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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.

17




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
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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 1 en 100 células

mononucleares de sangre periférica (CMSP)'*1%2

. Esta cifra es muy superior a la que se
conseguiria mediante andlisis de dilucion limite. Es decir, asumiendo una eficiente
estimulacion, esta diferencia se debe probablemente a que el andlisis de dilucion limite

cuantifica solo a aquellos linfocitos T citotoxicos capaces de proliferar en cultivo

durante dos semanas, lo cual subestima el numero de células circulantes.

Recientemente otras técnicas basadas en la produccidn de citoquinas se han
utilizado para cuantificar células antigeno especificas'®?*'™. Estos métodos
potencialmente potentes no requieren una previa proliferacién in vitro, pero son
dependientes de la produccion de citoquinas como interferon-y, inducidas tras un
periodo de estimulacion con el péptido especifico. La produccion de estas citoquinas
puede ser detectada mediante ELISPOT (ensayo de inmunomancha enzimatico) o
mediante tincion intracelular de citoquinas y citometria de flujo. La existencia de

subtipos de linfocitos productores de citoquinas tipo 1 y tipo 2 (Tcl, Tc2) provoca que
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tales técnicas subestimen la frecuencia de células citotoxicas antigeno especificas, al
contar solo las células capaces de producir la citoquina evaluada. A pesar de esta
potencial limitacion, se ha demostrado que la frecuencia de linfocitos T especificos
contra el virus de la coreomeningitis murina capaces de producir interferon-y ex vivo es
unas 2 unidades logaritmicas superior a la frecuencia obtenida mediante analisis de
dilucién limite. Estos datos confirman que la dilucién limite solamente mide la
relativamente pequefia poblacién de linfocitos T antigeno especificos que pueden

proliferar in vitro durante dos semanas.

Sin embargo, recientemente se ha desarrollado una nueva tecnologia que permite
el recuento de los linfocitos CD8 antigeno especificos directamente ex vivo sin
necesidad de ningtin ensayo funcional. Desde que las células T fueron descubiertas, ha

habido intentos para identificarlas a través de su capacidad para reconocer al antigeno.

Células T virus
especifica

v

CD8

¥
=4

Complejos
tetraméricos HLA 1/ QO
péptido

CD8

Figura IL.6.- Complejos tetraméricos HLA-1/péptido uniendose de forma especifica al receptor de la célula
T virus especifica. CTL: linfocito T citotoxico.
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Primero se descubrio que estas células reconocfan el complejo formado por una
molécula de HLA mas un péptido. Posteriormente, se identifico al receptor de la célula
T como la molécula que se unia al complejo HLA-péptido. No obstante, estudios
realizados con receptores purificados y complejos HLA-péptido mostraron que aunque
la union era especifica también tenia muy baja afinidad'?®. Actualmente se especula que
durante el reconocimiento de la célula infectada por la célula T, la baja afinidad y el
rapido recambio son necesarios para permitir la interaccion de cada receptor de la célula
T con niltiples complejos HLA-péptido, como se comentd en la seccién 11.2.2'%. Estas
caracteristicas no son favorables para la tincion directa de estas células con complejos
HLA-péptido. Para resolver este problema en 1996 Altman et al desarrollaron unas
moléculas formadas por la unién de cuatro complejos HLA-péptido unidos a una
molécula fluorescente que eran capaces de visualizar directamente los linfocitos

citotoxicos antigeno especificos mediante citometria de flujo'®’.

Esta técnica no
depende de la habilidad de las células para proliferar y asi permite directamente la

cuantificacion de las células citotoxicas antigeno especificas sin una manipulaciéon

previa in vitro.

Los complejos tetraméricos HLA péptido se unen especificamente a los
linfocitos T citotéxicos antigeno especificos que expresan ¢l receptor de la célula T que
reconocen la combinacion HLA-péptide utilizada (Figura.-11.6). Esta técnica ha
mostrado ser exquisitamente antigeno-especifica y altamente sensible'®®. Asi, se ha
descrito una sensibilidad diagnostica inferior a una célula CD8+ antigeno especifica
entre 5000 linfocitos CD8'. Por eso, esta técnica permite el analisis de respuestas

celulares citotdxicas de baja frecuencia como por ejemplo a antigenos tumorales''%'!!

u
otros autoantigenos''? y puede ser muy util en infecciones virales persistentes, como la
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infeccion crénica por VHB, en las que la frecuencia de estas células es extremadamente

baja.

Existen evidencias que demuestran que las células T CD8+ que unen los
complejos tetraméricos forman una poblacion celular funcional. Se ha observado que la
actividad citolitica especifica contra el VIH esta asociado con el porcentaje de células
CD8+ que se tifien con el complejo tetramérico HLA péptido especifico’®. Se debe
destacar que porcentajes de lisis ex vivo inferiores al limite de deteccion (5-10%)
pueden enmascarar frecuencias elevadas de linfocitos citotoxicos antigeno especificos.
De modo que cuando la lisis péptido especifica alcanza ex vivo entre el 5 y 10 % se
descubren frecuencias superiores a una célula CD8 antigeno especifica entre 100 CMSP
mediante la tincidn con complejos tetraméricos. Es decir, las técnicas utilizadas
previamente subestimaban el nimero real de estas células s1 las comparamos con los

datos obtenidos con esta nueva tecnologia.

Experimentos que seleccionan mediante citometria de flujo las células CDS8
tefiidas con los complejos tetraméricos, demuestran que estas células tras ser
estimuladas in vitro de forma especifica, desarrollan una expansién que afecta a todas

ellas'"?, lo que demuestra la excelente sensibilidad de esta técnica.

Por todas estas caracteristicas positivas hemos elegido en este trabajo la técnica
de tincidn con complejos tetraméricos HLA-1/péptido para el recuento de las células
citotoxicas VHB especificas, tanto directamente ex vive como tras estimulacién
antigeno especifica in vitro. En el capitule de material y métodos se describe el método
de sintesis de estas moléculas diagndsticas.
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1L.7 JUSTIFICACION DE ESTE ESTUDIO. DESARROLLQO INDUCTIVO,

Como se ha descrito, existen claras evidencias que demuestran que en la
infeccion por un virus no citopdtico los linfocitos T citotdxicos antigeno especificos
desarrollan un papel central en la defensa anti-viral’. Se ha sugerido que su frecuencia,
cinética y capacidad de migracién'!® entre otras, son caracteristicas de las que depende
el control viral. A estas habilidades de las células T citotoxicas para eliminar la
infeccién se oponen factores virales para evitarlo. Algunos de ellos se comentaron
previamente”, como son la aparicién de mutaciones en epitopos importantes, la
colonizaciéon de lugares inmunoldgicamente privilegiados o la produccion de factores
que puedan inducir inmunotolerancia. De la interaccion entre los diferentes elementos

de este sistema multifactorial surge un equilibrio capaz o no de controlar la infeccion,

En la infeccién por VHB el patogeno consigue escapar al control del sistema
inmune en una moderada proporcion de sujetos’. Sin embargo, aunque se ha
considerado que la respuesta celular citotéxica es muy débil en todos estos casos’>3%,
la situacién clinica no es igual en todos ellos’. Esta observacion nos puede inducir a
pensar que estas diferencias se deben a un distinto comportamiento de las células CD8+
VHB especificas en estos individuos. A continuacion, basdndonos en esta idea, se

presenta el proceso inductivo que nos ha permitido plantear la hipdtesis de esta tesis

doctoral.
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I1.7.1 Cuadros clinicos en la infeccion persistente por VHB.

Entre todos los sujetos infectados por VHB, alrededor de un 5 por ciento de los
. . 5

adultos y un 95 por ciento de los neonatos presenta cronicamente el AgHBs+’. El curso
clinico de estos pacientes con infeccién persistente es muy variado, pudiendo en unos
casos progresar a una inflamacion cronica con posterior desarrollo de cirrosis hepética o
carcinoma hepatocelular, mientras que otros individuos permanecen en una situacion
asintomatica, sin desarrollar ningun tipo de manifestacién clinica’. Globalmente, los
casos sin control viral completo se pueden incluir mayoritariamente en dos grupos

{Tabla.- I1.1):

a) Pacientes con inflamacion hepdtica cronica y elevada replicacién viral, normalmente

definidos como hepatitis crénica B AgHBe+HCBe+)’.

b) Sujetos sin inflamacidon hepdtica y baja carga viral, habitualmente denominados

portadores sanos (PS) del antigeno de superficie del VHB’.

En la figura 11.7 se reproduce la imagen histologica de la infiltracion hepatica
por linfocitos CD8+ en un sujeto PS y un paciente con HCBe+, en la que se puede
observar el distinto grado de inflamacién entre los dos casos. Una excepcion a estos
grupos ¢s la infeccion con VHB con mutacion en la region pre-core que suelen presentar

un curso mas agresivo y son mas frecuentes en el drea mediterranea''*

. Otra excepcion
la forman aquellos pacientes con elevada carga viral y sin signos de inflamacidén
hepédtica que se encuentran en la denominada "fase de inmunotolerancia”. Esta fase

suele durar solamente unas semanas en la mayoria de pacientes (periodo de incubacién),
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Sin embargo, es habitual que se perpetie en pacientes con transmision vertical’.

Los individuos con HCBe+ se caracterizan por elevacion de la actividad sérica
de la enzima alanina aminotransferasa {(ALT) y por la positividad de marcadores de
replicacion viral, como el antigeno e (AgHBe) y el DNA viral (DNA VHB). Por el
contrario, los PS tienen una concentracion sérica de DNA VHB practicamente
indetectable mediante técnica de hibridacion y el AgHBe sérico es negativo. Ademas, la
actividad sérica de ALT es normal y no muestran datos histologicos de inflamacion

"5, No obstante, en ambos grupos permanece positivo €] antigeno de superficie

hepatica
del VHB (AgHBs), indicando la persistencia de la infeccion. En esta tesis doctoral nos
hemos centrado en ¢l estudio de estos dos grupos por representar extremos opuestos en
el grado de control viral y dafio hepatico en sujetos con persistencia del AgHBs,

situacion que consideramos pueden estar relacionada con las caracteristicas de la

inmunidad celular citotdxica.

Estudios sobre la historia natural de la infeccidén cronica por VHB indican que
estas dos formas descritas representan dos diferentes estadios evolutivos en la infeccién
crénica B'"®, Se ha observado que, tanto de forma espontédnea como tras tratamiento, los
sujetos con HCBe+ pueden seroconvertir apareciendo anticuerpos contra el AgHBe
(AcHBe) y negativizdndose el DNA VHB medido con técnicas convencionales.
Podemos considerar que existen determinados factores en ambos grupos de pacientes
que determinan respuestas citotoxicas diferentes que condicionan el estadio de la
enfermedad, y que cambios en esta respuesta pueden inducir cambios en la situacién
clinica. En los siguientes dos puntos se analiza porqué especulamos con que existe una
adecuada respuesta celular citotoxica VHB especifica con control viral y sin dafio
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hepatico en la infeccion persistente por VHB en sujetos PS y no en pacientes con

HCBe+, que es en definitiva la base de la hipotesis de esta tesis doctoral.

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4

Inmunotolerancia Hep. Croénica Portador sano Inmune
AgHBs Positivo Positivo Positivo Negativo
Ac antiHBs Negativo Negativo Negativo Positivo
DNA VHB Positivo Positivo Negativo’ Negativo
AgHBe Positivo Positivo* Negativo Negativo
Ac antiHBe Negativo Negativo Positivo Positivo
ALT Normal Elevada Normal Normal

Tabla IL.1: Distintas fases de la infeccion persistente por VHB. # Aunque el DNA viral es negativo
mediante técnicas de hibridacion, se puede demostrar en muchos pacientes mediante PCR. * El AgHBe es
negativo en pacientes con hepatitis crénica infectados con VHB con mutaciones en la region pre-core.
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Figura I1.7. Tincién inmunohistoquimica que muesra el infiltrado linfocitario T CD8+ en el higado de un
sujeto portador sano (B) y un paciente con hepatitis cronica (A). Los linfocitos CD8+ se han teflido en
negro mediante la técnica de inmunoperoxidasa y los hepatocitos en marrén con hematoxilina. Se puede
observar un mayor infiltrado localizado en el espacio porta en el caso B, mientras que en A el infiltrado

es menor y se distribuye por el parenquima.
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I1.7.2 Respuesta celular citotoxica y daiio histico.

Clasicamente se ha considerado que el control de la replicacion del virus B va
ligado a fenémenos inmunoldgicos que producen inflamacion. Es decir, se supone que
de la interaccion de la célula citotoxica VHB especifica y la célula infectada surge el
control viral solamente mediante mecanismos citopaticos. Asi, se considera por algunos
autores que sujetos con infeccidén persistente pero sin signos de dafio hepatico carecen
de una respuesta celular activa contra el VHB''>!'®, Sin embargo, actualmente sabemos
por modelos experimentales que no se requiere una destruccion masiva de hepatocitos
infectados para controlar esta infeccion™™. También hay datos que demuestran que
sujetos que han sufrido una hepatitis aguda y que se han recuperado totalmente,
mantienen durante décadas un reservorio viral y de linfocitos CD8 VHB especificos
pero sin datos de dafio hepético”’. Ademds, se ha observado que en la infeccion por
VHC en chimpancés, las células citotéxicas antigeno especificas contra el virus de la
hepatitis C persisten en el higado normal tras un afio de la resoluciéon de la infeccion

aguda'"’

. Es decir, a pesar de encontrarse el higado infiltrado por células citotéxicas que
controlan la infeccion no hay necrosis de hepatocitos. Ademds, existen modelos
experimentales como la infeccién murina por el virus de la influenza, en las que el
estricto control viral depende de la cinética y distribucién de las células CD8 virus
especificas'”’. En este modelo el control viral se lleva a cabo por la respuesta inmune
antigeno especifica sin dafio tisular. Igualmente, en otras infecciones humanas tales
como la infeccién por HTLV-I se produce el control de la infeccion tras una potente
respuesta inmune antigeno especifica sin dafio histico, mientras que una respuesta

. . . . . 1
insuficiente ocasiona alteraciones tisulares''®!1%,

47



Estos datos nos permiten pensar que en la infeccion persistente por VHB podria
plantearse la misma situaciéon que en los casos previamente comentados. Es decir, los
sujetos portadores sanos que se caracterizan por la ausencia de lesion histica
desarrollarian una correcta respuesta celular citotoxica, mientras que ésta estaria

alterada en los pacientes con dafio hepatico.

I1.7.3 Respuesta celular citotoxica y control viral,

Se han desarrollado modelos matematicos para analizar la relacién entre la
respuesta inmune celular v la carga viral. Estos modelos se basan, como ya hemos
comentado, en que existe una interaccién entre la infeccién viral y el sistema inmune de

cuyo equilibrio depende el control de la infeccion.

Antes de discutir la aportacién de estos modelos matematicos al desarrollo de la
hipétesis de esta tesis doctoral, definiremos dos conceptos inmunolégicos importantes.
El primero es el concepto "respuesta celular citotoxica" que denota ¢l niimero de
linfocitos T citotdxicos que tiene un determinado sujeto en un punto en el tiempo. Esta
respuesta depende de la cantidad de estimulo aportada por el virus, es decir de la carga
viral. L.a respuesta celular y la carga viral estan relacionadas de tal mancra que una
fuerte respuesta celular citotoxica puede reducir la carga viral, pero a su vez esta carga
viral disminuida serd un débil estimulo que ocasionara con el tiempo un descenso en la
respuesta celular. El segundo concepto es la "capacidad de respuesta celular citotéxica”
que se define como la habilidad de un sujeto para desarrollar una respuesta celular a un
determinado virus. A escala celular es la velocidad a la que una determinada céluia
citotoxica antigeno especifica es capaz de proliferar tras encontrar a la célula infectada.
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Esta capacidad de respuesta puede tener gran importancia en el control de la infeccion,
pues en caso de no desarrollarse correctamente permitird que se establezca una situacion

de equilibrio entre el virus y la célula citotéxica virus especifica a favor del patégeno.

En un analisis realizado por M. A. Nowak y C. R. M. Bangham'? se predice que
en una infeccién viral persistente por un virus no citopatico existirdn dos tipos de
sujetos denominados respondedores débiles y respondedores fuertes. Los respondedores
fuertes tendran una correcta capacidad de respuesta tras encontrar al virus con lo cual
reduciran rapidamente la carga viral. Posteriormente, tras descender la carga viral se
alcanzard un estado de equilibrio en el que la frecuencia de células CD8 antigeno
especificas también descendera al disminuir el estimulo antigénico. En los
respondedores débiles Ia capacidad de respuesta esta muy reducida por lo que la carga
viral permanecera en todo momento elevada y la frecuencia de linfocitos CD8 virus
especificos serd siempre baja. Bajo este modelo si realizamos un estudio transversal
encontraremos en un punto en el tiempo una frecuencia similar de células citotoxicas
virus especificas en ambos tipos de sujetos, sin embargo la capacidad de respuesta sera
completamente diferente entre los individuos que controlan la viremia y los que no. En
la figura I1.8 se representa las cinéticas tedricas virales y de los LTCs de un respondedor

fuerte y uno débil.

Esta misma situaciéon pensamos que podria ocurrir en la infeccidon persistente por
VHB, en la que los PS se comportarian como los respondedores fuertes del modelo

matematico y los pacientes con HCBe+ como los respondedores débiles.

En conclusion, los puntos en que nos hemos basado para establecer nuestra
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hip6tesis son:

1. En la infeccion persistente por VHB hay dos grandes grupos de sujetos

caracterizados por diferente control viral y dafio hepatico.

2. Existen criterios tedricos y experimentales para pensar que esta diferencia

puede estar relacionada con la respuesta celular CD8+ VHB especifica.

Respondedor fuerte

Buena capacidad de

A/ respuesta

Respondedor débil

|

i

I

Ausencia de capacidad de |

/ respuesta I
l

Infeccion Tiempo Estudio transversal

Carga viral

= LTC virus especificos

Fig. 11.8 Representacion de la tedrica cinética viral y celular citotoxica en un modelo de
respuesta inmune fuerte y débil.
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IIL. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

Basandonos en el proceso inductivo comentado en el capitule anterior,

planteamos la siguiente hipétesis:

Hipotesis.

1. La capacidad de respuesta celular citotoxica VHB especifica en la
infeccion persistente por VHB se encuentra disminuida en los pacientes con hepatitis

cronica AgHBe+ en comparacion con los portadores sanos.

Para contrastar la validez de estas hipdtesis trazamos los siguientes objetivos de

estudio:

Objetivo general.

1. Evaluar en individuos con infeccion persistente por VHB la relacion
entre el estadio clinico (PS frente a HCBe+) y la respuesta inmune celular CD8 VHB

especifica.
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Objetivos especificos

1. Comparar la frecuencia de los linfocitos CD8+ core 18-27 especificos de
sangre periférica en individuos HLA-A2+ con infeccion persistente por VHB en funcion

del estadio clinico (PS frente a HCBet).

2. Comparar la capacidad de expansion de los linfocitos CD8+ core 18-27
especificos de sangre periférica tras estimulacion con el péptido del core 18-27 del VHB

entre portadores sanos HLA-A2+ y sujetos con hepatitis cronica AgHBe+ HLA-A2+.

3. Relacionar el grado de dafio hepatico (transaminemia) y carga viral con
las caracteristicas de la respuesta celular citotoxica contra el epitopo core 18-27 en

sujetos HLA-A2+ con infeccion persistente por VHB.

52




IV. DISENQ, MATERIAL Y METODOS.

IV.1 DISENO.

IV.1.1 Tipo de estudio.

Para contrastar la hipdtesis planteada se disefid un estudio no experimental
transversal analitico'?, en el que se investigé la frecuencia y capacidad de expansion de
los linfocitos CD8 core 18-27+ especificos de sangre periférica (variables respuesta), en
sujetos con infeccion persistente por virus B con distinto control de la infeccion y grado

de inflamacion hepatica (variable exposicion).

1V.1.2 Ambito del estudio.

El estudio se realizé en el area de salud de los distritos londinenses de Islington
y Camden. Los casos se recogieron en las consultas externas de atencién especializada
de enfermedades infecciosas del Centro Mortimer Market del Servicio Nacional de
Salud Britanico (Londres, Reino Unido). El estudio se desarrollé entre los meses de

septiembre de 1998 y febrero de 2000.
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1V.1.3 Seleccién de los sujetos de estudio.

1.Criterios de admision en el estudio.

Durante el periodo del estudio se eligieron mediante muestreo consecutivo los
pacientes remitidos con el diagndstico de infeccion cronica por el VHB que cumplian

con los siguientes criterios de inclusién y exclusion:

1.1 Criterios de inclusion:

- Edad entre 16 y 65 afios.

- Persistencia del AgHBs durante mas de seis meses. Este criterio se utilizé para
definir la presencia de infeccion persistente por VHRB.

- Haplotipo HLLA-A2 positivo. El estudio se restringié a este grupo de pacientes
porque disponiamos exclusivamente de la tecnologia para detectar los linfocitos CD8
core 18-27 especificos HLLA A2 restringidos.

- ALT elevada, AgHBe positivo y DNA VHB elevado. Este conjunto de sujetos
formé el grupo de pacientes con hepatitis croénica AgHBe+.

- ALT normal, AgHBe negativo y DNA VHB bajo. Estos sujetos cumplian los

criterios de portador sano del AgHBs.
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1.2, Criterios de exclusion:

- ALT elevada, AgHBe negativo y DNA VHB clevado. Este grupo de pacientes
presentaba probablemente una infeccion por VHB con mutacién precore. Se decidid
excluir a estos sujetos porque pueden desarrollar un cuadro clinico mas agresivo que el
resto de pacientes con hepatitis cronica’*>'#, Diversos estudios sugieren que el antigeno
¢ puede inducir la aparicion de inmunotolerancia en el adulto® y durante la transmisién
vertical®®. Por esta razén es posible que estos sujetos presenten una respuesta celular
citotoxica de caracteristicas diferentes, al estar infectados por una variante viral que no

expresa el antigeno e.

- ALT normal, AgHBe positivo y DNA VHB elevado. Estos sujetos se
encuentran en la denominada "fase de inmunotolerancia”. En ciertas areas donde
predomina la transmisién vertical esta fase puede mantenerse durante varias
décadas™'®*. Se excluy6 a este grupo de sujetos porque seguramente desarrollan una
respuesta celular citotoxica con caracteristicas diferenciales a la de los grupos

estudiados en este trabajo.

Tanto los pacientes en fase de inmunotolerancia como los sujetos con hepatitis
cronica AgHBe- tendrian que haber sido estudiados en grupos independientes de los
grupos que participaron en este estudio. Dada la baja prevalencia de estas categorias
clinicas en ¢l Retno Unido se decidié previamente excluirlos de este trabajo al
considerase que no se alcanzaria un nimero de casos suficientes para estudiar

correctamente [a respuesta celular citotéxica VHB especifica en estos sujetos.
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- Tratamiento antiviral actual o en los seis meses previos a la entrevista. Estos
casos fueron excluidos por el indudable efecto que puede gjercer el tratamiento sobre el

equilibrio entre la respuesta celular citotéxica y la infeccion viral.

- Datos clinicos de descompensacion hepatica, definida por una concentracion de
bilirrubina sérica elevada (2.5 veces sobre el limite de normalidad), un tiempo de
protrombina alargado mas de tres segundos y una concentracion de albumina sérica

inferior a 3 g/dL o historia clinica de ascitis, varices o encefalopatia.

- Evidencia de hepatitis autoinmune definida como anticuerpos antinucleares

superiores a un titulo de 1/160.

- Consumo de mas de 80 g. de ctanol al dia. Los sujetos con consumo elevado de
etanol se excluyeron porque el posible dafio hepatico generado por el etanol podria

confundir el grado de inflamacion hepatica debido al VHB.

- Coinfeccion por VHC o VHD. Fueron excluidos los pacientes co-infectados
con ofros virus por desconocerse el efecto que pueden ejercer sobre la respuesta CD8

VHB especifica y sobre el dafio hepatico.

- Inmunodepresién primaria o secundaria. Estos pacientes no entraron en el

estudio por las posibles consecuencias de la inmunodepresion sobre la respuesta

citotoxica contra el VHB.
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Ademas de los pacientes problema del estudio se seleccioné como control
interno negativo a un grupo de sujetos sanos con AgHBs negativo y HLA-A2 positivo
de similares caracteristicas demograficas a los casos. Estos sujetos se escogieron entre
personas relacionadas con miembros del Instituto de Hepatologia (University College
London). Este grupo permitid conocer cual era el ruido de la técnica utilizada para el
recuento los linfocitos CD8 core 18-27 especificos. También se eligid un grupo de
individuos HLA-A2 positivos con inmunidad contra la hepatitis B adquirida de forma
natural, es decir con serologia positiva para anticuerpos antiHBs y/o antiHBc y con Ag
HBs negativo sin vacunaci6n previa contra el VHB. Este grupo se utilizd como control
interno positivo, puesto que sabermos por estudios previos que en un gran porcentaje de
sujetos inmunes contra el VHB es posible detectar células CD8 VHB especificas mucho
tiempo después de controlar la infeccion aguda’’, Ademds, estas células son capaces de
expansion in vitro tras estimulacion antigeno especifica'®. Es decir, este grupo nos
permitié conocer cual era la respuesta celular CD8 VHB especifica en sujetos con
control completo de la infeccion. Estos sujetos se eligieron de forma consecutiva entre
pacientes que acudieron a las consultas de Enfermedades de Transmision Sexual del

Centro Mortimer Market por causas no relacionadas con la hepatitis B.

El nimero de sujetos en los grupos controles no era representativo de la
verdadera prevalencia de estos colectivos en la poblacién de referencia. Esta estrategia
se utilizo para incrementar la eficacia del estudio. Por lo tanto, en este trabajo el disefio
planeado solo nos permitfa estimar la probabilidad de la variable respuesta en los
diferentes grupos, pero no la prevalecia de la exposicion. El estudio fue aprobado por el
Comité Etico del Centro Mortimer Market v todos los pacientes dieron consentimiento
informado antes de participar en él.
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2. Calculo del tamaific muestral.

- Para desarrollar el primer objetivo (ver seccidn I11.3) de este estudio se estimé
el tamafio muestral necesario mediante una prueba Z bilateral para comparacién de dos
medias independientes'?. Estimamos la varianza de esta variable en sujetos con
infeccién persistente, basdndonos en los datos publicados sobre la frecuencia de
linfocitos CD8/Tc18-27 en pacientes con hepatitis aguda B'®. En este trabajo la
transformacion logaritmica de la variable frecuencia de células CD8/Tc18-27 seguia una
distribucion normal con una varianza de 0.46. La media de la frecuencia de estas células
fue de 10 células CD8/Tc18-27+ sobre 50.000 células CD8 en el grupo control negativo
en este estudio. Suponiendo este mismo ruido y varianza en el analisis de sujetos HLA-
A2+ con hepatitis cronica, consideramos que la minima diferencia a detectar era de 10
linfocitos CD8/Tc¢18-27 sobre 50.000 células CD8. Aceptando un error alfa del 5% y un
error beta del 20% y suponiendo una varianza en los dos grupos de 0.46 para detectar

una diferencia igual al In 10 necesitdbamos al menos 20 pacientes en cada grupo.

- Para el segundo objetivo (ver seccidon II1.3) se estimd el tamafio muestral
mediante una prueba Z bilateral para comparacion de dos proporciones
independientes'®. Sabiamos que las células CD8/Tc18-27+ en la hepatitis aguda no
expanden en la fase aguda probablemente debido al alto grado de activacion, mientras
que en la fase de recuperacion son facilmente expandibles'®. Si suponiamos que en los
pacientes con infeccion persistente ocurria lo mismo, es decir, si esperabamos obtener
expansion en los sujetos PS pero no en los individuos con HCBe+, podiamos considerar
que la prevalencia de expansion en HCBe+ seria inferior al 5% de los sujetos. Puesto
que esperabamos una gran diferencia entre la prevalencia de expansion entre los dos
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grupos, podiamos definir la minima diferencia que pretendiamos detectar en el 35%.
Con estas suposiciones y asumiendo un error alfa del 5% y un error beta del 20%

calculamos que necesitdbamos al menos 19 pacientes por grupo.

Puesto que para el primer objetivo se necesitaban 20 pacientes por grupo y para
el segundo solo 19 se definid ¢l tamafio muestral minimo del estudio en 20 casos por
grupo (40 sujetos en total). Para el desarrolio del tercer objetivo (ver seccion I11.3) de

este trabajo se consider6 a priori suficiente el tamafio muestral calculado previamente.,

IV.1.4 Variables del estudio.

1. Variable independiente.

El factor de riesgo analizado en este estudio fue el estadio clinico de la infeccion
persistente por VHB. Es decir, se suponia que existian determinados factores en las
distintas situaciones clinicas que influian en la respuesta celular citotdxica. Se trataba de
una variable categorica con las siguientes categorias:

- Hepatitis cronica: AgHBs +/ DNA VHB alto / ALT elevado / AgHBe +/ HLA A2 +
- Portador sano: AgHBs +/ DNA VHB bajo / ALT normal / AgHBe - / HLA-A2 +

- Control negativo: AgHBs-/ AcHBs-/ ALT normal / HLA A2 +.

- Control positivo (Sujetos inmunes): AgHBs- /AcHBs+ y/o AcHBc IgG+/ ALT

normal.
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2. Variables dependientes.

Para analizar la respuesta inmune con relacion a la exposicion se registraron las

siguientes variables:

- Frecuencia de células CD8/Tc18-27 positivas sobre el total de células CD8+ de

sangre periférica. Es una variable cuantitativa continua con un rango entre O y 1.

- Expansion de las células CD8/Tc18-27 positivas tras estimulacion con el péptido
core 18-27. Es una variable categorica dicotémica que puede tomar los valores

expansion positiva o negativa.

3. Covariables.

Como posibles variables confundientes y/o modificadoras se recogieron:

- Edad en afios cumplidos. Variable cuantitativa continua generada a partir de la
fecha de estudio menos la fecha de nacimiento. La edad puede influir en la calidad e
intensidad de la respuesta inmune. Se sabe que en las edades extremas de la vida el
sistema inmune muestra cierto grado de incompetencia. Ademads, la edad junto a la ruta
de contagio puede indicar de forma aproximada el tiempo de evolucion de la infeccion.
Por estas razones pensamos que era necesario controlar el efecto de la edad en este

estudio.

- Sexo. Variable categérica dicotomica con las categorias masculino y femenino.
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En la infeccién persistente por virus B existe una mayor prevalencia de hombres de
causa desconocida'?’. Esta diferencia merecia ser controlada puesto que podria influir

en la respuesta antigeno especifica contra el VHB.

- Ruta de contagio. Variable categérica ordinal con las siguientes categorias: 1.
Parenteral o sexual; 2. Desconocida; 3. Vertical o infancia. Es conocido que los
individuos con transmision vertical o durante la infancia presentan un mayor riesgo de
cronicidad por el posible desarrollo de inmunotolerancia®. Ademds, esta ruta implica
normalmente una evolucién mas larga de la infeccion que en otras vias de contagio. Por

tanto esta variable podria comportarse como variable confundiente.

- Frecuencia de linfocitos CD8+ en sangre periférica. Variable continua con
rango entre 0 y 1. Puesto que la frecuencia de linfocitos CD8+/Tc18-27+ se expresd
sobre el nimero de linfocitos CD8+ de sangre periférica, era necesario controlar la
frecuencia de células CD8+ en el compartimento periférico en los distintos grupos de

estudio.

4. Otras variables.

Para definir la categoria de la variable independiente a la que pertenecian los

sujetos del estudio se recogieron las siguientes variables:

- Concentracidén sérica de la transaminasa de alanina (ALT) en unidades por
litro. Variable cuantitativa continua. Esta variable fue elegida como indicadora del
grado de inflamacién hepatica por ser de entre todos los tests enzimaticos de facil
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realizacién €l mas especifico de inflamacion hepatica. También se recogicron como
variables que valoraran el grado de inflamacion hepatica, la concentracidon sérica de la

transaminasa de aspartato y la bilirrubina total sérica.

- Variables viroldgicas:

1. Marcadores serolégicos de VHB: antigeno de superficie (AgHBs), antigeno e
(AgHBe), anticuerpo anti core (AcHBc total), anticuerpo IgM anti core (HBcIgM),
anticuerpo anti e (AcHBe). Variables categdricas dicotdmica con las categorias positivo

y negativo.

2. Concentracion sérica de DNA VHB en picogramos por mililitro {pg/mL).
Variable categérica con las categorias: 1. Inferior a 2; 2. Entre 2 y 100; 3. Entre 100 y

1000; 4.Entre 1000 y 2000. 5. Superior a 2000).

3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar el gen del core
18-27. Variable categérica dicotomica con las categorias: ampliaciéon positiva o
negativa. Este andlisis nos permitird demostrar la presencia del VHB en los pacientes

del estudio.

Estas dos dltimas variables se recogieron solamente en los sujetos AgHBs

positivo.
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IV.2 PACIENTES, MATERIAL Y METODOS EXPERIMENTALES.

En esta seccién se describen los pacientes admitidos en el estudio, las técnicas
experimentales y el protocolo desarrollado en este proyecto para medir las distintas
variables del estudio. En la tabla nimero I'V.1 se resume la composicion de los distintos

medios de cultivo y soluciones utilizadas.

IV.2.1 Sujetos seleccionados para el estudio.

Entre septiembre de 1998 y febrero de 2000 acudieron a las consultas externas
de Enfermedades Infecciosas del Centro Mortimer Market de Londres (NHS) 40
pacientes HLA-A2 positivos con infeccion cronica por VHB que cumplian los criterios
de admision en el estudio. Sin embargo, tres de estos pacientes fueron excluidos, dos de
ellos por coinfeccién con VHC y otro por infeccién por VIH. Por tanto, finalmente se
admitieron en el estudio 37 pacientes consecutivos HLA-~A2 positivos, 19 sujetos con ¢l
diagnostico de portador sano del VHB y 18 con hepatitis crénica con AgHBe positivo.
Otros 22 sujetos conformaron los dos grupos controles (10 sujetos en el grupo control
negativo y 12 en el grupo control positivo). Las caracteristicas clinicas, inmunolégicas y

virologicas de estos cuatro grupos se describen en el capitulo de resultados.

IV.2.2 Recogida de muestras y datos clinicos

A todos los sujetos admitidos en el estudio se les recogieron durante la visita
clinica los datos de interés por medio de un cuestionario normalizado. Ademas se
extrajeron tres tubos de sangre, uno de elios heparinizado y dos sin anticoagulante,
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mediante técnica de venopuncion estandar.

Procesamiento de las muestras de sangre

Los tubos con sangre no heparinizada eran centrifugados a 800 g durante 5
minutos para obtener el suero. Parte de este suero se alicuotaba en tubos de ependorf y
se congelaba inmediatamente a -80°C para posterior amplificacion del gen del
core 18-27 y cuantificacion del DNA del VHB. El resto del suero se utilizaba para el
analisis de la bioquimica hepatica mediante un analizador automatico y para el anlisis

de marcadores serolégicos de VHB, VHC, VHD y VIH.

Del tubo con sangre heparinizada se recogian 100ulL. para el tipaje del HLA-A2.
El resto de esta sangre se utilizaba para la obtencion de CMSP mediante gradiente de
ficol-hypaque. En un tubo de 15 mL. se ponia un tercio de ficol-hypaque y dos tercios
de sangre heparinizada. La sangre se dejaba caer con suavidad para evitar que se
mezclaran ambos fluidos. El tubo se centrifugaba a 1000 g durante 20 minutos sin freno.
A continuacién s¢ extraia con una pipeta la capa de CMSP situada entre el ficol-
hypaque y el plasma. Las CMSP eran lavadas dos veces con soluciéon de lavado para
eliminar el ficol-hypaque que quedara. Finalmente las células eran contadas con una
camara de Neubauer en un microscopio Optico tras tincidon con azul tripan.
Habitualmente se obtenian entre 10 y 15 x 10° de CMSP a partir de 10 ml.. de sangre.
Las células se resuspendian en medio de cultivo para ser utilizadas a continuacion en el
recuento de la frecuencia de células CD8+/Tc18-27+ y para la produccion de lineas

celulares mediante estimulacion con el péptido del core 18-27.
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1V.2.3 Estudio virolégico

El analisis serologico del AgHBs, AcHBc total ¢ IgM, AgHBe, AcHBe,
anti-VHD, anti-VHC y anti-VIH-1 se realizo con kits comerciales de inmunoensayo
enzimético (Laboratorios Abbot, North Chicago, IL; Ortho Diagnostic System, Raritan,

NIJ; Sanofi Diagnostic Pasteur, Mames—la Coquette, Francia).

La concentracién sérica de DNA viral se cuantific6 mediante una técnica
estandar de hibridacién molecular sin amplificacion, basada en la captura “sdndwich” de
hibridos de DNA, con el kit Digene Hybrid-Capture® (Digene, Beltsville, MD). El

128

ensayo se realizo siguiendo e! protocolo previamente publicado . Primero sc

preparaban 50 pl.. de la muestra y de los controles apropiados en tubos de hibridacion
diferentes, en los que se afiadian 25 pL. de solucion disolvente y 25 uL. de reactivo. Los
tubos se incubaban durante 20 minutos a 65 °C para producir la lisis y desnaturalizacion
de los 4acidos nucleicos. La hibridacion se llevaba acabo en presencia de sondas de RNA
especificas para la cadena completa del DNA del VHB a 65 °C durante 60 minutos. Los
hibridos DNA/RNA eran posteriormente transferidos a tubos de captura cubiertos con
anticuerpos anti-hibridos DNA/RNA. La captura de los hibridos se realizaba tras 60
minutos de agitacion en un agitador rotatorio. Después los tubos eran decantados y a
continuacion, los hibridos inmovilizados se incubaban durante 30 minutos a temperatura
ambiente con anticuerpos anti-hibridos marcados con fosfatasa alcalina. Posteriormente
los tubos se decantaban y lavaban varias veces. En el siguiente paso se afiadia un
substrato de la fosfatasa alcalina (LumiPhos®530) que era transformado en un
compuesto luminiscente por la enzima tras 30 minutos de incubaci6n a temperatura

ambiente. L.a emisidn de luz es proporcional a la cantidad de DNA VHB inicialmente
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presente en la muestra. La luz de cada muestra se media en un quimioluminémetro y el

resultado se obtenia como unidades relativas de luz. Una curva de calibracion estandar

se utilizé para calcular la concentracion de DNA VHB de cada muestra en pg/mL. El

nivel minimo de deteccion de esta técnica se situaba en 2pg/mL.

IV.2.4 Tipaje de HLA-A2

Para determinar si el paciente era HLA-A2 positivo se recogian 100 pL. de

sangre periférica que se incubaban con anticuerpos de ratéon anti HLA-A2 humano
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Fig.IV.1. Histograma de un paciente HLA-A2
positivo que muestra una intensidad de
fluorescencia para el anticuerpo ant HLA A2
superior a 10 unidades en las CMSP.

(Incstar, Stillwater, Mi) durante 20 minutos
en hielo. A continuaciéon se tefiia con un
anticuerpo IgG cabra anti ratén marcado
con fluoresceina (FITC) durante 20 minutos
en hielo. Posteriormente la muestra tefiida
se trataba durante 15 minutos con la
solucion lisante FACS® de Beckton
Dickinson para producir la lisis de los
globulos rojos en condiciones hipotonicas
suaves, ‘al mismo tiempo que se

conservaban las CMSP. Tras ser lavadas las

células dos veces con solucion de lavado pre-FACS se analizaban mediante el citometro

de flujo FACScan de Beckton Dickinson® con el programa informéatico CELLQuest®

(Becton Dickinson). En paralelo con la muestra problema se realizaba la tincion de un

control HLA-A2 negativo. Se considera que un paciente era HLA-A2 positivo cuando la

intensidad de fluorescencia era mayor que en el control negativo. En la figura [V.1 se
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presenta el histograma de la distribucion de la expresion de la molécula de HLA-A2 en

las CMSP de un paciente HLA-A2 positivo.

IV.2.5 Sintesis de complejos HLA-A2-core 18-27

Los complejos HLA-A2-core 18-27 (Tc18-27) (Figura IV.2) fueron sintetizados
por G.S. Ogg y AJ. McMichael en el Instituto de Medicina Molecular del
Departamento de Medicina Nuffield del Hospital John Radcliffe, Oxford segun la
metodologia descrita previamente'®’. Las cadenas pesada de la molécula de HLA-A2 y
de la B2 microglobulina se produjeron en Escherichia coli trasformados con los vectores
apropiados. Solamente se expresaba el dominio extracelular de la cadena pesada de la

molécula de HLA-A2. El extremo carboxi-terminal fue modificado para afiadirle una

Peptide core 18-27

B2 microglobulina

Biotina

Cadena pesada de Ficoeritrina
HLA-clase 1

@i O

Figura IV.2. Esquema del complejo tetramérico HLA-A2 peptido core 18-27.
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secuencia que contenia un lugar para biotinilizacién. Los complejos se formaban
in vitro mediante la uni6n de 30 mg. de la cadena pesada de HLA-A2, 25 mg. de 82
microglobulina y 10 mg. del péptido core 18-27. Concretamente se utilizé como epitopo
la secuencia del core 18-27 del VHB genotipo D: FLPSDFFPSV. El complejo HLA-
A2-péptido se biotinilo utilizando la enzima BirA purificada a una concentracion de
S5ug/mlL mas 0.5 mM de biotina y 5 mM de ATP. La reaccidn se incub6 durante 16
horas a temperatura ambiente. Los complejos biotinilados se recuperaron mediante
purificacion rapida de proteinas con cromatografia liquida usando una solucion
tamponada que contiene 20mM Tris (pH 8) y 50 mM de NaCl y con cromatografia de
intercambio i0nico mediante gradiente de O a 0.5 M de NaCl. Finalmente, las moléculas
teraméricas se marcaron con fluorescencia mediante la mezcla de los complejos

biotinilados con estreptavidina-ficoeritrina a una razén molar de 4:1.

1V.2.6 Tincién de CMSP con anticuerpos anti CD8 humano y con ¢l Tel8-27

Una parte de las CMSP obtenidas de sangre periférica, tras separacién mediante
gradiente de ficoll-hypaque, se utilizé para la cuantificacién de la frecuencia de
linfocitos CD8/Tc18-27 positivos en sangre periférica. Esta técnica ha sido descrita con
anterioridad en sujetos con hepatitis aguda por VHB'®. Para cada paciente se incubaron

medio milléon de estas células durante 30 minutos a 37°C con 1 pg del Tc18-27 en 100

pL. de RPMI mas 10% STF, en pocillos de fondo en U de 200 pl. Posteriormente las
células se lavaban con solucion de lavado pre-FACS y luego se incubaban a 4°C durante
30 minutos con concentraciones saturantes de anticuerpo monoclonal anti-CD8 marcado
con PE-Cy5 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Finalmente, las células se lavaban y

analizaban inmediatamente en el citémetro de flujo FACS® de Becton Dickinson con
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¢l programa informéitico CELLQuest® (Becton Dickinson). Se analizaron al menos
200.000 células mononucleares por cada tincién, para alcanzar un nimero minimo de

40.000 linfocitos CD8+.

IV.2.7 Produccion de lineas celulares

Para evaluar la capacidad de expansiéon de los linfocitos CD8 core 18-27
especificos, las CMSP se estimularon in vitro con el péptido especifico siguiendo el
método descrito previamente”. En estos experimentos se utilizo el péptido
correspondiente a la secuencia de la region core 18-27 del VHB genotipo D adquirido a
Chiron Mimotopes (Clayton, Victoria, Australia). Concretamente, las CMSP se
resuspendian a una concentracion de 3 x 10° de células por mL. en medio de cultivo y se
estimulaban con 1pM del péptido del corel8-27 mas toxoide tetdnico a una
concentracion de 0.5 pM en platos de 96 pocillos de fondo en U. El toxoide tetanico se
utiliz6 como activador de los linfocitos T helper puesto que practicamente toda la
poblacion ha sido vacunada previamente con la vacuna anti-tetanica. La respuesta T
helper contra el toxoide tetanico favorece la creacion de un ambiente propicio para la
expansion de los linfocitos CD8 core 18-27 especificos. En el cuarto dia de cultivo se
afiadié interleuquina 2 (I1.-2) recombinante (30 Ul/mL). Tras diez dias de cultivo las
células eran analizadas mediante citomeiria de flujo de igual manera a como se ha

descrito para el analisis en fresco.
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1V.2.8 Analisis de liberacion de cromo y anilisis de dilucién limite.

Estas dos técnicas se utilizaron en el proceso de validacion de la técnica de
tincion de LTC con los complejos tetraméricos HLA-A2 / core 18-27. Como controles
positivos para realizar esta validacion se produjeron, a partir de un paciente con
hepatitis aguda, una linea celular y un clon especifico para el epitopo core 18-27 del
VHB. Como controles negativos se generd a partir de las CMSP del mismo sujeto un
clon especifico para el epitopo 575-583 de la polimerasa del VHB y también se
estimularon estas células con el péptido 77-85 del gag del VIH-1. Estos experimentos se
comentan detalladamente en la seccién V.I del capitulo de resultados. Para comprobar la
capacidad de reconocimiento especifico HLA-A2 restringido del péptido core 18-27 por
las lineas celulares y por los clones utilizados como controles, se llevo a cabo un

analisis de liberacion de cromo que a continuacion se describe.

La actividad citotoxica de las lineas celulares T vy de los clones fue analizada
usando como células diana a células B HLA-A2+ inmortalizadas con €] VEB, marcadas
con 100pCi >'Cr (Amersham International, Buckinghamshire, UK) durante 1 hora a
37°C. Tras lavar las células dianas fueron diluidas en RPMI mds 10% de STF y
seguidamente fueron pulsadas o no durante una hora con lumolL del péptido
core 18-27, antes de afiadirse a las lineas de células T o a los clones a una razoén
efector:diana 20/1. Las células fueron incubadas en platos de 96 pocillos de fondo en U.
La liberacion de cromo fue medida en el sobrenadante después de 5 horas de incubacién
a 37°C. El porcentaje de citotoxicidad fue calculado usando la siguiente formula: (E-

M/D-M)*100, donde E es la liberacion de cromo en el experimento, M es el cromo
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liberado en presencia solamente de medio de cultivo y D es el cromo liberado en

presencia de Triton X al 10%%.

Los clones de LTC core18-27 o polimerasa 575-583 especificos se crearon
mediante dilucion limite. Diferentes nimeros de CMSP (de entre 100 a 50.000) se
cultivaron en pocillos en U de un plato de 96 pocillos en presencia de: CMSP autdlogas
irradiadas (3.000 rads), 1 umol/I. del péptido core 18-27, y un pg/mL de AgHBc
recombinante. Los cultivos se suplementaron con [1.-2 a 20 U/ml cada 3 dias, y el
analisis de liberacion de cromo se realizé después de 10 dias. Los pocillos se

consideraron positivos si la lisis especifica era superior al 10%.

IV.2.9 Amplificacion del gen viral del core 18-27.

Para demostrar la presencia viral se amplifico el gen del core 18-27 del VHB. A
partir de las muestras de suero congeladas de cada paciente se extrajo el DNA viral con
la columna de purificacion de DNA viral QiAamp DNA Blood mini kit (Qiagen Ltd.,
U.K.). El gen del core del VHB se amplifico mediante la reaccion en cadena de la DNA
polimerasa (PCR) del Termophilus aquaticus (Taq). En los pacientes con baja viremia
se realizo una nueva amplificacion mediante “nested PCR”. Se utilizaron los “primers”
previamente descritos'® que son derivados de la region pre-core del genoma del VHB
genotipo D. Concretamente, para la primera PCR los “primers” fueron:

1.- “Primer” sentido VHB3: 5" ACGACCGACCTTGAGGCATACTT 3’

(Posicion de nucledtidos: 1688-1710).
2.- “Primer” antisentido VHB578: 5 CCCACCTTATGAGTCCAAGG 3°
(Posicion de nucledtidos: 2478-2569).

71



El gen del core 18-27 se encuentra a 243 pares de bases por debajo de VHB3. El
tamafio del producto obtenido es de 791 pares de bases.

Para la “nested PCR” los “primers” utilizados fueron:

1.- “Primer” sentido WR1: 5° GGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGC 3°
(Posicion de nucleotidos: 1778-1804).

2.- “Primer” antisentido VHB2: 5° CTGCGAGGCGAGGGAGTTCTTCTT 3’
(Posicion de nucledtidos: 2396-2373).

El gen del core 18-27 se encuentra 150 pares de bases por debajo de WRI. El

tamafio del producto obtenido con esta PCR es de 619 pares de bases.

Para realizar la PCR se preparaba una solucién compuesta por 10 pl. de solucién
tamponada para PCR, 200 uM de cada uno de los cuatro deoxirribonucleotidos
trifosfato (Boehringer), “primers” a una concentracion final de 20 pM, 6 uL de
magnesio 25 mM, 2.5 U.L de Tag DNA polimerasa (Pharmacia Biotech, Suecia), 5
pl. de DNA madre de la muestra y agua destilada hasta un volumen final de 100 puL.
La reaccion se desarrollaba en un ciclador térmico de DNA (Perkin Elmer 9660). Los
programas utilizados se describen en la figura 4. Para comprobar el resultado de la PCR
se corria una alicuota del producto final, teflida con bromuro de etidio en una
electroforesis en gel de agarosa 1% mas TAE {Tris-acetato 40mM (pH 8), EDTA 1mM)
durante 30 minutos a 100V. Posteriormente se visualizaban los productos con rayos

ultravioletas observandose una banda en torno a 700 pares de bases.
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Primera PCR 2730 a 94 °C

1* Desnaturalizacion

1"a94C
Desnaturalizacién
35 Ciclos
ClraTzec 2’a72°C 1’a55°C
Ultima elongacién Elongacién Anclaje de primers
Nested PCR 2°730°° 2 94 °C

1* Desnaturalizacion

1"a9%4°C
Desnaturalizacién
25 Ciclos
CWra7ic ﬂ— 2’a72°C Pas6C
Ultirna elongacion \— Elongacion Anclaje de primers

Fig. IV.3. Esquema de los programas utilizados para la amplificacion del gen del péptido del core 18-
27.



SOLUCIONES CONSTITUYENTES

Solucion de lavado pre-FACS e Solucién fosfato tamponada:
{137 mM NaCL+ 1.7 mM NaH,PO,+ 5.3 mM KCl + 10
mM. N,HPO, (pH 7.4)}
¢ 1% de suero de ternera fetal (STF).

Soluciéon de lavado para separacion e Medio RPMI 1640

de CMSP s 10%STF.
Solucion tamponada para PCR e Tris HC120 mM + KCIl 50 mM (pH 8.3)
Medio de cultivo celular + Medio RPM! 1640

» Hepes 20 mM

e  Piruvato sddico 0.5 mM

o 100 U de penicilina

¢ 100 pg/mL de estreptomicina

¢ 2 Mercaptoetanol 50 pM

* Aminoacidos esenciales X50 (1/50)

s  Aminoacidos no esenciales X100 (1/100)

e 10%STF

Tabla I'V.1. Medios y tampones utilizados en los experimentos.

1V.3 DISENO DEL ANALISIS ESTADISTICO.

IV.3.1. Estadistica descriptiva’*®,

Primero se describieron las diferentes variables del estudio en los distintos
grupos. Para describir las variables cuantitativas con los correctos indices de
centralizacion y dispersion, se evalud en primer lugar si las distribuciones condicionales
de estas variables, segun los distintos grupos definidos por la variable independiente
(grupo clinico) seguian una distribucidon normal mediante la aplicacion del test de

Kolgomorov Smirnov con la correccion de Lillefors. La homogeneidad de varianzas
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entre grupos se analizé mediante el test de Levene. Las variables cuantitativas normales
fueron descritas mediante su media y su desviacion estandar. Las que no siguieron una

distribucién normal se resumicron mediante su mediana y amplitud intercuartil.

Las variables categdricas se describieron mediante su distribucion de frecuencias

en los distintos grupos definidos por las categorias de la variable independiente.

La representacion grafica de las variables categdricas se realizd mediante
diagramas de barras estratificados por los distintos grupos. Las variables cuantitativas se
representaron mediante graficos de cajas para cada grupo del estudio, con excepcion de

la edad que se representd mediante histogramas.

IV.3.2. Estadistica inferencial.

Como herramienta metodolégica se utilizd en todos los andlisis la prueba de
significacion de la hipdtesis nula propuesta por Fisher. Todas las pruebas realizadas
fueron bilaterales y a partir de un nivel de significacion p<0.05 se rechazé la hipétesis
nula.

Anilisis univariante!®’,

Se realizd un andlisis univariante para la comparacion de las distintas variables
del estudio en los diferentes grupos. En aquellas variables cuyas distribuciones
condicionales seguian una distribucion normal con homogeneidad de varianzas se
realiz6 un andlisis paramétrico. En aquellas variables no normales se intentaron las
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transformaciones pertinentes para ajustarlas a la normalidad. En el caso de lograrse el
ajuste deseado se siguié también un andlisis paramétrico. Para la comparacion de los
cuatro grupos se utilizé el analisis de la varianza de una via, seguido de un analisis de
contrastes para las comparaciones entre grupos en caso de ser significativo el andlisis de
la varianza. En las variables que disponiamos solo de los datos de dos grupos se utilizo
la prueba t de Student para muestras independientes. En todos los casos se calculo el

intervalo de confianza al 95% de la diferencia de las medias.

En aquellas variables cuantitativas que no seguian una distribuciéon normal a
pesar de las transformaciones realizadas se utilizo un andlisis no paramétrico, Para la
comparacion entre los cuatro grupos se utilizé el test de Kruskal-Wallis mientras que

para comparaciones entre dos grupos se utilizo el test U de Mann-Whitney.

La comparacion de las variables categdricas entre los cuatro grupos se efectud
mediante un test y” de asociacién lineal en aquellas variables categéricas ordenadas. En
las variables categoricas no ordenadas se utilizé el test x° de Pearson. En las variables

en que s6lo se disponia de los datos de los pacientes con AgHBs+ se llevd a cabo una

prucba exacta de Fisher.

El andlisis de la correlacion de la transaminasemia y carga viral con la
frecuencia de células CD8/Tc18-27+ en sangre periférica se realizd mediante el indice

de correlacion de Spearman.
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Analisis multivariante'2,

El control de la confusién y de la interaccion entre variables se realizé en este
estudio a dos niveles. Primeramente se previno este sesgo en el disefio, al permitir
solamente la entrada al estudic a aquellos sujetos negativos para las posibles variables
confundientes (criterios de exclusion). Posteriormente se controlé este sesgo en el
andlisis muitivariante ajustando los modelos por las posibles variables confudientes o

modificadoras.

Para analizar la presencia de confusién o interaccion producida por las variables
sexo, edad, raza y ruta de contagio sobre la frecuencia de células C8/Tc18-27+ en
sangre periférica en los distintos grupos se construyé un modeio de regresion lineal
multiple. Para ello primero se construyé un modelo maximo con todos los términos de
interaccion y modificacion. Las decisiones de retener o eliminar del modelo los
términos de interaccion se basé en una prueba de significacion estadistica.
Concretamente se realizd una prueba de significacién global sobre el decremento
méaximo de R* producido al estimar el modelo maximo sin los términos de interaccion.
En este analisis si el resultado de la prueba de significacion global no era significativo
se excluian las interacciones. Si era significativa la prueba global se determinaba el
grado de significacion de cada interaccion y se retenia en el modelo aquellas variables
que eran significativas. A continuacion se evaluaban los términos de confusion del
modelo. Para ello, el modelo sin las interacciones no significativas y con todas las
posibles variables confundientes se comparaba con modelos mas reducidos en los que se
excluian sistematicamente las variables confundientes que no era obligado mantener por
la norma jerarquica. Finalmente, se excluian del modelo aquellos confusores que no
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producian cambios importantes en el comportamiento del modelo (sesgo y precision).

A continuacién, se evalué el cumplimiento por ¢l modelo creado de las
condiciones de un modelo de regresion lineal: linealidad, homocedisticidad, ausencia de
autocorrelacién y normalidad. Para ello se evalud si los residuales de cada distribucion
condicional eran variables aleatorias independientes distribuidas segin leyes normales
de media 0 y variancia o”. El resultado de este analisis de regresion lineal miltiple se

contrasto con los del analisis univariante para valorar ia validez de este ultimo

Para estudiar el posible sesgo producido por la frecuencia basal de células
CD8+/Tcl8-27+ sobre el efecto del grupo clinico en la expansion de estas células tras
estimulacién antigeno especifica, se realizé un andlisis de regresion logistica ajustando
por la variable “frecuencia de células CD8+/Tc18-27+”. El modelo de regresion
logistica no necesita asumir las mismas condiciones distribucionales que el modelo de
regresion lineal. Sin embargo, se evalué si la variable cuantitativa “frecuencia de células
CD8+/Tc18-27+" seguia una distribucion normal multivariante, puesto que se
consiguen soluciones méas estables. También se evaluo la ausencia de colinealidad entre
las covariables ya que esta situacién puede aumentar el valor de los errores tipicos. Se
evaluo el "riesgo" de expansion del grupo PS y del grupo HCBe+ sobre el grupo control
positivo mediante las odds ratios del parametro de la variable predictora ajustado por la
posible variable confundiente. La decision de eliminar o retener esta variable se tomd
sobre la base de si producia cambios practicamente importantes en el comportamiento
del modelo en cuanto a sesgo y exactitud. La significacién del modelo se analizé
mediante el método de maxima verosimilitud. El resultado del andlisis de regresion
logistica se compard con el obtenido mediante el andlisis univariante para conocer la
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validez de este ultimo.

Los datos del estudio fueron recogidos en una base de datos Microsoft Access

97® y se depuraron y analizaron en el programa SPSS 9.0 para Windows® (SPSS Inc.).
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V. RESULTADOS.

V.1 VALIDACION DE LA TECNICA DE RECUENTO DE LTC CORE 18-27

ESPECIFICOS.

Antes de comenzar el andlisis de los pacientes del estudio, se evaluo la
capacidad de los complejos tetraméricos HLA-A2/core 18-27 (Tc18-27) para detectar
las células CD8 core 18-27 especificas entre la poblacion general de linfocitos CDS.
Para tal fin, se analizé la sensibilidad y especificidad de la técnica para diferenciar

clones y lineas celulares que sabiamos previamente si eran o no especificas para este

epitopo.

Como control positivo se utilizé un clon de células CD8 core 18-27 especificas y
una linea celular citotdxica contra el epitopo core 18-27, generadas a partir de los
linfocitos CD8 de un paciente HLLA-A2 con hepatitis aguda. Estos linfocitos CD8
habian mostrado previamente in vitro actividad citolitica contra células diana pulsadas
con ¢l péptido core 18-27, evaluada mediante el analisis estandar de liberacion de
cromo. Como control negativo se utilizé un clon especifico para el epitopo de la
polimerasa (pol) 575-83 del VHB y CMSP del mismo paciente que se estimularon con
el péptido gag 75-85 del VIH.
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Los clones se generaron siguiendo la metodologia comentada en el capitulo de
material y métodos. La tincion del clon core 18-27 especifico con anticuerpos
monoclonales anti CD8 y con tetrameros HLA-A2/core 18-27 mostr6 que el 94% de las
células eran doble positivas. Es decir, la tincion con este tetramero era capaz de
reconocer pricticamente la totalidad de las células del clon, lo que demostraba su
elevada sensibilidad. Sin embargo, cuando tefiimos el clon especifico para el epitopo pol
575-83 del VHB con el tetramero HLA-A2/core 18-27 mas anticuerpos monoclonales
anti-CD8, solamente una minoria de células fue doble positiva. Esto demuestra que la
tincion con esta molécula es especifica para las células CD8 que expresan el TCR

adecuado. En la figura V.1 se muestran los graficos de puntos de estos dos andlisis.

Ademas, también se comprobd la sensibilidad y especificidad de esta técnica
mediante la tincion de las lineas celulares generadas a partir de este paciente con
hepatitis aguda. Previamente analizamos si estas lineas tenian capacidad de
reconocimiento especifico del péptido core 18-27. Para ello se realizd el ensayo
estandar de liberacion de cromo, usando células diana HLA-A2 pulsadas o no pulsadas
con el péptido core 18-27, como se comentd en el apartado de material y métodos. La
linea estimulada con el péptido del core 18-27 mostrd un indice de lisis especifica de
células pulsadas sobre las no pulsadas de un 25%, es decir, tenia capacidad citolitica
HLA-A2 restringida de células que presentaban el epitopo core 18-27. Cuando esta
linea celular fue tefiida con tetrameros core 18-27 y anticuerpos monoclonales
anti-CI8, se observdo que reconocia una poblacion de células doble positiva, lo que
demuestra su sensibilidad para detectar Ias células CD8 VHB especificas. Por otro lado,
Jas CMSP de este mismo paciente estimuladas con el péptido gag 77-85 del VIH-1 no
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mostraron ninguna actividad citolitica sobre las células pulsadas con el péptido
core 18-27 en el ensayo de liberacion de cromo. Logicamente, al estimular las CMSP de
este paciente con un péptido distinto al core 18-27 no conseguimos expandir la
poblacion celular citotdxica especifica para el epitopo core 18-27 y por tanio era
imposible que existiera alguna actividad citolitica. Esta misma observacion se
comprobé al tefiir estas células con los complejos tetraméricos core 18-27. La
frecuencia de células doble positiva fue inferior a 1 entre 10.000 células CD8+, lo que
demuestra una vez mas la gran especificidad de la técnica. En la figura V.2 se muestran

los graficos de puntos de este experimento.

Obviamente, todos estos experimentos sefialan que la técnica utilizada para
reconocer los linfocitos CD8 core 18-27 especificos muestra gran especificidad y
sensibilidad, pero no nos permite conocer cual es la especificidad y sensibilidad en el
andlisis de los sujetos del estudio. Estos parametros no se pueden calcular al no disponer
de una técnica “patrdn oro” de referencia con la que comparar la tincién con complejos
tetraméricos. Como se comentd en la introduccion, actualmente se considera que la
tincion con complejos tetraméricos es la técnica que se debe considerar de referencia
para el recuento de las células T citotoxicas'*®. Sin embargo, el analisis realizado con
estos clones y lineas celulares nos permite suponer el mismo comportamiento de esta
técnica en el estudio de las CMSP directamente ex-vivo en sujetos con infeccién

persistente por VHB.

Finalmente, calculamos el ruido de la técnica, es decir el punto de corte a partir
del cual consideramos que un sujeto presentaba linfocitos CD8+/Tc18-27+ en sangre
periférica. Para ello utilizamos el grupo control negativo del estudio. Es decir,
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analizamos la frecuencia de células CD8+/Tc18-27+ en las CMSP de diez sujetos sanos

HLA-A2 positivos. Las caracteristicas de estos sujetos se describen en la tabla V.9.

La distribucion de la frecuencia en sangre periférica de células CD8+ /Tc18-27+
positivas no seguia una distribucién normal, pero si que lo hacia su transformacion
logaritmica (tabla V.1). Por tanto, se utilizd la variable transformada, "logaritmo
neperiano de la frecuencia de células CD8+/1c18-27+", para definir el punto de corte.
Se considerd que un resultado era negativo si era inferior a la media de esta variable en
el grupo control negativo mas dos veces el error tipico de la media. Este es el limite
superior del intervalo que estima al 95% del valor poblacional de esta variable en el
grupo control negativo. Este limite se situd en una frecuencia de 7.2 células CD8/Tc18-
27 positivas por cada 50.000 linfocitos CD8 de sangre periférica. Por tanto, se considerd
que un sujeto del estudio tenia un resultado positivo de nuestra técnica de recuento de
células CD8+/Tc18-27+ cuando presentaba un valor superior a 8 células positivas por

cada 50.000 linfocitos CD8+.
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7'\ Clon de células CD8+ core 18-27 Clon de células CD8+ pol 575-83
especificas especificas

CDs8

10! 102 10° 10
Tet827

103 10

Complejos tetraméricos HLA-A2/core 18-27

Figura V.1. Grafico de puntos de la tincion de los clones core 18-27 y pol 575-83 especificos con los
complejos tetraméricos HLA-A2/core 18-27 (Tc 18-27) mas anticuerpos anti-CD8. En el clon core 18-27 se
observa una poblacién doble positiva que no existe en el clon pol 575-583.

CMSP estimuladas con:

—

Péptido HBc 18-27 Péptido VIH-1 gag 75-85
A p P
3% } L 0.01%
CD8
’ -"--lz T T T T 1 2 - 2 4
TETRALER HRY m;m3 o' 0 TETRM&EOR HBY PEm 0 >

Complejos tetraméricos HLA-A2 core 18-27

Fig. V.2. Gréficos de puntos que muestra la especificidad de los complejos tetraméricos para detectar las celulas
CD8+ core 18-27 especificas en dos lineas celulares de un mismo paciente en fase de recuperacion de una
hepatitis aguda B. En las CMSP estimuladas con el péptido core 18-27 se detecta un poblacion de células doble
positivas (CD8+/Tc18-27) que no se detecta tras estimular estas células con el péptido gag 75-85 del VIH.
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V.2 DESCRIPCION DE LOS RESULTADOS. ESTADISTICA DESCRIPTIVA Y

ANALISIS UNIVARIANTE.

En esta seccion se describen las distribuciones de las variables del estudio en los
cuatro grupos analizados. En la tabla V.9 de la seccion de graficos y tablas de este
capitulo, se enumeran todas las variables junto a los indices estadisticos que las definen.
En esta tabla también se muestra si las variables se ajustan a una distribucién normal y
presentan homocedisticidad, lo que nos permitird valorar que test estadistico aplicar en
el analisis univariante. En la misma tabla también se enumeran los valores p de las
comparaciones de los indices estadisticos de las variables en los cuatro grupos. En la
tabla V.10 se presenta la estimacion poblacional de las variables mas importantes del
estudio en los dos grupos problema (PS y HCBe+). La representacion grafica de las
distribuciones de las variables del estudio se expone también en la seccion de graficos y

tablas de este capitulo (Figuras V.10 a V.18).

Las variables respuesta del estudio: "frecuencia de células CD8+/Tc18-27" y
"expansion de células CD8+/Tcl18-27" se describen con mas detalle en apartados

individuales de esta seccidn.

Las variables cuantitativas edad, bilirrubina sérica, plaquetas y frecuencia de
linfocitos CD8 de sangre periférica seguian una distribucién normal y se han descrito
mediante su media y desviacion tipica. Las variables cuantitativas ALT sérica, AST
sérica y frecuencia de células CD8 core 18-27 especificas no seguian una distribucion

normal por lo que se describen mediante Ja mediana y la amplitud intercuartil.
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V.2.1 Caracteristicas demogrificas y clinicas de los sujetos del estudio.

En el estudio entraron 49 sujetos con infeccion por VHB repartidos en tres
grupos segun el grado de control viral e inflamacion hepatica. Ademas, otros 10 sujetos
formaron un grupo control negativo, definido asi por tratarse de sujetos HLA-A2
positivos sin contacto con €l VHB. De entre los 49 sujetos con infeccion por VHB, 12
sujetos integraban el grupo control positivo, que eran aquellos pacientes HLA-A2
positivos que tras previo contacto con el VHB habian controlado completamente la
infeccién eliminando el AgHBs y desarrollando AcHBs (sujetos inmunes). El 66% de
los integrantes de este grupo tenia antecedentes de un cuadro clinico de hepatitis aguda.
La mediana desde el primer diagnostico de la infeccion en los sujetos inmunes era de
3.5 afios con una amplitud de variacion de 16 afios. Los 37 sujetos restantes formaron
los dos grupos problema; el primero lo constituian 19 individuos HLA-A2+ con
caracteristicas clinicas de portadores sanos y el segundo lo formaron 18 pacientes con

hepatitis cronica AgHBe+.

Los cuatro grupos eran similares respecto a las principales caracteristicas
demograficas. La edad media de los sujetos de estudio se situaba al final de la tercera
década en los cuatro grupos, oscilando entre los 40 afios del grupo portador sano y los
36 del grupo control negativo, con un recorrido de la variable que iba de los 16 afios a
los 62. En los cuatro grupos existia una mayor proporcion de sujetos de raza caucéasica
sobre la raza asidtica y no habia sujetos de otras razas en ningin grupo. La
representacion del sexo masculino era superior al sexo femenino en todos los grupos,

con una variacion entre el 52% del grupo portador sano y €l 67% del grupo HCBe+.
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La posible ruta de contagio entre los grupos con infeccién persistente por VHB
con AgHBs+ no fue diferente (p=0.214). En ellos, la principal via de contagio era la
sexual o parenteral, aunque en un 42% de los PS y un 28% de los pacientes con HCBe+
no sospechaba de ninguna posible ruta. Alrededor del 20% de los miembros de ambos
grupos referian la transmision vertical o en la infancia como causa de contagio. El grupo
control positivo, es decir los sujetos con inmunidad adquirida de forma natural contra €l
VHB mostraban una mayor proporcion de sujetos con contagio por via sexual o
parenteral que los otros grupos, aunque esta diferencia no llegd a ser sigmificativa
(p=0.064). Esta tendencia puede deberse a que estos sujetos fueron recogidos en una
consulta de enfermedades de transmision sexual, lo que les puede hacer mas proclives a
recordar este mecanismo de contagio. De cualquier manera, esta tendencia se tuvo en

cuenta al realizar el analisis multivariante.

Como era de esperar los valores de transaminasemia en los dos grupos control y
en el grupo “portador sano” estaban dentro de los limites de normalidad, mientras que la
mediana en el grupo con HCBe+ era dos veces mas elevado que el limite superior de la
normalidad. En cambio, el valor medio de bilirrubina estuvo dentro del intervalo normal
en los dos grupos de sujetos con infeccion persistente AgHBs+. La bilirrubina no se

recogid en fos sujetos de los grupos control.

El resultado de la PCR para amplificar el gen del core del VHB fue positivo en
€l 100% de los sujetos diagnosticados con HCBe+ y en el 68% de los portadores sanos.
Este andlisis no se realizé en ninguno de los grupos controles. En la mayoria de los
portadores sanos fue necesaria realizar una "nested PCR" tras la primera PCR para
obtener un resultado positivo, debido a la menor concentracion sérica de DNA viral en
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estos sujetos. La cuantificacion del DNA viral en suero mediante técnica de hibridacién
fue siempre inferior a 2pg/ml en los portadores sanos, mientras que en los pacientes

con HCBe+ fue siempre superior a este valor.

Por supuesto, todos los sujetos con infeccidn cronica por VHB tenfan una
serologia positiva para AgHBs, y ésta era negativa en todos los controles. Igualmente,
debido a los criterios diagnosticos todos los pacientes con HCBe+ tenian serologia
positiva para el AgHBe y negativa para anticuerpos antiHBe, ocurriendo lo contrario en
los portadores sanos. Los anticuerpos contra el antigeno del core fueron positivos en
82% de los PS y en el 75% de los controles positivos. Entre los pacientes con HCBe+
solamente el 35% tenian anticuerpos antiHBc. Esta diferencia en la frecuencia de
anticuerpos anti-HBc fue estadisticamente significativa y serd comentada en la
discusion. En el grupo control positivo todos los sujetos presentaban anticuerpos contra
el AgHBs mientras que el resto de los sujetos del estudio tenian serologia negativa para
este anticuerpo. Finalmente, la frecuencia de linfocitos CD8+ en sangre periférica fue
similar en los cuatro grupos. En resumen, este andlisis sugiere que existe homogeneidad
entre los grupos en aquellas variables distintas del factor de estudio (grupo clinico), lo

que permitié la comparacion de los grupos y la extraccion de conclusiones.

V.2.2 Frecuencia de linfocitos CD8+ core 18-27+ en sangre periférica.

Las CMSP de los sujetos del estudio fueron tefiidas con anticuerpos

monoclonales anti-CD8 y complejos tetraméricos HILA-A2/core 18-27 para visualizar

mediante citometria de flujo las células CD8+ core 18-27 especificas.
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La distribucion de la variable "frecuencia de células CD8+/Tc18-27+" no seguia
una curva normal como se comentd previamente (Tabla V.1). Concretamente, mostraba
una marcada asimetria izquierda como se puede ver en el grafico de puntos (Figura.
V.3). Probablemente, como sabemos por estudios previos, esta asimetria se debe a que
no todos los sujetos HLA-A2+ desarrollan una respuesta contra este epitopo’’. La
mediana de {a distribucion de esta variable en el grupo PS era 14 células
CD8+/Tc18-27+ por cada 50.000 linfocitos CD8+ y en el grupo control positivo
(sujetos inmunes) era 18 céiulas. En cambio, la mediana de esta variable en los grupos
control negativo y HCBet era solamente 5 y 4 células CD8+/Tc18-27+
respectivamente, es decir por debajo del valor que consideramos como un resultado
positivo (Figura. V.4). La transformacion logaritmica de esta variable ademas de seguir
una distribucién normal en todos los grupos (Tabla V.1) presentaba también
homogeneidad de varianzas (Test de Levene; p=0.498), lo que nos permitié un analisis

paramétrico de los datos.

Variable Grupos Test de Kolgomorov-
Smirnov (p valor)

Control negativo >(0.2

Frecuencia CD8+/Tc18-27 Hepatitis cronica 0.19
Portador sano <0.001
Control positivo 0.049
Control negativo >0.2

Ln (Frecuencia CD8+/T¢18-27)  Hepatitis cronica 0.144
Portador sano >0.2
Control positivo 0.173

Tabla V.1.- Analisis de normalidad de la distribucion de las variables “frecuencia de células CD8+Tcl18-
27+" y "Transformacién logaritmica de la frecuencia de células CD8+/Tcl8-27+". Ln: logarino

neperiano

Por tanto, se realizé un andlisis de la varianza de una via para comparar las
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medias de la transformacion logaritmica de la frecuencia de células CD§+/Tcl18-27+
entre los cuatro grupos. Este andlisis fue extremadamente significativo (p<0.001).
Posteriormente, se realizé un analisis de las diferencias entre los distintos grupos de las
medias de la transformacion logaritmica de la variable frecuencia de células
CD8+/Tc18-27+, mediante un analisis de contrastes definidos a priori. La posterior
transformacion de esta diferencia entre logaritmos a una escala natural, nos aporto la
odds ratio de la frecuencia de Tc18-27 entre los distintos grupos comparados. Es decir,
nos indicd cuantas veces son mas frecuentes en un grupo que en otro estas células en
sangre periférica. Los resultados de este andlisis s¢ muestran en la tabla V.2. Ademas,
en la tabla V.3 se describen los intervalos de confianza de la media de frecuencia de
células CD8+/Tcl8-27+ por 50.000 células CD8+ en sangre periférica en los distintos
grupos del estudio, obtenidas a partir de la transformacion a escala natural de los
intervalos de confianza al 95% de la media de la variable “transformacion logaritmica

de la frecuencia de células CD8+/Tcl18-27+".

Grupos Valor p OR IC 95% de OR
Hepatitis crénica / Control neg.. 0.819 0.9 (0.43a2)
Portador sano / Control neg. 0.006 29 (14a6.2)
Control pos / Control neg. 0.002 3.7 (1.6a8.4)
Portador sano / Hep. crénica. 0.001 33 (1.7a5.5)
Control pos. / Hep. cronica. <0.001 4.1 (2a8.3)
Control pos / Portador sano. 0.504 1.27 (0.6a2.5)

Tabla V.2.- Odds ratio de las frecuencias de células CD8+Tcl8-27+ entre los distintos grupos que se
comparan. (Control neg: grupo control negativo; Control pos: grupo control positivo),

Grupos Media Frec. Tc18-27+/50000 CD8+  [.C 95% de la media
Control negativo 4.12 (2.5a7.2)
Hepatitis crénica 38 (Z4a5.7)
Portador sano 12.2 (7a22)
Control positivo 15.5 (8.75a27.4)

Tabla V.3.- Media e intervalo de confianza de la media (1C95%) de la variable "frecuencia de células
CD8+/Tc18-27+ por 50.000 linfocitos CD8".
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Del anterior analisis se deduce que existe una frecuencia diferente de células

CD8 VHB especificas entre los sujetos que controlan la viremia y los que no lo hacen.

Concretamente, el grupo "Portador sano" tiene 3.3 veces mas células CD8+ core 18-27

especificas que el grupo con "Hepatitis cronica". También, se puede observar que el

grupo "control negativo” y el grupo "hepatitis cronica” presentan la misma frecuencia

de células antigeno especificas, mientras que el grupo "control positivo" y el grupo

"portador sano" tienen una frecuencia similar que ademas es superior a la de los grupos

control negativo y hepatitis cronica.
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Fig. V.3.- Grafico de puntos representando la frecuencia de células CD8+ core 18-27 especificas
por 50.000 linfocitos CD8+ de sangre periférica en los sujetos del estudio. La linea horizonial de
puntos representa el punto de corte de la técnica (8 células CD8+/Tc18-27+ por 50.000 linfocitos
CD8+ de sangre periférica.
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Escala logaritmica Escala natural

3.00 -~ -2

[
..... pa—_
2.00 -
—T
1
1.00 3
| DR SES— | L

Transformacién logaritimea de Te¢18-27

T L T T
Control negativo Hepatitis cronica Portador sano Contrel positivo

Diagnéstico

Fig. V.4 Intervalos de confianza al 95% de la media de la variable frecuencia de células CD8+ Tci8-
27+ por cada 50.000 linfocitos CID8+ de sangre periférica en los cuatro grupos del estudio. En el ¢je Y
izquierdo se representa el valor del loagaritmo neperianc de la frecuencia de estas células por 50.000
linfocitos CD8+. En el gje Y derecho se representa la transformacion a escala natural de este valor.

Sin embargo, aunque la diferencia de frecuencia de células CD8+/Tc18-27+ en
sangre periférica entre los pacientes con "Hepatitis cronica" y los sujetos "Portadores
sanos" es estadisticamente muy significativa, también es muy estrecha en valores
absolutos. Asi, si observamos los intervalos de conflanza de las medias de la variable
"Frecuencia de células CD8+/Tcl8-27+" en ambos grupos, podemos ver que
practicamente se solapan (Tabla. V.3; Figura V.4.). Es decir, se puede suponer que

desde un punto de vista bidlogico la diferencia observada no debe ser importante.
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Tras el analisis de la frecuencia media de las células CD8+/Tc 18-27+ en los
distintos grupos, realizamos una nueva comparacién desde otra perspectiva. Para evitar
el posible sesgo provocado sobre del valor medio de la frecuencia Tc18-27+ por la
posibilidad de ausencia de respuesta a este epitopo en algunos sujetos del estudio, se
realizd un andlisis categorizando la variable. De esta manera evaluamos qué grupos
presentaban una mayor proporcion de sujetos con respuesta celular citotdxica contra el

epitopo core 18-27.

En el apartado anterior definimos el limite de deteccion de nuestra técnica en 8
células CD8+/Tc18-27+ por cada 50.000 células CD8+, por tanto dividimos a los
sujetos del estudio en dos categorias: a) con mas de 8/50.000 células CD8+/Tc18-27+;
b) con menos de 8/50.000 células CD8+/Tc18-27+. Con este limite observamos que el
68% de los sujetos PS y un 75% de los sujetos del grupo control positivo tenian una
frecuencia superior a 8 células CD8/Tc18-27, mientras que esto sélo ocurria en un 10%

de los controles negativos y en el 22% de los pacientes con HCBe+ (Tabla V.4).

Frec. de células Control Hepatitis Portador  Control
CD8+/Tc18-27 negativo  cronica e+ sano positivo
0-8 N° de casos 9 14 6 3
Porcentaje 90% 78% 32% 25%
Superior a 8 N®de casos 1 4 13 9
Porcentaje 10% 22% 68% 75%
Total N° de casos 10 18 19 12

Tabla V.4, Distribucién de la proporcion de sujetos con una frecuencia de células CD8+/Tc18-27+ en
sangre periférica superior a 8.

Se realizo un analisis de la tabla V.4 mediante un test Chi cuadrado de tendencia
lineal que fue significativo con una p<0.001. Es decir, el porcentaje de sujetos con

células CD8+/Tc18-27 se incrementa de forma significativa desde el grupo control
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negativo al positivo. A continuacion se realizé una comparacion de los grupos entre si,

corrigiendo el valor p mediante [a técnica de Bonferroni. Se consideré una comparacion

significativa cuando el valor p era inferior a 0.0083, es decir 0.05 dividido por el

nimero de comparaciones realizadas. Este analisis se resume en la tabla V.5.

Grupos

Diferencia

proporcion

IC 95% dela

diferencia.

p valor

OR IC95%dela pvalor
Odds Ratio

1. Hepat cronica /
Control negativo
2. Portador sano /
Control negativo
3. Control positivo
/ Control negativo
4. Portador sano /
Hepatitis cronica
5. Control positivo
/ Hepatitis cronica
6. Control positivo

/ Portador sano

12%

58%

65%

46%

52%

16%

(-14% a 38%)

(30% a 86%)

(34% a 96%)

(17% a 74%)

(21% a 83%)

(-25% a 38%)

0.410

0.003

0.002

0.005

0.004

0.387

25 (02a27) 0430

195 (2a190)  0.011

27 (3a31l) 0.008

7.6 (1.74233) 0.007

10.5 (1.82a583) 0.007

1.8 (03a7.03) 0.694

Tabla V.5.- Valores p ¢ 1.C. 95% de las diferencias y razones de Odds inter-grupos de la frecuencia de
sujetos con mis de 8 células CD8+/Tcl8-27+. Se considera significativa una p<0.0083 tras corregir el

valor p mediante Bonferroni.
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Mediante este analisis se observo de nuevo que no existia diferencia entre la
proporcion de sujetos con mas de 8 células CD8+/Tc18-27+ entre el grupo control
negativo y los pacientes con hepatitis cronica. Sin embargo, esta proporcion fue un 46%
mayor en el grupo “portador sano” que en el grupo “hepatitis croénica” y se tradujo en un
riesgo 7.6 veces superior de encontrar mas de 8 células VHB especificas por 50.000
células CD8+ en el grupo PS que en el HCBe+. Otra vez observamos que no existia
diferencia entre los grupos control positivo y “portador sano”. En el grafico V.5 se

representa mediante barras estos datos.

En la figura V.6 se reproduce el diagrama de puntos del anélisis mediante

citometria de flujo de un paciente tipico de cada grupo del estudio. Se puede observar
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o
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Tc18-27+ CD8

| CJ>8 células
<8 células

51

Control negativo Portador sano
Hepatitis crénica Control positivo

Grupos de estudio

Fig. V.5. Diagrama de barras que representa la proporcion de sujetos con mas de 8 células CD8+/Tc18-
27+ sobre 50.000 linfocitos CD8 en los distintos grupos.
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como en el sujeto del grupo PS y en el sujeto inmune es posible diferenciar una
poblacion de células doble positiva superior a 0.016% (limite de deteccion), mientras
que en el caso con HCBe+ la frecuencia de estas células se encuentra cerca del ruido de

la técnica y en el control negativo es muy inferior al valor minimo de deteccion.
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Control negativo iti Hni
Tcl8-27 g Hepatitis créonica
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Portador sano Control positivo
CD8

Fig. V.6. Diagramas de puntos del analisis citométrico de la frecuencia basal de células CD8/Tc18-27 en
sangre periférica de cuatro pacientes del estudio.

V.2.3 Expansion in vitro de linfocitos Tc18-27.

Se ha sugerido mediante modelos matematicos'”’ que una de las principales
variables que determina el control viral puede ser la capacidad de expansion clonal de
las células CD8+ virus-especificas tras encontrar el virus. Por esta razon analizamos en
nuestro estudio esta caracteristica. Para ello planteamos el segundo objetivo de este
trabajo que consistia en el analisis de la capacidad de expansion in vitro de las células

CD8+ core 18-27 especificas tras estimulacion antigeno especifica.
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En todos los sujetos del estudio se analizd la capacidad de expansion de las
células CD8+ core 18-27 especificas tras estimulacién durante 10 dias con el péptido
core 18-27. Desgraciadamente en tres sujetos PS y en otros tres pacientes con HCBe+
no se obtuvieron resultados porque los cultivos se contaminaron con bacteria y por tanto
excluimos estos casos del andlisis. No obstante, el resto de sujetos del estudio fue
suficiente para observar la gran diferencia existente en la capacidad de expansidn entre
los distintos grupos. En el 75% de los sujetos del grupo PS y en el 67% de los controles
positivos se obtuvo una expansién de células CD8+/Tc18-27+ tras la estimulacidén con
el péptido core 18-27, mientras que esto solo ocurrio en el 13% de los pacientes con
HCBe+ y en ninguno de los controles (Tabla V.6). Esta diferencia entre los distintos
grupos fue estadisticamente significativa (p<0.001, test Chi cuadrado de tendencia
lineal). A continuacion, estimamos las diferencias entre las frecuencias de sujetos con
expansion y las odds ratio de expansion entre los distintos grupos (Tabla V.7). El valor

p considerado significativo se determiné mediante la correccion de Bonferroni

(p=0.0083).
Expansion Control Hepatitis Portador Control
negativo cronica $ano positivo
Negativa  N° de casos 10 13 4 4
Porcentaje 100% 87% 25% 33%
Positiva N° de casos 0 2 12 8
Porcentaje 0% 13% 75% 67%
Total N° de casos 10 15 16 12

Tabla V.6.- Distribucion de frecuencias de la variable "Expansién de los linfocitos CD8 core 18-27
especificos tras estimulacién antigeno especifica” en los distintos grupos del estudio.
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Grupos Diferencia 1C95%dela pvalor OR IC95% dela p valor

proporcion  diferencia. (Odds Ratio
1. Hepat cronica / 15% (-4%a35%) 0.194 2.1 (0.08a57) 0.660
Control negativo
2. Portador sano / 75% (54% a 96%) <0.001 48.5 (2.3a1014) <0.001

Control negativo

3. Control positivo 66% (40% a 93%) 0.0012 32 (1.5a692) <0.001
/ Control negativo

4. Portador sano / 62% (34% a 89%) <0.001 195 (3a126) 0.0018
Hepatitis cronica

5. Control positivo 53% (21% a95%) 0.004 13 (1.9a88) 0.008
/ Hepatitis cronica

6. Control positivo 8% (-25%a42%) 0.630 1.5 (03a7.8) 0.630

/ Portador sano

Tabla V.7.- Diferencia de proporcién v odds ratio inter-grupos de la frecuencia de sujetos con expansion
de las células CD8+/Tc18-27+ tras estimulacién antigeno cspecifica. Sc¢ considera significativo una
p<0.0083 tras corregir ¢l valor p mediante Bonferroni,

En la figura V.7 se muestra mediante diagrama de barras apiladas la proporcion
de sujetos en cada grupo con expansion de las células CD8+/Tc18-27+ tras estimulacion
antigeno especifica. En la figura V.8 se representa los diagramas de puntos obtenidos
mediante analisis por citometria de flujo de las CMSP tefiidas con anticuerpos
monoclonales anti-CD8 y con Tcl18-27. Se muestra la frecuencia de linfocitos
CD8+/core 18-27 antes y después de la estimulacion en un paciente de cada grupo. En
este ejemplo se observa como en el sujeto PS y en el control positivo se produce un
incremento en la frecuencia de células antigeno especificas tras estimulacion antigeno
especifica in vitro. En cambio, en el paciente con HCBe+ y en el control negativo no se

observa ninguna expansion.

Estos datos sugieren que, al menos in vitro, los linfocitos CD8+ VHB
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especificos de sujetos capaces de controlar la infeccion viral muestran capacidad de
expansion clonal cuando encuentran el virus. Sin embargo, esta caracteristica no existe
en aquellos pacientes con infeccion persistente y alto grado de replicacion viral. No
obstante, este analisis univariante no aclara si esta diferencia se debe a la ausencia de
estas células en la sangre periférica de los pacientes con hepatitis cronica AgHBe+, o es
secundaria a diferencias cualitativas de estas células entre los sujetos que controlan y los
que no controlan la infeccion. Para evaluar este aspecto se realizd un analisis de
regresion logistica con las covariables grupo diagndstico y frecuencia basal de células

CD8+/Tc 18-27+. Este analisis se comenta en la seccidon de analisis multivariante.
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Fig. V.7- Diagrama de barras representando la proporcion de sujetos de cada grupo con expansion de
las células CD8+/Tc18-27+ tras estimulacion in vitro con el peptido core 18-27.
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Figura V.8.- Grafico de puntos que muestran los resultados de la estimulacion con el péptido
core 18-27 de las CMSP en un sujeto de cada grupo de estudio. Se puede observar como existe
expansion de los linfocitos CD8+ VHB especificos del sujeto portador sano y en el control positivo,
pero no en el paciente con hepatitis cronica ni en el control negativo.

100



V.2.4 Correlacion de la frecuencia de células CD8+/Tc¢18-27+ con los valores de

viremia y transaminasa sérica.

Los andlisis previos indicaban que habfa una relacion del grado de replicacion
viral y dafio hepatico con la frecuencia de células CD8+/Tc18-27. Por ello decidimos
estudiar la correlacion existente entre estas variables en los sujetos con infeccion por
VHB del estudio. Aunque en este trabajo no medimos la concentracion de DNA VHB
en los sujetos con inmunidad natural (grupo control positivo), se sabe que esta es
minima y que se puede detectar solamente en algunos casos en suero mediante técnicas
muy sensibles como la "nested PCR"”’. Por tanto, podemos suponer con toda certeza
que el valor de la concentracion sérica de DNA VHB era inferior a 2 pg/ml. en todos
los sujetos de este grupo. Haciendo esta consideracion, analizamos la correlacion entre
la frecuencia de células CD8+/Tc18-27+ con la carga viral y con la transaminemia en
los sujetos del estudio infectados con el VHB. Puesto que la variable "frecuencia de
células CD8+/Tc18-27+" no seguia una distribucion normal, se utilizo el indice de
correlacion no paramétrico de Spearman. Los resultados de estos analisis se muestran en

la tabla V.8 y en la figura V.9.

Correlacion entre la frecuencia de Numero de Cocficiente de p valor
c€lulas CD8+/Tc18-27+ con: €asos correlacion

ALT (UIL) 49 -0.521 <0.001
DNA VHB sérico (pg/mL) 49 -0.506 <0.001

Tabla V.8 .- Coeficientes de correlacién de Spearman de la frecuencia de células CD8+/Tcl8-27+ con la
carga viral y con el dafio hepatico.
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Fig. V.9. Diagramas de puntos que muestran I[a correlacion de la frecuencia de
células CD8+/T¢c18-27+ con la carga viral y la transaminemia. La variable “frecuencia de células
CD8+/Tcl8-27+" se encuenira representada en esacala logaritmica para linealizarla. *El coeficiente
de correlacion utilizado en el andlisis es el coeficiente tho de Spearman. Las dos lineas rojas
representan las rectas de regresion estimadas con fa variable “frecuencia de células CD8+/Tc18-27+”
transformada.

En los diagramas de puntos se puede observar que existia una correlacion
negativa entre la frecuencia de células CD8+/Tc18-27+ y el dafio hepatico y también
con la carga viral. Es decir, aquellos sujetos que tenian una mayor frecuencia de células
VHB especificas presentaban menor viremia y menor dafio hepatico. Aunque los
coeficientes de correlacién son bastante altos (-0.521 para ALT y —0.506 para DNA
VHB) no son excelentes. Sin embargo creemos que dada las caracteristicas de la
variable “frecuencia de células CD8+/Tc18-27" son aceptables, pues no debemos
olvidar que un grupo de sujetos HLA-A2+ no desarrolla una respuesta contra el epitopo
core 18-27, por lo que algunos de los valores bajos de la variable en los portadores
sanos se puede deber sencillamente a la ausencia de esta respuesta contra este epitopo
en estos sujetos, lo que no excluye que las células VHB especificas contra otros

epitopos mantengan la misma correlacién con el control viral y dafio hepdtico.
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V.3 GRAFICOS Y TABLAS DESCRIPTIVAS.
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Tabla descriptiva.

Tabla V.9. Descripcion por grupos de los indices estadisticos de las variables del estudio. (Cuando se comparan cuatro
grupos se da la significacion de la comparacion global, En el texto se comenta la comparacién por parejas). (Hep.
cronica: hepatitis crénica; Control Neg; control negativo; Control Pos: control positivo; Homocedist: homocedisticidad;
Tend. lineal: tendencia lineal; N.D.: no disponible).

Portador sano  Hep. crénica Control Neg  Control Pos Valorp Normalidad/ Tests
n=19 n=18 n=10 n=12 Homocedist.

Edad: afios cumplidos 0.684 SVSlI ANOVA
Mediana 40 37 36 40
Amplitud (17-62) (29-52) (27-50) (30-52)

Raza: n (%) 0.838 - Test Chi
Caucdsica 15 (79 14 (78} 9 (90) 11 (92) cuadrado.
Asiatica 4(21) 422) 1(10) 1(8) Tend. lineal

Sexo: n (%) 0.683 - Test Chi
Masculino il (52) 12 (67) 6 (60) 5(58) cuadrado.

Tend. lineal

Via de contagio: 11 (%) 0.064 - Test Chi
Sexual / Parenteral 8 (42) 9(50) - 11(92) cuadrado. de
Desconocida 8(42) 5(28) - 0(0) Pearson
Vertical/Infancia 3 (16) 4(22) - 1(8)

ALT sérica (UI/L) <0.001 NO/NO  Kruskal Wallis
Mediana {IQR) 249(11) 101 (208.5) 23.5(12) 18.5(6.25)

AST sérica (UVYL) <0.001 NO/NO U Mann
Mediana (IQR} 20(7 90 {139.5) N.D. N.D, Whitney

Bilirrubina sérica (mg/dL) 0.273 WNTRYH t-Student
Media (DE} 0.774 (0.27) 0.83(0.6) N.D. N.D,

PCR VHB: n (%) 0.020 - Test exacto de

Positiva 13 (68) 18 (100)- N.D. N.D. Fisher
DNA VHB sérico: n (%) N.D. N.D, <0.001 - Test Chi
<2 pg/mL 19 (100) 0 (0) cuadrado de
2-100pg/mY. - 2(1n Pearson
100-1000pg/mL - 1(6)
1000-2000pg/mL - 2(11)
>2000pg/mL - 13(72)
Ac anti HBs séricomn (%) ()] 0(0) 00 12(100} <0.001 - Test Chi
Positivo cuadrado de
Pearson
AgHBs sérico: n (%) <0.001 - Test Chi
Positiva 19 (100) 18 (100) 0(0) o0 cuadrado de
- Pearson
AgHBe sérico: n (%) <0.001 - Test exacto de
Positiva 0 (0) 18 (100) N.D. N.D, Fisher
Ac antiHBe sérico: n (%) <0.001 - Test exacto de
Positiva 19 (100} ()] N.D. N.D. Fisher
Ac antiHBc sérico: i {%} 0.018 - Test Chi
Positiva 14 (82) 6(35) N.D. 9(75) cuadrado.
Tend. lineal
Linfocitos CD3: (%) 0.16 SI/Si ANOVA
Media (DE) 23 (429 26.7(7.18)  22(625) 21.3(5.3)
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Tabla V.10. Estimacion poblacional de los parametros de las variables mas relevantes del estudio en
los sujetos con infeccion persistente por VHB. 1.C. 95%: Intervalo de confianza del 95%.

Portador sanos Hepatitis cronica
IC 95% IC 95%
Edad: afios cumplidos 34 a 42 afios 34 a 40 afios
Raza: (%)
Caucasica 60a97 % 58a97%
Sexo: (%)
Masculino 36 a 80 % 45a 88 %
Via de contagio: (%)
Sexual / Parenteral 20a64 % 27a73 %
Vertical / Infancia 20264 % 7a48%
Desconocida 3a40% 3ad4l %
ALT sérica (UI/L) 21.1a26.8 UI/L 95.8a176.5 UI/L
DNA VHB sérico (microg/mL): (%)
>) 0al7% 82 a 100 %

Grificos resumen de las caracteristicas de los grupos del estudio.

Distribucion de la variable edad (afios cumplidos).

E:

Control negativo Hepatitis cronica

Portador sano Control positivo

N° de casos

20 = +0 =
Edad {(anos cumplidos)

Fig V.10.- Histogramas de la variable edad en los distintos grupos estudiados.
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Distribucion de la variable sexo.

Control negativo

Hepatitis cronica

Portador sano

Control positivo

.
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8

g
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Fig.V11- Distribucién de frecuencias de la variable sexo en los distintos grupos.

Distribucion de la variable raza.
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Fig.V.12 Distribucion de frecuencias la variable raza en los distintos grupos.
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Distribucion de frecuencias de la variable ruta de contagio.

Control negativo Hepatitis cronica
Portador sano Control positivo
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Fig.V.13 Distribucion de frecuencias la variable ruta de contagio en los distintos
£rupos.

Distribucion de la variable concentracion sérica de ALT.
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Fig.V.14- Diagramas de cajas de la variable concentracion sérica de
ALT.
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Distribucion de la variable concentracion sérica de AST.

300 =~

200 ~

AST (UL)

100 —

N.D ——— N.D

T L] L] |
Control negativo Hepatitis crénica Portador sano  Control positive

Diagnéstico

Fig. V.15.- Diagramas de cajas de la variable concentracion sérica de
ALT. (N.D.: no disponible).

Distribucion de la variable bilirrubina sérica.
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Fig. V.16.- Diagramas de cajas de la variable concentracion sérica de
bilirrubina. (N.D.: no disponible).
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Distribucion de la variable frecuencia de linfocitos CD8+ sobre el total de CMSP.
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Fig. V.17.- Diagramas de cajas de la variable porcentaje relativo de

linfocitos C

D8+ sobre el total de CMSP.
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V.4 ANALISIS MULTIVARIANTE.,

V.4.1 Apalisis de la presencia de confusién e interaccion en Ja comparacion de la

frecuencia de células CD8+/Tc18-27+ en los sujetos con infeccion persistente.

Se analizé el posible efecto modificador y confudiente de las variables sexo,
edad, raza y ruta de contagio sobre la frecuencia de células CD8+/Tc18-27+ en los
sujetos con infeccién persistente por VHB utilizando la estrategia comentada en la
seccion de disefio estadistico. Como grupo de referencia se utilizo el grupo control
positivo (sujetos inmunes). Para crear el modelo solo se utilizaron los sujetos con
infeccion por VHB, es decir se excluyo el grupo control negativo. Este analisis revel6
gue ninguna de estas variables ejercia efecto modificador y solamente la edad
presentaba un minimo efecto confusor. No obstante, el modelo se construyé incluyendo
la variable edad porque estimaba de forma mds precisa el intervalo de confianza de la
odds ratio de la frecuencia de las células CD8+/Tc18-27+ entre los grupos que se
comparaban. El modelo era estadisticamente significativo (p<0.001) y el valor R” era de
0.35, es decir explicaba un 35% de la frecuencia de estas células en los distintos grupos.
El modelo de regresion creado cumplia los supuestos de linealidad, homocedisticidad,

independencia y normalidad.

Valorp QOdds ratio IC 95% Odds ratio
Control positivo / 0.001 4.5 (8.3a1.9)
Hepatitis. cronica
Control positivo / 0.598 1.36 (0.6a0.4)

Portador sano

Tabla V.11. Odds ratio de 1a frecuencia de céiulas CD8+/Tc18-27+ del grupo control positivo sobre el
grupo “hepatitis créonica” y sobre el grupo “portador sano”.
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En la tabla V.11 se presentan los datos resumen de este analisis que es similar al
obtenido con el analisis univariante al no existir practicamente sesgo de confusion. Se
observd de nuevo cémo el grupo control positivo (sujetos inmunes) mostraba una
frecuencia de células CD8+/Tcl8-27+ 4.5 veces superior al grupo de sujetos con
hepatitis cronica AgHBe+. Sin embargo, no se encontr6 diferencia entre los portadores

sanos y el grupo control positivo.

V.4.2 Analisis de la capacidad de expansién de las células CD8/Tcl8-27+ en
los sujetos infectados por VHB ajustando por la frecuencia inicial de células

CD8/Tcl8-27+.

En el apartado de andlisis univariante observamos cémo los linfocitos
CD8+/Tc18-27+ de sujetos portadores sanos y de los controles positivos (inmunidad
natural) mostraban mayor capacidad de expansion in-vitro tras estimulacion antigeno
especifica. Pero también hemos comprobado como estos grupos muestran una
frecuencia basal diferente de estas células en sangre periférica, por lo que no se puede
descartar que esta distinta capacidad de expansion se deba al mayor nimero inicial de
células antigeno especificas en los portadores sanos y sujetos inmunes. Para controlar
este posible sesgo se realizo un anilisis de regresion logistica ajustando por la
frecuencia basal de células CD8+/Tc18-27+ como se describio en el capitulo de

material y métodos.

La prueba de razon de verosimilitud para estudiar la significacion del modelo de
regresion logistica fue estadisticamente significativa (p=0.009). La prueba de
significacion de los pardmetros del modelo mostré que ambas variables influjan en la
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capacidad de expansién (grupo diagndstico p=0.0209; frecuencia de células
CD8+/Tc18-27+ p=0.0327). La bondad de ajuste del modelo, evaluada mediante el
indice R? de Nagelkerke, fue del 44%. En la tabla V.12 se presentan las odds ratios de la
capacidad de expansion del grupo portador sano y hepatitis cronica AgHBe+ respecto al

grupo control positivo, ajustadas por la frecuencia basal de células CD8+/Tc18-27+.

Valor p Odds ratio 1C95% Odds ratio
Control positivo / 0.012 6.6 (1.5a29)
Hepatitis cronica.
Contro] positivo / 0.634 0.7 (0.14 23.3)

Portador sano.

Tabla V.12. Odds ratio de la capacidad de expansion de las células CD8+/Tc18-27+ de los sujetos con
hepatitis cronica y portadores sanos respecto al grupo control positivo controlado por la frecuencia basal
de células CD8+/Tc18-27+

Este analisis demostrd otra vez que existia una relacion entre la situacion clinica
y la capacidad de expansion de los linfocitos CD8 VHB especificos, aunque los valores
de las odds ratio son inferiores a los obtenidos con el analisis univariante. Esto es
debido al ajuste producido por la variable frecuencia de células CD8+/Tc18-27+. Sin
embargo, tras este ajuste podemos observar como en una situacion de igualdad basal de
células CD8 VHB especificas un sujeto del grupo control positivo presenta un riesgo de
expansion 6.6 veces superior que un sujeto con hepatitis créonica AgHBe+, mientras que
este riesgo es similar entre portadores sanos y el grupo control positivo. Por tanto, este
andlisis sugiere que existen diferencias cualitativas entre las células CD8+/Tc18-27+

entre los sujetos portadores sanos y los pacientes con hepatitis cronica AgHBe+.
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VI. DISCUSION.

El control de la infeccion por VHB requicre la respuesta coordinada de los
sistemas inmunes innato y adaptativo tanto humoral como celular, pero probablemente
este virus no citopatico nunca se elimina completamente del organismo. No obstante, en
la mayoria de los casos el sistema inmune del huésped es capaz de controlar la
infeccion’ 1?3 1-BE6I3S - geasionando un cuadro agudo autolimitado con desarrollo de
una mmunidad celular y humoral protectora de larga duracion. Esto mismo ocurre en
otras infecciones virales persistentes, como la infeccién por VEB'® o en la infeccion
por HTLV-I'""| en las que una respuesta inmune eficaz controla la infeccién sin
repercusiones clinicas, aunque no consigue el aclaramiento completo del virus. Sin
embargo, en un porcentaje de individuos con infeccién por VHB el virus escapa al
control inmunitario induciendo la aparicion de una enfermedad hepatica
necroinflamatoria cronica de variable intensidad. Estos son los casos denominados

infeccion cronica por VHB en la practica clinica, caracterizados por la persistencia del

AgHBs en suero.

Actualmente se considera que la capacidad de montar una eficiente respuesta

inmune celular contra el virus B es un factor critico para controlar Ia infeccion®'%.
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Concretamente, a la respuesta celular citotoxica VHB especifica se le atribuye la
funcion efectora esencial para el control viral, tanto por su capacidad de destruir la
célula infectada como por su facultad para inhibir la replicacion viral por mecanismos
no citoliticos'®. Pero también se ha relacionado a estas células con la produccién de
dafio hepatico. Esta afirmacion se basa en que el VHB es un virus no citopatico y por
tanto incapaz habitualmente de destruir el hepatocito. Se ha observado que no hay una
relacion entre la transaminasemia y la carga viral, pero si existe una correlacion entre el
infiltrado linfocitario hepatico y la severidad de la hepatitis crénica. Ademas, durante la
seroconversion del antigeno e se produce un incremento en la respuesta inmune que se

"l Basandose en estas

acompafia de la elevacion de las cifras de transaminemia
observaciones diversos autores han postulado que las células VHB especificas con
actividad citolitica pudieran ser las causantes de este dafio en la hepatitis cronica,

especulando que su respuesta es débil para controlar el VHB pero suficiente para

generar dario hepatico™.

La respuesta celular citotoxica VHB especifica ha sido ampliamente estudiada
en la infeccion aguda con control viral, observandose que se trata de una respuesta
intensa, policlonal y multiespecifica®® que coincide con la elevacién méxima de las
cifras de ALT'® y precede al aclaramiento de los antigenos AgHBe y AgHBs y al
desarrollo de anticuerpos neutralizantes'*’. Sin embargo, en la infeccién cronica se ha
advertido que esta respuesta es més débil o indetectable en sangre periférica®, aunque
se han conseguido aislar clones de células T VHB especificas a partir de linfocitos

intrahepaticos®*'#!.

De cualquier manera, es una realidad que no todos los sujetos con persistencia
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del AgHBs presentan el mismo grado de dafio hepatico y de replicacion viral®. Este
rango de variacion en estas dos variables puede ser debido a diferencias cuantitativas y
cualitativas en la respuesta inmune y especialmente en la respuesta citotoxica. Por esta
razom, en este trabajo estudiamos la respuesta celular citotéxica VHB especifica en dos
grupos de sujetos representativos de dos diferentes situaciones clinicas en la infeccion
cronica por VHB. Por un lado estudiamos los individuos “portadores sanos”,
caracterizados por baja viremia (<2pg/ml en suero), ausencia de dafio hepatico (ALT
normal)} y AgHBe negativo, y por otro, analizamos los pacientes con hepatitis cronica
AgHBe+, diferenciados por la elevada transaminemia y carga viral (>800pg/ml en
suero). Ambos grupos los comparamos con un conjunto de sujetos con inmunidad
contra el VHB adquirida de forma natural, es decir, con anticuerpos anti HBs sin
antecedente previo de vacunacion. Este grupo nos sirvio de control positivo de
referencia, puesto que se ha demostrado que los sujetos que controlan completamente la
infeccion aguda por VHB desarrollan una respuesta CD8 VHB especifica que se
mantiene durante décadas y que es capaz de controlar continuamente la replicacion

viral”’,

Estos tres grupos presentaban similares caracteristicas demograficas lo que
permitia su comparabilidad. Obviamente eran diferentes en las caracteristicas
serolégicas y virolégicas que definian las distintas categorias (carga viral,
transaminemia, AgHBs, AgHBe). Desde un punto de vista inmunoldégico es interesante
resaltar que la frecuencia de sujetos con Ac. anti HBc era diferente entre el grupo
“portador sano” y el grupo con hepatitis cronica e+. Esta diferencia puede reflejar la

existencia de una distinta capacidad de respuesta celular T entre estos dos grupos. Se ha
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demostrado con anterioridad que la produccion de anticuerpos anti HBc es tanto una

funcién independiente de las células T como dependiente de esta respuesta®”.

En estos sujetos con diferente control de la infeccion por VHB nos planteamos el
analisis tanto de la frecuencia de las células CD8 VHB especificas como su habilidad de
expansion clonal. Es cada vez mas claro que la presencia de un reservorio de células
CD8 virus especificas con capacidad de expansion clonal, de migracion al Iugar de la
infeccidn y de desarrolio de las adecuadas acciones efectoras es necesario para mantener
al virus bajo control y responder rapidamente a las variaciones en la cinética de

replicacion viral'?®,

Estos parametros definidos como eficiencia o capacidad de
respuesta de los linfocitos T citotoxicos son mas importantes que el ntimero absoluto de
células que posee el sujeto infectado. También investigamos si las caracteristicas de esta
respuesta en los diferentes grupos se asociaba con distintos grados de daiio hepatico,

para comprobar si se cumplia la hipétests ampliamente admitida de que son las células

citotoxicas antigeno especificas las causantes del dafio tisular®.

Para llevar a cabo nuestros objetivos utilizamos como modelo la infeccion por
VHB en sujetos HLA-A2 positivos. En estos sujetos se ha descrito con anterioridad
miltiples epitopos HLA clase I restringidos”™. En nuestro trabajo, elegimos analizar la
respuesta contra el péptido del core 18-27 del VHB, por haberse demostrado que esta
presente en la mayoria de casos agudos que controlan a infeccién®”'%, lo que nos hace
suponer que se trata de un epitopo inmunodominante. Para visualizar estas células
utilizamos los complejos tetraméricos HLA-A2/core 18-27. Esta tecnologia se ha
utilizado previamente en el estudio de pacientes con infeccion aguda por VHB,
mostrando ser una técnica muy especifica'®. Para definir ¢l limite de deteccién de esta
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técnica en nuestro estudio con sujetos con infeccién cronica, se utilizé un grupo de
sujetos sanos HLA-A2+, sin antecedentes clinicos o seroldgicos de contacto con el
VHB, cuyas CMSP fueron tefiidas con complejos tetraméricos. El punto de corte de la
técnica se situd en un 0,016% de células CD8 VHB especificas sobre ¢l total de células
CD8 en sangre periférica. Este valor minimo de deteccion es similar al descrito por
otros autores en el uso de complejos tetraméricos para el estudio de otras infecciones

virales'?.

Utilizando este modelo de estudio hemos demostrado que en [a mayoria de
sujetos con infeccion persistente que controlan la infeccion viral existe un reservorio de
células CD8+ VHB especificas. Este reservorio estaba presente de forma semejante
tanto en los sujetos portadores sanos como inmunes. Concretamente, detectamos en
alrededor del 70% de los individuos de ambos grupos estas células en sangre periférica.
Es importante resaltar que la ausencia de células CD8 core 18-27 especificas en un 30%
de estos casos no debe hacernos pensar en que no existe una respuesta celular citotoxica
antigeno especifica en estos individuos, sino que probablemente estos sujetos habran
desarrollado una respuesta contra otros epitopos virales que no podemos detectar al
utilizar complejos tetraméricos dirigidos s6lo contra el péptido core 18-27. De cualquier
manera, tenemos que destacar que aungue estas células se detectaron en la sangre
periférica de los pacientes que controlaban la replicaciéon viral, su frecuencia, al menos
para las células CD8 core 18-27 especificas, era muy baja y proxima al limite de

deteccion de la técnica utilizada.,

Sin embargo, estas células no se detectaron en la sangre periférica de la mayoria
de pacientes con hepatitis cronica AgHBe+. La interpretacion de este resultado negativo
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es compleja. La primera opcién es suponer que estas células estan presentes en una
frecuencia muy baja o estdn completamente ausentes. Se ha demostrado en modelos
animales que la repetida estimulacion con elevadas dosis de antigeno puede inducir la
extenuacion y la muerte celular®®. Se sabe que las células T tienen una capacidad
limitada de division y pueden replicar solamente un numero finito de generaciones
(limite Hayflick), por tanto la continua estimulacion antigénica podria ocasionar la

desaparicién de estas células'®.

Un mecanismo homeostatico de control de la
proliferacion de las células T es la muerte celular mediada por Fas'* (Figura VI.1). Esta
via se activa para eliminar las células que encuentran repetidamente a su antigeno, como
ocurre con los linfocitos que reconocen autoantigenos. Estudios realizados por Ucker et
al. en células T murinas no transformadas demostraron que diferencias cuantitativas en
la cantidad de antigeno determinaban la respuesta celular en la direccion de muerte o
proliferacién celular'**. En este estudio la muerte celular era generada por altas
concentraciones de antigeno. También se ha comprobado una situacion similar en un
modelo experimental de encefalomielitis alérgica, una enfermedad autoinmune mediada
por células CD4 especificas contra la proteina basica de la mielina (PBM). En este
trabajo se ha observado que altas dosis de PBM son capaces de eliminar completamente
in-vivo las células T PBM especificas'*>. Una situacién similar puede ocurrir en la
infeccién crénica por VHB con elevado grado de replicacion viral, donde el continuo
estimulo antigénico podria inducir la deleccion de estas células. Datos procedentes de
un trabajo de Nakamura et al. sefialan que la frecuencia de linfocitos T de sangre
periférica que muestran signos de apoptosis es muy baja en pacientes con hepatitis
cronica cuando la concentracion de ALT se incrementa y muy alta cuando la
transaminemia desciende. Este hallazgo sugiere una correlacion entre activacion celular
y muerte celular tras la activacion'*, Ademis, estos mismos autores han demostrado
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que la estimulacion con AgHBc recombinante podia inducir la apoptosis de estas células
in vitro, lo que induce a pensar que la apoptosis celular T inducida por la activacion
antigénica podria ser una causa de la deficiencia de estas células. Sin embargo, en el
momento actual esta atractiva hipdtesis permanece sin ser confirmada. No obstante, es
dificil pensar que existe una delecion completa de la respuesta celular CD8+ VHB
especifica en los sujetos con infeccion cronica AgHBe+, puesto que estas células se han

84,141

aislado a partir de linfocitos intrahepaticos en otros estudios y se ha observado que

estdn presentes en sangre periférica®®

y pueden ser expandidas en casos de
seroconversién espontanea o inducida por IFN alfa®’. Sin embargo, en estos trabajos no
se ha analizado si las células encontradas respondian a células con fenotipo
“memoria/efector” o se trataba de células de nueva generacién. De cualquier manera, no
se puede descartar que en los pacientes con hepatitis cronica estas células se vuelvan
anérgicas”z' y no proliferen ni se diferencien correctamente como sucede en los sujetos
inmunes ¢ portadores sanos (Figura VI.1). Es muy probable que estos dos mecanismos
(induccion de anergia y muerte celular inducida tras activacidn) previamente
comentados ocurran a la vez en estos pacientes. Asi, Gallimore et al. han observado en
un modelo murino de infeccidn por LCMV que altas dosis de carga viral inducen la
desaparicién de las células antigeno especificas, ya sea por ausencia del apropiado
ambiente de citoquinas para estas células productoras de perforina o por apoptosis
mediada por activacion. Sin embargo, es interesante resaltar que en este modelo existe
un periodo de anergia entre la induccién de la activacion de los LTC y la delecion de

estas células®®.

Otra posibilidad para explicar la baja frecuencia de estas células en sangre
periférica podria ser la compartimentalizacion en el lugar de la infeccion. El estudio del
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compartimento periférico podria en este caso no ser representativo de lo que ocurre en

47 No obstante, debemos tener en cuenta que el compartimento periférico es

el higado
una ruta obligada para los linfocitos CD8 VHB especificos desde los ganglios linfaticos
al higado, por lo que aun existiendo un secuestro hepatico de estas células, el hecho de
no encontrarlas en sangre periférica induce a pensar que estan presentes en una
frecuencia muy baja. De cualquier manera, son necesarios nuevos estudios de los
linfocitos CD8 VHB especificos intrahepaticos para analizar si existe un alto grado de
compartimentalizacion de estas células. Finalmente, otra razén para la ausencia de
deteccion de estas células en los sujetos con hepatitis crénica podria ser debida a la
regulacion a la baja del TCR en los linfocitos citotoxicos VHB especificos sometidos a
una clevada antigenemia*®. Este hecho podria provocar que el nimero de TCR en la
superficie celular fuera insuficiente para dar una sefial positiva con la técnica utilizada.
Sin embargo, esta posibilidad Ia creemos poco probable. Estudios realizados in vitro en
nuestro laboratorio estimulando CMSP de sujetos inmunes contra €l VHB con dosis

creciente de antigeno, mostré un discreta regulacion a la baja del TCR que nunca evito

el reconocimiento de estas células con los complejos tetraméricos (datos no publicados).

Nuestros datos sugieren que en los sujetos con infeccidn persistente por VHB,
cualquiera que sea su situacion clinica, existe una frecuencia de células CD8+ VHB
especificas muy baja. Concretamente, para el epitopo core 18-27 en sujetos HLA-A2+
que controlan la infeccidén, esta frecuencia se encuentra alrededor del 0.02% de los
linfocitos CD8 y este valor esta por debajo del 0.016% en los pacientes con hepatitis
cronica eAg+. Esta similitud en la frecuencia de LTC VHB especificos en sangre
periférica en presencia de distintos grados de control de la infeccién parece extrafia, si
es cierto que estas células son importantes en el control viral. Sin embargo, este
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fenomeno se ajusta a las predicciones de los modelos matematicos que describen la
interaccion entre las células T citotoxicas virus especificas y el virus. Este modelo

120 De tal manera que, un

expresa la clasica relacion ecologica entre depredador y presa
eficiente depredador (LTC) reducira rapidamente la cantidad de presa (virus) a una
proporcion tan baja que la falta de estimulo provocara la posterior reduccion de la
frecuencia del depredador. Sin embargo, en la situacién opuesta con un depredador
ineficiente (LTC), la presa (virus) se mantendré siempre elevada y el depredador en una
frecuencia minima. Esto es exactamente lo que hemos observado en este estudio
transversal. En este corte en el tiempo observamos como sujetos con distinto grado de

control del VHB (inmunes, portadores sanos, hepatitis cronica eAg+) muestran una

frecuencia de LTC VHB en sangre periférica muy baja y préxima en todos ellos.

En este mismo modelo matematico se predice que la capacidad de respuesta
citotoxica, es decir la facuitad de expansion clonal tras encontrar al virus, es un
elemento mas importante en el control de la infeccidn que ¢l nimero absoluto de
LTC'®. Los datos de nuestro estudio se ajustan perfectamente a esta idea. En este
trabajo se demuestra como tanto los sujetos con inmunidad natural como los portadores
sanos disponen de LTC VHB especificos con capacidad de expansién clonal que no esta
presente en la mayoria de los pacientes con hepatitis cronica AgHBe+. La ausencia de
expansion de los LTC VHB especificos encontrada en los pacientes con hepatitis
cronica también ha sido descrita para estas células en la fase aguda de la primoinfeccién
por VHB!, En esta fase las células estudiadas mostraban un fenotipo de aito grado de
activacion (HLA-DR+, CD38+, CD45RA-, CD62L.-) que probablemente indica que se
trata de células efectoras que sufrirdn apoptosis tras realizar su funcién. Esta situacion
puede ocurrir también en la hepatitis crénica B y puede ser la causa de la incapacidad de
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expansion clonal de las células CD8+ VHB especificas. Sin embargo, se podria objetar
que la ausencia de expansion se debe a la falta de células en el compartimento periférico
en los pacientes con hepatitis cronica, puesto que este trabajo sélo indica que su
frecuencia es inferior al 0.016% de las células CD8+. No obstante, cuando se realizé el
analisis de la capacidad de expansion en los distintos grupos controlando por la
frecuencia basal de LTC VHB especificos esta diferencia se mantuvo. Por tanto, estos
datos sugieren que existe una desigualdad cualitativa en las poblaciones de células CD8

VHB especificas entre sujetos con y sin control viral.

Ante estos resultados es tentador especular que dependiendo de factores virales
(in6culo, ruta de contagio, velocidad de replicacion viral, presencia de mutaciones
virales) y del huésped (tipo de respuesta T “helper”, microambiente de citoquinas,
eficacia de las CPA) se inducird o no una respuesta citotoxica adecuada durante la
primoinfeccidn. En el caso de desarrollarse una respuesta idonea, se reducird la viremia
hasta un valor inferior al necesario para inducir la activacion masiva de los LTC. Sin
embargo, cantidades variables del VHB permanecerdn en el organismo de forma
persistente. Estas trazas virales seran controladas por el reservorio periférico de LTC
VHB especificos con capacidad de expansion clonal ante el encuentro con el virus.
Probablemente estas células abandonan continuamente el compartimento periférico para
dirigirse al higado y controlar aquellos hepatocitos infectados. No debemos olvidar que
en los sujetos inmunes también participan en el conirol viral los anticuerpos
neutralizantes, pero no ocurre asi en los “portadores sanos” que no presentan
anticuerpos contra el AgHBs. En estos casos es probable que los LTC VHB especificos
sean los Gnicos responsables de dominar la infeccion. Las trazas virales persistentes
pueden actuar como un estimulo de baja intensidad que permite que se mantenga un
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reservorio de células de memoria a partir de las que surgiran células efectoras para

143 Este es el escenario que posiblemente ocurre en los

mantener controlada la infeccion
portadores sanos y sujetos inmunes. Sin embargo, si la respuesta celular citotoxica
especifica en la primoinfeccion no es adecuada, no serd capaz de reducir rapidamente la
carga viral y se puede suponer que la estimulacion continuada por la elevada
antigenemia inducira la anergia y/o muerte celular como ocurre en la infeccidn murina
por LCMV?® o por CMV 3 respectivamente. Esta es la situacién que puede ocurrir en

los sujetos con infeccion cronica por VHB AgHBe+ que presentan elevada replicacion

viral y elevada antigenemia.

Es interesante resaltar que los datos de esta tesis sugieren que el VHB persiste de
forma indefinida en el organismo a pesar de una correcta respuesta inmune, como ha
sido sefialado por otros autores anteriormente’’. En nuestro estudio solo realizamos una
busqueda del VHB en suero mediante “nested PCR™ en los sujetos con infeccion
cronica, sin embargo el hallazgo de LTC VHB en sujetos inmunes mucho tiempo
después de recuperarse de la infeccién aguda muestra que el VHB no es completamente
eliminado a pesar del desarrollo de una respuesta inmune eficiente. Es decir, puesto que
la respuesta citotdxica hallada en estos sujetos inmunes era especifica contra proteinas
del VHB que requieren la sintesis por las ¢élulas infectadas, nuestros datos implican que
existe un primado continuo de nuevos LTC por trazas transcripcionalmente activas del
virus B. Por otro lado, en los sujetos “portadores sanos” observamos que a pesar de no
detectar mediante técnica de hibridacién el DNA viral en suero, si fue posible
descubrirlo en la mayoria de individuos mediante “nested PCR”. Por tanto, en este caso
podemos comprobar como a pesar del conmtrol ejercido por el sistema inmune
probablemente mediante los LTC VHB especificos el virus era aun detectable en suero.
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El siguiente objetivo de nuestro trabajo era evaluar la relacién que existia entre
el dafio hepatico y la respuesta celular citotoxica. Como se ha comentado hasta ahora,
los sujetos con control viral disponian de una respuesta CD8 VHB especifica
cualitativamente superior a los pacientes con elevada viremia. Sin embargo, tanto en los
sujetos con inmunidad natural como en los portadores sanos, a pesar de la presencia de
esta respuesta no existia dafio hepético (transaminasemia normal), mientras que los
pacientes con hepatitis crénica AgHBe+ con una respuesta inferior presentaban dafio
hepatico. No obstante, se podria argumentar que esto no implica que los LTCs no
produzcan el dafio en la hepatitis cronica, puesto que la baja frecuencia de estas células
en el compartimento periférico podria indicar que estan secuestradas en el higado donde
producirfan el dafio tisular. Sin embargo, creemos que los datos de esta tesis son
compatibles con observaciones obtenidas en investigacion animal y humana que
demuestran que puede existir un control viral por los LTCs virus especificos sin

ocasionar dafio histico.

Cooper et al. han demostrado en chimpancés infectados con VHC que no existia
correlacion entre la actividad citotoxica de los linfocitos CD8 VHC especificos aislados

del higado y el valor de transaminemia'!’

. En un modelo murino de hepatitis fulminante
por VHB se ha observado que el dafio hepatico es generado por las células
mononucleares del sistema innato que son reclutadas al lugar de la infeccién por
mecanismos dependientes de IFNy”. Esta situacion también se produce en el modelo
animal de hepatitis inducida por concavalina A™*® y en un modelo murino de infeccién

por virus influenza®. En otro modelo de infecciéon pulmonar murina por virus influenza

se ha demostrado como los linfocitos T citotdxicos virus especificos que presentaban las
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correctas propiedades efectoras y migratorias eran capaces de controlar la infeccion sin
provocar dafio histico, mientras que si la respuesta citotoxica no era adecuada no se
controlaba la infeccion y se producia un masivo infiltrado mononuclear pulmonar'".
Estos trabajos sugieren que el dafio proviene de las células no antigeno especificas que
infiltran el 6rgano infectado en ausencia de control del patégeno. En la infeccion
crénica por VHC en el hombre se ha observado, mediante el estudio con complejos
tetraméricos contra varios epitopos, que la mayoria de los linfocitos CD8 intrahepaticos
no son antigeno especificos como ocurria en los modelos murinos anteriores. Es por
tanto probable que lo mismo ocurra en la hepatitis cronica B, es decir, en ausencia de
control viral por los LTC VHB especificos se generara un infiltrado mononuclear por
activacion inespecifica que ocasionara el dafio hepatico, mientras que los sujetos con

una respuesta adecuada citotéxica no desarrollaran este dafio.
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Fig. Vi.1 - Diferentes respuestas de las células CD8 “nive” tras reconocimiento del antigeno.



Ademas, recientes descubrimientos demuestran que las células CD8 VHB
especificas son capaces de controlar la replicacién viral por mecanismos no
citoliticos'*. En los ultimos afios varios grupos han demostrado que cuando los virus
infectan células hepaticas es mas probable que el control viral se ejerza mediante
inactivacion intracelular mediada por citoguinas que a través de la destruccién de la
célula infectada. Guidotti et al. han estudiado este mecanismo profundamente y han
descrito que la replicacion es abolida completamente mediante citoquinas tipo I en los
hepatocitos de ratones transgénicos que expresan el VHB™®. Estas citoquinas son
capaces de degradar completamente el genoma del virus B y aclarar la infeccion sin
necesidad de destruir la célula infectada. Este método no citopético de aclaramiento
viral no es particular del VHB. Tl control de la infeccion hepatica por CMV'* o por
listeria monocitogenes'*® parece estar sobre todo mediado por IFNy mas que por vias
dependientes de perforina. Guidotti et al. han demostrado que el LCMV es aclarado
también de los hepatocitos por mecanismos no citoliticos que no son operativos en otras
células™. Todos estos trabajos sugieren que el control de los hepatocitos infectados no
requiere una lisis masiva y quizas constituye una estrategia para preservar la integridad

funcional hepética.

Recientemente se ha demostrado que durante la infeccién aguda por VHB en
chimpancés, el aclaramiento del virus ocurre antes de que aparezca el pico de
transaminemia e infiliracion hepdtica. Este trabajo sugiere que la inactivacién
intracelular del! VHB tnducida por los LTC VHB especificos puede ser el mecanismo de
control viral predominante en este modelo relacionado con el hombre™. No obstante, se
debe recordar que la lisis de hepatocitos via Fas o perforina estd claramente
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151 Por tanto, cierto grado de apoptosis y consecuente regeneracion de

demostrada
hepatocitos debe ocurrir, Esto se ha demostrado en la infecciéon aguda y cronica por
VHW en la marmota, en la que se observa la presencia de lisis durante el control de los

hepatocitos infectados'>>.

En resumen, los datos de este trabajo muestran una correlacion negativa de la
frecuencia y capacidad de expansion de los LTC core 18-27 especificos en sangre
periférica con la cifra de transaminasemia, que junto a los recientes descubrimientos
sobre los mecanismos no citoliticos de control viral sugieren que es posible un control

de la infeccion por las células CD8 VHB especificas sin produccion de dafio hepatico.

Desde un punto de vista practico, la informacién obtenida con este estudio nos
invita a pensar que la restauracion de la respuesta celular citotéxica VHB especifica en
los pacientes con hepatitis cronica e+ a los mismos niveles que aparece en los sujetos
inmunes o portadores sanos, podria ayudar al control de la infeccién en estos casos. Si
suponemos que la elevada antigenemia/carga viral puede provocar la anergia y/o
deleciéon de los LTC VHB especificos en la hepatitis crénica B, como ocurre en los

3635 una posible estrategia para controlar la

modelos murinos previamente comentados
infeccién podria ser el uso de farmacos anti-virales que reduzcan la carga viral para
permitir la recuperacion de esta respuesta. En este sentido, el tratamiento con
lamivudina ha demostrado ser capaz de disminuir la carga viral hasta valores
practicamente indetectables con técnicas de hibridacion, aunque no consigue eliminar el
cccDNA'®. El papel de este farmaco sobre la respuesta T helper VHB especifica ha
sido recientemente estudiado. Se ha observado que la lamivudina induce un incremento

de esta respuesta, aunque esta situacién no favorecio la seroconversién en la mayoria de
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los casos'**. Es importante investigar en el futuro si este andlogo de la deoxicitosina
ejerce el mismo efecto sobre la respuesta celular citotdxica antigeno especifica. Es
posible que la reduccién de la carga viral permita [a recuperacion de las células CD8
VHB especificas o la aparicion de nuevos precursores a partir del compartimento

timico, como ocurre durante [a terapia intensiva antiretroviral en la infeccion por

VIHISS’ISG.

Otra interesante estrategia para restaurar la respuesta CD8 VHB especifica
puede ser la administracién de vacunas, que induzcan una vigorosa respuesta celular
citotoxica aprovechando el descenso de la viremia provocado por drogas que reduzcan
la carga viral. Recientemente se han publicado los resultados de un estudio piloto con
una vacuna basada en el epitopo core 18-27 que es capaz de incrementar la respuesta
CD8 core 18-27 especifica’’ aunque sin un efecto positivo sobre la seroconversién. No
obstante, se necesitan mas estudios para comprobar si estos esperanzadores hallazgos
pueden convertir a estas estrategias terapéuticas en alternativas al interferon alfa. Es
indudable que la utilizacion de los complejos tetramericos HLA-1/péptido para
cuantificar las células CD8 VHB especificas permitira de forma sencilla valorar el

efecto de estos tratamientos sobre la respuesta celular citotéxica.

En conclusion, la cuantificacion de las células CD8 core 18-27 especificas del
compartimento periférico, en pacientes con infeccidén crénica por VHB con distinto
control viral y diferente dafio hepatico, ha aportado nuevas perspectivas al conocimiento
de la patogénesis de la infeccién por VHB. Los datos de este trabajo sefialan que los
sujetos con control del VHB muestran una activa respuesta citotoxica especifica que no
se observa en los pacientes con elevada carga viral. Ademas, se sugiere que los
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linfocitos CD8 VHB especificos pueden controlar la infeccién sin generar lesién
hepatica. Estos resultados deben alentammos a la busqueda de tacticas que permitan

restaurar esta respuesta en pacientes sin contro! de la infeccion.

129



VII. CONCLUSIONES.

1. La tincion de las células CD8+ de sangre periférica con complejos tetraméricos
HIL A-A2/core 18-27 en sujetos HLA-A2+ con infeccion persistente por VHB es una

técnica vdlida para estudiar las células CD8+ VHB especificas.

2. Utilizando esta técnica es posible detectar un reservorio de linfocitos CD8 VHB
especificos en sangre periférica de pacientes HLA-A2+ con infeccion persistente

por VHB.

3. Este reservorio se¢ detecta mas frecuentemente en sujetos capaces de controlar la

infeccidon que en pacientes con elevada viremia y dafio hepético.

4. No obstante, la frecuencia de células CD8+ core 18-27 especificas en sangre
periférica de sujetos con infeccion persistente por VHB, independientemente de su

situacion clinica, es muy baja (inferior al 0.05% de la poblacion de linfocitos CD8).

5. La capacidad de expansion clonal de las células CD8 VHB especificas tras entrar en

contacto con los epitopos virales estd presente en sujetos con infeccion persistente
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por VHB que controlan la viremia, mientras que esta habilidad estd ausente en la

mayoria de pacientes con hepatitis cronica por VHB AgHBe+.

La distinta capacidad para elaborar una respuesta celular citotoxica VHB especifica
entre sujetos portadores sanos del VHB y pacientes con hepatitis cronica, puede ser
un factor determinante en la diferente habilidad para controlar la infeccién que

muestran ambos grupos de pacientes.

El desarrollo de una respuesta citotoxica VHB especifica adecuada puede lograr el

control viral sin produccion de dafio hepatico.
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IX. APENDICES.

IX.1 Abreviaturas utilizadas.

Ac anti HBe: anticuerpos contra el antigeno HBc.
Ac anti HBe: anticuerpos contra el antigeno HBe.

Ac anti HBs: anticuerpos contra el antigeno HBs.

Ag HBe: antigeno e del virus B.

Ag HBs: antigeno s del virus B.

ALT: alanina amino-transaminasa.

AST: aspartato amino-transaminasa.

cccDNA: DNA circular cerrado covalentemente.
CDR: region complementaria determinante.
Core 18-27: epitopo core 18-27 del VHB.

CMYV: citomegalovirus.

CMSP: células mononucleares de sangre periférica.

DAG: diacil-glicerol.

DNA: acido desoxirribonucleico.
DNA VHB: carga viral del VHB.
VEB: virus de Epstein Barr.

FasL: Fas-ligando.
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Fc: fraccién constante de la inmunoglobulina.
FLPSDFFPSV: fenilalanina-leucina-prolina-serina-aspartato-fenilalanina-fenilalinina-
prolina-serina-valina.

Gag 75-85: epitopo gag 75-85 del VIH.

HCBe+: hepatitis crénica B AgHBe+.

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.

HTLV-1: virus de Ia leucemia T humana 1.

HLA: complejo mayor de histocompatibilidad humana.
Ig: inmunoglobulina.

IL: interleuquina.

IFN: interferén.

IP;: inositol tri-fosfato.

ITAM: motivo de activacion basado en tirosina.

LTC: linfocitos T citotoxicos.

LCMYV: virus de la linfocoriomeningitis murina.

LDA: ensayo de dilucion limite.

PBM.: proteina basica de la mielina.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

Pol 575-583: epitopo polimerasa 575-583 del VHB.
PTK: protein tirosin kinasa.

PS: portador sano.

RER: reticulo endoplasmatico rugoso.

RNA: 4cido ribonucleico.

STF: suero de ternera fetal.

TAP: transportador asociado con ¢l procesado del antigeno.
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Te 18-27: complejo tetramérico HLA-A2/core 18-27.

TCR: receptor de la ¢élula T.

Th: linfocito T helper.

TNF: factor de necrosis tumoral.

VHB: virus de la hepatitis B.

VHC: virus de la hepatitis C.

VHD: virus de la hepatitis D.

ZAP: proteina asociada Z.

WHYV: virus de la hepatitis de la marmota monax.
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