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Caracteristicas fenotipicas de células T linfocitarias de tipo regulador (Treg) presentes en
el higado de pacientes con infeccidn crénica por VHB
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Resumen

El virus de la hepatitis B (VHB) puede generar dafios irreversibles en el higado. En este trabajo se caracterizaron las
poblaciones de células T reguladoras infiltrantes del higado, en biopsias hepaticas de sujetos con infeccion crénica por el
VHB. Se evidencio un incremento significativo (p< 0,05) del nimero de células T CD4+ que co-expresan FoxP3, IL-10 o TGF
en los individuos infectados crénicos con el VHB, al compararse con los otros dos grupos estudiados. Este incremento se
correlaciond positivamente con los niveles plasmaticos de ALT (R=0,9, p<0,05). No hubo diferencias significativas entre los
tres grupos cuando se evalud a las poblaciones CD8+. Estos resultados pudieran contribuir a entender los eventos que
conducen al fracaso de la respuesta inmune, asociado a reclutamiento de poblaciones de tipo supresor, que pudieran
inhibir la respuesta efectora especifica contra el VHB contribuyendo con la persistencia viral.
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Abstract

Hepatitis B virus (HBV) is responsible for irreversible liver damage. In this study we evaluated regulatory T cell that infiltrate
the liver in hepatic biopsies from subjects with chronic HBV infection. Data showed a significant increase (p <0.05) in the
number of CD4 + T cells co-expressing FoxP3, IL-10 or TGFB, in HBV chronically infected patients, as compared with the
other group of patients. This increase was positively correlated with plasma ALT levels (R= 0.9, p <0.05). There were not
significant differences between the clinical groups, when liver infiltrating CD8 + populations were evaluated. These findings
may contribute to understand events leading to failure of the immune response associated with recruitment of suppressor-
type populations, which could inhibit specificimmune response against HBV, therefore contributing to viral persistence.
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Introduccién consecuencias importantes que comprometen la
calidad de vida, tales como: la fibrosis, cirrosis y/o el
carcinoma  hepatocelular (CHC) (3). Diversos
mecanismos se han propuesto a fin de explicar el
mecanismo involucrado en la persistencia viral y el
desarrollo de la cronicidad (4,5), sin embargo, estos
eventos no estan del todo claros. Recientemente, se le
ha dado relevancia a los mecanismos tolerogénicos,
debido en parte a que se ha logrado evidenciar que
proteinas del VHB, pueden favorecer el desarrollo de

Se estima que existen alrededor de 400
millones de portadores del virus de la hepatitis B (VHB)
en el mundo (1). Tres cuartas partes de la poblacién
mundial viven en dreas de alta prevalencia de
infeccion (> al 8%); el resto viven en regiones de baja
prevalencia (< del 2%) dentro de las que se destaca
Venezuela (2). La infeccion crénica por el VHB tiene

X Autores de correspondencia: Lisbeth Berrueta Carrillo, correo electrénico: lberruet@ula.ve. y Siham Salmen, correo electrénico:
sihamsa@ula.ve. Instituto de Inmunologia Clinica, Facultad de Medicina, Universidad de Los Andes, Merida 5101, Venezuela.
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células con fenotipo de células T reguladoras (Treg) (6-
9).

El VHB puede causar inflamacion hepatica
aguda o cronica caracterizada por infiltrado
necroinflamatorio y de células mononucleares, y para
lograr el control de la infeccion aguda se requiere de
un balance entre la respuesta inmune T especifica
efectora/reguladora (10-12). En el caso de la infeccion
crdnica, las células T CD4+ y CD8+ especificas contra el
VHB, muestran una respuesta significativamente
reducida (11), algunas de estas se han descrito
parcialmente tolerantes (13). Esta hiporespuesta de
células en individuos con infeccidon crdnica, es en parte
consecuencia de una funcion alterada de las células
dendriticas (CDs) (14) o por incremento de la
expresion de PD-1 (un indicador de disfuncion vy
supresion de linfocitos) en las células T especificas
circulantes (15) y en biopsias de pacientes infectados
cronicos, con incremento de las transaminasas e
inflamacion hepatica (16-18).

Las células Treg estdn involucradas en la
inhibicidn de la respuesta pro-inflamatoria (19) y en la
tolerancia inmune periférica (20). Durante la infeccién
cronica por el VHB los estudios de las células Treg han
sido limitados e indican su participacién activa en la
supresion de la respuesta efectora especifica anti-VHB
(21-23). Los pacientes con infeccién crénica por el VHB
tienen un alto porcentaje de células Treg en sangre
periférica, asociado con la presencia en el suero del
HBeAg (23) y son inducidas ademas en presencia del
antigeno del core del VHB (7). Asi, la frecuencia de
células T CD4+CD25+ se correlaciona con los
parametros clinicos, viroldgicos e inmunoldgicos en
pacientes infectados crénicos con el VHB (24), y con la
severidad del dafio hepatico, lo que sugiere que la
infiltracion de células T CD4+CD25+FoxP3+ al higado es
secundaria al dafio tisular (21) y al incremento de la
replicacidn viral (25).

En este trabajo se propone que durante la
inflamacion crénica por el VHB, existen alteraciones en
las poblaciones linfociticas reguladoras, implicadas en
la supresion de la respuesta inmune, que estarian
condicionando la persistencia de la enfermedad
hepdtica. Para tales propdsitos se realizé la
caracterizacion fenotipica de las poblaciones
linfocitarias hepdticas, en biopsias de tejido de
pacientes infectados crdonicos con VHB, comparada con
otras patologias hepaticas tanto agudas como
cronicas. Los resultados evidencian la presencia de
poblaciones de linfocitos CD4+ FoxP3+, productoras de
IL-10 y TGFB, en el higado de los pacientes infectados
cronicos por el VHB, poblaciones estas que estarian
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comprometiendo la respuesta efectora especifica
encargada de erradicar la infeccion.

Metodologia

Pacientes: 20 individuos fueron reclutados y
divididos en 3 grupos: Grupo A: constituido por 6
pacientes infectados crénicos con el VHB; Grupo B:
constituido por 10 pacientes portadores de patologias
inflamatorias hepdticas crénicas de diversas etiologias:
3 con NASH (esteatohepatitis no alcohdlica), 3 con
cirrosis macronodular y 1 con cirrosis micronodular, 1
con inflamacion crénica granulomatosa por TBC; 1 con
procesos metastaticos y 1 con carcinoma
hepatocelular (CHC); y Grupo C: denominado “grupo
control” formado por 4 pacientes con procesos
inflamatorios hepaticos agudos autolimitados, no
relacionados con virus hepatotropos. Se obtuvo el
consentimiento por escrito, siguiendo las normas de la
comision de ética de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Los Andes. Se utilizaron los mismos
criterios de inclusién para el grupo A descritos en la
referencia 7. Estos pacientes ademas fueron evaluados
desde el punto de vista clinico, bioquimico, viroldgico y
serolégico. Los estudios serolégicos incluyeron:
deteccidon de HBsAg, anticuerpos contra el VHB, virus
de la hepatitis C (VHC), citomegalovirus, virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), virus de Esptein Barr
(VEB) (Organon Teknike, Boxtel, NL, USA). En el grupo
A, previa evaluacidn de los criterios de exclusion tales
como: plaquetas por debajo de 100.000 cel/mL vy
tiempo de protombina > 3 segundos por encima del
control, se procedié a obtener una biopsia hepatica
por puncién percutdnea con aguja “truCut” guiada por
ultrasonido. En los pacientes del grupo B y C, el tejido
hepatico fue obtenido de bloques almacenados en el
servicio de anatomia patoldgica, y previo
consentimiento escrito de los pacientes, utilizado para
el estudio.

Reactivos: anti-CD8 (clona C8/144B), anti-CD4
(clona MT310) y Diaminobenzidina (DAB) fueron
obtenidos de DakoCytomation, Norden, Denmark. Los
anticuerpos biotinilados anti-FoxP3, anti-IL-10, anti-
TGFB1, fueron adquiridos de R&D Systems,
Minneapolis, USA. Los anticuerpos secundarios fueron
adquiridos de Envision+ de Dako Cytomation vy
Vectastain Elite ABC de Vector Laboratories. El
cromogeno Vector Nova Red de Vector Laboratories.

Procesamiento de las biopsias: EI material
obtenido de las biopsias hepaticas ya fijadas con
formaldehido, fue incluido en parafina (26). Se
realizaron cortes de 5 um para tratarlos mediante tres
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procedimientos distintos: tincion con hematoxilina-
eosina, tricrémico de Masson y reticulina, se realizaron
también cortes de 3 um para los procedimientos de
inmunohistoquimica. Previo a realizar cualquier
tincidn, el tejido se desparafind y se hidratd, pasando
los cortes por xilol (27) y por etanol a concentraciones
decrecientes (28). Una vez hidratados, los cortes se
colocaron en laminas con solucién de Hematoxilina,
luego se diferenciaron mediante el paso por alcohol
clorhidrico, finalmente se lavaron para continuar con
la coloracién con Eosina, deshidratacion con etanol y
xilol. Se cuantificaron al menos 3 espacios porta;
donde fundamentalmente se evidencié el infiltrado
inflamatorio y el estado de los sinusoides hepaticos. El
indice de actividad histoldgica se realizé siguiendo los
criterios de Ishak (29).

Tincion con tricromico de Masson: siguiendo
el procedimiento previamente descrito (28), las
muestras desparafinadas se sumergieron en cloruro de
mercurio, luego se tifieron con hematoxilina de Harris
y con solucion de escarlata-fucsina acida 1%. Después
se tratd con solucidn acuosa de acido fosfotungstico al
5% y con solucion verde luz al 2%. Luego el tejido se
tratd con solucidon de acido acético al 1% y se
deshidrato y traté con xilol.

Tincion de reticulina: El tejido se sumergié en
permanganato potasico al 1% y luego en metabisulfito
potasico al 2%. Luego se agregd alumbre férrico al 2%
y el reactivo de Wilder. Las muestras se impregnaron
con formol al 10 %, tratadas con cloruro de oro al
0,2%, y finalmente con metabisulfito potasico al 2% y
tiosulfato sdédico al 2%. Luego se realizd la
deshidratacién y aclarado final.

Inmunohistoquimica: Inicialmente se realizd
la recuperacidn antigénica mediante incubacién a 60°C
por 1h, seguido de hidratacién e inmersién en buffer
citrato 10mM con 0,1% Triton-X100 por 15 minutos en
microondas (30). Luego de bloquear la peroxidasa
enddgena (26), se incubaron con los anticuerpos
primarios: anti-FoxP3 (5 pg/mL), anti-IL-10 (5 pg/mL),
anti-TGFB (5 upg/mL) durante 2h, seguido por la
incubacion con los anticuerpos secundarios.
Finalmente se afiadieron los cromégenos para el
primer sustrato: Nova RED. Luego se incubaron con los
segundos anticuerpo primarios para detectar: CD4
(DAKO 10 pg/mlL) y CD8 (10 pg/mlL) y anticuerpo
secundario (EnVision+). Esta reaccién se reveld con el
segundo substrato (DAB) y luego se contratifieron con
Hematoxilina.

Anadlisis estadistico: Para el calculo de la
muestra se utilizd el programa Statgraphics Centurion

Avan Biomed. 2012; 1(2): 60-7.

XV Version 15.1.02. Venezuela es considerada como
una zona de prevalencia intermedia a baja (2-4% vy
<2%) para la infeccidn crénica por VHB (31), por lo que
se considerd utilizar 2% como la prevalencia de la
infeccion crénica por el VHB en nuestra region. Con un
nivel de confianza de 95%, el programa indicd que el
numero minimo a evaluar era de 6 sujetos infectados
crénico (ver figura 1a). Los datos se expresaron como
promedios * intervalo de confianza (IC). Los resultados
se analizaron mediante el uso del software GrahpPad
Prism 5, a fin de determinar diferencias
estadisticamente significativas, un valor de p< 0,05,
fue considerado como significativo.

Resultados

Se pudo evidenciar la presencia de infiltrado
mononuclear en los espacios porta, en los pacientes
con hepatitis crénica, ademds de la imagen
caracteristica de hepatitis B, como lo es hepatocitos en
vidrio esmerilado (figura 1b). Se evidencié ademas que
con la excepcion de un paciente del grupo B (fibrosis
grado 1), ninguno de los individuos reclutados para el
estudio tenia fibrosis. Solo uno de los pacientes
mostro grado 5 de progresidn de la enfermedad, segin
el indice modificado por Ishak, mientras que el resto
de los integrantes del grupo estaban en estadio 0 de la
enfermedad.

Los pacientes infectados con VHB muestran
predominio de linfocitos con fenotipo regulador a
nivel hepatico: Por cada uno de los sujetos del estudio
se procesaron 12 laminas y se evidencid que en los
cortes de higado de los individuos del grupo A, la
poblacién de linfocitos CD8+ predomina en los cortes
de higado, cuando se comparan con los otros dos
grupos (ver figura 1c y e), mientras que los linfocitos
CD4+ se observan con mayor frecuencia en los
individuos del grupo B (ver figura 1d y f). En ninguno
de los casos las diferencias fueron estadisticamente
significativas. Sin embargo, cuando se evalud el
fenotipo de las subpoblaciones presentes en el tejido
hepatico, se evidencié que a diferencia del grupo By C,
el fenotipo regulador en la poblacion CD4+ solo fue
detectado en el grupo A, con diferencias
estadisticamente significativas entre los tres grupos
(ver figura 2; p< 0,05). En el caso de los linfocitos T
CD8+ con fenotipo regulador, se muestra un
porcentaje inferior al 3% sin diferencias significativas
entre los grupos estudiados (ver figura 3ay b).
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Figura 1. a) Muestra el analisis del célculo de la “n” muestral. b) Muestra el tejido hepatico tefiido con Hematoxilina eosina
(40X), las flechas indica imagen en “vidrio esmerilado”, en biopsia de un paciente con hepatitis B crénica. c y d muestran la
cuantificacién del porcentaje de linfocitos CD4+ y CD8+ presentes en el higado en los tres grupos evaluados. c) Representa el
porcentaje de linfocitos CD4+ presentes en el higado de los pacientes del grupo A, B y C, respectivamente. Los datos son
representados como media * intervalos de confianza (IC). d) Representa el porcentaje de linfocitos CD8+ presentes en el
higado de los pacientes del grupo A, B y C, respectivamente. Los datos son representados como media * intervalos de
confianza (IC). e) y f) Son imagenes representativas de inmunohistoquimica del grupo A, donde se muestran poblaciones
CD4+ (e) y CD8+ (f).

Existe una correlacion positiva entre los

nivles de ALT y la presencia de linfocitos CD4+
supresoras en las biopsias de pacientes con infeccion
por VHB crénica: Se correlacionaron los niveles de
cada una de las subpoblaciones con el grado de
inflamacion hepatica y la carga viral. Se detectd una
correlacion positiva entre los valores de ALT y la
presencia de células CD4+IL-10+, CD4+ FoxP3+ y
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CD4+TGFpB+; en la tabla 1 se muestran los coeficiente
de correlacion. Esto no fue asi, cuando se correlaciond
los niveles de ALT con el porcentaje de células CD8+, ni
con la expresion total de FoxP3, IL-10 y TGFB. No se
evidencié correlacion entre los niveles de carga viral
con la presencia del Treg en el higado (datos no
mostrados).

2012; 1(2): 60-7. Avan Biomed.
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Figura 2. Cuantificacion del porcentaje de linfocitos CD4+, Foxp3+, IL-10+ y TGFB+ presentes en el higado de los pacientes de
los tres grupos evaluados. a) Representa el porcentaje de linfocitos CD4+Foxp3+ presentes en el higado de los pacientes del
grupo A, B y C, respectivamente. Los datos son representados como media + IC. b) Representa el porcentaje de linfocitos
CD4+IL-10+ presentes en el higado de los pacientes del grupo A, B y C, respectivamente. Los datos son representados como
media # IC. c) Representa el porcentaje de linfocitos CD4+TGFB+ presentes en el higado de los pacientes del grupo A, By C,
respectivamente. Los datos son representados como media + IC. d), e) y f) Son imdgenes representativas de la
inmunohistoquimica del grupo A, donde se muestran poblaciones CD4+Foxp3+ (d), CD4+IL-10+ (e) y CDA+TGF-B+ (f).

Discusion

En este trabajo se evidencid6 que los
individuos infectados crénicos con el VHB, muestran
un incremento de poblaciones CD4+ con fenotipo
regulador: FoxP3+, IL-10+ y TGFB+, alojadas en el
tejido hepatico; estas subpoblaciones no fueron
observadas en los individuos con cuadros de
inflamacion hepatica crénica por otras causas

Avan Biomed. 2012; 1(2): 60-7.

diferentes a la viral, o con cuadro inflamatorio agudo
autolimitado. La presencia de estas subpoblaciones
supresoras en el higado pudiera estar asociada con la
limitacidn de la respuesta inmune especifica anti VHB,
contribuyendo asi con la persistencia viral, y
paraddjicamente asociado con el grado de inflamacion,
ya que la presencia de linfocitos FoxP3+ se
correlaciond positivamente con los niveles de ALT,
hallazgo este que concuerda con estudios previos (32).
De hecho, se ha descrito que el nivel de FoxP3
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Figura 3. Cuantificacion del porcentaje de linfocitos
CD8+, Foxp3+ e IL-10+ presentes en el higado de los tres
grupos de pacientes evaluados. 3a. Representa el
porcentaje de linfocitos CD8+Foxp3+ presentes en el
higado de los pacientes del grupo A, B y C,
respectivamente. 3b. Representa el porcentaje de
linfocitos CD8+IL-10+ presentes en el higado de los
pacientes del grupo A, By C, respectivamente.

intrahepatico, se ha asociado positivamente con el
grado de dafio del higado en pacientes infectados,
bien sea por VHC o por VHB (33). A pesar de que se
trata de un numero limitado de pacientes, en este
estudio se pone en evidencia que citocinas como IL-10
y TGFB, pudieran también estar implicadas en el
proceso inflamatorio a nivel hepatico observado en
este grupo de pacientes, debido a que también se
correlacionaron con los niveles de ALT séricos. Siendo
el higado un drgano altamente tolerogénico e
inmunoprivilegiado, el desbalance entre las funciones
supresoras y efectoras, puede contribuir a Ila
persistencia de los agentes virales, producto de que
altas concentraciones de IL-10 o TGFB, que mantienen
a las células dendriticas en estado inmaduro (34),
favorecen la polarizacion de células T CD4+ residentes
o infiltrantes hacia células Trl (35), perpetuendo la
supresion de la respuesta antiviral, al limitar el
desarrollo de una respuesta T efectora efectiva.

Aln no se ha definido claramente, el papel de
las Treg durante la infecciones virales hepaticas,
algunos autores sostienen que su papel esta
determinado por la supresion de la respuesta de
células T dirigidas contra los virus hepatotropos,
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Tabla 1. Coeficiente de correlacién de Pearson
entre los valores de ALT y el porcentaje de
linfocitos T CD4.

Correlacion R Valor de p
ALT-CD4 0,672 0,05
ALT-CD8 0,007 0,70

ALT-CD4FoxP3 0,862 0,05

ALT-CD4IL-10 0,995 0,04

ALT-CDATGFB 0,880 0,05

mientras que otros sugieren que su papel es protector
debido a que contribuyen con el control de la
respuesta inmune, responsable del dafio en el tejido
hepatico (36). Se ha tratado de caracterizar el perfil de
CD4+CD25+Treg en los diferentes estadios de la
infeccion, mostrandose un aumento de las Treg en la
periferia y en el higado de pacientes con enfermedad
crénica severa (37) y se ha considerado ademas como
un factor de riesgo importante en el desarrollo del
carcinoma hepatocelular (38). No obstante, el papel de
las Treg en la progresion de la enfermedad sigue aun
sin precisarse ya que el uso de terapia antiviral, no
conduce a la normalizaciéon de la respuesta inmune, ni
a la reduccién de las Treg intrahepaticas.

En conjunto, los estudios sugieren que todavia
gueda mucho por definir sobre el papel de las células T
reguladoras durante las hepatitis virales. Por ejemplo,
poco se sabe acerca de si las Treg en sangre periférica
o en el higado, son fenotipica y/o funcionalmente
idénticas, y si su participacién en la patogénesis de la
hepatitis B, puede variar acorde con sus actividades
funcionales, por lo que son necesarios estudios mas
puntuales, que incluyan ademas un mayor nimero de
pacientes, a fin de profundizar en el papel de las
poblaciones linfoides reguladoras, en la progresién de
la enfermedad hepatica que permita idealmente,
proponer nuevas estrategias terapéuticas que
contribuyan a anticipar y controlar el dafio hepatico
secundario a la infeccidn viral persistente.
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