécula compartida por varios grupos de virus RNA
pero no por el huésped, lo que permite a este sistema reconocerla como extrafia. Entre
las células del sistema innato destacan las células fagociticas por sus propiedades de
presentacion de antigenos a las células del sistema adaptativo. Entre ellas, se debe
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resefiar a las células dendriticas que son células preferentemente dedicadas a la
presentacion de antigenos que ademas de mostrar los epitopos virales a las células del
sistema adaptative'', pueden seleccionar los apropiados mecanismos efectores. Esto lo
realizan mediante la produccion diferencial de citoquinas pro-inflamatorias como
interleuquina (IL)-12 o anti-inflamatorias como IL.-4. Sin embargo, este sistema por si
solo puede no ser suficiente para el control de la infeccion, siendo npecesaria la

participacién de una respuesta mas especifica constituida por el sistema adaptativo.

I1.1.2 Respuesta adaptativa.

La respuesta adaptativa constituye un mecanismo de defensa mas avanzado, que
se caracteriza por su especificidad. Esta propiedad se debe a los receptores clonales de
la superficie celular que son generados por mecanismos somaticos durante la ontogenia.
Ademas, otra propiedad del sistema adaptativo es la memoria celular que constituye la
capacidad de responder con una eficacia mejorada ante un segundo encuentro con el

patogeno.

La respuesta especifica se divide en humoral y celular’. La inmunidad humoral
esta mediada por anticuerpos, que son producidos y liberados dentro del torrente
circulatorio por las células plasmaticas que derivan a su vez de las células B. Estos
anticuerpos reconocen determinantes conformacionales en proteinas, carbohidratos y
particulas antigénicas en membranas mucosas y en la sangre'’. Sin embargo, con
excepcion de las zonas lesionadas, no pueden entrar en tejidos sélidos lo que impide su
actuacion en Organos infectados. De entre los distintos isotipos de inmunoglobulinas

producidas por estas células, la IgG y la IgA son especialmente importantes en el



control de la infeccion viral. Los anticuerpos neutralizantes del isotipo I1gG desarrollan
un papel principal en la contencidn de la propagacion de los virus citopaticos y también
en Ja prevencion de la reinfeccion'’. Ademas, la inmunoglobulina secretora IgA bloquea
en las mucosas la union de las particulas virales', impidiendo asi la entrada del virus.
Junto a estos mecanismos directos, los anticuerpos también pueden activar la lisis viral
mediada por complemento y la posterior opsonizacion para favorecer la fagocitosis. Los
anticuerpos unidos a las células infectadas por virus pueden activar la citotoxicidad
celular mediada por anticuerpos, a través de la union de las células "natural killer" a la
fraccién Fc de la inmunoglobulina. Por otro lado, durante la reinfeccion con el mismo
virus se desarrolla una respuesta humoral secundaria mucho mas rapida que es "timo

dependiente”, puesto que requiere la colaboracion de las células T CD4+.

La inmunidad celular adaptativa esta mediada por las células T, que se
diferencian en el timo y que se caracterizan por expresar el receptor clonal de la célula
T, que les permite reconocer fragmentos antigénicos presentados por el complejo mayor
de histocompatibilidad (HLA). Las células T se dividen en dos grupos funcionalmente
diferentes. Los linfocitos CD8 desarrollan una actividad principalmente citotoxica,

mientras que los linfocitos CD4 realizan una funcién reguladora de la respuesta inmune.

En la célula infectada, los péptidos enddgenos derivados de componentes virales
son procesados y presentados a las células T CD8+ a través de la molécula HLA de
clase 1. Las vias de procesamiento de este complejo incluyen la digestion citosolica de
proteinas por proteosomas proteoliticos, la traslocacion de los péptidos por el
transportador asociado con el procesado del antigeno (TAP} dentro del reticulo
endoplasmico donde se asocia con la molécula HLA de clase I. Posteriormente el
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complejo HLA Upéptido es transportado a la membrana plasmatica®*>'®(Figura.-11.2).

Por otro lado, las células presentadoras de antigenos tales como macréfagos,
células B y células dendriticas, fagocitan o endocitan proteinas que digieren y presentan
en la superficie mediante moléculas de HLA de clase II° que son reconocidos por las
células T CD4+. Este mecanismo de procesado es similar pero algo distinto al que
ocurre en la presentacion antigénica mediante moléculas HLA de clase 1. Una vez las
células T han reconocido el epitopo especifico (en el contexto de clase I para las CD8+
y de clase Il para las CD4+) desarrollan una expansion clonal y muestran funciones

efectoras.

Las células T CD4+ (linfocitos "helper") juegan un papel central en la respuesta
inmune adaptativa, a través de la producciéon de citoquinas que tienen tanto efectos
protectores como promotores de la funcién de las células B, T CD8+ y macrofagos. Las
células T "helper" (Th) pueden ser divididas en dos grupos; las células Th 1 se
caracterizan por producir IL-2 e IFN-y y promueven la activacién de los LTC y el
desarrollo de reacciones de hipersensibilidad de tipo retardado!’. Las células Th2
secretan 1L-4, IL-5, e I1.-10 que son importantes para la activacién y diferenciacion de
las células B. Se ha definido un tercer grupo, formado por las células ThO que secretan
un perfil intermedio de citoquinas. En resumen, las células T CD4+ generalmente no
desarrollan una funcion citolitica pero son muy importantes en la regulacion del sistema
inmune y pueden ejercer un papel antiviral directo a través de las citoquinas que

producen'®!?

Los linfocitos T CD8+ ejercen su funcién antiviral mediante la produccion de
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citoquinas y a través de mecanismos citoliticos directos sobre la célula infectada por el
virus. Dos son los mecanismos citotoxicos utilizados por el LTC*. El primero consiste
en la liberacion de granulos que contienen la molécula formadora de poros perforina y
la serin esterasa granzyma B. El otro método es la expresion de la molécula Fas ligando
(CD95L) que interactua con la molécula de Fas (CD95) que se expresa en la célula
diana. Estas vias convergen en la induccidn de apoptosis en la célula diana a través de la
activacion de los miembros de la familia de las caspasaszl. Ademas, los LTC generan
citoquinas tipo 1 como interferén gamma o factor de necrosis tumoral beta que pueden

controlar la viremia por mecanismos no citoliticos.

I1.1.3 Importancia de la respuesta CD8+ virus especifica para el control viral.

Como se puede deducir de las caracteristicas de todos los elementos del sistema
inmune comentadas anteriormente, las células T CD8+ son los agentes mas adecuados
para la vigilancia y control de las infecciones intracelulares. Su capacidad de actuacion
restringida por la molécula de HLA-I, les permite reconocer la presencia de antigenos
virales en las células infectadas y destruirlas. Ademas, junto a esta caracteristica destaca
la habilidad para migrar a los 6rganos periféricos, alcanzando los lugares de infeccidon a
los que no llegan los anticuerpos. Existen ejemplos en la literatura que apoyan
empiricamente la importancia de este tipo de células en ¢l control viral. Asi, se ha
observado como en sujetos inmunodeprimidos con infeccion por VEB, que
desarrollaban un proceso linfoproliferativo, la infusién de linfocitos CD8 VEB
especificos conseguia controlar la enfermedad®. También tenemos datos procedentes de
modelos experimentales que demuestran esta idea. Se ha descrito como la transferencia
de LTCs influenza-especificos es capaz de controlar la infeccion por influenza en
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modelos murinos, sin capacidad de elaborar anticuerpos®.

Aunque estas células son importantes en todas las infecciones virales, su papel
es mas relevante en el caso de virus no citopaticos. En la infeccién por un virus
citopatico la capacidad de recuperacion de la primoinfeccion reside principalmente en la
accién de citoquinas solubles anti-virales, que frenan la infeccion wviral al hacer
resistentes a las células no infectadas contra la penetracion y replicacion viral, y contra
el dafio causado por el virus’. No obstante, en la infeccidn por virus no citopéticos la
infeccién es controlada principalmente por las células citotéxicas CD8+ que destruyen
la célula infectada antes de que descargue la nueva generacién de virus. Esto es asi,
porque la ausencia de dafio celular convierte al virus no citopatico en un agente de
alguna manera mas oculto para el sistema inmune, haciendo fundamental la actuacion
de los LTCs’ para controlarlo. Tanto es asi que, en la infeccion murina aguda por el
virus de la linfocoriomeningitis murina (LCMV} (virus no citopatico) hasta un 50% de
los linfocitos CD8+ esplénicos son LCMV especificos® cuando el huésped es capaz de
controlar el virus. Sin embargo, se ha observado como la respuesta celular citotoxica
esta muy disminuida en aquellos casos de infeccion por virus no citopdticos sin control

viral, como ocurre en la infeccién crénica por VHC o VHB?#¢,

El desarrollo de una respuesta CD8+ especifica ante una primoinfeccion viral es
un proceso complejo. Inicialmente los linfocitos T CD8+ “naive” que expresan la
molécula CD62L (receptor de atraccion a los ganglios linfaticos) son reclutados a los
ganglios linfaticos, donde las células presentadoras de antigenos activan a las células
CD8+ que expresan el adecuado TCR. La activacion de estas células conlleva muchos

cambios celulares, como el incremento de la expresion de receptores de moléculas



co-estimuladoras como LFA-1 o del marcador de memoria CD44, asi como el descenso
de la molécula CD62L (L-selectina)?’. Todos estos cambios son esenciales para permitir
al linfocito CD8+ migrar al lugar de la infecciéon. Como resultado de esta activacion
ocurre una expansion clonal, adquisicion de caracteristicas efectoras y migracion al
organo infectado. En el tejido infectado tras ejercer su funcion citolitica estas células
sufren apoptosis via Fas*®. Sin embargo, algunas de estas células adquieren un fenotipo
de memoria y persisten durante largo tiempo como mecanismo de control. En la figura
II.1 se esquematiza los elementos que intervienen en la respuesta inmune innata y

adaptativa.

I1.1.4 Mecanismos de persistencia viral.

En el caso de la mayoria de las infecciones que se cronifican, los virus usan
multiples estrategias para evadir o modificar la respuesta inmunitaria del huésped e
impedir asf su aclaramiento. Algunas de ellas se comentan a continuacion para ilustrar
el dificil equilibrio entre el control y la persistencia viral®.

Los virus pueden escapar al reconocimiento inmunitario ocultindose en sitios
privilegiados inaccesibles al sistema inmune. Por ejemplo, hay virus que integran su
DNA dentro del DNA del huésped o colonizan 6rganos a donde no pueden llegar los
LTCs?. Otra manera de evadir la respuesta inmune es la pérdida de antigenicidad. De
este modo determinadas mutaciones en el genoma viral serian responsables de hacer
mas invisible al virus. Asi, se ha descrito que bajo el efecto de la presion inmunolégica
pueden seleccionarse mutaciones en aquellos epitopos virales importantes para
anticuerpos™! y LTCs*, denominadas mutaciones de escape. Ademés, algunos virus
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han desarrollado mecanismos para interferir con el procesamiento y presentacion de los
antigenos en las moléculas del HLA*, lo que les permite no ser vistos por los LTCs. En
otras infecciones, los antigenos virales pueden inducir inmunotolerancia al ser
reconocidos como propios durante el desarrollo fetal tras atravesar la placenta, como
ocurre en la transmision vertical del VHB®’. En ciertas ocasiones, la ausencia de una
correcta estimulacion de las células T durante el reconocimiento del péptido viral puede
llevar a la anergia celular y a la persistencia de la infeccion. Este fendmeno puede
ocurrir por déficit de moléculas co-estimuladoras en las CPAs* o por un inadecuado
ambiente de citoquinas o falta de ayuda por las células T CD4°°. También se ha descrito
como la méaxima estimulacion con un epitopo inmunodominante puede resultar en la
fatiga de la célula T que se vuelve anérgica o incluso es eliminada por apoptosis®®’.
Otros virus secretan moléculas con capacidades agonistas o antagonistas de citoquinas

humanas que favorecen la persistencia viral. Un ejemplo de este mecanismo es la

produccién de un andlogo de la IL-10 por el VEB que inhibe la sintesis de IFNy y

Inmunidad innata

Neutrofilos
Eosinofilos

@® NK

Interferones
Complemento

Macroéfagos
< Inmunidad adaptativa

CTL
Células T helper

CélulasB

Hepatocitos
infectados

Fig. I1.1. Esquema de la respuesta inmune innata y adaptativa ante una infeccion viral. NK: Natural
Killer. CTL: linfocito T citotoxico. CPA: célula presentadora de antigenos. B: célula B. THI/TH2:
celulas CD4 tipo 1 y 2.
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disminuye la expresion de moléculas de HLA clase II°®. Algunos de estos mecanismos
han sido sugeridos en la infeccion persistente por VHB y seran comentados

posteriormente.

I1.2. INTERACCION TCR / COMPLEJO HLA CLASE I-PEPTIDO.

I1.2.1 El receptor de la célula T (TCR).

Como se comentd previamente, el reconocimiento del antigeno por la célula T es
un punto central en la generacién y regulacién de una respuesta inmune efectiva y se
realiza a través del TCR. La capacidad de los diferentes clones de linfocitos para
reconocer distintos antigenos se debe a las propiedades de este elemento celular. El
TCR es un heterodimero formado, en el 95% de las células T circulantes, por una
cadena o y otra f*°. En menos de un 5% de células se expresa el heterodimero
alternativo y5. Estas cadenas pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas y
tienen un dominio amino-terminal variable y otro dominio constante, cada uno de los
cuales tienen uniones disulfuro intracadena. Una corta secuencia de conexiéon con un
residuo cisteina permite una unién disulfuro entre las dos cadenas, ademds un dominio
transmembrana ancla el receptor a la membrana plasmatica®. La secuencia de
variabilidad del TCR reside en la regién N-terminal de los dominios a y B, que son
homologos a las regiones variables de las inmunoglobulinas. Estos dominios estan
generados por la combinacion de genes de los segmentos V, Dy J para la cadena 8, y V
y J para la cadena a. Esta zona de variabilidad es la que permite el reconocimiento por
el TCR del complejo HLA/péptido*. Analisis de diferentes secuencias de los dominios

V del TCR han mostrado que hay cuatro regiones de secuencia de aminoacidos
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hipervariables en las cadenas o y P, tres de las cuales son andlogas a las regiones
determinantes complementarias (CDRs) de los anticuerpos, involucradas en la unidn a
antigenos. La region CDR3 es la mas variable de todas ellas y de esta manera es la que

provoca mds especificidad, permitiendo la diferenciacion entre epitopos muy similares.

El heterodimero af3 6 Y8 de! TCR se asocia con la molécula CD3 en el complejo
TCR-CD3. El complejo CD3 es esencial para la expresién en la membrana del TCR. La
molécula de CD3 es un complejo formado por dos heterodimeros €8 y gy, y un
homodimero EE cargados negativamente en la regién transmembrana lo que permite la
unién al TCR que es de carga positiva®. Estas cadenas no presentan variabilidad de
aminoacidos entre diferentes células T y por tanto, no pueden generar diversidad
asociada con el receptor de la célula T. La funcién de este complejo es la transduccion
de la sefial a la célula tras la unién del ligando al TCR*. Los polipéptidos de la
molécula CD3 presentan en sus colas intracitoplasmaticas el llamado "motivo de
activacion del inmunorreceptor basado en tirosina" (ITAM) que desarrolla un papel
esencial en la activacion del linfocito T a través de su interaccién con tirosinquinasas®.
El complejo TCR~CD3 no tiene actividad intrinseca protein-tirosin-quinasa (PTK), sino
que la estimulacién del receptor conduce a la fosforilacion de residuos tirosina en las
ITAMs, a través de las que se activa la familia de las Src quinasas. Seguidamente, la
proteina asociada Z (ZAP) 70 se une con los ITAMs fosforilados. Todo este proceso
conduce a la activacién de dos principales rutas, una involucrando al diacilglicerol
(DAG) y otra al inositol trifosfato (IP;) que provocan la elaboracion de los factores
nucleares NF-AT y NF-kB que finalmente generan la activacién cefular™**. Otra via

de activacion celular es generada por la adicion de sefiales co-estimuladoras a 1a unién
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TCR-HLA/péptido, promoviendo la sintesis de factores nucleares que activan el

"enhancer” del gen de IL-2, estimulandose la produccion de esta citoquina®.

11.2.2 El complejo HLA clase 1/ péptido. Interaccion con ¢l TCR.

Anteriormente se explicé c¢cémo el ligando del TCR es un péptido que es
procesado y presentado en la superficie celular por las glicoproteinas de
histocompatibilidad*’. Aunque miles de variantes alélicas de moléculas de HLA [ han
sido identificadas en el ser humano, en un mismo individuo sdlo se pueden presentar
hasta 6 diferentes moléculas de clase 1. Por esto, la unién entre el péptido y la molécula
de HLA debe ser "promiscua”, es decir, una determinada molécula de HLA puede unir
una enorme variedad de diferentes péptidos y algunos péptidos pueden interactuar con
varias moléculas de HLA. La estructura del HLA de clase | estd formada por dos
dominios "inmunoglobulina-like” en la zona proximal a la membrana y otra region en la
zona distal a esta, donde se sitia el lugar de union del péptido. Este sitio, denominado
brecha de union, esta formado por un domino en lamina B plegada y dos regiones en a-

hélice.

La zona de uni6én del péptido en las moléculas de clase I esta blogqueada en los
extremos, lo que permite el anclaje de secuencias con una longitud de entre 8 y 10
aminodcidos. Sin embargo, esta brecha de union en las moléculas de clase Il es distinta
y permite la unién de péptidos mayores, de hasta 18 aminoacidos. Los péptidos que se
anclan en las moléculas de clase I suelen tener unos residuos de anclaje comunes entre
todos ellos para una misma molécula de HLA. Estos residuos suelen estar localizados en
el aminoacido carboxi-terminal y en la segunda posicién amino-terminal®.
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La uni6n entre el péptido y la molécula de HLA es muy estable, pudiendo durar
horas. Ademas, el nimero de estas moléculas con el mismo péptido es muy bajo en la
superficie de la misma CPA. Por otro lado, la union entre el complejo péptido-HLA y el
TCR es de muy baja afinidad, es decir, la union permanece estable muy poco tiempo*°.
Por tanto, como la célula CD8+ para activarse necesita la union de varios TCR, obliga a
que un complejo péptido-HLA entre en contacto con multiples TCR en la misma célula.
Se ha demostrado que un tnico complejo HLA-I/péptido puede interactuar y activar
hasta 200 TCRs. Para estabilizar esta interaccion se establecen otras uniones entre
moléculas co-estimuladoras de la CPA y la célula T como son la unién entre CD28 y
B7*". Cuando la interaccién es 6ptima y dura lo suficiente se genera una sefial que es
trasducida a la célula a través de la molécula de CD3, como se coment6 previamente, y

se produce la activacion del linfocito CD8. Sin embargo, no todos los ligandos con

-
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Fig.-1L.2. Representacion esquematica del procesado del antigeno viral en la célula infectada y su
presentacion en el complejo HLA-I/péptido, que es reconocido por el linfocito CD8 antigeno especifico
a través del TCR, activandose los mecanismos efectores citolitico y no citolitico.
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capacidad de ser reconocidos por un TCR generan sefiales de activacion. Algunos de
estos péptidos pueden actuar como verdaderos antagonistas y esta es una posible
estrategia de escape viral*®. En la figura 11.2 se esquematiza la presentacion del antigeno

por la célula diana y el reconocimiento de la célula T mediante el TCR.

I1.3 CARACTERISTICAS ANTIGENICAS DE LA INFECCION POR VHB.

Una vez que se ha descrito de forma general la interaccion entre la infeccion
viral y el sistema inmune, se presenta en las siguientes secciones de forma particular la

relacion entre el VHB y la respuesta inmune conira este patogeno.

El VHB es un virus hepatotropo, no citopatico, DNA encapsulado de la familia
de los hepadnavirus que causa una enfermedad necroinflamatoria hepatica de variable
intensidad y duracién®®. En la siguiente seccion se revisan las caracteristicas antigénicas
de este virus a partir de las que se elaboran los epitopos reconocidos por el sistema

inmune.

I1.3.1 Estructura del genoma del VHB .

El virién completo o particula Dane es una esfera de 42 nm que contiene un core
o nucleocapside que encierra el DNA viral. El genoma del VHB es un DNA circular de
doble cadena parcial con un tamafio aproximado de 3200 pares de bases, lo que le
convierte en el virus DNA conocido mds pequefio. La cadena negativa del genoma del
VHB codifica cuatro genes superpuestos: S (superficie), C (core), X (proteina X) y P
(polimerasa) (figura.-11.3). Los genes S y C presentan dos regiones anteriores
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denominadas pre-S y pre-C que codifican las proteinas preS1 y preS2, y pre-core

respectivamente. La cadena positiva es corta y de variable longitud.

Se han definido dos “enhancers” en el genoma del virus B. El “enhancer” ENH I
es tejido especifico y funciona sélo correctamente en el higado. Une proteinas y factores
especificos del higado asi como 4acido retinoico. El “enhancer” ENH II estimula la

actividad transcripcional de los genes promotores del gen S.

DNA viral
" Oligorribonucleétido

Proteina unida
. covalentemente

Pre S1 (108a.a.)

Pre S2 (55a.a.)
memm S (226a.a.)

wmmm Polimerasa (832a.a.)
X (154a.a.)

Pre core (29a.a.)

mamw Core (183a.a.)

Figura I1.3. Genoma del VHB que muestra las 7 proteinas codificadas por 4 genes
superpuestos (superficie [S], core [C], polimerasa [P] y proteina X [X]. El gen S
contiene las regiones preS1 y preS2 y el gen C contiene la region pre C. El lugar de
unién de la enzima de restriccion EcoRI se muestra como punto de referencia.
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11.3.2 Replicacién viral *°.

Para llevar a cabo la replicacion viral el VHB se une a la superficie celular y
penetra en ella. Se ha descrito que la molécula anexina V de la membrana celular podria
ser el principal receptor del VHB®'. Una vez dentro de la célula, el core viral es
transportado hasta el nicleo celular, donde el DNA circular viral se transforma en el
DNA circular cerrado covalentemente (cccDNA) que funciona como matriz para la
sintesis de RNA viral. La transcripcion dei cccDNA da lugar a transcriptos de diferente
tamaiio. Ei de 3.5 kb es el RNA genémico y sirve de matriz para la transcripcion inversa
de la polimerasa. La sintesis de la cadena negativa de DNA a partir de este RNA
gendémico se inicia en la region final 3° DR1, con la proteina terminal de la polimerasa
como “primer”. A medida que la sintesis avanza, el RNA es degradado por la RNAasaH
de la enzima DNA polimerasa. La cadena positiva se inicia en el extremo 3’DR2 y la
sintesis continua hasta que se sobrepasa la proteina en el extremo 5° de la cadena
negativa. El “primer” de la cadena positiva es un oligorribonucledtido derivado del

RNA gendémico.

Todo este proceso produce una molécula de DNA circular abierta similar al
VHB maduro. Posteriormente, las moléculas de DNA de nueva generacidn son
empaquetadas en el reticulo plasmatico rugoso (RER) con las particulas de la envoltura
y del core formando el viriéon completo que finalmente es de nuevo liberado para

mnfectar otras células. En la figura 11.4 se resume el ciclo replicativo de! VHB.
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I1.3.3 Transcripcion y transduccion del VHB®. Antigenos del VHB.

Ademas del RNA gendémico necesario para la replicacion, el VHB elabora a
partir del cccDNA una serie de productos de transcripcion que daran lugar a proteinas
que generan los antigenos del VHB. Se han identificado cuatro productos de
transcripcion de mRNA a partir del cccDNA. El mas largo de 3.5 kb es la matriz para la
replicacion viral como se comento anteriormente, pero también sirve para la expresion
de las proteinas pre-core/core y polimerasa. Un transcripto de 2.4 kb codifica los
péptidos pre-S1, pre-S2 y AgHBs, mientras que otro menor de 2.1 kb codifica los
péptidos pre-S2 y AgHBs. Finalmente, el mas pequefio de los productos de

transcripcion de 0.7 kb codifica la proteina X.

El gen de la nucleocipside contiene dos codones de comienzo en fase que
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Figura 11.4. Ciclo replicativo del VHB. La integracion del virus en el genoma del huesped no esta
representada.




definen dos polipepéptidos superpuestos. El mas corto de estos polipéptidos,
denominado antigeno del core del VHB (AgHBc), se ensambla en el citoplasma del
hepatocito y después entra en el RE para formar la nucleocdpside que, como se sefiald
previamente, encierra la DNA polimerasa viral y el RNA
pre-genomico de 3.5 kb, El otro codén del gen C genera un polipéptido de mayor
tamafio, a partir del que se forma el antigeno e del VHB (AgHBe). Esta proteina es
translocada, gracias a un péptido sefal situado en el extremo amino terminal, dentro del
RER donde sufre la perdida de un residuo carboxi-terminal y es finaimente secretada a
la sangre. El AgHBe en suero es un buen marcador de la replicacién viral puesto que es
generado de la misma plantilla que usa el virus para la replicaciéon. Sin embargo, la
funcion de este polipéptido en el ciclo viral no esta definida claramente ya que no es
necesario para la replicacion del VHB®2. Datos clinicos™ y experimentales obtenidos a
partir de modelos transgénicos sugieren que pudiera tener un papel inductor de
inmunotolerancia®®. Es decir, podria tratarse de una estrategia viral para favorecer la
persistencia de la infeccion. La respuesta inmune celular a los antigenos de la
nucleocapside es un importante factor en el aclaramiento viral puesto que provocan una
fuerte respuesta de células T HLA-1 y HLA-II restringidas en pacientes infectados por el

VHB como se describird mas adelante®®.

El gen S contiene tres codones de inicio en fase que definen la region amino
terminal de tres polipéptidos superpuestos (principal, mayor y medio). Todos estos
polipéptidos contienen el AgHBs, mientras que extensiones amino-terminales
conteniendo el antigeno preS2 o preS2 mas preS1 forman los polipéptidos mayor y
medio, respectivamente. Los tres polipéptidos de la envoltura son componentes
esenciales del virion infeccioso (particula Dane) que se forman mediante ensamblaje en
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el interior del RER™. El virién es secretado tras glicoxilacién de los residuos de la
envoltura en el aparato de Golgi™'. Los excedentes de los polipéptidos mayor y medio
de la envoltura se ensamblan en el interior del RER para formar particulas no
infecciosas esféricas de 22 nm, mientras que el exceso de polipéptido principal se
ensambla en estructuras alargadas filamentosas no secretables que se acumulan en RER.
Esto conduce a la formacién de los caracteristicos hepatocitos en vidrio esmerilado que
son funcionalmente normales en condiciones basales pero exquisitamente hipersensibles
a la destruccion bajo el efecto citopatico del interferén gamma®>. Cuando los filamentos
de las particulas AgHBs se acumulan en gran cantidad comprometen la funcion del
RER y provocan la muerte celular™. Los polipéptidos generados por los genes pre-S son
importantes en la union a la célula huésped. Se conocen dos lugares in-vitro de unién

1765731 ademas ambos

hepatica especifica para el polipéptido pre-S2 y uno para pre-S
pueden unirse a lineas de hepatoblastoma. El producto del gen pre-S1 se une también a
la membrana plasmatica. Esta unién inespecifica puede ser la utilizada por el virus para
entrar en células como los macréfagos. Ademas, el AgHBs se une a la molécula anexina

V, que puede ser el principal mecanismo de entrada del virus en el hepatocito como ya

se ha comentado”™'.

El gen X codifica una proteina transactivadqra de la transcripcion (proteina X)
que regula in vifro positivamente la transcripcion del VHB, de otros virus y de
promotores celulares. La alteracion de la regulacion de la expresion de la proteina X
puede contribuir a la hepatocarcinogénesis inducida por el VHB, puesto que se ha
observado que lineas de células inmortalizadas pueden ser transformadas, cuando son
establemente transfectadas con el gen de la proteina X°®. Ademas, la expresion de esta
proteina en cantidades elevadas en ratdén transgénico incrementa la incidencia de
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carcinoma hepatocelular™®. A pesar de que la proteina X estd presente en minimas
cantidades en el tejido infectado, probablemente por la baja concentraciéon de su RNA y
su corta vida media®, es inmunogénica para las células B y T°', quizas porque
transactive genes de importancia inmunolégica como HLA-DR, HLA clase 1 e

ICAM 1%%,

El gen P codifica la polimerasa viral que contiene cuatro dominios: transcriptasa
inversa, DNA polimerasa, RNAasa H y una proteina de uniéon a 5’DNA que sirve como
"primer" para la transcripcion inversa del pregenoma viral como se ha indicado
previamente. El producto del gen de la polimerasa tiene un papel esencial en la
encapsidaciéon y replicacion del genoma viral, mediante la unién a una estructura en
horquilla en ¢l extremo 5° del RNA pre-gendmico, que sirve como sefial de
empaquetado y como matriz para la iniciacién de la transcripcion inversa del pre-
genoma viral. El uso de una transcriptasa inversa para la replicacion provoca un alto
grado de heterogeneidad genética al carecer esta enzima de la funcién de comprobacion
(proof-reading). Este elevado nimero de mutaciones del VHB puede favorecer su
persistencia al generar mutaciones que puedan desactivar epitopos virales y conducir a
la seleccion de mutaciones de escape. Es interesante resaltar que la proteina polimerasa

26,63

es bastante inmunogénica durante la hepatitis aguda y crénica™ ", a pesar de que esta

proteina inhibe la respuesta celular a interferén alfa y gamma®*.

A partir del procesado de todos estos polipéptidos por las CPA surgen los
epitopos que generan en el huésped la respuesta inmune especifica que a continuacion

analizaremos.
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En esta seccion se revisa el papel que ejercen los distintos componentes del
sistema inmune adaptativo en la respuesta contra la infeccion por VHB. Se analiza con
especial detenimiento la labor de los linfocitos CD8 VHB especificos que son los

protagonistas del tema de estudio de esta tesis.

11.4.1 Respuesta inmune humoral.

En la primera fase de la infeccion por VHB el sistema inmune actia a través de
los mecanismos de respuesta no especificos tales como las células NK®, pero
simultineamente, comienza la induccion del sistema adaptativo por medio de la
presentacion de los antigenos virales por las CPA a las células B y T en los ganglios

linfatico regionales.

Como se discutié previamente, la funcién mas importante de la respuesta
inmune humoral es el aclaramiento de las particulas virales del compartimento
extracelular del huésped. En la infeccién por VHB se desarrollan anticuerpos contra los
péptidos de la envoltura, la nucleocédpside y la polimerasa, asi como contra el genoma
viral. Sin embargo, sélo son neutralizantes los anticuerpos contra las glicoproteinas de
la envoltura. Estos anticuerpos juegan un importante papel en el aclaramiento viral,
eliminando las particulas virales de la circulacion y evitando que sean captadas por las
células susceptibles®®. No obstante, también pueden ser los responsables de la
patogénesis de sindromes extracelulares asociados con la infeccion por VHB
(glomerulonefritis, poliarteritis nodosa, crioglobulinemia) y de los sindromes
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prodrémicos caracterizados por artralgia o urticaria, mediante la formacion de
inmunocomplejos™. La aparicion de los anticuerpos anti HBs se asocia con la
resolucion de la infeccién. Estin dirigidos contra dos dominios situados entre los
aminoacidos 124 y 147 que forman el determinante “a” comin a todos los subtipos de
VHB. Estos anticuerpos ofrecen proteccion contra la reinfeccion, aunque se ha descrito
como mutaciones puntuales codificando una arginina en lugar de una glicina en la
posicion 145, debido a un cambio de G por A, provocan mutanies de escape con

elevado grado de replicacion a pesar de la presencia de anticuerpos antiHBs®.

El papel de la respuesta humoral contra los antigenos de la nucleocédpside
(AgHBe, AgHBc) no esta claro. Se acepta que no tienen una funcién neutralizante pues
se encuentran presentes en elevadas concentraciones tanto en la infeccién aguda como
en la infeccidn crénica. La aparicion de anticuerpos contra el AgHBe es un signo inicial
de recuperacidn, asociado con la disminucion de la replicacion viral y desaparicion del
AgHBe. Una excepcidn a este patrén ocurre en los sujetos infectados con un VHB
mutante con un cambio puntual G-A en el nucledtido en la posicion 1896 6 con una
mezcla de virus “silvestre” y mutante. Esta mutacién provoca la apariciéon de un codon

de parada que evita la expresion del AgHBe.

Es interesante remarcar que la prevalencia elevada de anticuerpos contra el core
en la infeccion crénica por VHB se debe probablemente a que esta respuesta es tanto T
dependiente como independiente, lo que permite la sintesis de estos anticuerpos a pesar

de que en la hepatitis crénica la respuesta T “helper” esta muy disminuida®’.

La respuesta humoral contra el extremo carboxi-terminal y contra el dominio
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RNAasa H de Ia polimerasa aparecen como marcadores iniciales de la infeccion y
representan la presencia activa de replicacion viral®®, Otro marcador temprano de la

infeccion y de posteriores reactivaciones es el isotipo IgM del anticuerpo HBc.

11.4.2 Respuesta inmune HLA-II restringida.

En los pacientes con infeccion autolimitada por VHB se detecta en sangre
periférica una respuesta CD4+ HLA-II restringida muy vigorosa y dirigida contra
multiples epitopos de los antigenos de la nucleocapside™. Sin embargo, la respuesta
clase II restringida contra epitopos de la envoltura es mucho menos vigorosa en los
mismos pacientes. La explicacion a este hecho puede radicar en que la respuesta CD4
contra los epitopos del AgHBs podria terminar exhausta como resultado de la
estimulacién por altas concentraciones del AgHBs en las fases iniciales de la
enfermedad. De cualquier manera, esta respuesta se ha podido detectar en el periodo

preclinico de incubacién®,

Los epitopos localizados entre los residuos 50-69 del core del VHB son los mas
comunmente reconocidos, de entre los diferente epitopos del polipéptido HBc/eAg, por
los pacientes con infeccion aguda, independicntemente de su HLA. Esta respuesta se
asocia con el control de la infeccion en sujetos con hepatitis aguda y es muy débil en
pacientes con hepatitis crénica®. Este hallazgo permite pensar que la respuesta CD4
nucleocapside especifica desarrolla un papel critico en el control viral. Esto se podria
deber a varias circunstancias. La primera podria ser la induccion de una respuesta CD8
VHB especifica, asi se ha observado que el vigor de la respuesta T HLA-II restringida
especifica contra HBc/eAg en la infeccion aguda va paralelo a la respuesta T HLA-1
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restringida especifica contra todos los antigenos virales®. El otro mecanismo podria ser
la generacion de ayuda a las células B VHB-envoltura especificas, para la produccion de
anticuerpos neutralizantes mediante un proceso de ayuda “intermolecular”. En este
proceso las células B envoltura especificas captan particulas virales mediante receptores
para los determinantes HBs y preS. Posteriormente procesan estos viriones que
contienen el AgHBe y presentan los epitopos derivados de su degradacion a las céiulas
T CD4+ AgHBc especificas. A su vez, estas células T pueden ayudar a las células B
envoltura especificas a producir anticuerpos anti-envoltura’’. Por tanto, la respuesta

CD4 core especifica ejerce un importante papel en el control viral.

Durante la infecciébn cronmica por VHB la respuesta periférica T HLA-II
restringida contra todos los antigenos virales es mucho menos vigorosa que en sujetos
con hepatitis aguda™. Aunque estas células se detectan en el higado de estos pacientes,
parece que estan presentes en muy baja frecuencia. Se ha observado que la respuesta T
CD4 nucleocapside especifica aumenta durante las exacerbaciones de la hepatitis
crénica B y va siempre precedida de una elevacién en DNA VHB y del AgHBe’'. Sin
embargo, durante estos episodios el AgHBs permanece estable y la respuesta
proliferativa a antigenos de la envoltura es débil o indetectable. Por tanto, estos datos
sugieren que la respuesta T HLA-II restringida puede ejercer un papel
inmunorregulador en el control de la infeccidn crénica y parece que su intensidad

depende de la concentracion de antigenos de la nucleocapside del VHB.
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I1.4.3 Respuesta inmune HLA-I restringida.

Hasta ahora hemos comentado cémo la respuesta celular citotoxica juega un
papel esencial en el control de la infeccidon viral no citopatica, por su capacidad para
identificar y eliminar las células infectadas a través del reconocimiento de péptidos
virales presentados en las moléculas HLLA de clase I. También hemos revisado como se
produce la interaccién entre el receptor de la célula T y el complejo
HLA clase I/péptido de la célula infectada. A continuacién, hemos analizado las
caracteristicas antigénicas del VHB, a partir de cuyos péptidos las CPA y las células
infectadas generaran los epitopos que presentaran en las moléculas de HLA-I a las
células CD8 VHB especificas. Ademds, hemos resumido como influyen otros
componentes del sistema inmune adaptativo en el control del VHB. Por tanto, es el
momento de examinar el cometido que desarrollan las células protagonistas de esta
tesis, es decir el papel que ejercen las células citotoxicas VHB especificas HLA-I

restringidas tanto en la infeccién aguda como en la infeccion crénica por VHB.

1. Hepatitis aguda autolimitada

La mayoria de los datos obtenidos sobre el papel de los LTCs VHB especificos
en la hepatitis aguda provienen de la investigacion en animal de experimentacién. En
modelos experimentales murinos se ha observado como los LTCs HLA-I restringidos
VHB especificos son capaces in-vivo de destruir la célula diana mediante apoptosis’”.
Curiosamente, las consecuencias patologicas directas de esta destruccion son mucho
menos severas que la producida por la respuesta antiinflamotoria no antigeno especifica
que inducen los LTCs VHB especificos cuando reconocen el antigeno. También se ha
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demostrado experimentalmente que es posible el control de la replicacion viral mediante
mecanismos no citoliticos. Se ha observado como la produccion de citoquinas tipo 1
(YIFN, TNEP) por los LTCs VHB especificos es capaz de inhibir la replicacion viral sin

producir dafio tisular™®

. Estas citoquinas parecen activar mecanismos de defensa
presentes en el hepatocito”. Datos de estudios con chimpancés infectados con VHB
sugieren que los mecanismos de defensa no citoliticos podrian ser mas importantes que
la directa eliminacién de los linfocitos infectados™. En este estudio se ha observado que
la replicacion y expresion del VHB puede ser completamente abolida bajo condiciones

en que menos del 1% de los hepatocitos es destruido, sugiriendo este dato un papel

primordial a los mecanismos no citoliticos, al menos en este modelo.

Mediante un modelo experimental de raton transgénico que expresa el antigeno s
de la hepatitis B (AgHBs) se ha observado que la transferencia de LTCs especificos
contra el epitopo AgHBs 25-39 desencadena un proceso inmunologico gue podria
explicar los fenomenos inmunopatologicos observados en la infeccion en el ser
humano™. En este modelo en un estadio inicial se produce la apoptosis de un niimero
reducido de hepatocitos por contacto directo entre el LTC VHB especifico y la célula
infectada (cuerpos de Councilman). Posteriormente las citoquinas generadas por los
LCTs VHB especificos producen una activacion de L.TCs no antigeno especificos y
neutrdfilos que contribuyen al desarrollo de un fendmeno inflamatorio. Finalmente, en
este modelo se describe un tercer paso mediado por IFNy, caracterizado por el
desarrollo de una respuesta de hipersensibitidad retardada tipo IV por activaciéon de
macréfagos y linfocitos que conduce a un cuadro de hepatitis fulminante. En este
modelo no se estudia el papel que ejercen mecanismos no citoliticos sobre el control

viral.
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Junto a todos estos datos experimentales existen muchos datos procedentes de
estudios transversales en seres humanos. En estos trabajos se han descrito muchos
epitopos del VHB que son reconocidos por los linfocitos CD8 antigeno especificos. La
mayoria de estos epitopos analizados son HLA-A2 restringidos por la mayor facilidad
de estudio de estos pacientes, al ser este HLA ¢l mas frecuente en la raza caucasica.
Todos estos epftopos presentan los residuos predichos para unirse a los puntos de
anclaje de la molécula HLA-A2, que son un aminoécido leucina en la posicion 2 y una
valina en la posicién carboxiterminal®*.

Del estudio de la respuesta celular CD8+ VIIB especifica en pacientes con
infeccion aguda que controlan el virus, se ha observado que es una respuesta policlonal
y multiespecifica®. El hecho de ser multiespecifica implica que son reconocidos en un
mismo individuo varios epitopos del virus a la vez, lo que supone que sea dificil para el
virus evadir la respuesta inmune desarrollando mutaciones de escape. Ademds, al ser
una respuesta policlonal ocasiona que distintos clones de células T sean capaces de
reconocer a la vez el mismo epitopo lo que amplifica la respuesta. Por otro lado, se ha
observado que muchos de estos epitopos virales identificados son esenciales para el
virus, lo que impide que puedan ocurrir mutaciones de escape a este nivel. Por ejemplo,
las sefiales de localizacion nuclear y encapsidacion del genoma del VHB, debida a los
residuos del AgHBc 141-151, son un importante epitopo para los LTCs de sujetos con
HLA-A31 y HLA-Aw68®'. Otra importante conclusién obtenida de estos trabajos es que
varios de estos epitopos, especialmente core 18-27, superficie 250-258, superficie 335-
343 y polimerasa 455-463, son reconocidos por la mayoria de pacientes infectados
HLA-A2+, mientras que el resto de epitopos son “vistos” por una minoria de sujetos.
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Estos datos sugieren que existe una jerarquia en la respuesta celular citotdxica contra el
virus B, es decir existe cierto grado de inmunodominancia entre determinados
epitopos®. Esta inmunodominancia probablemente quede determinada por la afinidad
de union del epitopo a la molécula de HLA (en estos casos descritos A2) y por el grado

de conservacion del epitopo entre las diferentes cepas de VHB.

A pesar de esta vigorosa respuesta de linfocitos T VHB especificos en la
infeccién aguda, se ha descubierto que concentraciones muy bajas virales persisten
durante décadas después de la recuperacion clinica y serologica completa, habiéndose
detectado hasta 20 afios después de fa infeccién’®’’. El VHB es probablemente
transcripcionalmente activo, ya que coexiste en estos sujetos con una respuesta
citotoxica especifica con marcadores de reciente activacion. También se ha comprobado
como esto también es cierto en la marmota monax que desarrolla una infeccion aguda
por el hepadnavirus WHV. Este animal es capaz de transmitir la infeccién a sus hijos
tiempo después de su completa recuperacion de la hepatitis aguda’. Estos hallazgos
sugieren que pequefias cantidades de VHB persisten en reservorios privilegiados tras la
seroconversion y que la propagacion de la infeccion es controlada por los LTCs, puesto
que algunos de estos sujetos carecen de anticuerpos contra AgHBs. Por tanto, es posible
que higados o sangre de sujetos con una antigua infeccion aguda por VHB puedan

transmitir la enfermedad al receptor de estos tejidos’ .

De todos estos datos podemos concluir que la respuesta celular citotdxica es
capaz de controlar la infeccidon aguda por VHB por medios citoliticos y no citoliticos,
siendo esta Ultima faceta quizas la mis importante. Ademas, los sujetos con infeccion
aguda que controlan la infeccion muestran una respuesta policlonal y multiespecifica de
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gran intensidad, suficiente para ser detectada en sangre periférica. Sin embargo, el
adecuado control viral no significa desaparicién completa del virus en la mayoria de los

casos.

2. Infeccion crénica por virus B.

Como se ha comentado con anterioridad en un porcentaje de casos el huésped no
es capaz de controlar la infeccion. Para un virus no citopatico, como e! VHB, [a manera
de cronificarse es no induciendo una respuesta inmune o bien desarrollando
mecanismos para evadirla. Especialmente importante para el VHB es conseguir escapar
al control ¢jercido por los LTCs VHB especificos. Varios son los mecanismos que se

especula podrian permitir esta situacion.

En analisis transversales se ha observado que la respuesta celular citotdxica
VHB especifica en pacientes con hepatitis cronica B es débil o practicamente

. )
indetectable en sangre periférica’®*031:82

, excepto durante las exacerbaciones de la
hepatitis crénica o tras la resolucién esponténea o tras tratamiento con IFNo®. Sin
embargo, estas células se han demostrado en el compartimento periférico de algunos
pacientes y también se han aislado clones de células T VHB especificas a partir de
linfocitos intrahepéticos de sujetos con hepatitis cronica®. Por tanto, podemos asegurar
que al menos en algunos pacientes con hepatitis cronica B se aislan LTCs antigeno

especificos, pero éstas son incapaces de controlar completamente la infeccion aunque

podrian ser las responsables del dafio hepatico.

Se puede especular que el VHB desarrolla mecanismos para alterar cualitativa o
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cuantitativamente estas células. La tolerancia neonatal es probablemente una de estas
estrategias. Este mecanismo es responsable de la ausencia de respuesta inmune al VHB
y de la persistencia de la infeccion en los casos de transmision materno-fetal. En esta
situacion el paso del AgHBe a través de la placenta provoca la eliminacion de los
linfocitos AgHBe y AgHBc especificos centralmente en el timo, al ser considerado este
antigeno como propio®. Sin embargo, la persistencia de la infeccién en el adulto no es
bien comprendida. Quizas la explicacién mas simple para la persistencia del VHB ¢s
cuantitativa, basada en la cinética de la propagacion viral y del desarrollo de la
respuesta de los LTCs durante los primeros momentos de la infeccion. Por ejemplo, la
persistencia viral podria surgir si el tamario del inoculo o la velocidad de replicacion del

VHB excediera la velocidad de la respuesta citotéxica.

Sin embargo, se han planteado otras posibilidades para explicar porqué la
respuesta citotéxica es menos intensa en la infeccién crénica que en la aguda. Un
candidato razonable seria la induccidn de tolerancia periférica o fatiga en la respuesta
citotoxica por la elevada carga viral que caracteriza a la mayoria de pacientes con
infeccion cronica. Asi, en estudios en modelos experimentales murinos, se ha sugerido
que el AgHBe en alta concentraciéon podria inducir inmunotolerancia periférica en el
adulto, al deplecionar al animal experimental de células CD4 AgHBc/AgHBe
especificas. El déficit de estas células seria decisivo para impedir fa correcta actuacion
de los LTCs VHB especificos™. De cualquier manera esto no ha sido demostrado en el

ser humano.

También se ha sugerido que las células infectadas que expresan Fas ligando
pueden protegerse ellas mismas contra el dafio citotdxico, mediante la destruccion por la

32



misma via, Fas ligando-Fas receptor, que utiliza el LTC para eliminar a su célula diana
pero al revés®’. Puesto que los hepatocitos pueden ser inducidos a expresar Fas ligando
durante la respuesta inflamatoria podria ocurrir que estas células eliminaran
selectivamente sus LTCs VHB especificos y asi permanecer cronicamente infectadas. St
bien esta posibilidad es muy atrayente para explicar la aparente inmunodeficiencia VHB
especifica que caracteriza a los pacientes cronicamente infectados con €l VHB, en el

momento actual es una idea meramente especulativa.

Otros posibles mecanismos de persistencia podrian actuar sobre la capacidad de
los LTCs VHB especificos para reconocer la célula infectada. Asi, un posible causante
de la persistencia podria ser el acantonamiento del virus en reservorios privilegiados a
donde no podrian llegar los LTCs antigeno especificos. Se ha demostrado que los LTCs
VHB especificos pueden reconocer antigenos virales en los hepatocitos, pero no en el
rifion o cerebro del raton transgénico que expresa los péptidos virales™. En el ser
humano se han descrito formas replicativas del virus en epitelio biliar, células del
musculo liso, pancreas, rifién, piel, cerebro, ganglios linfiticos y tejido endocrino®, por
tanto las particulas virales acantonadas en algunos de estos lugares podrian escapar al

control ejercido por las células CD8 VHB especificas.

El papel de las mutaciones de escape en epitopos de LTC VHB especificos ha
atraido recientemente el interés de investigadores como causa de la persistencia viral.
Pero tedricamente para que se produjeran estas mutaciones deberia ocurrir una fuerte
respuesta celular citotoxica principalmente monoclonal, centrada en un solo epitopo.
Esta situacidon favoreceria el desarrollo de variantes virales que no expresarian un
determinado epitopo puesto que las haria virtualmente invisibles al sistema inmune. Sin
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embargo, este tipo de respuesta es extremadamente inusual en la respuesta citotoxica
contra el VHB. Pues como ya se ha sefialado, durante la hepatitis aguda la respuesta de
los LTCs es tipicamente vigorosa y multiespecifica, y débil o indetectable durante la
hepatitis crénica. Por tanto, se puede concluir que este mecanismo de persistencia es
poco frecuente®®; sin embargo, se han descrito algunos casos®’. No obstante se debe
tener en cuenta que estas variantes aparecen en sujetos con infeccion persistente, por lo
que probablemente, es la infeccion crénica la que favorece la aparicion de variantes de
escape y no al revés. Este puede ser el caso, comentado anteriormente, de la comin
mutacion G-A en el nucledtido 1896 del genoma del VHB que genera el codén de
parada traslacional que impide la generacién de la sintesis de la proteina del pre-core
provocando la seroconversion a AgHBe-. Se ha sugerido que el virus con mutacion pre-
core disfrutaria de ventajas de crecimiento sobre el virus silvestre cualquiera que sea la
respuesta inmune, pues la ausencia del AgHBe aumenta la estabilidad conformacional
de la sefial de encapsidacion del RNA viral, lo cual juega un papel esencial en la

190

replicacion viral™. Ademas, se ha demostrado recientemente que la expresion de la

proteina del pre-core induce una disminucion de la eficacia de replicacidn in vivo®'.
Estas ventajas del VHB con mutacién pre-core sobre el "silvestre” indican que se trata
probablemente de una seleccion natural que ocurriria en sujetos infectados cronicamente
y no es una mutacion de escape en el seno de una respuesta inmune intensa, restringida
a un epitopo del AgHBe. Sobre los restantes mecanismos posiblemente implicados en la

persistencia de una infeccién viral comentados en la seccion 1.2 no existen evidencias

de que ocurran en la infeccidon por VHB.

En resumen, en el momento actual sabemos que en los pacientes con persistencia

del AgHBs existe una respuesta celular citotdxica mferior que en los sujetos que
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seroconvierten a Ac antiHBs, aunque no estan claramente definida las posibles causas
de esta diferencia. Tampoco se conoce si en todos los sujetos con persistencia del
AgHBs la respuesta celular citotoxica especifica es similar, independientemente de la

actividad de la enfermedad.

IL.5. RESPUESTA CELULAR CD8 CORE 18-27 ESPECIFICA.

En esta seccion se revisa el conocimiento acumulado sobre la respuesta celular
CDS8 core 18-27 especifica en sujetos HLA-A2+ infectados por el VHB, por ser esta la
respuesta que usaremos como modelo de estudio de la respuesta celular citotoxica HBV

especifica en esta tesis doctoral.

En 1991 el grupo del Dr. Carlo Ferrari demostrd por primera vez en humanos la

HLA A*0201

0 Residuos de anclaje
0 Zona de contacto con el TCR

Fig.- I1.5. Representacion esquematica de una molécula de HLA-A*0201 presentando en la brecha el
péptido del core 18-27 del VHB. Se muestran los residuos de anclaje a la molécula de HLA y los
aminacidos de contacto con el TCR.
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existencia de una respuesta celular citotoxica especifica contra el VHB HLA clase {
restringida® . Se trataba del epitopo HLA-A2 restringido del antigeno del core situado
en la secuencia 11-27. Esta cadena de aminoacidos se encuentra conservada entre la
mayoria de subtipos del VHB. Posteriormente, con el avance sobre el conocimiento de
la interaccion entre el complejo HLLA clase | y el péptido se observd que el verdadero
epitopo era la secuencia 18-27"**. La secuencia de aminoacidos de este péptido es:
FLPSDFFPSV. Como se ve presenta los residuos adecuados para poder ser
presentado por una molécula de HLA-A2, es decir un lisina en la posiciéon 19 y una
valina en la posicién 27°. Por otra parte, el residuo 24 también juega un papel
secundario en la unién a la molécula de histocompatibilidad. La parte central del
epitopo es la zona expuesta y es por tanto importante en la interaccion entre el TCR y el
complejo HLA-A2/péptido core 18-27. La posiciéon 22 parece crucial para la activacién
de los LTCs puesto que sustituciones no conservativas en este lugar impiden la
actividad citolitica de estas células, mientras que las 21 y 23 son solo importantes en
algunos clones®. LTCs capaces de reconocer el complejo HLA*A0201/core 18-27
también reconocen este péptido si es presentado por otros subtipos de HLA-A2 como

HLA-A0202, HLA-A0205, HLA-A0204 y HLA-A0206.

Las propiedades bioquimicas y cristalograficas de la interaccion entre el péptido

95,96,93 Este

18-27 y la molécula de HLLA-A2 han sido extensamente caracterizadas
hecho, junto al profundo conocimiento inmunolégico sobre la respuesta de LTCs contra
este epitopo en sujetos HLA-A2 con infeccién por VHB, convierte a esta respuesta en
un buen modelo para analizar la respuesta celular citotoxica especifica contra el VHB
en el ser humano. En la figura I1.5 se esquematiza una molécula de HLA-A0201

presentando el péptido core 18-27.
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La afinidad del péptido core 18-27 por el complejo HLA-A2 es muy elevada,
concretamente una concentracion de 3.3 nM es capaz de saturar el 50% de los
complejos HLA-A2. Se sabe que existe una relacién entre la afinidad de union a la
molécula de clase 1 y la inmunogenicidad. Se considera que aquellos péptidos con una
afinidad alta (<50 nM) tienen gran potencial inmunogénico. En un estudio de la
inmunogenicidad de este péptido, se evalud la capacidad de los linfocitos CD8 de
pacientes HLA-A2 con hepatitis aguda para lisar células diana HLA-A2+ pulsadas con
el péptido core 18-27. Se observé que un 65% de los pacientes tenia una respuesta
citotdxica contra este epitopo’’. De entre todos los péptidos analizados fue upa de las
mas altas, siendo solo igualada por el péptido polimerasa 575-583 y polimerasa 455-
463. Estos datos nos indican que el péptido core 18-27 presenta caracteristicas de
inmunodominancia en la respuesta celular en sujetos HLA-A2. Aunque también hay que
tener en cuenta que en un 35% de estos individuos no fue posible detectar esta
respuesta, ya sea por estar presente en baja frecuencia y no ser detectable con la técnica
utilizada o porque sencillamente estos individuos desarrollaron una respuesta contra
otros epitopos distintos. De cualquier manera debido a estas potentes caracteristicas
inmunogénicas este péptido ha sido elegido para Ia elaboracién de una vacuna
terapéutica para inducir una respuesta celular citotoxica en pacientes con infeccion

crénica por VHB?,

Actualmente sabemos que esta respuesta estd presente en la sangre periférica de
la mayoria de sujetos con hepatitis aguda. La frecuencia mas alta coincide con la fase
clinica de la infeccion. Durante esta fase, estas células muestran un fenotipo de
activacion (HLA-DR+, CD38+, CD62L-, CD45RA-) y ninguna capacidad de expansién
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in vitro. Sin embargo, en la fase de recuperacion, estos linfocitos disminuyen en
frecuencia, expresan un fenotipo de células en reposo y vuelven a adquirir la capacidad

de proliferar'®

. Ademas, estas células eran capaces de producir IFNy in vitro y de lisar
células diana pulsada con el péptido core 18-27'"". Estos datos demuestran que en los
pacientes HLA-A2+ que controlan la infeccién tienen unas células CD8 core 18-27
especificas con capacidad citolitica y de producir citoquinas tipo 1. Es decir, muestran
las caracteristicas tipicas de una célula efectora con capacidad de control viral. Ademas,
una vez han controlado la infeccién, las células de memoria CD8+ core 18-27

especificas vuelven a mostrar la capacidad de expansion clonal ante el estimulo

antigénico.
La respuesta en la infeccion persistente esta peor estudiada, pero se ha sugerido
que seria muy débil o estaria abolida®. Estas diferencias sefialan una vez mas que la

actividad de estas células es importante en el control del VHB.

11.6. METODOS DE CUANTIFICACION DE_LOS LINFOCITOS T

CITOTOXICOS.

Anteriormente se ha justificado el interés del estudio de las células CD8+ VHB
especificas en la infeccién por este virus, pero la siguiente cuestion es como analizarlas.
La cuantificacién de los linfocitos T citotoxicos ha dependido tradicionalmente del uso
de andlisis funcionales de la actividad citolitica de estas células. El problema de esta
estrategia es la necesidad de tener una poblacion de células efectoras suficientemente
grande. Con el fin de mejorar la sensibilidad de estos andlisis suele ser necesaria la
expansion de la poblacion de interés in vitro, durante al menos dos semanas antes de
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analizar la funcién citolitica. Este proceso se realiza mediante el analisis de dilucion
limite en el cual se estimula in vitro una célula por pocillo para generar clones. Este tipo
de analisis requiere que las células efectoras sean capaces de sobrevivir, dividirse y
mantener su funcién in vifro. Ademas, el método de estimulacidon tiene que ser
reproducible y efectivo. Tales técnicas dependientes de una proliferacion pueden
subestimar el mimero de estas células al detectar solamente una pequefia poblacion de
los linfocitos T citotoxicos. Datos provenientes de determinados pacientes con infeccion
por VIH sugieren que este problema existe. Asi, esto se ha observado en sujetos en los
que ocasionalmente es posible detectar actividad citolitica directamente ex vivo, sin
necesidad de un periodo de proliferacion in vitro. Estos casos muestran una frecuencia
de linfocitos citotdxicos VIH especificos en sangre periférica de 