Invest Clin 47(1): 83 - 96, 2006

Patron de activacion de linfocitos T
en ausencia de respuesta protectora
contra el virus de la Hepatitis B. Revision.

Loredana Goncalves, Luisa Barboza, Benibelks Albarran, Siham Salmen, Henry Montes,
Manuel Herndndez y Lisbeth Berrueta.

Instituto de Inmunologia Clinica, Facultad de Medicina, Universidad de Los Andes.
Mérida, Venezuela. Correo electronico: Iberruet@ula.ve.

Palabras clave: Hepatitis B, activacion, citocinas, linfocitos T, no respondedores,
vacuna

Resumen. La hepatitis B es una causa importante de morbilidad y morta-
lidad en el mundo. Un cumulo importante de evidencias sugiere que tanto la
respuesta humoral como la celular son importantes para la eliminacién del vi-
rus y que la respuesta celular se ha involucrado en la patogénesis de la enfer-
medad. La vacunacién con el antigeno de superficie (HBsAg) es considerada
como la estrategia principal para el control de la infeccién. Sin embargo,
aproximadamente 5 a 10% de los individuos fallan en producir anticuerpos es-
pecificos. En este trabajo se han revisado aspectos fundamentales en la inmu-
nopatogenia de la Hepatitis B, asi como también fenébmenos que explican la
ausencia de respuesta a la vacuna. Partiendo de la premisa que los individuos
no respondedores a la vacuna contra la Hepatitis B, estan en riesgo de infec-
cidn, se propone un mecanismo comun para explicar la ausencia de respuesta
frente al virus. En el contexto del modelo planteado se describe una altera-
cion en la activacion de los linfocitos T, tanto en no respondedores como en
infectados cronicos. Estas observaciones son consistentes con diferencias po-
tenciales en el eje de presentacion MHC/Ag, contribuyendo al entendimiento
sobre la alteracion de la respuesta T cooperadora como un mecanismo de
base para la ausencia de inmunidad protectora contra el virus de la hepatitis
B (VHB).

Autor de correspondencia: Lisbeth Berrueta. Instituto de Inmunologia Clinica. Av. 16 de septiembre, Edif.
Louis Pasteur, Anexo al IAHULA. Mérida, Venezuela. Correo electrénico: Iberruet@ula.ve




84

Goncalves y col.

Pattern of T cell activation in absence of protective immunity

against hepatitis B virus. Review.

Invest Clin 2006; 47(1): 83 - 96

Key words: Hepatitis B, activation, cytokines, T lymphocytes, nonresponders, vaccine.

Abstract. Hepatitis B is an important cause of morbidity and mortality
around the world. One-third of the world’s population has been estimated to
be infected with hepatitis B virus (HBV). A significant amount of evidence
suggests that both humoral and cellular immune responses are important to
eliminate the virus and that, cellular immunity is involved in the pathogenesis
of the disease. Vaccination with HBsAg is considered as the main strategy for
effective control of the infection and viral transmission. However, approxi-
mately 5-10% of immunized individuals fail to elicit detectable specific anti-
bodies and remain at risk for hepatitis B infection. In this work we have re-
viewed the current status in the pathogenesis of the disease and the mecha-
nisms described to explain nonresponsiveness to the vaccine as well. Since
nonresponders to the vaccine are at risk for the infection, a common mecha-
nism to explain the absence or inappropriate immune response to virus com-
ponents is proposed. Within the suggested model an impaired activation of T
lymphocytes against viral antigens, both in nonresponders to vaccination and
chronically infected patients, is described. These observations could be consis-
tent with potential differences in the MHC/Ag presentation; therefore con-
tributing to our understanding of the altered T helper response as an underly-

ing mechanism for the lack of protective immunity against VHB.

Recibido: 11-10-2004. Aceptado: 03-06-2005.

GENERALIDADES
SOBRE LA HEPATITIS B

La hepatitis B es una de las enfermeda-
des méas importantes que afecta la raza hu-
mana y constituye un problema de salud pu-
blica a nivel mundial. La Organizacién Mun-
dial de la Salud (OMS) estima que existen 2
millardos de personas infectadas, de las cua-
les 350 millones son portadores cronicos del
HBsAg y estos individuos tienen un alto ries-
go de desarrollar carcinoma hepatocelular.
El VHB, agente causal de esta enfermedad,
es transmitido a través de la exposicion per-
cuténea o permucosa a fluidos corporales in-
fecciosos, a traves del contacto sexual con la
persona infectada y por via perinatal de la

madre infectada a su hijo. La frecuencia de
la infeccion por este virus y los patrones de
transmision, varian marcadamente en dife-
rentes partes del mundo. Aproximadamente
45% de la poblacién mundial vive en areas
donde la prevalencia de la infeccion crénica
es alta (=8% de la poblacién es positiva para
el HBsAQ), 43% vive en areas donde la preva-
lencia es moderada o intermedia (2 a 7% de
la poblacion es HBsAg positiva) y 12% vive
en areas de baja endemicidad (<2% de la po-
blacion es HBsAg positiva) (1).

En Sudamérica ocurren anualmente
mas de 100.000 casos de infeccion aguda,
con una prevalencia de exposicién que osci-
la entre 6,7 y 41% y una prevalencia del
HBsAg que varia entre 0,4 y 13%. Venezuela
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presenta un nivel de prevalencia intermedia
(1-5%), con focos de alta endemicidad:
Amerindios del Estado Amazonas, del Esta-
do Delta Amacuro, de la Sierra de Perija en
el Estado Zulia y un foco descrito en el
Estado Barinas (2-4).

La hepatitis B es una enfermedad ne-
croinflamatoria de severidad variable. Las
consecuencias de la infeccion aguda son
muy heterogeneas. El periodo de incuba-
cidn puede extenderse entre 6 semanas y 6
meses y el desarrollo de las manifestaciones
clinicas es altamente dependiente de la
edad. Los recién nacidos generalmente no
desarrollan ni signos ni sintomas y la infec-
cion puede producir el cuadro clinico de
enfermedad en so6lo 5 a 15% de los nifios en-
tre 1y 5 afios de edad (5). Los nifios mayo-
res y los adultos, son sintomaticos en 33 a
50% de las infecciones. La hepatitis fulmi-
nante ocurre entre 1 y 2% de las personas
con enfermedad aguda. La infeccion croni-
ca se define como la presencia de HBsAg en
el suero durante al menos 6 meses y ausen-
cia de anticuerpos contra este antigeno
(anti-HBs). El riesgo de desarrollar la infec-
cion cronica varia inversamente con la edad
y es més elevado en nifios infectados duran-
te el periodo perinatal. Las personas con in-
feccion cronica por el VHB tienen un riesgo
elevado de desarrollar enfermedad hepética
crénica incluyendo cirrosis y carcinoma he-
patocelular (1).

El VHB es un virus ADN de doble cade-
na con envoltura que pertenece a la familia
Hepadnaviridae. ElI genoma viral esta orga-
nizado en cuatro unidades de transcripcién
controladas por cuatro promotores inde-
pendientes y una sefial de poliadenilacién
comun generando cuatro ARN extensamen-
te solapados entre si (6).

VACUNA CONTRA LA HEPATITIS B

La vacunacion masiva contra la hepati-
tis B, inicialmente recomendada Unicamen-

te para zonas de alta endemicidad, ha sido
propuesta actualmente para todos los pai-
ses porque se ha demostrado que s6lo me-
diante la vacunacién a nivel mundial se po-
dra controlar esta epidemia y finalmente
tratar de erradicar el virus. Actualmente,
las vacunas disponibles contra la hepatitis B
estdn compuestas de preparaciones de
HBsAg altamente purificadas, bien sea pre-
paradas mediante la obtencién del HBsAg
del plasma de personas con infeccion croni-
ca (llamadas vacunas derivadas de plasma)
0 a partir de plasmidos que contienen el
gen que codifica para el HBsAg, dentro de
células de levaduras o de mamiferos (7).

La eficacia protectora de la vacunacién
contra la hepatitis B esta directamente re-
lacionada con el desarrollo de Anti-HBs (8,
9). Las personas quienes desarrollan titulos
de Anti-HBs =10 mIU/mL después de una
serie de vacunacién primaria, estan virtual-
mente protegidos en un 100% contra la en-
fermedad clinica y la infeccion croénica.

A pesar que las vacunas disponibles co-
mercialmente contra la hepatitis B han de-
mostrado inmunogenicidad excelente y alta
eficacia protectora, se ha descrito que apro-
ximadamente entre 4 a 10% de los adultos
sanos inmunocompetentes, no producen ni-
veles protectores de Anti-HBs (9, 10). Este
grupo de individuos incluye no respondedo-
res y bajos respondedores, quienes son inca-
paces de producir niveles detectables
(>1miU/mL) o protectores (10miU/mL)
de Anti-HBs, respectivamente.

El mecanismo responsable de esta res-
puesta inapropiada a la vacunacién es des-
conocido. Se ha sugerido la presencia de un
defecto en la presentacion antigénica se-
cundario a la expresion de ciertos antigenos
del sistema mayor de histocompatibilidad
(MHC). Los individuos homocigotos para
HLA-DRB1*0701 y DQB1*0202 fallan en
producir = 10 IU/L de Anti-HBs, mientras
que los individuos heterocigotos requirie-
ron méas de 10mg/mL de la vacuna utilizada
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para obtener una respuesta apropiada (11).
En otro estudio mas reciente se demostro
que el reconocimiento del HBsAg esta res-
tringido por DRB5*0101, DRB1*0301,
DRB1*1201, DPB1*02012, DPB1*0402 y
DPB1*0901 (12).

Se ha demostrado ademas la existencia
de repertorios de linfocitos T y B defectuo-
sos (13), lo cual pudiera ser secundario a la
destruccién de clones de linfocitos B espe-
cificas para el HBsAg mediada por linfocitos
T citotdxicos (14).

También se ha propuesto como meca-
nismo para explicar la ausencia de respues-
ta a la vacunacion, la tolerancia inmunita-
ria(15) y defectos funcionales en la coope-
racion dependiente de los linfocitos CD4,
necesaria para la produccion de inmunoglo-
bulinas por los linfocitos B (16, 17).

En otra serie de estudios se han de-
mostrado alteraciones en los perfiles de ci-
tocinas producidas por linfocitos T CD4* en
respuesta al HBsAg (13, 18, 19).

Otro aspecto importante a considerar
es la presencia de mutantes de escape a la
vacuna, especialmente relacionadas a muta-
ciones localizadas en el determinante “a”
del HBsAg. Los anticuerpos anti-“a” son ca-
paces de proteger a los individuos de infec-
ciones contra cualquiera de los subtipos del
virus. Sin embargo se considera que estas
variantes presentan un interés epidemiolo-
gico y que no representan un problema re-
levante inmediato para los programas de va-
cunacion (20).

INMUNOPATOGENIA
DE LA HEPATITIS B

La patogenia de la infeccién por el vi-
rus VHB y el curso clinico individual esta
condicionada por la respuesta inmunitaria
del hospedador, dirigida contra antigenos
codificados por el virus. Este proceso, con-
duce eventualmente tanto a la eliminacion

del virus como a la lesién tisular durante el
transcurso de la infeccion (21).

Diferentes estudios proponen que el
sistema inmunitario activa varios mecanis-
mos para eliminar viriones extracelulares
circulantes y células infectadas por el virus.
El mecanismo de defensa de mayor efectivi-
dad contra la infeccién, consiste en la pro-
duccién de inmunoglobulinas de tipo IgM e
IgG especificas, capaces de reconocer anti-
genos virales tanto solubles como unidos a
las membranas celulares. Una vez que el vi-
rus ha ingresado a la célula, el papel de los
anticuerpos es ineficiente para su elimina-
cion, de tal manera que se ponen en mar-
cha mecanismos celulares principalmente
dependientes de linfocitos T, que puedan
controlar la infeccion con dafio minimo de
las células del hospedador. La participacion
de los linfocitos T cooperadores, elementos
clave de la respuesta celular antiviral, se
inicia con el reconocimiento por el recep-
tor del linfocito T (TCR) de los péptidos vi-
rales presentados en asociacion con molé-
culas del MHC, lo cual conduce a la activa-
cion, proliferacion y produccion de citoci-
nas tanto del patron Thl como Th2. Segui-
damente y como resultado del balance entre
estos dos tipos de respuesta, se inicia la acti-
vacion de linfocitos citotdxicos CD8* (CTL),
especificos contra antigenos virales, con la
habilidad para destruir células blanco infec-
tadas mediante dos mecanismos principales:
citolisis via perforina o mediante lisis depen-
diente del sistema Fas/FasL (22).

Todos estos aspectos deben ser consi-
derados ademas en el contexto de la presen-
tacion antigénica como elemento crucial en
la induccion de la respuesta inmunitaria
adaptativa. Se han descrito alteraciones en
las células dendriticas hepéticas utilizando
un modelo experimental de hepatitis en ra-
tones, dichas alteraciones estan relaciona-
das tanto con el procesamiento, como con
la presentacion de antigenos especificos y
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disminucion en la produccion de Interleuci-
na 12 (IL-12) e interferon ganma (IFN-y) en
presencia de HBsAg (23). Se ha publicado
ademas, que en pacientes con infeccion
crénica por el virus de la hepatitis B existe
una falla en las células dendriticas para in-
crementar las moléculas del MHC de clase
I, disminucion en la expresion de molécu-
las B7, disminucion en la secrecion de
IL-12 en respuesta al HBsAg, disminucion
en la induccién de respuesta proliferativa
de linfocitos T y disminucion en la induc-
cion especifica de CTL (24). Sin embargo,
en un trabajo publicado recientemente se
ha comprobado que la capacidad estimula-
toria de las células dendriticas provenientes
de pacientes infectados con el VHB, esté in-
tacta y que la infeccion de las células den-
driticas con el VHB conduce a alteraciones
fenotipicas y funcionales menores sin alte-
rar en forma significativa su capacidad de
estimular a las células T contra virus (25).

Respuesta T cooperadora especifica
anti-VvHB

El desarrollo de la respuesta inmunita-
ria contra un determinado antigeno, sea
éste un agente infeccioso, un autoantigeno
o un alergeno, esta altamente condicionada
por los patrones de citocinas que se produz-
can. La intensidad de la respuesta inmuni-
taria anti-VHB parece estar estrechamente
vinculada al tipo de respuesta de los linfoci-
tos T ayudadores que se genera, asi como
también a la modulacion de la respuesta in-
munitaria dependiente de los antigenos vi-
rales. Se ha comunicado que en individuos
no respondedores a la inmunizacion con la
vacuna contra la hepatitis B, existe un de-
fecto en la respuesta Thl, segun el patron
de citocinas que se producen, al estimular
in vitro linfocitos T de sangre periférica con
antigenos recombinantes (13, 26). Sin em-
bargo, estos parametros han sido revisados
mas recientemente y se ha probado que la
respuesta de citocinas ante la inmunizacion

con HBsAg es muy compleja y especifica
para cada donante sin que exista un patrén
preponderante (19).

En la sangre periférica de pacientes
con hepatitis aguda autolimitante, se gene-
ra una respuesta potente mediada por linfo-
citos T CD4+ restringida por el MHC clase
I, contra multiples epitopes presentes en
los antigenos de la nucleocapside, el HBcAg
y el HBeAg (27). En contraste, este tipo de
respuesta es menos potente contra los anti-
genos de la envoltura en los mismos pacien-
tes y se ha demostrado una alteracién de la
respuesta T cooperadora en la infeccién
crénica (16). La respuesta especifica de lin-
focitos T contra antigenos de la envoltura
es muy potente en pacientes quienes han
sido inmunizados con la vacuna recombi-
nante de HBsAg o derivado plasmatico (12).

Papel de las citocinas en la infeccion
por el VHB

De lo anteriormente expuesto se infie-
re que el éxito en la eliminacion del virus,
con dafio minimo de las células propias del
hospedador, depende en gran parte de un
balance entre la respuesta especifica de los
linfocitos T cooperadores anti-VHB del tipo
Thl y Th2, donde los linfocitos T CD4+ in-
duzcan activacion de los CTL y la sintesis
de inmunoglobulinas especificas anti-
HBsAg que pueda determinar la resolucién
de la infeccion aguda.

De acuerdo con varios estudios realiza-
dos, los tipos de citocinas asociados con la
resolucion espontanea de la hepatitis B
aguda, consisten en el patrén Thl con pre-
dominancia de interleucina 2 (IL-2), IFN-y y
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), ele-
mentos que podrian contribuir no sélo a la
erradicacion de la infeccién viral sino al
dafio hepético en pacientes que desarrollan
hepatitis crénica. Sin embargo, también se
producen pero en menor cantidad, citoci-
nas del patron Th2 como interleucina 4
(IL-4) e interleucina 5 (IL-5) responsables
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de la respuesta humoral que conduce a la
produccion de anticuerpos especificos con-
tra los antigenos del VHB, lo que indica que
un balance adecuado entre el patron de ci-
tocinas producido es crucial para eliminar
el virus de la circulacion (16, 28, 29).

El IFN-y, el TNF-a y probablemente la
IL-2, pueden inhibir el proceso replicativo
del virus por mecanismos postraducciona-
les, a través de degradacion del &cido ribo-
nucleico viral en el nucleo de la célula, evi-
tando asi el ensamblaje de la nucleocépside
en el citoplasma. Ademas, recientemente se
han presentado evidencias que indican que
la actividad antiviral del IFN-y puede ser
mediada por el 6xido nitrico (30).

EFECTO ANTIVIRAL
DE LOS LINFOCITOS T CITOTOXICOS

Aungue no existen datos sobre los even-
tos intrahepéticos tempranos de la infeccion
en humanos, el escenario que se plantea a
partir de los datos disponibles es que el in-
terferon alfa (IFN-¢ )y el IFN- producido
por los hepatocitos infectados, son primaria-
mente responsables del reclutamiento y la
activacion de células de la inmunidad innata
dentro del higado: macréfagos, células NKT
(linfocitos T con fenotipo de células asesinas
naturales o NK) y células NK. Una vez activa-
das, estas células pueden producir citocinas
y monocinas que incrementan la expresion
de moléculas del MHC de clase | sobre los
hepatocitos, células que expresan estas mo-
léculas débilmente. De acuerdo con esta in-
terpretacion, la calidad y la magnitud de la
respuesta inmunitaria innata mas que la res-
puesta especifica de CTL iniciaria la secuen-
cia de eventos patogénicos en los estadios
tempranos de la infeccién (31).

Un namero importante de evidencias
sugiere que los CTL juegan un papel pri-
mordial en la erradicacién de la infeccion,
en virtud de su capacidad para identificar y
eliminar células infectadas por virus a tra-

vés del reconocimiento de los antigenos vi-
rales presentados asociados a moléculas del
MHC clase | (32-34). Varios de los epitopes
virales son reconocidos por los CTL de la
mayoria de los pacientes infectados, mien-
tras que otros son vistos por una minoria,
sugiriendo que existe una respuesta jerar-
quica para este virus, jerarquia que pudiera
estar condicionada por la afinidad de union
al haplotipo HLA y al grado en el cual estos
epitopes son conservados entre diferentes
cepas virales (6).

Las células T CD8* son detectables en la
sangre periférica de sujetos infectados en for-
ma aguda durante la fase temprana de la in-
cubacién. Ademas, el pico de frecuencia de
linfocitos citotdxicos circulantes VHB-especi-
ficos coincide con la elevacion de las transa-
minasas (ALT) (31). Este fendbmeno sugiere
que dichas células median enfermedad ne-
croinflamatoria aguda (35). Esta hipotesis
fue derivada de experimentos en ratones
transgénicos que expresan el HBsAg o todas
sus proteinas en sus hepatocitos y que cuan-
do se les inyectaba CTL VHB-especificos, se
les inducia inflamacion y necrosis hepatica,
mediante un proceso de multiples pasos que
involucra consecuencias directas e indirectas
de la activacion de los CTL. La funcién pato-
génica més destructiva de los CTL, es la se-
crecion de IFN-y cuando ellos encontraban
antigenos in vivo, lo que activaba a macrofa-
gos intrahepaticos e inducia una respuesta de
hipersensibilidad retardada, que destruia el
higado y los rifiones del raton (36).

Una respuesta vigorosa y de tipo Thl
especifica contra HBcAg y contra HBeAg es
detectable en virtualmente todos los pacien-
tes durante la fase sintomética de la hepati-
tis B aguda autolimitante y parece estar diri-
gida contra varios epitopes, de los cuales
unos pocos son inmunodominantes y amplia-
mente reconocidos por pacientes con dife-
rentes patrones genéticos del MHC (37).

Los linfocitos T citotoxicos y de tipo
cooperadores especificos contra el VHB son
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generalmente indetectables en la sangre de
pacientes con hepatitis B cronica, quienes
son incapaces de eliminar el virus y mues-
tran dafio hepético y niveles elevados de re-
plicacién viral (37). Este bajo nivel de res-
puesta se ha atribuido a destruccién de
clones, anergia o alteraciones en el balance
de citocinas (27), pero también se ha descri-
to que poblaciones menores de CD8* especi-
ficas para VHB, son parcialmente tolerantes e
incapaces de unir tetrdmeros especificos,
producir IFN-y, lisar y expandirse después de
la estimulacion con péptidos especificos (38).

Una situacion totalmente diferente se
presenta en pacientes asintomaticos croéni-
camente infectados, sin signos de dafio he-
patico. Generalmente este grupo de pacien-
tes ha sido considerado como desprovisto
de una respuesta activa de CTL contra el
VHB. Sin embargo, estudios recientes lleva-
dos a cabo mediante tincion con tetrame-
ros y el andlisis funcional de CTL circulan-
tes e intrahepaticos, muestran que existen
linfocitos citotéxicos CD8* funcionalmente
activos, tanto en circulacion como en el hi-
gado de estos pacientes, a pesar de la au-
sencia de dafio hepético (39). Los CTL pre-
sentes en la circulaciébn muestran actividad
citolitica y secretan citocinas antivirales in
vitro después de la estimulacién con antige-
nos virales. Una fraccion elevada de linfoci-
tos CD8+ infiltrantes en estos pacientes son
HBV especificos (39). EI comportamiento
de la respuesta de CTL en pacientes infecta-
dos asintomaticos apoya la idea que el con-
trol de la replicacion del VHB puede ser
ejercido por CTL especificos sin destruc-
cion celular.

PARTICIPACION DE LOS FENOMENOS
DE ACTIVACION DE LINFOCITOS T
EN LA RESPUESTA INMUNITARIA
PROTECTORA ANTI-VHB

La hepatitis B representa un modelo
muy interesante para explorar los complica-

dos mecanismos moleculares que controlan
la respuesta inmunitaria frente a patdgenos
virales, asi como también lo es el estudio de
la respuesta a la vacunacién contra la hepa-
titis B, la cual sigue siendo la estrategia
fundamental en la prevencion de la infec-
cion. Hasta la fecha se desconocen los me-
canismos responsables de la no respuesta al
HBsAg. La ausencia de respuesta a la vacu-
na contra la hepatitis B se ha descrito en
un porcentaje de la poblacién de individuos
vacunados alrededor del mundo (9, 40) y se
asume que estos individuos estan en riesgo
para la hepatitis B. Se han propuesto una
serie de factores para explicar la ausencia
de respuesta a la vacuna y uno de los mas
controversiales se refiere al ambiente de ci-
tocinas segregadas y su repercusion en el
resultado final de la respuesta inmunitaria
contra el HBsAg. El andlisis in vitro de la
produccion de citocinas contra el HBsAg ha
revelado: ausencia de produccion de citoci-
nas del patrén Thl en sujetos no responde-
dores (13, 28), ausencia de respuesta Th2
tanto en respondedores como no responde-
dores a la vacuna (17), ausencia de citoci-
nas tanto del patron Thl como Th2 en indi-
viduos no respondedores a la vacuna (18,
19) y produccion de ambos patrones de ci-
tocinas en sujetos respondedores a la
vacuna (19).

Como parte de una linea de Investiga-
cion desarrollada en el Instituto de Inmu-
nologia Clinica de la Facultad de Medicina,
Universidad de Los Andes, para explorar
aspectos relacionados con la inmunopato-
genia de la hepatitis B, se ha estudiado la
respuesta celular frente a antigenos del
VHB en varias poblaciones de individuos.
Para evaluar tanto la respuesta observada
secundaria a la vacunacion, como la produ-
cida por mecanismos naturales, se estudia-
ron dos grandes grupos de individuos: un
grupo de individuos vacunados (responde-
dores y no respondedores a la vacuna) y no
vacunados (41) y otro grupo de pacientes
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infectados cronicos con VHB y curados de
la infeccion.

Tal y como se ha descrito previamente
(19), la respuesta proliferativa frente al
HBsAg fue pobre en los sujetos no respon-
dedores, cuando se compararon con los
respondedores a la vacuna. La ausencia de
respuesta proliferativa en estas células es
una caracteristica especifica de estos indi-
viduos por cuanto la estimulacion policlo-
nal con mitégeno de pokeweed (PWM) in-
dujo una proliferacion celular adecuada
comparable a la observadas en el grupo de
respondedores a la vacuna y en el grupo de
no vacunados.

Una posibilidad para explicar la ausen-
cia de proliferacion antigeno especifica en
los sujetos no respondedores a la vacuna
contra la hepatitis B, podria estar relacio-
nada con sefiales de co-estimulacion inapro-
piadas que pudieran generar sefiales de ac-
tivacion temprana deficientes en los linfoci-
tos T. Para probar esta hipotesis, se midid
la expresién de las moléculas CD40L, CD25
y CD69 en las células CD3+/CD4* de los
tres grupos de sujetos estudiados. Se obser-
vO un porcentaje disminuido de la expresion
de CD69 en el grupo de no respondedores
al compararse con los respondedores. Con
la finalidad de analizar el efecto de este re-
sultado, la expresion de CD69 se compard
con el indice de proliferacion, observandose
una correlacion positiva entre estos dos pa-
rdmetros. De tal manera que puede decirse
que la ausencia de proliferacion especifica
en los no respondedores a la vacuna contra
la hepatitis B, puede ser secundaria a defec-
tos en la activacion celular temprana.

La molécula CD25 se expresa general-
mente en linfocitos T activados y se cree
que las células que expresan una propor-
cion elevada del receptor de alta afinidad
para IL-2 (CD25) cumplen una funcién de
inmunorregulacion (42) y ademéas son los
candidatos mas probables como precurso-
res inmediatos de células efectoras (43). En

el estudio mencionado se observé que la es-
timulacion con HBsAg no induce incremen-
to en el porcentaje de expresiéon de CD25
en los linfocitos T de los sujetos del grupo
de individuos no respondedores a la vacuna.

Se incluyen dos causas adicionales que
pudieran explicar la ausencia de respuesta a
la vacuna contra la hepatitis B en los suje-
tos no respondedores: un ambiente de cito-
cinas inadecuado o defectos en la interac-
cion CD40/CD40L. Entre las multiples vias
de coestimulacioén identificadas, existen evi-
dencias solidas que las interacciones entre
los receptores localizados en los linfocitos T
denominados CD28 y CD40L, con sus res-
pectivos ligandos B7.1/B7.2 y CD40, locali-
zados en las células presentadoras de anti-
geno (CPA), son criticas para la activacion
y modulacion de la respuesta inmunitaria
especifica (44). La presencia de un dialogo
reciproco entre las CPA y los linfocitos T es
el responsable de la activacion de ambos
grupos celulares. Los linfocitos T necesitan
expresar CD40L para inducir las moléculas
de la familia B7 sobre las CPA y la expre-
sibn de moléculas coestimuladoras sobre
las CPA, se requiere para activar el linfocito
T (45). En los sujetos no respondedores se
manifestd una marcada disminucién de la
expresion de CD40L en su superficie, en
respuesta al HBsAg. Se observd ademas
como dato importante, un coeficiente de
correlacién elevado entre la expresion de
CDA40L en las células CD4* y la produccion
de inmunoglobulinas.

Con la finalidad de analizar el patron
de citocinas producidas por los linfocitos T
de los tres grupos de individuos, se cuantifi-
co la sintesis intracelular de las siguientes
citocinas: IL-2, IFN-y, IL-4, interleucina 13
(IL-13) y el factor de crecimiento tumoral
beta (TGF-3). Se observé que las células T
del grupo de vacunados respondedores, pro-
dujeron niveles significativos de todas las
citocinas exploradas, sin preferencia alguna
en el perfil. Estos resultados estan en fran-
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co contraste con aquellos demostrados en
los sujetos no respondedores, en quienes la
expresion de citocinas en respuesta al
HBsAg, fue inclusive mas baja que la obser-
vada en los sujetos no vacunados (41). Tal y
como lo reportaron Larsen y colaboradores,
la respuesta de citocinas in vitro al HBsAg
es muy compleja y dependiente del sujeto
(19). Estos resultados sugieren que un am-
biente inapropiado de citocinas en respues-
ta a la estimulacion especifica con el
HBsAg, podria explicar en parte el detri-
mento tanto de la respuesta humoral como
celular contra el HBsAg.

Existen varios factores que determinan
la diferenciacion de un linfocito T virgen en
un linfocito activado después del desafio an-
tigénico (46, 47), éstos incluyen la fuerza de
la sefial procedente del TCR o densidad anti-
génica, el medio de citocinas que se genere
y las vias de coestimulacion involucradas.
Los resultados previamente descritos sugie-
ren que la falla en la proliferacion y produc-
cion de citocinas, puede ser una consecuen-
cia de una sefal de activacion ineficiente,
bien sea dependiente del eje antigeno/CPA o
secundaria a una participacion limitada del
linaje de linfocitos T cooperadores. Clarificar
este proceso tan complejo requerira de in-
tensos estudios. Adicionalmente se puede
deducir que la ausencia o disminucién de la
respuesta humoral especifica en los indivi-
duos que no responden a la vacuna puede
ser el resultado de una incapacidad de las
células Th para inducir un cambio en el iso-
tipo de inmunoglobulinas durante la madu-
racion de la respuesta de los linfocitos B.

Si partimos de la premisa que los indi-
viduos que fallan en producir niveles ade-
cuados de anticuerpos protectores frente al
HBsAg, estan en riesgo de contraer la infec-
cion, resulta razonable pensar que aquellos
pacientes que no pueden eliminar el VHB
de la circulacion, convirtiéndose por ende
en infectados crénicos, pudieran presentar
déficit en sefales tempranas de activacion

comparables a las observadas durante la no
respuesta a la vacunacion. Dado que en los
resultados observados en el grupo de vacu-
nados no respondedores se demostrd una
disminucion en la expresién de marcadores
de activacioén, cabe preguntarse si este mis-
mo defecto pudiera estar presente en las
células de pacientes infectados crénicos, en
respuesta a estimulo con HBcAg. Se obser-
vO un porcentaje disminuido de la expresion
de CD69 en el grupo de infectados croni-
cos, al compararse con el grupo de indivi-
duos curados naturalmente de la infeccion.
Este resultado sugiere un déficit en sefales
tempranas de activacion de los linfocitos T
especificos contra el HBcAg y ademas, el es-
timulo con HBcAg indujo incremento de la
expresion de esta molécula en las células T
de los sujetos curados de la infeccion.

Las células CD4+ de los pacientes in-
fectados cronicos no incrementan los nive-
les de CD40L al ser estimuladas con
HBcAg. Este resultado sugiere un mecanis-
mo comun para explicar una activacion ine-
ficiente de los linfocitos Th, elementos cla-
ve de la respuesta inmunitaria, con repercu-
siones en la produccion de citocinas, activa-
cion de CTL, produccion de inmunoglobuli-
nas protectoras, reclutamiento y activacién
de otros componentes inflamatorios encar-
gados de limitar la infeccion.

A fin de analizar el patron de citocinas
producidas por los linfocitos T de infecta-
dos y curados de la infeccion, se cuantifico
la sintesis intracelular de algunas citocinas.
Como resultado interesante destaca que los
pacientes infectados cronicos expresan ni-
veles elevados de interleucina 10 (IL-10),
en células estimuladas con HBcAg, en el
grupo de pacientes infectados crénicos. Asi
mismo, se demostré que los linfocitos T
CD8* de los pacientes infectados crénicos
estimulados con el HBcAg, expresan niveles
elevados de TGF-3, en comparacion con los
sujetos que resolvieron la infeccion espon-
tdneamente.
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Fig. 1. Modelo de no respuesta contra antigenos del virus de la hepatitis B. a) Defectos en sefiales
tempranas de activacion derivadas de la interaccion entre el complejo MHC/VHB en las CPA y
los linfocitos T cooperadores, como resultado de un ambiente inhibitorio dependiente de la
produccion de IL-10 y de la baja expresién de CD40L y otros receptores de activacion. b) Esto
conlleva a una expansion y diferenciacion deficiente de los linfocitos T cooperadores tanto del
patron Thl, lo cual afectaria la respuesta de los CTL (c), como del patron Th2, disminuyendo
la produccidn de anticuerpos neutralizantes especificos (d).

El incremento observado en la sintesis
de TGF-6 mediado por las células T de los
pacientes infectados cronicos sumado a in-
duccion de la sintesis de IL-10, encaja per-
fectamente en el contexto del papel antiin-
flamatorio e inhibitorio adjudicado a la
IL-10 (48). Se ha demostrado previamente
un incremento en la frecuencia de células
secretoras de IFN-y e IL-10 en pacientes

con hepatitis B crénica, tanto en células
mononucleares de sangre periférica, como
en linfocitos que infiltran el higado, que se
correlaciond con los niveles de ALT séricas
(49), sugiriéndose una supresion de la res-
puesta inmunitaria antiviral, lo cual contri-
buye a la persistencia de la infeccién. Tam-
bién es importante citar un estudio realiza-
do en un numero importante de pacientes
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con infeccion crénica por VHB, el cual de-
mostré la asociacion entre el haplotipo ht2
de IL-10 y la progresion hacia hepatocarci-
noma (50).

La IL-10 producida por muchas células
hematopoyéticas, incluyendo macrdéfagos,
células dendriticas y linfocitos T, desem-
pefia un papel importante en la inhibicién
de la respuesta inflamatoria y en la inmuni-
dad mediada por células (51). Los efectos
anti-inflamatorios de la IL-10 son atribuidos
primariamente a su capacidad para inhibir
funciones de las células accesorias (princi-
palmente células dendriticas) requeridas
para una funcion 6ptima de los linfocitos T.
La IL-10 puede inhibir la produccion de ci-
tocinas por parte de células accesorias, ta-
les como: TNF-«, IL-1 e IL-2, las cuales se
requieren para la produccién éptima de
IFN-y (51, 52). Adicionalmente, la IL-10
afecta la coestimulacion disminuyendo la
expresion de B7.1 y B7.2 en los monocitos,
macroéfagos y células dendriticas e inhibe la
actividad de la quinasa de tirosina depen-
diente de CD40 (53). También se ha descri-
to que esta interleucina inhibe la expresion
de MHC de clase | y de Clase I, interfirien-
do por lo tanto con la presentacion antige-
nica y la sensibilizacién de linfocitos T anti-
geno-especificos (54).

CONCLUSION

El escenario observado, en donde pre-
valece un microambiente inhibitorio, po-
dria explicar una activacion ineficiente de
poblaciones linfoides, reflejado en disminu-
cion antigeno especifica de moléculas coes-
timuladoras y marcadores tempranos de ac-
tivacion. El resultado de este desequilibrio
en la respuesta inmunitaria es una incapaci-
dad para eliminar el virus y la progresion
hacia un proceso inflamatorio crénico que
predispone al dafio hepéatico permanente.

En conclusion se describe un circuito
inhibitorio, en donde el compromiso de los

linfocitos Th para coordinar el desarrollo de
los mecanismos de defensa antiviral, esta
estrechamente relacionado con pasos criti-
cos tempranos de activacion y dialogo con
células accesorias (Fig 1). La pérdida de
este delicado balance en la respuesta inmu-
ne, conducird eventualmente a ausencia de
inmunidad protectora después de la vacuna-
cién, mayor susceptibilidad para contraer la
infeccion por el VHB y finalmente a imposi-
bilidad para eliminar el virus de la circula-
cién en una proporcién de pacientes infec-
tados, lo cual redundard en riesgo incre-
mentado de cirrosis hepética y carcinoma
hepatocelular.
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