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SUMMARY

Infection by the hepatitis B virus (HBV) is a disease that has affected humanity
since the beginning of its history. Because it is a non-cytopathic virus, its capacity
to create lesions and progress toward chronicity is conditioned by the
immunological reaction, basically of cellular type, determined by the host’s capacity
to eliminate the viral particle from the infected hepatocytes; the degree of
hepatocellular damage that follows varies according to the immune system
reaction of the affected individual. In this context the study of the cytokines in
certain pathologies improves the understanding of their participation as mediators
in the immune reaction. Various studies have evaluated the association between
exposure to the environment and the development of different clinical-pathological
entities, revealing influences of the environment on the immune system. To further
the knowledge about B virus infection and the impact the geographical
environment and epidemiologic could have the functional state of the immune
system was studied in individuals not infected and chronically infected by of HBV
belonging to different geographical areas from Venezuela and Spain, by
quantifying the circulating cytokines (IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, TNF-a and IFN-
7). Serologic marker detection for chronic asymptomatic HBV infection and

serologic cytokine determination were made using commercial ELISA techniques.

Significant differences were found among the groups studied. Indigenous people
not infected by HBV evidenced the predominant phenotype Th2 ( IL-6, IL-10 and
TNF-a) with a decrease in IFN-y, they differed from urban, non-infected
Venezuelans in whom the predominant cytokine was IFN-y with a decrease in the
alert cytokines (IL-6, IL-10 and TNF-«). In NI-HBV Spaniards, a significant increase
in IL-6 with non-detectable IL-2 (Th1) and decreased IL-10 were noted. For
indigenous carriers and their non-infected equivalents, cytokines showed similar
behavior. In urban Venezuelan carriers, significant serum levels of IL-2 (Th1) and
the cytokines IL-6, IL-10 and TNF- a (Th2) were present.



This study has demonstrated that differences in serum levels exist for the cytokines
measured in groups from different geographical surroundings (Spain and
Venezuela).

Geographical location and environmental and socio-cultural factors can be noted in
the different serum concentration patterns for circulating cytokines. The impact of
chronic hepatitis B virus infection is associated with different variation patterns in
the serum cytokine concentrations in native or urban Venezuelan patients.
Therefore, exogenous factors exist that condition the functional state of the
immune system in healthy subjects and those who demonstrate evidence of
chronic infection, indicating that normality margins for analytic immunological

variables should be adapted to the populations under study.
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Introduccion

1.1. INFECCION POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS B.

La infeccidon causada por el virus de la hepatitis B (VHB) se ha constituido en
una enfermedad que ha afectado a la humanidad desde el principio de su historia.
Se le considera el agente etioldgico de infeccion hepatica aguda y cronica, asi
como el responsable del desarrollo de cirrosis y hepatocarcinoma (Arie J, 2007;
Echevarria JM, 2006; Nuiiez M et al, 2004; Ruiz A et al, 2003). Existen aproximadamente
unos trescientos cincuenta millones de portadores del VHB en el mundo y es
responsable en forma directa o indirecta de mas de medio millén de muertes
anuales (Lai C et al, 2003; Chisari F, 2000). Es un agente con patron de circulacion
endémico y amplia distribucion geografica, siendo el hombre su unico huésped

natural (Echevarria JM, 2006).

Su incidencia ha disminuido en los ultimos afos, consecuencia de la
implementacion de programas de vacunacion en la poblacién general. Sin
embargo, sigue representando un problema sanitario importante que obliga a la
prevencion educacional por inmunizacion y en otros casos a las intervenciones

terapéuticas para evitar la progresion de la enfermedad hepatica.

Siendo un virus no citopatico, su capacidad de lesion y progreso a la
cronicidad estara condicionada por la respuesta inmunoldgica, basicamente de
tipo celular. Aunque la mayoria de los individuos (90%-95% aproximadamente)
que cursan con una infecciéon por el VHB la resuelven satisfactoriamente, existe un
porcentaje importante que en algunas poblaciones alcanza mas del 50%, en las
cuales persiste de forma indefinida. Se considera que ello se debe mas a las
particularidades de la respuesta inmunitaria de la persona afectada que a la cepa

viral involucrada.
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1.2. HISTORIA.

La hepatitis es una enfermedad que data de siglos atras y antes de la
segunda guerra mundial, no se sabia que la misma era causada por un virus. En
1947 el médico britanico F. O. MacCallum, utilizando voluntarios humanos,
diferencia la infeccion por el virus de hepatitis A (VHA), que se propagaba a través
de alimentos y agua contaminados, de la infecciéon por el VHB, propagada a
través de la sangre. Durante la siguiente década se promovié una campafia de
analisis de sangre que redujo enormemente la incidencia de la hepatitis B

transmitida por transfusiones de sangre (Patlak M, 2006).

En 1964, Baruch Blumberg, descubre en una muestra de sangre proveniente
de un aborigen australiano, un antigeno, al que llamé Antigeno Australia y que fue
encontrado exclusivamente en los pacientes con infeccion por el virus B. Este
antigeno fue denominado posteriormente antigeno de superficie de hepatitis B
(HBsAg). La caracterizacion del HBsAg permitié su estudio adicional en vista de la
incapacidad de aislar el virus. En 1970, Danés y cols., descubren la particula
completa del virus en muestras de sangre examinadas al microscopio electronico y
en 1981, fue autorizada la primera vacuna contra la hepatitis B (Patlak M, 2006;

Fatovich G*°, 2003).

1.3. AGENTE ETIOLOGICO.

1.3.1. Morfologia e infectividad del virus B.

El VHB es un virus de forma esférica de 42 nm de diametro, con dos zonas:
una interna de 27 nm denominada nucleo o core, donde se encuentra el genoma,
y una mas externa de composicion lipoproteica (Figura 1). Es un virus DNA y se
clasifica dentro del género Hepadnavirus, grupo que infecta exclusivamente a los
mamiferos, y al que pertenece el virus de la marmota americana y el virus de la

ardilla (Echevarria JM, 2006; Desfilis M, 2006).
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El suero de individuos infectados con
el VHB contiene tres formas que Hepatitis B Particle Types
expresan el HBsAg, la particula Dane
completa de forma esférica con DNA de
42 nm 'y las particulas virales
incompletas, esféricas y filamentosas de
22 nm las cuales fueron las primeras
formas carentes de DNA observadas el

microscopio electrénico. Las : Shc Ay

concentraciones de las formas ' i
Figura 1. Diversas formas de la morfologia del VHB.

incomp|etas superan a las formas Fuente: http://www.globalserve.net/~robertq/HBV/hbvparts

completas (Echevarria JM, 2006).

El virus de la hepatitis B mantiene su infectividad para humanos al almacenar
el suero por 6 meses entre 30°C a 32°C y cuando es congelado a -20°C por 15
anos. Puede permanecer viable almacenado a 25°C por una semana (Rodriguez C,
2000). Cuando el VHB es sometido a una temperatura de 60°C por mas de 4 horas,
puede infectar voluntarios humanos (Murria R, 1953). La infectividad del virus ha
sido destruida a 160°C después de 1 hora (Salaman M, 1944). E| HBsAg es estable
a pH 2 y por encima de 6 horas, en estas condiciones la infectividad del VHB se
pierde. En otros experimentos el VHB fue expuesto por 10" a 20°C utilizando
desinfectantes como hipoclorito de sodio, alcohol isopropilico al 70% entre otros
para luego ser inoculado a chimpanceés, ninguno de los animales mostro signos de
infeccion después de la inoculacién del virus B tratado con agentes quimicos (Bond
W, 1983).



Introduccion

1.3.2. Caracteristicas del genoma del virus B.

La estructura gendmica del VHB esta formada por dos cadenas de DNA de
3200 nucledtidos, una negativa completa y otra positiva incompleta. Dentro del
genoma se distinguen cuatro fragmentos de lectura abierta (ORF) las cuales

codifican diferentes proteinas virales (Echevarria JM, 2006; Rodriguez C, 2000).

La regidn S esta formada por las regiones pre-S1 y pre-S2, dando origen a
tres proteinas en la cubierta del virus: la proteina SHBs, MHBs y LHBs codificadas
por el gen S. La SHBs es la que se encuentra en mayor cantidad y lleva la
antigenicidad del HBsAg, la MHBs y la region pre-S2 la cual contienen un sitio de
union para la albumina humana polimerizada y la LHBs de mayor peso molecular,
representa un producto de pre-S1, pre-S2 y del gen S. Su funcién esta involucrada

en la unién del VHB al hepatocito (Echevarria JM, 2006; Rodriguez C, 2000; Robinsén W,
1977) (Figura 2).
La region C codifica la proteina o

antigeno del core (HBcAg), precedida por
la region pre-core de 90 nucledtidos
aproximadamente. Tanto la regién C
como la region pre-core codifican el
antigeno “e” (HBeAg) (Desfilis M, 2006). El
antigeno del core a diferencia de los
anteriores, no se detecta en suero en
forma libre, ya que permanece

incorporado al hepatocito (Arie J, 2006). El

HBeAg descubierto en 1972, es fisica y

Figura 2. Genoma viral: la proteina core (C);
la polimerasa (P): tres polipéptidos del
HBsAg, la region S (pre-S1- pre-S2y S) y X; del
proteina transactivadora de trascripcion e
viral. (Fuente: www. micro.msb.le.a.uk)

antigénicamente diferente del HBsAg y

HBcAg. Se encuentra en forma

soluble en suero, con un peso molecular
de 30.000 Daltons.
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La regién P por su parte codifica la DNA-polimerasa cuya actividad, de
transcriptasa inversa, se asocia a replicacion del virus. La region X codifica una

proteina no estructural conocida como antigeno “x” (HBxAg) con capacidad
transactivadora cuya funcién esta asociada con la regulacion de la expresion de

los genes virales (Echevarria JM, 2006; Desfilis M, 2006).
1.3.3. Genotipos del virus B.

Hasta la fecha han sido identificados ocho genotipos distintos, clasificados por
letras (genotipos A-H ) del VHB, asi como algunos genosubtipos dentro de los
genotipos A (A1-3), B (B1-3), C (C1-4), D (D1-4) y F (F1-2). Los genotipos Ay D
son ubicuos, pero los restantes exhiben diferentes restricciones geograficas.
Combinando el genotipo con las caracteristicas inmunolégicas del HBsAg

(subtipos antigénicos), se diferencian hasta 20 grupos diferentes dentro del VHB
(Kramvis A et al, 2005; Lai C et al, 2003).

En cuanto a su distribucién geografica, por ejemplo, el genotipo A se ha
podido encontrar en areas del Noreste de Europa (Echevarria JM, 2006; Echevarria JM
et al, 2004), América del Norte, Filipinas, Hong-Kong y en el Sur de Africa; el
genotipo B, principalmente en la poblacién indigena del Sureste Asiatico (Kurvanov
F et al, 2005; Norder et al, 2004) Yy el genotipo C, en las Islas del Pacifico, China y
Hong Kong (Yuan J et al, 2007; Man F et al, 2004). El genotipo D se plantea que tiene
una distribucién universal, aunque se encuentra con mayor frecuencia en regiones
como Sur de Europa (Echevarria JM et al, 2004), Africa del Norte y en la India; el
genotipo E, se distribuye en América Central y del Sur. El genotipo F es prevalente
en América Latina especificamente en poblaciones indigenas (Devesa M et al, 2007;
Blitz L et al, 1998). Finalmente, la distribucion geografica mas frecuente del genotipo
G se encuentra en paises como Francia y Estados Unidos; no obstante, por el
fendmeno de migracion que ocurre mundialmente, estos genotipos pudiesen tener
una distribucion mas dinamica (Kramvis A et al, 2005; Ruiz A et al, 2003; Kidd L et al,
2002)
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Tanto los subtipos como los genotipos que se han podido caracterizar tienen
una distribucién geografica variable; por ejemplo, los subtipos adw predominan en
América, Australia, Africa del Norte, Mediterraneo Oriental, Europa Oriental, India,
Asia Central y del Norte; en el caso del adr, tiene una mayor distribucion en paises
como China, Sureste Asiatico, Japdn e Islas del Pacifico; el adr y adw, en Malasia,

Tailandia, Indonesia y Nueva Guinea (Kramvis A et al, 2005)

Chu C (2002), (Tabla 1) indica la localizacion geografica de los diferentes
genotipos en ciertas zonas del mundo, aunque nunca de forma exclusiva. El
interés actual de los genotipos, aparte del epidemioldgico, es su relacion con
ciertos aspectos evolutivos y terapéuticos del virus (Erhadt A et al, 2005; Akuta N et al,
2003; Chu C et al, 2002).

Tabla 1. Prevalencia de los genotipos segun la zona geografica.

Genotipo Subtipo Distribuciéon geografica predominante
A adw2, ayw1 Noroeste de Europa, Norteamérica y Africa Central
B adw2, ayw1 Sudeste de Asia, China y Japon
C ayr,adrq+,adrg- adw?2 Sudeste de Asia, China y Japon
D aywZ2, ayw3 Sur Europa, Oriente Medio e India
E ayw4 Africa
F adw4q- Nativos americanos, Polinesia, América Central y Sur
G adw?2 Francia y Estados Unidos

Fuente: Chu CJ and Lok AS, 2002
1.3.4. Mutaciones en el virus B.

En la actualidad se han detectado dos tipos de mutaciones en el VHB, unas
naturales y otras secundarias a los tratamientos antivirales. De todas las
mutaciones naturales la mas importante es la descrita por Carman W y cols en
1989, denominada G1896A. Afecta a la region precore/core y determina la sintesis

de la proteina core sin la fraccidén precore. Desde el punto de vista del diagndstico,
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la presencia de esta mutacion implica la ausencia de secrecion del HBeAg y esta
relacionada con los genotipos B, C y D. En 1990, se describié una mutacién en la
misma zona del genoma, que determina la ausencia de sintesis de la proteina
core. Consecuentemente, la infeccion por este virus mutante no expresa
serolégicamente anticuerpos contra el core (anti-HBc). La mutacion mas
importante ha sido descrita por Liang T y cols, (1990), con multiples variaciones en
la estructura gendmica que da lugar a una infeccion por el VHB que no expresa
ningun antigeno viral. Por ultimo, se ha descrito otra mutacion que afecta a la
proteina S, en la posicidon 145, y que condiciona una forma viral frente a la cual los

anticuerpos inducidos por la vacunacion no protegen al individuo vacunado.

Estas mutaciones pueden repercutir en el nivel de respuesta inmunitaria al
virus, la forma de evoluciéon de la enfermedad y su respuesta a las diferentes
drogas (Yuen M et al, 2004); hasta el momento se han descrito un gran numero de
mutaciones en el genoma del VHB; la mayoria de estas parecen ser "silentes", o
no relevantes desde el punto de vista clinico. No obstante, se han descrito
mecanismos de evasion de supervivencia inmunolégica en el huésped, como en
los mutantes de escape S; incremento de la severidad de la enfermedad,
relacionados con mutaciones en la region del core, sitio promotor del core o pre-
core; fendbmenos de resistencia a los agentes antivirales por mutaciones en la

ADN polimerasa y carcinogénesis hepatocelular dado por los mutantes X (Ruiz A et
al, 2003; Minuk G, 2001).

1.4. MECANISMO DE TRANSMISION Y FACTORES DE RIESGO.

.4.1. Transmision horizontal.

El VHB se transmite fundamentalmente por via parenteral y sexual. Los
pacientes en hemodialisis (Kondili L et al, 2006; Burdick R et al, 2003), los
politransfundidos como los hemofilicos (Lépez L et al, 2005; Langar H et al, 2005; Ghosh
K et al, 2000), receptores de transplantes y aquellos recluidos en instituciones para

minusvalidos mentales son consideradas poblaciones de alto riesgo a contraer la
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infeccién. Otro grupo importante a contraer la infeccion por el VHB a través de la
via parenteral sigue siendo los usuarios de drogas por via intravenosa (Vassilev Z et
al, 2006; Shapatava E et al, 2006; Huo T et al, 2004). Los profesionales sanitarios a
través de pinchazos o cortes con agujas y bisturis contaminados con sangre de
pacientes (Meyer U, 2005; Alamillos O et al, 1999), este personal no soélo esta expuesto
a infectarse de sus pacientes, sino constituir fuente de infeccién a los mismos
(Tarantola A et al, 2006; Smellie M et al, 2006; Bilski B et al, 2005; Buster E et al, 2004). El
riesgo de transmision del virus suele ocurrir en intervenciones quirurgicas
invasivas como sucede en la cirugia ginecoldgica y abdominal (Diel R et al, 2005). En
los paises menos desarrollados el VHB puede transmitirse de paciente a paciente
en centros sanitarios por el empleo de procedimientos invasivos en los que no se
aplican todas las precauciones necesarias para evitar transmisiones via

nosocomial (Kondili L et al, 2006; Bracho M et al, 2006).

Las personas sexualmente promiscuas, tanto homosexuales masculinos como
heterosexuales, estan particularmente expuestas a contraer la infeccidon por el
virus B (Atkins M et al, 2005; Huo T et al, 2004; Moreno D et al, 2004). Los factores
asociados a un mayor riesgo en la transmisidén son el numero de parejas sexuales
(Vildozola M et al, 2006), los anos de actividad sexual, historia de enfermedades de

transmision sexual y el coito anal receptivo (Diamond C et al, 2003; Russi J et al, 2003).

La posibilidad de que el VHB sea transmitido por insectos, como mosquitos,
aunque no ha sido totalmente descartada, no parece ser un medio mayor de
diseminacion (Ghoda M et al, 2005; Zheng Y et al, 1995; Fouche A et al, 1990).

1.4.2. Transmision vertical.

La transmision materno-neonatal debido a madres infectadas (HBeAg +) es
bien sabida y de suma trascendencia ya que la infecciéon en etapas tempranas de
la vida, particularmente en el primer afo, esta asociado al desarrollo de una
infeccion persistente en el infante (Wang J et al, 2005; Chakravarti A et al, 2005). Se han

reportado infecciones fulminantes en neonatos nacidos de madres HBsAg+;
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HBeAg- (Friedt M et al, 2004; Chen H et al, 2004; Soderstrom A et al, 2003) quienes
poseen bajos niveles de ADN-VHB detectable en suero medido por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) (Wang J et al, 2005; Sangfelt P et al, 2004; Wang Z et al,
2003). Se consideran que estos pacientes se encuentran en una fase de
inmunotolerancia. Muchos de ellos desarrollan una hepatitis cronica HBeAg+ con

elevados niveles de transaminasas (Lok A et al, 2007).

Los recién nacidos de mujeres infectadas por VHB estan expuestos a
infectarse en el momento del parto presentando un riesgo superior al 90% de
evolucionar a una infeccion cronica por el VHB (Boxall E et al, 2004; Ranger R et al,
2002). Algunos infectados con la variante precore defectiva del VHB (casos anti-
HBe positivo) pueden desarrollar una hepatitis fulminante (litsuka T et al, 2004; Friedt
M et al, 1999; Sterneck M et al, 1998). La transmision intrauterina ocurre en menos de
5% de los casos y no es prevenible, en tanto que el restante 95% de las
infecciones ocurre durante el periodo perinatal y pueden evitarse por
inmunoprofilaxis. Se estima que en el mundo cada afio nacen 1.3 millones de
nifios infectados, con posibilidades de morir con hepatitis B cronica a largo plazo

(Wright T, 2006).

En Espafa la vacunacion universal frente a la infeccion, introducida a
principios de la década de 1990 (Kane M, 1998), ha reducido la incidencia de esta
infeccion, sobre todo en el grupo de poblacién mas joven (Sallera L et al, 2005;
Rodriguez C et al, 2003). En Taiwan, la vacunacion de los recién nacidos iniciada en
1984, ha conseguido una reduccion del numero de portadores crénicos de HBsAg
(Lin H et al, 2003), de la tasa de hepatitis fulminante por VHB en nifios de mas de un
ano de edad (Chen H et al, 2004; Kao J et al, 2001) y de la tasa de carcinoma
hepatocelular infantil, que ha pasado de 0,7 casos a 0,36 casos por 100.000
habitantes a los 10 afios de iniciarse el programa de vacunacién universal (Chang

M et al, 1997).

Los distintos mecanismos de contagio tienen un impacto epidemioldgico

diferente. La transmisién por via sexual, actualmente la mas importante por su



Introduccion

frecuencia, esta implicada en el 41% de las hepatitis y explica la mayor
prevalencia encontrada en las edades cercanas a la adolescencia y que los
promiscuos homos o heterosexuales sean grupos de riesgo. El riesgo de
transmision por puncion accidental se calcula en un 20% si el material infectante
es HBeAg positivo. La transmision por via nosocomial a través de un médico o
personal auxiliar portador del virus, aunque cuantitativamente es despreciable,
plantea una serie de medidas ético-legales. El riesgo de transmision se ha
calculado para cirujanos portadores en un 0.24% vy este riesgo es variable en

razon de la existencia o no de replicacion (Harling R, 2007; Buster E et al, 2004).

1.5. CICLO EVOLUTIVO DEL VIRUS B.

La adsorcion del VHB a los hepatocitos se produce por interaccion entre las
glucoproteinas de superficie virales y algun receptor celular aun no identificado
presente en la célula hepatica. La penetracién viral tiene lugar por fusion de

membranas. La replicacion se desarrolla luego en dos fases:

Una primera fase, en la que el genoma entra al nucleo, ocurre su conversion a
un ADN circular covalentemente cerrado cuya cadena negativa es transcrita por la
ARN
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Figura 3. Ciclo evolutivo del VHB.

Fuente: http://www-micro.msb.le.ac.uk/3035/HBV.htmi+

polimerasa |l celular para dar lugar a varios mensajeros. Uno de ellos produce el

HBcAg y otro por iniciacion interna da origen a la ADN polimerasa viral. Este
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segundo mensajero servira ademas de molde para la retrotranscripcion, que se
produce durante la segunda fase, tras la salida al citoplasma. El acoplamiento de
la ADN polimerasa viral al ARN molde induce, ademas, la incorporacién de

dimeros de HBcAg, con formacion de capsides incompletas (Figura 3).

De manera simultanea, otros mensajeros dirigen la sintesis de las
glucoproteinas de la envuelta viral, que durante su paso por el reticulo
endoplasmico se van agregando en oligdbmeros para producir particulas virales
vacias que emergen en el pre-Golgi. En este estado, con el ADN viral
parcialmente sintetizado, las nucleocapsides que lo contienen se asocian a
glucoproteinas de superficie ancladas en las membranas del reticulo
endoplasmico y, mas tarde, brotan adquiriendo asi la envuelta. La liberacion de los
viriones sucede por un mecanismo de excrecion a través de las cisternas del
reticulo endoplasmico, lo que permite que se complete el proceso sin producir

roturas en la membrana celular y sin originar la muerte de la célula.

Al mismo tiempo el genoma viral dirige la sintesis de HBsAg en cantidades
muy superiores a las necesarias para generar envueltas. Este exceso de HBsAg
es internalizado en el reticulo endoplasmico en forma de agregados, que son
excretados por el mismo mecanismo al exterior de la célula. Por su parte, la
expresion de la regién pre-C origina moléculas de HBeAg que presentan en su
extremo aminoterminal un péptido senal para excrecion y son vertidas al medio
extracelular tras la separacion del péptido por protedlisis. Asi, la célula infectada
produce y libera, a un tiempo, viriones maduros, agregados de HBsAg vy

moléculas individuales de HBeAg.

Durante todo este proceso, una parte de las proteinas estructurales del virus
son procesadas por la maquinaria celular generando péptidos que son expuestos
en la superficie celular en asociacion con proteinas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH) clase I. El HBcAg es el que genera los péptidos mas
inmunogenos Yy la respuesta inmunitaria celular se dirige, fundamentalmente, hacia

epitopos contenidos en dicho antigeno (Echevarria JM, 2006; Desfilis M, 2006).

11
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1.6. CLINICA DE LA INFECCION POR EL VIRUS B.

La expresion clinico patolégica de la hepatitis B variara de acuerdo a la
respuesta del sistema inmunitario pudiendo ser categorizada de la siguiente forma:
expresiones de portador, hepatitis aguda, hepatitis fulminante y hepatitis crénica,
las cuales pueden ser determinadas por estados de tolerancia, respuesta efectiva
del sistema inmunitario, respuesta efectiva pero inadecuada y respuesta

defectuosa respectivamente (Chisari F, 1995).
1.6.1. Hepatitis aguda.

Se expresa este cuadro con

manifestaciones clinicas y biolégicas y L

elevacion de transaminasas con o sin
elevacion de la bilirrubina. El cuadro es
clinicamente mucho mas expresivo en

adultos que en nifios y no presenta

ninguna  caracteristica  clinica  ni

bioldgica especial que lo diferencie de

otras hepatitis agudas virales o téxicas.

Figura 4. Curso clinico de la infeccion.

La evolucion del proceso es hacia la Fuente:http://www-micro.msb.le.ac.uk//HBV.html

curacion en el 90% de los casos, con

normalizacion de la cifra de transaminasas y seroconversion de los marcadores
virales (Figura 4). En un 5% de casos la enfermedad evoluciona hacia una hepatitis
cronica y sélo en un 1% puede desarrollar un fallo hepatico agudo con elevada

mortalidad (Echevarria JM, 2006; Desfilis M, 2006).
1.6.2. Hepatitis crénica.

Definido por la Asociacion Americana para el Estudio de enfermedades del
Higado (AASLD) segun consenso de definicion y criterio diagnostico para los
términos clinicos de infeccion por el VHB adoptado por el Instituto Nacional de

12
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Salud (nacional Institutes of Health) en la conferencia “Manejo de la hepatitis B” en
el 2000 (Lok A et al, 2001) de acuerdo a las siguientes caracteristicas: a) HBsAg
positivo superior a 6 meses, b) DNA-VHB >10° copias/ml, c) elevacion de las
transaminasas de forma persistente o intermitente, y d) biopsia hepatica

demostrando actividad necroinflamatoria (indice de Knodell > 4; criterio opcional).

Las caracteristicas clinicas de las hepatitis cronicas no son diferentes de otras
etiologias y son tanto mas intensas cuando mayor lesion histologica existe. Se

distinguen segun la situacion del sistema antigeno/anticuerpo dos tipos:
1.6.2.1. Hepatitis cronica B HBeAg positiva.

Se caracteriza, ademas de la positividad del HBeAg, por unos niveles de
replicacién relativamente constantes. Se calcula una posibilidad de seroconversién
del sistema con perdida de replicacién viral del 50% y 70% a los 5 y 10 afios
desde el diagndstico. Esta seroconversion, suele acompanarse de actividad
citolitica e incremento de la actividad necrético inflamatoria. Viroldgicamente, un
porcentaje elevado de estos enfermos queda como portadores asintomaticos, con
menor o mayor grado de lesiones. Esta seroconversion, en algunos casos, va
seguida posteriormente de desaparicién del HBsAg y aparicion de anticuerpos
contra el HBsAg (anti-HBs). En un porcentaje de casos éstos evolucionan
negativizando el HBeAg y desarrollan anti-HBe pero mantienen un nivel replicativo
viral fluctuante, citdlisis y lesion histologicamente activa constituyendo el grupo
siguiente (Desfilis M, 2006; Nufiez M et al, 2004) (Tabla 2).

1.6.2.2. Hepatitis cronica B HBeAg negativo.

Constituyen un grupo de enfermos que reunen las caracteristicas de toda
hepatitis crénica B pero que no expresan en suero el HBeAg por haberse
producido la infeccion por el VHB cuya mutacion impide la sintesis del mismo. Las
caracteristicas clinicas de este grupo de enfermos son generalmente, sujetos de
edades mas avanzadas que el anterior grupo, con mayor actividad histolégica. De

hecho, mas del 50% tienen cirrosis hepatica en el momento del diagnéstico y los
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niveles de replicacion y de actividad citolitica son mucho mas fluctuantes que en el
grupo anterior. La evolucidn de ambos tipos de hepatitis crénica es hacia la

cirrosis con una frecuencia anual entre el 2 y el 5,4% (Tabla 2).
1.6.3. Portador asintomatico.

De acuerdo al criterio diagnostico de la AASLD se caracterizan estos
pacientes por presentar: a) HBsAg positivo mas de 6 meses, b) HBeAg negativo y
anti-HBe positivo, c) DNA-VHB <10° copias/ml, d) valores normales de
transaminasas de forma persistente, y e) biopsia hepatica con nula o minima

actividad necroinflamatoria (indice de Knodell <4); (criterio opcional). (Lok A et al,
2001)

Luego de la seroconversiéon espontdnea del HBeAg, 67-80% de los portadores
tendran niveles normales de transaminasas y DNA viral no detectable en suero
con minima o ninguna necroinflamacion hepatica. Aproximadamente el 4-20% de
los portadores asintomaticos tienen una o mas reactivacion hacia el HBeAg.
Aquellos que permanecen anti-HBe positivo, el 10-30% continuan presentando
niveles aumentados de transaminasas y de DNA luego de la seroconversion de
HBeAg y entre un 10-20% pueden presentar reactivaciones del VHB vy
exacerbacion de la hepatitis. Por lo que se hace necesario determinar si un
HBsAg+, HBeAg- es ciertamente un portador asintomatico realizandole un
seguimiento a lo largo de su vida para confirmar si su estado de portador se
mantiene, una reactivacion podria conllevar a una fase necroinflamatoria hepatica

(Lok A et al, 2007). (Tabla 2).
1.6.4. Cirrosis.

La morbilidad de los enfermos diagnosticados de cirrosis esta condicionada
por la aparicion de hepatocarcinoma y las complicaciones de la cirrosis. El
desarrollo de hepatocarcinoma esta calculado en 2,2% anual, mucho mas elevada
que la calculada para los portadores asintomaticos (0,1% anual), y para los

enfermos con hepatitis cronica sin cirrosis (1% anual). El riesgo de desarrollar esta
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complicacion es independiente de la existencia o no de replicacion viral o situacion
del sistema antigeno-anticuerpo en el momento del diagndstico. Frente a esto, se
considera que incrementan el riesgo de desarrollar hepatocarcinoma el sexo
masculino, la edad avanzada, el consumo de alcohol y la sobreinfeccidén por el

VHC (Liaw Y et al, 2006; Williams R, 2006).

La aparicion de complicaciones en la cirrosis es otro factor de riesgo y se ha
calculado en un 3,3% anual, tanto la aparicion de estas complicaciones como el
hepatocarcinoma son determinantes de la mortalidad de la hepatitis crénica B
(Chan H et al, 2006). Asi, se ha calculado que la mortalidad de los enfermos con
hepatitis crénica sin cirrosis esta entre el 0 y el 1,06% anual. Esta mortalidad se
incrementa al 3,5% anual cuando el enfermo desarrolla una cirrosis y aumenta
considerablemente cuando se desarrolla alguna complicacién, hasta determinar
tasas de mortalidad entre el 30 y 45% al afio. Se ha demostrado que son factores
predictivos de mortalidad la persistencia de la replicaciéon viral y citolitica,
incrementando la presencia de estos dos factores hasta cuatro veces sobre los
enfermos cirréticos con DNA-VHB negativo y transaminasas normales (Desfilis M,

2006).

1.6.5. Hepatocarcinoma celular.

Entre los factores de riesgo a evolucionar a un hepatocarcinoma celular (HCC)
se encuentran el sexo, historia familiar, edad, historia de reversion anti-HBe hacia
HBeAg, presencia de cirrosis, genotipo C del VHB, coinfecciones con VHC.
Aunque la cirrosis es un fuerte factor de riesgo, 30-50% de los HCC ocurren en
ausencia de cirrosis. Recientes estudios en portadores de Asia encontraron que la
presencia de HBeAg y niveles incrementados de DNA fueron factores de riesgo

independientes en el desarrollo de HCC (Lok A et al, 2007).

Dado que la mayoria de los portadores probablemente adquieren la infeccidn
en forma perinatal y su media de edad es alrededor de 40 afos, estos datos

indican que altos niveles de replicacion viral persistentes por mas de 4 décadas
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estan asociados con el riesgo a un HCC. Sin embargo, debido a las fluctuaciones
naturales de la hepatitis crénica, asegurar que niveles aumentados de DNA en un
determinado momento apunta a la prediccion de un prondstico en un portadores
de forma individual puede ser limitada y el riesgo de HCC en un portador joven
quien es HBeAg+ con DNA aumentado puede ser sustancialmente mas bajo (Lok A

et al, 2001).

1.6.6. Infeccion oculta por el virus B.

Conceptualmente se trata de enfermos que muestran un perfil serolégico de
hepatitis B resuelta o con ausencia de marcadores de VHB, en los que se detecta
la presencia de DNA-VHB integrado o libre en suero o higado, o en ambos,
aunque con mas frecuencia en higado solo. Desde el punto de vista clinico, no
existen pruebas de que esta infeccidon oculta pueda tener un papel constante en el
dafio hepatico y sélo explicaria casos aislados. Esta infeccion oculta explicaria la
reaparicion de actividad viral en situacién de inmunodeficiencia o la posibilidad de
transmitir la infeccion durante un trasplante de higado. La explicacion de la
infeccion oculta por VHB sin expresar serolégicamente el HBsAg puede deberse a
dos mecanismos: uno es que ciertos reordenamientos del genoma del virus dan
lugar a cambios en las proteinas S que las hace indetectables con las técnicas
comerciales, y la segunda posibilidad, mucho mas frecuente, es que sin existir
cambios en el genoma hay una supresion de la replicacion y de la expresion de
eéste que determina la ausencia de marcadores seroldgicos (Desfilis M, 2006;
Torbenson M et al, 2002).

La importancia clinica de esta infeccidén oculta no esta totalmente aclarada y
se ha implicado en cierto grado de lesidn o mala respuesta a tratamiento antiviral
de otras coinfecciones. Actualmente, desde el punto de vista practico, la
implicacién es clara para contraindicar la donacién de un higado de un enfermo
con hepatitis B resuelta a un receptor que no posee marcadores de VHB, ya que el
riesgo de infeccion en el receptor es de casi el 100% (Raimondo G, 2007; El Zaatari M
et al, 2007; Chun J et al, 2006; Sucupira, 2006).
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1.6.7. Significado del termino portador crénico del VHB y hepatitis crénica
por el VHB.

Es importante en aras de la claridad definir el significado cientifico de estos
términos. En primer lugar el termino “infeccion crénica por el VHB” se establece
sobre la base de pruebas microbioldgicas y se aplica a todo paciente en el cual
estas pruebas demuestren que el virus ha establecido una infeccion persistente,
en otras palabras todo aquel paciente que presente una persistencia mayor a 6
meses del HBsAg, por lo que pasado ese tiempo estos pacientes sufren una
“infeccion crénica por el VHB”, independientemente de cualquier otra

consideracion.

El termino “hepatitis crénica por el VHB” hace referencia al estudio
anatomopatolégico de la biopsia hepatica y solo se debe aplicar cuando en dicho
estudio se aprecien las lesiones caracteristicas de la hepatitis crénica,

previamente diagnosticado microbiolégicamente.

Adicional a esto, se debe tomar en cuenta la expresion del genoma del VHB,
de acuerdo a esta expresion, tendremos pacientes en los cuales puede detectarse
tanto el HBsAg como el DNA viral en suero, esta situacion suele asociarse a
presencia de lesiones hepaticas, es decir a una “hepatitis crénica por el VHB”. Por
otro lado tendremos pacientes en los cuales se detecta el HBsAg con
negativizacion del ADN, esta situacion rara vez se asocia a lesiones hepaticas y

”»n

se clasificaria este paciente como “portador sano de HBsAg”™ aun cuando no se
hayan realizado pruebas anatomopatoldgicas para descartar una hepatitis cronica.
En todo caso estos “portadores sanos” albergan la infeccion viral persistente y

sufren por lo tanto de una “infeccion crénica por el VHB”.

Para concluir, el termino “infeccion crénica por el VHB” debe aplicarse a todo
paciente portador crénico del HBsAg, presente o no presente viremia o lesiones
hepaticas. Pudiendo clasificarse a su vez estos pacientes en pacientes con

“infeccidn crénica productiva por el VHB” o “infeccion cronica no productiva por el
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VHB”, en funciéon de que presenten o no viremia. Y se reservara el término
“hepatitis crénica por el VHB” a aquellos pacientes diagnosticados de infeccion
cronica y que ademas presenten alteraciones histologicas en biopsia hepatica.
Todos estos pacientes seran, por consiguiente y sin distincion “portadores
crénicos del VHB” (Echevarria JM, 2004).

Tabla 2. Términos clinicos empleados en la infeccién por el VHB.

Elevaciones transitoria de transaminasas (>10 veces el limite superior de la

RERERUE EREICE] normalidad. HBsAg (+), anti-HBc(+), anti-HBc IgM (+)

Enfermedad necroinflamatoria causada por la infeccion persistente por el VHB

~BEEINIE A que se subdivide en HBeAg (+) y HBeAg(-)

Portador asintomatico Infeccion persistente por el VHB. DNA. (+/-). sin enfermedad necroinflamatoria

Infeccion previa del VHB, sin evidencia virologica, bioquimica o histologica de

kispatidsiblresuelia infeccion activa o enfermedad hepética.

Elevaciones transitoria de transaminasas (>10 veces el limite superior de la

Reactivacion aguda .
9 normalidad y >2 veces el valor basal

Reaparicion de actividad necroinflamatoria hepatica en un portador asintomatico

Reactivacion cronica ; "
0 que tenia una hepatitis B resuelta

Aclaramiento del HBeAg | Desaparicion del HBeAg en una persona previamente positiva para el HBeAg

Seroconversién de Negativizacion del HBeAg y deteccion de anti-HBe en un individuo previamente
HBeAg positivo para HBeAg y asociado a DNA-VHB <10° copias/ml
Reaparicion del HBeAg en una persona previamente HBeAg negativa y anti-HBe

Reversion del HBeAg

positiva

Fuente: La ASSLD (Lok A et al, 2007)

.7. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO, EVOLUCION Y
SEGUIMIENTO DE LA INFECCION POR EL VIRUS B

El diagnéstico inicial de la hepatitis se puede establecer por sintomas clinicos
y el incremento en los niveles séricos de enzimas hepaticas en sangre. Las
infecciones agudas y crénicas se pueden diferenciar por la presencia de HBsAg y
HBeAg en el suero, y el patrén de anticuerpos frente a los antigenos individuales
del virus. Los antigenos HBsAg, HBcAg y HBeAg son secretados hacia la sangre
durante la replicacion virica. Aunque el core y el antigeno “e” del VHB comparten
secuencias proteinicas, las diferencias en el procesamiento, la secrecion y la
estructura terciaria los convierten en utiles como marcadores serologicos. No
existen pruebas disponibles con facilidad para el HBcAg pero el HBsAg y HBeAg

se pueden detectar con técnicas de laboratorio clinico. La presencia de HBeAg es
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el dato que guarda mejor relacién con la presencia del virus infeccioso (Beker B et
al, 1997).

La infeccion crénica se puede distinguir por presencia continuada de HBsAg
y/o HBeAg y falta de anticuerpos detectables frente a esos antigenos. Durante la
fase de infeccion sintomatica esta oscurecida la deteccidn de anticuerpos anti-HBe
y anti-HBs, puesto que los anticuerpos forman complejos con los antigenos en el
suero. La presencia de infeccion aguda reciente, sobretodo durante el periodo en
el que no se detectan HBsAg ni anti-HBs (ventana), se establece mejor por la
medicion de anti-HBc IgM (Morales N, 2007) (Tabla 3).

I.7.1. Pruebas funcionales hepaticas

Una de las enzimas hepaticas mas importantes es la alanina
aminotransferasa (ALT), que en algunos informes de laboratorio se denomina
SGPT. Un nivel elevado de ALT significa que el higado no funciona
adecuadamente y que existe el riesgo de lesidn hepatica irreparable. Durante la
infeccién aguda, los niveles de ALT pueden estar elevados transitoriamente, pero
esto no suele provocar problemas hepaticos a largo plazo. En la Hepatitis B
cronica, los niveles de ALT pueden estar elevados periédica o continuamente, lo

que implica un mayor riesgo de lesion hepatica a largo plazo (Delgado A et al, 2006).

I.7.2. Marcadores Serologicos.

1.7.2.1. Deteccion del antigeno de superficie del VHB

Se detecta en suero a partir de la cuarta semana de infeccion mediante
técnicas de enzimoinmuno-analisis (ELISA), con un limite de deteccién de 0,12
ng/ml. Con un método de estas caracteristicas, la posibilidad de falsos negativos
no supera el 1%. La deteccion de este marcador serolégico se relaciona
invariablemente con una infeccion por el VHB. La posibilidad de que exista
infeccion siendo este marcador serolégico negativo sélo se puede dar en tres

circunstancias excepcionales. La primera, durante el primer mes del periodo de

19



Introduccion

incubacion de la infeccion. La segunda, en la fase de resolucion de la infeccidn
cuando se ha negativizado el antigeno sin llegar a desarrollarse anti-HBs todavia
(Tabla 3). Por ultimo, en el caso de mutacion del VHB que determina una
incapacidad de éste para sintetizar el HBsAg. No obstante, estas circunstancias
son excepcionales en la practica habitual y la negatividad de este antigeno se

considera sinénimo de ausencia de infeccion por el VHB (Echevarria JM, 2006;
Desfilis M, 2006).

1.7.2.2. Deteccion del antigeno del core

Es una proteina sintetizada por el propio virus y, aunque su deteccion en el
nucleo celular en la biopsia hepatica, con técnicas de inmunofluorescencia o
inmunoperoxidasa, es signo evidente de replicacion viral, el desarrollo de las
técnicas de deteccion del DNA le ha hecho perder utilidad. La deteccidén en suero

es posible, previo tratamiento del mismo, pero carece de utilidad clinica (Delgado A
et al, 2006; Beker B et al, 1997).

1.7.2.3. Deteccion del antigeno “e”

Es una proteina que se produce por escision de la proteina precore y core, de
tal forma que su tamafio se transforma de 25 kDa en 17 kDa. Se detecta en suero
con técnicas de ELISA y su positividad va unida, casi invariablemente, a la
replicacion viral (Tabla 3). Sin embargo, la negatividad de este marcador no
implica la ausencia de ésta, ya que en los enfermos infectados por virus mutantes
que no sintetizan el HBeAg, no lo presentan en suero a pesar de la existencia de

replicacion viral. (Delgado A et al, 2006).

1.7.2.4. Deteccion de otros antigenos del virus B.

Se pueden detectar, con técnicas de ELISA, otros antigenos como los pre-S1,

pre-S2 y el HBxAg, de escaso interés para la aplicacion clinica.
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1.7.2.5. Anticuerpos frente al antigeno de superficie del virus B

Estos anticuerpos se detectan en la actualidad por técnicas de ELISA,
considerandose nivel de proteccion especifico cifras superiores a 10 Ul. La
deteccion de este anticuerpo supone un estado inmunitario frente al HBsAg, por lo
que se detecta tras una infeccion pasada frente al VHB apareciendo entonces
unido al anticuerpo contra el core del virus hepatitis B (anti-HBc). En los sujetos
con inmunidad activa a través de la vacunacion este marcador es el unico positivo
(Tabla 3). Estos anticuerpos aparecen tras la desaparicion del HBsAg y nunca
antes de los cuatro meses de la infeccion por el virus. Excepcionalmente, puede
detectarse en un enfermo la presencia simultanea de HBsAg, anti-HBc y anti-HBs.
Esta circunstancia se explica cuando una persona con inmunidad frente al virus B
se infecta por la cepa mutante del virus descrita por Carman C (1990) (Delgado A et

al, 2006; Beker B et al, 1997).).

Tras aparecer en suero el anti-HBs, éste puede permanecer de por vida como
senal de infeccidn pasada, pero en algunas personas puede perderse y detectarse
unicamente el anti-HBc. Esta eventualidad ha sido puesta de manifiesto en los
casos de infeccién por el VHB en enfermos transplantados con donante que
expresaban en suero el anti-HBc acompafiado o no de anti-HBs, ya que el riesgo
de ser infectados es casi del 100%, esto se produce por dos circunstancias, una
es el transplante de un higado con restos ocultos de infeccion por el VHB que no
se expresa serolégicamente y la otra por el estado de inmunosupresion que

conlleva el transplante.
1.7.2.6. Deteccion de anticuerpos frente al antigeno del core del virus B

La respuesta humoral a la presencia en suero del HBcAg es la produccion de
anticuerpos frente a él. Aparece casi simultaneamente a la deteccién del HBsAg y
permanece después de la resolucién de la infeccion como prueba de haber estado
en contacto con el VHB (Tabla 3). Las personas vacunadas frente al VHB no

presentan este anticuerpo, ya que la vacuna solo contiene el HBsAg. Su método
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de detecciéon habitual es el ELISA, que tiene una especificidad muy alta,

detectandose sélo del 1 al 3% de falsos positivos (Delgado A et al, 2006).

En la clinica habitual la deteccién de anti-HBc como unico marcador de
infecciéon por el VHB no es excepcional y su significado puede ser triple. La
primera posibilidad es que se trate de un falso positivo, dada la gran sensibilidad
de la técnica, y en estos casos no se detecta el DNA del virus, siendo la respuesta
a la vacunacion frente al VHB completamente normal. La segunda posibilidad es
que se trate de una infeccion oculta por el VHB que sélo se exprese por este
marcador: esta posibilidad, dada la alta sensibilidad de las técnicas de deteccidn
de HBsAg, es muy rara, detectandose en estos casos el DNA virico y la respuesta
a la vacunacién es nula. Puede ser el unico marcador que se detecte durante la
fase de ventana, en cuyo caso estas personas deben ser reactivas para el
anticuerpo de tipo Ig-M del virus de hepatitis B (HBc-IgM). La ultima posibilidad,
con mucho la mas frecuente, es que se trate de una infeccién pasada y que no se
detecten, por haberse perdido los estimulos antigénicos, la presencia de anti-HBs,
en este caso no se detecta tampoco el DNA y la respuesta a la vacuna es

anamnésica.

1.7.2.7. Deteccion anticuerpos frente al antigeno del core de tipo IgM

Realizado con técnicas de ELISA, se le aplica un punto discriminante que
proporciona una sensibilidad de deteccién de hepatitis aguda por el VHB de casi el
100%, de tal forma que su negatividad descarta una infeccion aguda, es decir de
menos de seis meses de evolucién. Su especificidad no es del 100%, ya que
puede ser positivo en caso de infeccién crénica por el VHB (evolucion superior a
seis meses) con replicacion viral elevada (Tabla 3). De cualquier forma en la
practica clinica habitual constituye un marcador especifico de hepatitis aguda por
VHB (Delgado A et al, 2006).
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1.7.2.8. Deteccion de anticuerpos frente al antigeno “e”

Se detecta con técnicas de ELISA y con sensibilidades muy altas. Su
presencia en general es indicativa de baja o nula replicacién y, consecuentemente,
poca infectividad. Este marcador puede ser positivo, con replicacion viral elevada,
cuando el enfermo esta infectado por una cepa del VHB mutante que no expresa
el HBeAg. Su utilidad actual en el diagnéstico y toma de decisiones terapéuticas
es muy baja salvo para identificar la infeccion por una cepa salvaje, que expresa el

HBeAg, o por una cepa mutante, que no lo expresa (Delgado A et al, 2006) (Tabla 3).

Tabla 3. Serologia diagnéstica en la infeccion por VHB

Estado de la Anti- Anti- Anti-HBe DNA del

infeccion g HBsAg IgG-HBe | g IgM fEeng

VHB

Inmunizacion

- + + - - -
Natural

Vacunado - + = = = =

Infeccién aguda

+ - + + + -
temprana

+

Infeccién aguda en
resolucion

Infeccion crénica
con baja + - + - - +
infectividad

Infeccion crénica
con infectividad + - + - + -
alta

Fuente: Delgado A et al, 2006

1.7.2.9. Otros anticuerpos frente al VHB (anti-HBx, anti- PreS1 y anti- PreS2).

Como respuesta humoral es posible detectar anticuerpos frente a los

antigenos x y pre-S1 y pre-S2, pero sin ninguna utilidad en la clinica habitual para

el diagndstico, prondstico y terapéutica.

1.7.3. Analisis de la alfa-fetoproteina

Esta prueba verifica si hay niveles altos de AFP, una proteina que generan

las células hepaticas cancerosas. Debido a que las personas con hepatitis B

cronica corren mayor riesgo de desarrollar cancer de higado, los proveedores de
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atencion médica suelen indicar esta prueba cada 6 a 12 meses (Delgado A et al,

2006).
1.7.4. Tecnologia de biologia molecular.
1.7.4.1 DNA del VHB (DNA-VHB).

Su positividad en suero indica replicacion viral y se detecta con técnicas de
hibridacién, branched DNA 'y PCR. El limite de deteccién con la técnica comercial
mas sensible que existe es de 10? a 10® copias/ml sin diferencias entre los
distintos genotipos. En la practica clinica se considera como replicacién viral

positiva, segun la AASL, la presencia de valores superiores a 10* copias/ml (Lok A
et al, 2007).

Las indicaciones actuales para solicitar la determinacion de DNA del VHB son

las siguientes

»Valoracién inicial de una infeccién crénica por el VHB, ya que la
replicacion es un factor de progresion de la enfermedad y de su actividad.

»Decision de tratamiento de una hepatitis cronica por VHB, ya que solo
deben tratarse los enfermos con replicacién viral positiva.

»Monitorizar el tratamiento con antivirales o interferén en las hepatitis

crénicas por VHB.
1.7.5. OTROS ESTUDIOS.
1.7.5.1 Carga viral del VHB.

Al igual que la técnica usada para medir la cantidad de VIH en la sangre, la
carga viral puede determinar si el VHB se esta multiplicando en el higado. En una
persona que tenga el antigeno HBeAg detectable (carga viral >100.000) o una
mutante precore, (carga viral >10.000), indicaria que el virus esta activo y que
tiene muchas posibilidades de causar dafio en el higado. Siempre y cuando la

carga viral del VHB se conserve por debajo de los valores mencionados y los
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analisis de las enzimas del higado sean normales, podria ser que el tratamiento y

la biopsia hepatica no fueran necesarios (Delgado A et al, 2006).
1.7.5.2 Ecografia.

Muchos expertos en enfermedades hepaticas recomiendan este tipo de
examen a fin de detectar cancer en personas que tienen infeccién crénica por el
virus B, ya que este procedimiento resulta mas confiable que el analisis de la AFP

para detectar tumores. (Delgado A et al, 2006).
1.7.5.3 Biopsia hepatica.

Se utiliza para determinar el grado de lesion hepatica en caso de existir ya
que tanto la carga viral del VHB como los niveles de las enzimas hepaticas y de la
AFP en la sangre no permiten determinar si existe lesién hepatica y cuan grave es.
Este tipo de examen se recomienda en aquellos pacientes que tienen una carga
viral del VHB alta (mas de 100.000 o superior a 10.000 para pacientes con la

mutante precore del VHB) y un nivel elevado de enzimas hepaticas (Delgado A et al,
2006).

1.8. EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION POR EL VIRUS B.

La infeccion por el VHB es un alarmante problema de salud publica en
muchas partes del mundo. Aproximadamente 2000 millones de personas viven en
zonas donde la prevalencia de hepatitis cronica es mayor de 2% y donde la
enfermedad afecta cerca de 350 millones de individuos (Lai C et al, 2003). De estas
personas, cerca del 25-40% moriran de cirrosis hepatica 6 de carcinoma

hepatocelular primario (Lok A et al, 2007; Bourliere M, 2003).

Los portadores crénicos HBsAg constituyen el reservorio de principal de la
infeccidn; en algunos paises tropicales de 5-15% de todas las personas son
portadoras cronicas, aunque la mayoria de ellos asintomaticos. En Estados Unidos

la presencia del HBsAg elevada en ciertos grupos, como los hombres
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homosexuales, los enfermos sometidos a hemodidlisis o a tratamientos
inmunosupresores, los enfermos con sindrome de Down y los adictos a drogas,
que utilizan métodos de inyeccion. La determinacion rutinaria de HBsAg en los
donantes de sangre y la eliminacion de los bancos de sangre comerciales ha
reducido notablemente la incidencia de hepatitis B postransfusional. Las tasas de
incidencia son también elevadas entre los esposos y compaferos sexuales

(semen) de los pacientes afectados (Morales N, 2007).

Se ha establecido que el virus B causa el 80% de los casos de cancer
primario del higado por lo que esta enfermedad se considera una de las mayores
causas de mortalidad en humanos, es una de las tres primeras causas de muerte
por cancer en el hombre del este y sudeste asiatico, la cuenca del Pacifico y Africa
sub-Sahara, donde la infeccién por el VHB es mayor del 45% (Hasegawa | et al, 2006;

Ugwu B et al, 2006; Msuya S et al, 2006).

Su asociacion con el Carcinoma Hepatocelular Primario (CHP) produce entre
25,000 y un millon de muertes anuales en todo el mundo. En Estados unidos se
atribuyen unos 5,000 fallecimientos anuales al CHP. El periodo de latencia entre la
infeccion por VHB vy el desarrollo del CHP puede ser tan corto como 9 anos o tan

largo como 35 afos (Morales N, 2007).

En Europa y Estados Unidos la incidencia de la infeccién por el VHB es baja,
la transmision usualmente ocurre en la edad adulta. Sin embargo, en areas donde
la infeccion por el virus B es endémica, la infeccion ocurre a edad temprana o en
el periodo perinatal. Taiwan es una de las areas hiperendémica para la infeccion
por el VHB, aproximadamente 15 a 20% de la poblacién general es portadora del
HBsAg (NI YH et al, 2001).
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1.8.1. Prevalencia del Virus B.

Aproximadamente el 45% de los infectados por VHB viven en areas de alta
endemicidad, que incluyen el Africa subsahariana, Asia y el Pacifico con una
prevalencia del 10-20% (Liang X et al, 2005; Huang Z et al, 2005; Lavanchy D, 2004; Lai C
et al, 2003). En estas areas los individuos son infectados en su mayoria a edades
tempranas de la vida, en las que hasta un 90% evolucionan hacia la cronicidad.
Otras regiones no endémicas pero con prevalencia alta incluyen el sur y el este de
Europa, la cuenca del Amazonas, Oriente Medio y el subcontinente indio. En
Estados Unidos, paises de Europa occidental y del norte y en Australia la infeccién
es poco frecuente (0,2-0,5%) y es adquirida sobre todo en la edad adulta (Wright T,
2006).

En Latinoamérica la data de la frecuencia de la infeccion por el VHB varia de
una region a otra. La mayoria de los paises presentan una baja prevalencia (<2%),
otros tienen una prevalencia intermedia (2-7%), sin embargo existen regiones con
una alta prevalencia como es la zona del Amazona (parte del norte de Brasil,
Colombia, Peru y Venezuela). En base a la presencia de anti-HBc total la
prevalencia en la poblacion general del VHB en Republica Dominicana es de
21.4%, seguida de Brasil con 7.9%, Venezuela (3.2%), Argentina (2.1%), México
(1.4%) y Chile con 0.6% (Dehesa V et al, 2007). Sin embargo, ciertas regiones de
estos paises indican una prevalencia del VHB del 19.8 -66.1% en Brasil (Motta A et
al, 2003, 2005; de Paula V et al, 2001), Bolivia con un 74% (Leén P et al, 1999). Por
alguna razoén, hasta ahora no conocida las comunidades indigenas de Surameérica
son altamente endémicas para el VHB (Cardona et al, 2004; Echevarria JM et al, 1996;
Blitz L et al, 1996; Torres JR et al, 1991) peculiaridades importantes como aislamiento
geografico, social o cultural podrian estar implicados en tal situacidon (Echevarria JM

et al, 2003).

La alta prevalencia del VHB en algunos lugares del mundo esta determinada

por multiples factores como; calidad deficiente en los servicios de atencién
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médica, indices de prostitucion entre la poblacién, drogadiccion, educacion sexual
deficiente y el uso de tatuajes. Solo el suero, el semen y la saliva se han
demostrado como potenciales vehiculos conteniendo particulas infectantes del
virus B de la hepatitis (Parana R et al, 2005; Custer B et al, 2004).

1.8.2. Prevalencia del Virus B en Venezuela.

Venezuela presenta un nivel de prevalencia intermedia (3.2%) (Tanaka Y, 2000;
Silveira T, 1999), con tres focos de alta endemicidad; Amerindios del Sur en el
Estado Amazona, amerindios del Oeste en la Sierra de Perija del Estado Zulia y

en el Estado Barinas (Echevarria JM, 1996; Vetencourt R et al, 1997; Blitz L et al, 1996).

Las poblaciones amerindias constituyen los primeros pobladores en
Venezuela y han estado aislados de los sistemas urbanos, de las masas
migratorias a lo largo de los afios y de los sistemas asistenciales de salud en su
gran mayoria. Por lo tanto, la diversidad de los virus y agentes infecciosos que los
afectan son en mayoria el reflejo de las cepas autdctonas originadas en Sur
América o introducidas durante los movimientos migratorios en la prehistoria que
dieron origen a los primeros pobladores humanos en Sur América. Existe un cierto
consenso que apunta a sugerir que el Hombre Amerindio proviene de una
migracion humana hace unos 20.000 afios, desde el Sur Este de Siberia y
Mongolia, aunque el numero de olas migratorias que originaron la poblacién
Americana Precolombina es todavia controversial (Gibbons A, 1996; Salzano F et al,

1988).

Se estima que por lo menos el 40% de las hepatitis aguda B en Latinoamérica
incluyendo a Venezuela, se adquiere por transmisién sexual. En todo caso, entre
menos de un 6% a un 10% de los pacientes adultos que sufren hepatitis aguda B
puede evolucionar hacia el estado de portador créonico. Cuando la infeccién es
adquirida por via perinatal el 90% de los neonatos nacidos de madres infectadas

con el VHB pueden progresar hacia hepatitis cronica por lo que la prevencion
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mediante inmunizacion pasiva y activa aplicada al nifio en las primeras 12 horas

del nacimiento es obligatoria. (Machado I, 2006).

1.8.3. Prevalencia del Virus B en Espaiia.

En Espafia, el numero de portadores oscila entre el 1y el 2% de la poblacion,
con tendencia a disminuir por la politica de vacunacion general de la poblacién. La
capacidad infectante de un portador es tanto mayor cuanto mayor es la replicacion

viral (Moreno D et al, 2004; Rodriguez C et al, 2003; Sallera L et al, 1992).

La epidemiologia de la hepatitis B en este pais ha experimentado
cambios en los ultimos afos (Echevarria JM et al, 2004; Dominguez A et al, 2000). A esto
ha contribuido la determinacién de los genotipos del VHB, cuya distribucion esta
sufriendo algunas modificaciones, como la aparicion de genotipos poco
prevalentes o inexistentes (Echevarria JM, 2004). La transmision del virus por
transfusiones sanguineas practicamente ha sido eliminada con el cribado de los
donantes de sangre mediante el examen del HBsAg (Alvarez M et al, 2002). Los
grupos de poblacion mas expuestos a contraer en la actualidad una hepatitis B por
via parenteral siguen siendo los que consumen drogas por via intravenosa, los
profesionales sanitarios que sufren pinchazos o cortes con agujas y bisturis
contaminados con sangre de pacientes y los pacientes en hemodialisis (Bruguera M

et al, 2004).

Los recién nacidos de mujeres con una infeccion por VHB estan expuestos a
infectarse en el momento del parto. Este riesgo es superior al 90% cuando la
madre esta en periodo de replicacion viral alta. EI examen sistematico del HBsAg
de las gestantes y la aplicacion el primer dia de vida de medidas de inmunizacion
pasivo-activa en los recién nacidos de mujeres infectadas, es decir, la
administracion de gammaglobulina rica en anti-HBs y de la primera dosis de
vacuna de la hepatitis, evita considerablemente la transmision del virus de la

madre al hijo (Bruguera M et al, 2004).
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La vacunacién universal frente a la hepatitis B, introducida en algunos paises
entre los que se cuenta Espafia, a principios de la década de 1990 (Kane M, 1998;
Salleras L et al, 1992), es con toda seguridad el factor mas destacado en la reduccion
de la incidencia de esta infeccion, sobre todo en el grupo de poblacién mas joven

(Salleras L et al, 2003, 2005).
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1.9. CITOQUINAS.

1.9.1. Concepto.

Son moléculas de bajo peso molecular, normalmente entre 15-30 KDa,
constituidas por 120-180 aminoacidos. Aunque en general son producidas por
leucocitos, determinadas citoquinas pueden también ser secretadas por otros
tipos celulares. Originariamente se establecio el término linfocina para denominar
productos biolégicos producidos por linfocitos en respuesta al antigeno.
Posteriormente su uso se ampli6 a moléculas de caracteristicas similares
secretadas por otros tipos celulares, por lo que se utilizé el término mas amplio de
citoquina. El término interleucina (IL) se aplico a aquellas moléculas que servian
como sefales de comunicacion entre distintos tipos de leucocitos, numerandose
correlativamente a medida que se descubrian (IL-1, IL-2, etc.). No obstante,
algunas de ellas se detectaron inicialmente en ensayos funcionales in vitro y aun
conservan su denominacion original de acuerdo con la funcion biolégica que
permitié su identificacion, como es el caso del factor de necrosis tumoral (TNF) y
el factor transformador de tejidos (TGF) (Aguzzi A et al, 2005; Gosain A et al, 2005;
Stephen G, 2002).

La expresién de la mayoria de las citoquinas esta estrictamente regulada. En
general, no se detecta una produccion constitutiva significativa de estas
moléculas, siendo necesaria la activacion celular para que se produzcan
citoquinas en cantidades suficientes para ejercer sus efectos biologicos. La
mayoria de las citoquinas son secretadas al espacio extracelular, muchas de ellas
en forma glicosilada que incrementa su estabilidad y solubilidad. No obstante,
algunas citoquinas se pueden acumular en el interior de la célula, o, bien,
permanecer ancladas a la membrana o en la matriz extracelular. En general, son
moléculas que poseen una vida media muy corta y actuan a muy bajas
concentraciones, del orden de picogramos, mediante la unidn a receptores de alta
afinidad presentes en la superficie de la propia célula productora o en otros muy

variados tipos celulares.

31



Introduccion

Las citoquinas ejercen un efecto
autocrino cuando se unen a receptores
presentes en la propia célula productora.
También pueden tener un efecto paracrino,
actuando sobre diferentes tipos celulares
que se encuentran en su vecindad. En
algunos casos pueden liberarse a la

circulacion sanguinea o] linfatica,
ejerciendo su efecto en otros dérganos vy

tejidos, actuando asi como las hormonas,

de forma endocrina (Aguzzi et al., 2005)
(Figura 5).
Dos importantes caracteristicas funcionales de

Células vecinas

Fecgptor
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autocring paracrino endocrino
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Efecto autocrine, paracrine v endocrine de las citocinas.

Figura 5. Efecto de citoquinas.
Fuente: (Aguzzi A et al, 2005)

las citoquinas son su

pleiotrépismo, de tal manera que una misma citoquina es capaz de ejercer efectos

biolégicos diferentes al actuar sobre distintos tipos celulares, y su redundancia, es

decir, que varias citoquinas pueden contribuir al desarrollo de la misma funcion en

un determinado tipo celular. Una consecuencia de estas propiedades es que, en

ausencia de una determinada citoquina, sus funciones pueden ser reemplazadas

total o parcialmente por otras. Muchas de estas caracteristicas biolégicas de las

citoquinas se pueden explicar por la estructura y amplia distribucién celular de sus

receptores. Asi, la secrecion de una citoquina puede estar inducida, potenciada o

inhibida por otra citoquina que, a su vez, puede incrementar o inhibir la expresion

de sus receptores (Hunter C, 2005).

1.9.2. Citoquinas producidas en la respuesta inmune innata.

Estas citoquinas se producen de forma inmediata tras el contacto de las

células implicadas en las respuestas inmunes innatas con un agente extrafio. Los

monocitos y macrofagos activados son la principal fuente de estas moléculas

aunque también pueden ser producidas por linfocitos activados y otras células no
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pertenecientes al sistema inmune, como células endoteliales y fibroblastos (Tabla
4)

1.9.2.1. Interleucina 1 (IL-1).

Es producida por monocitos, macrofagos, células dendriticas, endoteliales,
células NK'y otros tipos celulares (tabla 4). Induce la liberacidén de histamina en los
mastocitos, generando vaso dilatacién y aumento de la permeabilidad vascular en
el lugar de la inflamacién. Es el principal pirdgeno endégeno, induciendo fiebre a
través de la produccion de prostaglandinas. Promueve la sintesis de proteinas de
fase aguda por los hepatocitos y actua sobre el sistema nervioso central
induciendo suefo y anorexia, tipicamente asociados con los procesos infecciosos

(Joost J et al, 2000; Abbas A et al, 2000).

1.9.2.2. Interleucina 6 (IL-6).

Es una citoquina de aproximadamente 26kD que es sintetizada fundamentalmente

por monocitos/macréfagos, fibroblastos,
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Prot. C reactiva agui
Completning)

células endoteliales, linfocitos T y células del

Medula dsea

s i €Stroma de la médula 6sea. Junto con la IL-
)' 1 es la principal inductora de la sintesis de

proteinas de fase aguda, sobre todo de

Fiehre
Aumento AUTH

» fibrinbgeno (Streez K et al, 2001). Ademas de
U

- »\\{ it su efecto en la inflamacion (Hernandez U et al,
2001; Durum S et al, 1993).

Principales acciones bioldgicas de la IL-6 sobre diferentes drgancs y células |

Figura 6. Efectos biolégicos de IL-6.
Fuente: www.duke.edu

Se ha observado que promueve la diferenciacién de linfocitos B hacia células
plasmaticas, induciendo la produccién de inmunoglobulinas. Aumenta la

produccion de IL-2 y el desarrollo de los precursores hematopoyéticos
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dependientes de la IL-3. Sirve como co-estimulador de las células T y de los

timocitos (Joost J et al, 2000; Abbas A et al, 2000) (Figura 6).

1.9.2.3. TNF.

Los factores de necrosis tumoral fueron descritos inicialmente por su
capacidad de causar necrosis en algunos tumores. Se han descrito dos
moléculas estrechamente relacionadas, el TNF-a y el TNF-, con elevada
homologia en su secuencia aminoacidica. ElI TNF-o es producido
fundamentalmente por monocitos y macréfagos en respuesta a antigenos
bacterianos, tales como el Lipopolisacarido, siendo esta citoquina el principal
responsable del shock séptico asociado a bacteriemias. También puede ser
producido por linfocitos T y B, células NK, fibroblastos y mastocitos. Junto con la
IL-1 esta implicado en los procesos inflamatorios derivados de los procesos
infecciosos. Inducen la produccion de factores de crecimiento endotelial y tienen
actividad angiogéna. Por otra parte, induce la expresion de moléculas de adhesion
y estimula la produccion de IL-8 por células del endotelio vascular, lo que
contribuye a la extravasacion de linfocitos, neutrofilos y monocitos. (Joost J et al,
2000 ; Abbas A et al, 2000).

1.9.2.4. Interleucina 10 (IL-10). @
IL-10

La IL-10 es un miembro de la familia

[L-f
TNF \ ) \l Y
de citoquinas de cuatro hélices a y l‘@ REgﬂagiﬁnl“@
, Tegativa |
probablemente actua como un / N / N

IL-2 A N 14

homodimero. Es producida por linfocitos Fily

del tipo Th2, células T CD8, asi como @

también por monocitos/macrofagos,
Aecton de la IL-10 & IFN sobre las células T colaboradoras

linfocitos B, queratinocitos y otros varios . isoide oo el sistema murine.

tipos celulares (Hernandez U et al, 2001; (

Figura. 7. Efectos biologicos de IL-10.
Moore et al, 1993). Fuente: www.duke.edu
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Es la citoquina inmunosupresora por excelencia, inhibiendo la sintesis de otras
citoquinas, entre las que podemos citar IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-12, y la expresion
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase-Il (MHC-II) y moléculas de
adhesion en monocitos (Figura 7). Desactiva ademas macrofagos al suprimir su

produccion de oxigeno reactivo, oxido nitrico y proteinas de adhesion.

La IL-10 ejerce ademas multiples actividades inmunomoduladoras. Se ha visto
que es un cofactor para el crecimiento de lineas y colonias de células mastociticas
in vitro. Regula las funciones mediadas por linfocitos B induciendo la sintesis de
IgG, influye en el desarrollo de timocitos y células T y ejerce ademas efectos

reguladores sobre la angiogénesis (Joost J et al, 2000; Abbas A et al, 2000).
1.9.2.5. Interleucina 12 (IL-12).

Es producida mayoritariamente por monocitos/macrofagos, pudiendo también
ser inducida por células dendriticas y linfocitos B. La actual importancia de esta
citoquina deriva de su capacidad de dirigir la diferenciacion de los linfocitos Th
hacia células efectoras tipo Th1. La forma madura de esta molécula (p75) esta
compuesta de dos subunidades, p35 y p40. La sintesis de ambas subunidades
estd regulada diferencialmente, siendo ambas necesarias para la actividad
funcional del heterodimero. Incrementa la actividad citotoxica de las células NK e
induce células LAK (linfocitos asesinos activados por linfocinas) por linfocitos T y
células NK y activa e incrementa la produccion de IFN-y y linfocitos T citotoxicos

(Abbas A et al, 2000; Trincheri G et al, 1997).

1.9.2.6. Interleucina 18 (IL-18).

Esta citoquina esta estrechamente relacionada en sus funciones biologicas
con la IL-12, ya que posee la misma capacidad de induccién de IFN-y en linfocitos
T y células NK. La IL-18 es producida por una amplia variedad de tipos celulares,

incluyendo los monocitos-macréfagos vy linfocitos T, siendo las células adrenales y
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de Kupffer las principales fuentes de producciéon de la IL-18 (Abbas A et al, 2000). Es
una citoquina pleitrépica que actua en procesos tanto relacionados con la

inmunidad innata como la adquirida. (Puren A et al, 1998).
1.9.2.7. Interferones tipo I.

Los interferones fueron inicialmente descritos como agentes producidos por
células infectadas por virus. Se clasificaron en dos grupos. Los interferones tipo |,
que incluyen el IFN-a. y el IFN-B, con capacidad principalmente antiviral y
antiproliferativa, y el IFN-y (tipo Il), con un mayor efecto inmunomodulador. El
IFN-y es producido fundamentalmente por monocitos y macréfagos, mientras que
el IFN-a es secretado por fibroblastos y algunas células epiteliales. Ambos

incrementan la expresion de moléculas de MHC de clase |. (Smith P et al, 2005).

TABLA 4. Citoquinas producidas durante la respuesta inmune innata

Citoquina Efectos bioldgicos principales Celu[a p.roductora
principal
IL-1a, | Proinflamatorias. Inducen la sintesis de Monocitos. macréfagos
IL-1B | proteinas de fase aguda. Pirégenos ' 9
Proinflamatoria. Induce la sintesis de proteinas
IL-6 de fase aguda. Regula la hematopoyesis. | Monocitos, macréfagos
Estimula la secrecién Igs
Proinflamatoria. = Responsable del shock Monocitos. macréfados
TNF-a | endotoxico. Pirégeno. Induce expresion de LT ' 90s,
moléculas de adhesion
IL-10 Inmunosupresoras. Inhiben la expresion de
citoquinas y otros mediadores proinflamatorios y . .
IL-19 g , s Monocitos, macrofagos,
la expresion de MHC-II y moléculas de adhesion
IL-20 ) ) ) . . LT, LB
en monocitos. Estimulan B e inducen sintesis de
IL-22 Me
IL-12 Inductor de la diferenciacién Th1. Estimula la | Monocitos, macréfagos
actividad citotéxica de T y NK
IL-18 | Estimula la actividad citotoxica de Ty NK Células  adrenales
células de Kupffer
Estimula la actividad citotoxica de T y células | Células dendriticas
IL-23 .
NK activadas
IFN-y | Efecto antiproliferativo e inmunomodulador. l\/!onomtos, macrofag,os
L X Fibroblastos y células
IFN-B | Actividad antitumoral o
epiteliales

Fuente: citocinas y quimiocinas en: www.uco.es
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1.9.3. Citoquinas producidas en la respuesta inmune adaptativa.

Los linfocitos T CD4+, como consecuencia de una estimulacién antigénica,
pueden diferenciarse hacia linfocitos T cooperadores de tipo Th1 o Th2, esta
diferenciacion estara condicionada por las citoquinas que se encuentran en el
medio. Asi, la presencia de IL-12 promueve la diferenciacion hacia Th1, mientras

que la IL-4 condiciona el desarrollo Th2. Los linfocitos Th1, en colaboracién con
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\ﬂ% !@4 ()7 a

4 14,106 ) -
Il 4116, I-10 | ¢ plasmatica
o — - @) -
F r £
W - g

=y = = = =
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Principales puntos de accidn de las citocinas sobre la respuesta inmune. ‘

los macrofagos,

(FNy | estan implicados en

la respuesta inmune

celular, mientras que

[ Fespuesta celular ]

los Th2 promueven

la respuesta inmune
humoral. Para llevar
a cabo su funcion los
linfocitos Th1

[ Respuesta humoral ]

secretan IL-2, IFN-y

Figura. 8. Accion de las citoquinas durante la respuesta inmunitaria.

y TNF, mientras que los Th2 producen IL4, IL-5, IL-10 e IL-13. Se han descrito
otras subpoblaciones de linfocitos T CD4+ efectores que secretan un perfil de

citoquinas diferente y llevan a cabo funciones especificas (Stites D et al, 1999).
(Figura 8)

Los linfocitos T CD8+ por su parte se diferencian hacia linfocitos T citotoxicos
como respuesta a la estimulacién antigénica y a la presencia de citoquinas
secretadas por otras células. Ejercen su funcién efectora mediante la secrecion
fundamentalmente de IL-2, IL-16, IFN-y y TNF. Finalmente hay una serie de
citoquinas que pueden ser producidas por ambos tipos de linfocitos T, CD4+ y
CD8+, tales como IL-2, Factor estimulante de colonias de granulocitos (GM-CSF)

y Factor transformante de tejidos beta (TGF-beta) (Tabla 5).
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1.9.3.1. Interleucina 2 (IL-2).

La IL-2 secretada es una glucoproteina de entre 14 y 17 kD codificada por un
unico gen en el cromosoma 4 de los seres humanos, en su forma natural esta
plegada formando una proteina globular que costa de un par emparejado de
hélices a . Responsable principalmente de la progresion de los linfocitos T CD4+ y
CD8+ activados en respuesta a un estimulo antigénico. Tiene un papel esencial en
el desarrollo de las respuestas inflamatorias crénicas, tanto humorales como
celulares. Es un factor estimulador del crecimiento de linfocitos T, B y NK.
Promueve la actividad citotéxica mediada por linfocitos T y células NK, asi como el
desarrollo de células LAK. Tras unirse a su receptor en linfocitos T, activa la
secrecion de IFN-a, linfotoxina, IL-4, IL-3, IL-5 y GM-CSF. Sobre los linfocitos B
estimula su crecimiento y diferenciacion e incrementa la expresion de moléculas
de MHC de clase Il (Aguzzi A et al, 2005). Es el principal factor autocrino para los
linfocitos T, la cantidad de IL-2 sintetizada por las células T CD4+ activadas es un
determinante importante en la intensidad de la respuesta inmunitaria mediada por
células T. Estimula la sintesis de otras citoquinas como el IFN-y y la linfotoxina
(Abbas A et al, 2000; Sugamura K et al, 1996).

TABLA 5. Citoquinas producidas durante la respuesta inmune

adaptativa
Célula
Citoquina Efectos biologicos principales productora
principal
IL-2 Induce proliferacion de T, B y NK. Citotdéxica e | LT activados, LTh1, LT
inflamatoria citotoxicos
Incrementa la expresién de MHC-l y Il. Activa s
IFN-y macréfagos y NK. Inhibe la proliferacion de células =iy LI Etoendiess,
NK
Th2.
Proinflamatoria. Pirégeno. Induce expresion de e
TNF-a moléculas de adhesion U, T eleledises
Inductor de la diferenciacion Th2. Inhibe citoquinas
IL-4 y mediadores proinflamatorios e induce IL-1Ra. | LTh2, mastocitos,
Estimula crecimiento y diferenciacion de linfocitos B. | basdfilos.
Induce IgE e IgG4.
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IL-5 legre,np|a0|on, proliferacion y activacion de LTh2
eosinofilos
Inhibe la expresion de citoquinas y otros

IL-10 mediadores proinflamatorios y la expresion de | LTh2, monocitos,

MHC-II y moléculas de adhesién en monocitos. | macréfagos, LB
Estimula B e induce la sintesis de IgG

Inhibe la expresion de citoquinas y otros

IL-13 mediadores proinflamatorios. Estimula crecimiento y LTh?
diferenciacion de B y promueve el cambio de isotipo
hacia IgE.

IL-16 Quimiotacticode T LT citotdxicos
Inmunosupresora. Inhibe el crecimiento de muchos

TGF-B tipos celulares, la sintesis de varias citoquinas y la | LT activados

citotoxicidad natural

Desarrollo y diferenciacion de granulocitos y

GM-CSF macréfagos LT activados

Fuente: citocinas y quimiocinas en: www.uco.es
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(Figura 9).

Actua de forma autocrina sobre las propias células NK que lo producen,
aumentando su actividad citolitica y, como consecuencia, incrementando su efecto
antitumoral. Sobre los linfocitos Th2 inhibe la proliferacion, de manera que su
presencia durante la estimulacion antigénica induce la diferenciacién de linfocitos
T hacia células efectoras tipo Th1 favoreciendo, por lo tanto, el desarrollo de las

respuestas inflamatorias (Smith P et al, 2005).
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1.9.4. Receptores de las citoquinas.

Los receptores de citoquinas son proteinas de membrana glicosiladas que
constan de una region extracitoplasmatica de unién con la citoquina, una region
transmembranal y una region citoplasmatica que interviene en la transmision de

senales al interior de la célula.

Los receptores funcionales son de alta afinidad (10°-10""M), es decir,
unicamente son necesarias bajas concentraciones de citoquinas para la unidn
efectiva con su receptor y para desencadenar su correspondiente efecto bioldgico.
La distribucion de algunos de ellos, como por ejemplo los de la IL-2 y de la IL-5,
esta restringida a unos pocos tipos celulares mientras que otros, entre los que se
pueden citar los de la IL-1, IL-4 e IL-6, se encuentran distribuidos en una amplia
variedad de tipos celulares. La expresion de los receptores de citoquinas en la
superficie celular puede ser constitutiva, es decir, tiene lugar sin necesidad de
ningun estimulo fisiolégico o por el contrario, puede requerir que la célula sea

activada previamente (Aguzzi A et al, 2005).

1.10. RESPUESTA INMUNITARIA Y PARTICIPACION DE LAS
CITOQUINAS EN LA INFECCION POR VIRUS B.

El VHB no es un virus citopatico y su capacidad de lesién esta condicionada
por una respuesta inmunoldgica, basicamente a través de la inmunidad celular,
que es capaz de eliminar las células infectadas y bloquear la infeccion de nuevas
células (Cora M, 2004; Chisari F et al, 2005; Chee K et al, 2005).

El huésped ante la patogénesis de la enfermedad hepatica viral inicia una
respuesta inmunitaria celular antiviral especifica al antigeno que pone en
movimiento una cascada de sistemas efectores no especificos al antigeno, tales
como la activacion de macrofagos hepaticos, linfocitos T, células Killer, citotoxicas
naturales “NK”, anticuerpos, complejos inmunitarios y citoquinas (Figura 10) Todos

ellos participan en la reaccion inflamatoria hepatica, pudiendo suprimir la
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replicacion y expresion del gen viral en el
hepatocito (Trinchieri G et al, 1997; Arai K et al,
1990; Ferrari C et al 1990).

VHB se

celular

La infeccion causada por el
caracteriza por un infiltrado
mononuclear y polimorfonuclear con evidencia
de activacién de macrofagos hepaticos. Estas

células inflamatorias producen citoquinas tales

como TNF-a,
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Figura 10. Respuesta antiviral
Fuente: Aguzzi A, 2005

IFN-y, IFN-a, IL-1a e IL-6, las cuales median el proceso inflamatorio

y pueden contribuir a la clarificacion viral, a la evasion de la respuesta inmunitaria,

o la progresion y persistencia del virus (Jung M et al, 2002; Chee K et al, 2005).

Por lo tanto, la respuesta inmunitaria ante el virus, estara determinada por la

capacidad del huésped de eliminar la particula viral de los hepatocitos infectados y

el grado de dano hepatocelular subsiguiente variara de acuerdo a la respuesta del

sistema inmunitario del individuo afectado (Nassal M, 1999; Chee K et al, 2005).

La eliminacion de las particulas virales intracelulares no depende sélo de una

actividad citolitica especifica, sino también de la supresion de la actividad viral por

factores solubles como el TNF-a y el IFN-y liberados por células T. El mecanismo

de cronicidad depende de una respuesta atenuada frente a los antigenos virales

expresados en la superficie celular. Esta respuesta inmunolégica se observa en

los enfermos portadores asintomaticos y se mantiene incluso décadas después de

la resolucion de la infeccion por el VHB (Ferrari C et al, 2003; Szkaradkiewicz A et al,

2003; Vingerhoets J et al 2001).
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El sistema inmunitario posee diferentes estrategias celulares directas (células
NK, linfocitos T citotdxicos) e indirecta a través de citoquinas con actividad antiviral
para eliminar los agentes infecciosos. Las células infectadas por virus son
eliminados por células T citotéxicas CD8+. Estos linfocitos reconocen péptidos
derivados de patégenos unidos a moléculas clase | del MHC y secretan Perforina,
Granzyme y frecuentemente citoquinas como IFN-y, TNF-a, TNF-B, enlace del

Fas, entre otros (Jung M, 2002; Abbas A et al, 2000; Stites D et al, 1999) (Figura 11).

Caspase activation g
I ow# IFN-y

!

Secondary immune responses:
recruitmeant of lymphocytes
and macrophages

Activation of the immune
system to kill the virus-infected

I Hepatocyte death I
hepatocytes

Virus-specific cytotoxic T lymphocyte (CTL) responses, and roles of proteins
of hepatitis B wvirus

Expert Reviews in Molecular Medicing @2001 Cambridge University Press

Figura 11. Respuesta inmunitaria celular. Y el rol de las proteinas del VHB.
Fuente: www.ermn.cbcu.cam.cu

Los linfocitos TCD4+ por su parte reconocen péptidos unidos a las moléculas

clase Il del “MHC” y comprende dos tipos funcionales: las células Th1 y las Th2.

El fenotipo Th1 participa en la activacién de macréfagos infectados o que han
fagocitado patégenos y secreta proteinas reguladoras como: IL-2, IFN-y, GM-CSF,
TNF-a, TNF-B, IL-3, enlace del CD48 y del Fas. El fenotipo Th2 esta constituido
por células que secretan citoquinas (IL-4, IL-5, IL-3. GM-CSF, IL-10, TGF- B,
Eotoxina y enlace del CD40) inductoras de la activacion de linfocitos B. La
respuesta mediada por linfocitos CD4+ Th1 es efectiva en la resistencia contra

patdgenos intracelulares en cambio los linfocitos CD4+ Th2 favorecera una
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respuesta humoral (You J et al, 2007; Priimiagi L et al, 2003; Jiang R et al, 2002) cuyos
efectos pueden ser benéficos hacia agentes extracelulares pero también suelen
encontrarse asociados con el progreso de enfermedades por patdogenos

intracelulares (Kong L et al, 2005).

Existen ademas otros dos tipos de células conocidas como ThO la cual tiene el
potencial de transformarse en Th1 y Th2 y presenta algunas de las funciones
efectoras caracteristicas de estas células. Y un patron de células Th3 que secreta
el factor transformante del crecimiento B, ejerciendo una acciéon inmunoregulatoria

negativa sobre la respuesta inmune (You J et al, 2007; Jiang R et al, 2002, 2000).

Estudios recientes utilizando linfocitos de sangre periférica de nifios con
hepatitis aguda y crénica por el VHB demuestran predominio del fenotipo Th1
durante la fase aguda y su disminucion en la infeccidon cronica se encuentra
aunado a un incremento de las citoquinas mas controversiales por sus efectos,
como la IL-10. Estos resultados revelan que la respuesta Th1 es eficiente en el
control de la hepatitis B aguda (Sun Y et al, 2004; Szkaradkiewicz A et al, 2003; Jiang R et
al, 2000). En el caso de la infeccidn cronica puede estar determinada por una
alteracion de la respuesta Th1 y Th2. El incremento de la IL-10 puede suprimir la
actividad de la respuesta inmune a través de una respuesta anti-inflamatoria por
inhibicion de células presentadoras de Antigeno y/o linfocitos T CD4+ Th1 (Cheong
J et al, 2006; Ayada M et al, 2006). Durante la infeccidén crénica por el VHB algunos
estudios indican una disminucion de la IL-10 junto al IFN-y y un incremento de las

mismas durante una cirrosis hepatica (Song L et al, 2003).

La IL-10 se considera clave en la respuesta Th2 al inducir la diferenciacion de
linfocitos B en plasmocitos y secretores de inmunoglobulinas. La IL-10 puede
actuar, no s6lo como potenciador de la inmunidad humoral sino también como
supresor general de la respuesta inmunitaria celular, con disminucion del IFN-y y

del TNF-a (Joost J et al, 2002; Abbas A et al, 2000; Stites D et al, 1999).
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Falasca y cols, (2006) indican una elevacion de IL-6 e IL-18 durante el curso
cronico de la infeccion por el VHB. Otras investigaciones indican ademas, la
participacion de la IL-10 durante el proceso patoldgico de la enfermedad hasta la
fase de cirrosis (Song L et al, 2003; Zhang W et al, 2002; Tangkijvanich P et al, 2000).
Otros estudios no encontraron significancia alguna entre los niveles en suero de
IL-6 e IL-12(p70) y los cambios histopatoldgicos, por lo cual indican que niveles
aumentados de IL-6 e IL-12 no reflejan actividad inflamatoria hepatica alguna,
durante la infeccién crénica por el VHB, sin embargo pueden ser marcadores utiles

durante esta fase de la infeccion (Ayada M et al, 2006; Song L et al, 2003).

La presencia de IFN-y, IL-4 e IL-5, ha sido detectada en CMSP, patron similar
al fenotipo celular ThO (Hyodo N et al; 2003; Jiang R et al, 2000). EI predominio de las
células con patron ThO sin diferenciacion posterior puede representar un
mecanismo que involucre disminucién de las citoquinas del patron Th1, lo cual
puede determinar dafio en el huésped y cronicidad de la enfermedad por inhibicién
progresiva de la poblacion de células T con efecto antiviral (Abbas A et al, 2000;
Stities D et al, 1999). Los estudios en CMSP de Penna y cols (1997) demuestran que
durante la fase aguda de la infeccién predomina un perfil de citoquinas Th1 y en la

fase convaleciente el ThO.

Por otro lado, se ha observado una disminucion en la sintesis de INF-y, |IL-2,
TNF-a, IL-4 e IL-5 e incremento en los niveles IL-1 y del receptor soluble de IL-2
(RslL-2) en pacientes con enfermedad hepatica cronica por el VHB (Debnath C et al,
2005; Pawlowska M et al, 2005; Anastassako C et al, 1988). Asi mismo, otros
investigadores demostraron un aumento en la expresion del fenotipo Th2 en

estudios realizados en CMSP en pacientes con hepatitis crénica por el VHB
(Szkaradkiewicz A et al, 2003, Ferrari C et al, 2003; Tulek N et al, 2000).

Estudios realizados por Monsalve y cols (2002) en pacientes que
evolucionaron a la resolucién de la infeccion por el virus B indican un

comportamiento similar del INF-y y del TNF-a, manteniéndose dentro de sus
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valores normales al compararlos con los de una poblacion control. Una respuesta
inmunitaria exagerada por parte de esas citoquinas frente a la carga de
antigenos virales, seria responsable de la muerte de un numero elevado de

hepatocitos produciendo una hepatitis fulminante.

El papel que juegue cada una de las citoquinas variara de acuerdo a la fase
en que se encuentra la infeccidn, a las concentraciones séricas de los antigenos
virales presentes, los tipos de antigenos y sobre todo la respuesta inmunitaria del

paciente seran factores determinantes en la variabilidad de los resultados.

Si bien no se sabe con exactitud porqué en la mayoria de las personas la
infeccion viral desaparece pero en otras persiste en forma indefinida, se considera
que ello se debe mas a las peculiaridades de la respuesta inmunitaria de la
persona afectada que a la cepa viral involucrada. La investigacion del papel de las
citoquinas en determinadas patologias puede aportar datos que permitan un mejor

conocimiento de su participacion como mediadores de la respuesta inmunitaria.

.11 INFLUENCIA DEL MEDIO AMBIENTE SOBRE EL SISTEMA
INMUNITARIO

Diversos estudios han demostrado la asociacion entre la exposicion al ambiente y
el desarrollo de diferentes entidades clinico-patoldgicas. Se considera al proceso

inflamatorio como el inicio para la afectaciéon del estado salud (Hetland R et al, 2005;
Myrianthefs P et al, 2003).

Hetland y cols, en el aino 2005 estudiaron la repercusion de particulas
grandes (2.5-1 um) y pequefas (0.1-2.5 um) del medio ambiente de ciudades
europeas como Amsterdam, Lodz, Oslo y Roma sobre el sistema inmunitario de
modelo murino. Las particulas fueron recolectadas durante las estaciones de
verano, primavera e invierno. Todas las fracciones fueron analizadas, tomando en

consideracion su efecto sobre la produccién de citoquinas por macrofagos

45



Introduccoén

alveolares aislados de los pulmones de ratas. Se correlacionaron las
caracteristicas fisico-quimicas de los elementos particulados y su potencial efecto
inflamatorio. Las muestras de Lodz y Roma son consideradas las mas
estimulantes. Las de Lodz causaron la respuesta celular mas alta durante las
estaciones de verano y primavera. La liberacidén de citoquinas podria no ser
atribuidas a parametros quimicos, sin embargo, las particulas grandes mas que
las pequefas del medio ambiente, de las ciudades mencionadas, estimulan la
secrecion de las proteinas reguladoras inflamatorias tales como IL-6 y TNF-a. En
las particulas grandes se aprecié un contenido alto de hierro, cobre, algunos
hidrocarbonos aromaticos policiclicos y lipopolisacaridos, no obstante, variaciones
en la concentracién de estos componentes no reflejaron modificaciones en la

liberacion de las citoquinas.

Estos investigadores demostraron que existe heterogenicidad en relacion al
efecto inflamatorio ejercido por las particulas de acuerdo a su tamano, a su
ubicacion geografica y a la estacion del afio en la cual fueron recolectadas las
muestras. Para Becker y cols (2005) en el estudio de células epiteliales bronquiales
y macrofagos humanos normales, los elementos constituyentes de las particulas
del medio ambiente incluyeron efectos adversos relacionados con la inflamacion
pulmonar, sus conclusiones son contrarias a las de Hetland y cols pero hay que

considerar que el modelo en estudio es diferente.

Myrianthefs P y cols (2003) realizaron estudios en humanos, procedentes del
area urbana de Atenas, Grecia, examinando diferentes estaciones del afio y la
produccion de citoquinas por CMSP estimuladas con lipopolisacarido en el grupo
bajo estudio con patron normal de vigilia/suefio. Estos investigadores encontraron
una disminucion de la produccién de la citoquina antiinflamatoria IL-10 y de los
receptores | y Il del TNF-a en los 17 individuos sanos estudiados, durante los
meses de junio y septiembre correspondientes a la estacion de verano y otofio

respectivamente. Estos resultados revelan las significativas implicaciones en la
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determinacién de los valores de referencia, en la exploracién del sistema inmune y

la prevalencia de enfermedades inflamatorias en las diferentes estaciones del afio.

Mann D y cols (2000) estudiaron la influencia del patrén estacional sobre el
desarrollo de una enfermedad comun a monos Rhesus machos denominada
campylobacteriosis, monitorizaron las alteraciones de la secrecion de citoquinas
del fenotipo Th1 (IL-2, IFN-y) y Th2 (IL-4) provenientes de CMSP vy recolectadas
las muestras durante el invierno y la primavera. Se apreci6 un predominio
significativo de las citoquinas tipo Th1 durante la primavera al compararla con el
invierno, la respuesta Th2 no vario en las dos estaciones. La respuesta
proliferativa de CMSP en mitdgenos y la actividad de células NK variaron con las
estaciones del afio. La prevalencia de Campylobacter fue mas alta en verano que
durante la primavera, otofio e invierno. Por lo tanto, concluyeron que las
fluctuaciones estacionales pueden alterar la capacidad de los primates a

responder adecuadamente a patdégenos.

Todo lo expuesto, revela que la influencia del medio ambiente sobre el
sistema inmunitario es una realidad demostrada y que deberia ser tomada en
cuenta al momento de iniciar una investigacién cientifica. Ademas, algunos
autores consideran que pueden existir otros factores aunados a los ya citados que
modificarian el comportamiento del sistema, tales como exposicion a antigenos
externos en especial a los de origen microbioldgico (Purokivi M et al, 2001), ciertos
habitos alimenticios (zhao G et al, 2007; James M et al, 2000), los cuales podrian incidir
en la respuesta inmune por secrecion o inhibicion de citoquinas pro o anti-

inflamatorias.
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Hipotesis y Objetivos

La funcion del sistema inmunitario es dependiente de diversas variables que
incluyen las caracteristicas genéticas de cada individuo, las interacciones entre
los diferentes sistemas del organismo, incluyendo el neuroendocrino, la
alimentacion, la exposicion a antigenos externos en especial los de origen
microbiolégico y/o parasitario. En conjunto, consideramos relevante caracterizar el
impacto que el entorno geografico epidemioldgico ejerce sobre el estado funcional

del sistema inmune.

El VHB es considerado un agente etiolégico de hepatitis aguda, croénica,
cirrosis, hepatocarcinoma y manifestaciones inflamatorias extrahepaticas, su
presencia determina el estimulo para una respuesta inmunitaria humoral y/o

celular.

Uno de los factores que podria modificar el curso de la infeccion por el VHB
lo constituye la red de intercomunicacion del sistema inmune conformada por las
proteinas reguladoras llamadas citoquinas. Estas juegan un papel importante en la
respuesta inmunolégica ante la infeccion por el VHB, pudiendo contribuir a la
eliminacién de la particula viral o a su persistencia, con la subsiguiente cronicidad

de la infeccién e induccién de dano tisular.

La finalidad del presente estudio es incrementar nuestro conocimiento sobre
el comportamiento funcional del sistema inmune en diferentes ambitos de presion
antigénica. En primer lugar, comparando el perfil sérico de citoquinas de individuos
pertenecientes a grupos sociales con marcadas diferencias en su cultura, en las
condiciones higiénicas de sus viviendas y en su acceso a los servicios sanitarios,
como son los indigenas de un area rural agreste de Venezuela y los habitantes de
un area urbana de Venezuela y Espafia. En segundo lugar, hemos analizado,
también mediante el estudio del perfil sérico de citoquinas, el diferente impacto de
la infeccidn crénica por el VHB en el sistema inmune de individuos de estos
distintos grupos sociales, como son los indigenas de un area rural y sujetos

urbanos, ambos de Venezuela.
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HIPOTESIS

v La presion antigénica ambiental, determinada por el area geografica y las
diferencias en el acceso a determinados niveles de condiciones higiénicas y
sanitarias, condiciona la respuesta funcional del sistema inmune del

individuo, definida por el perfil sérico de citoquinas.

v Las poblaciones indigenas rurales de Venezuela presentan un estado de
depresion funcional de la respuesta inmunitaria que pudiera determinar la

elevada frecuencia de infeccion cronica por el VHB

OBJETIVOS

Para poder avanzar en el conocimiento de la infeccién por virus B y poder disefar
nuevas estrategias terapéuticas es clave caracterizar el estado funcional inmune
durante esta patologia y los diferentes factores involucrados en pacientes con
estado de portadores procedentes de distintos entornos epidemioldgicos, entre los
gue se encuentra una etnia de alta prevalencia de esta infecciéon de un medio rural
agreste e individuos del entorno urbano venezolano y europeo respectivamente.

Esta estrategia tiene los siguientes objetivos:

1.Caracterizar el estado funcional del sistema inmune mediante el perfil sérico
de citoquinas circulantes (IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, TNF-a. € INF-y) de
individuos no infectados por el VHB pertenecientes a diferentes area

geograficas de Venezuela y de Espana.

2.Investigar el impacto de la infeccion por el VHB en el estado funcional del
sistema inmune a través de la cuantificacién de citoquinas circulantes (IL-2,
IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, TNF-a e INF-y) en individuos con infeccion crénica

asintomatica por el virus B pertenecientes a diferentes entornos geograficos
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(rural y urbana) de Venezuela, comparandola con la de individuos controles

de ese mismo entorno.
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Materiales y Metédos

ll.1 DISENO DEL ESTUDIO

ll.1.1 Tipo de disefio

El presente estudio fue de tipo prospectivo, inferencial, transversal,

translacional.

111.1.2 Periodo de estudio.

Esta investigacion fue realizada durante el periodo comprendido entre el afo
2005 y afio 2006.

ll1.1.3 Ambito de estudio:

El estudio serologico de la infeccion cronica asintomatica por el VHB y la
deteccién del DNA viral por PCR de los pacientes de las poblaciones de
Venezuela se realizé en el Laboratorio Regional de Referencia Virolégica de la
ciudad de Maracaibo y en el Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas

(IVIC) de la ciudad de Caracas respectivamente.

Estas muestras fueron trasladadas luego hasta el Laboratorio de
Enfermedades del Sistema Inmune y Oncologia del Departamento de Medicina de
la Universidad de Alcala, previo permiso sanitario por parte de las autoridades

correspondientes en Espafia, para la determinacién de citoquinas séricas.

lll.1.4 Seleccion de la poblacién y procedencia de la misma

La muestra de nuestro estudio la constituyeron 97 individuos que fueron
categorizados en dos grupos. El primero lo formaban 56 individuos no infectados
por el VHB (NI -VHB) pertenecientes a diferentes areas geograficas de Venezuela
(N= 36) y Espafia (N=20). El segundo grupo lo formaban 41 pacientes con
infeccidn crénica asintomatica por el VHB pertenecientes a un area rural (N=20) y

urbana (N=21) de Venezuela.
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Las muestras de la poblacion NI-VHB fueron obtenidas por puncién venosa
fueron tomadas en los respectivos centros hospitalarios (IVIC, Caracas,
Laboratorio Regional de Referencia Virologica, Maracaibo, Venezuela y en
Laboratorio de enfermedades del Sistema Inmune del Departamento de Medicina,
Universidad Alcala, Madrid, Espana) previo consentimiento de todos los

participantes en el estudio, durante el periodo 2005-2006.

La recoleccion de las muestras de los pacientes cronicos asintomaticos de
Venezuela se realizé en el ano 2005-2006 y fueron almacenadas apropiadamente
a -20 °C hasta su traslado en el afio 2006 al laboratorio de Enfermedades del
Sistema Inmune del Departamento de Medicina, Universidad Alcala, Madrid,
Espafia, respetando las normas de seguridad de transporte de muestra bioldgicas
y garantizando el mantenimiento de la cadena de frio para la preservacion de las

mismas.

Los individuos analizados en el presente estudio se clasificaron del siguiente

modo:

Grupo de individuos no infectados por el VHB (N=56):

Grupo 1.- 16 personas entre 15 a 60 afos de edad de uno u otro sexo sin
antecedentes clinicos y de laboratorio de hepatitis, pertenecientes a la poblacion

urbana de Caracas y Maracaibo, Venezuela.

Grupo 2.- 20 individuos indigenas, en edades comprendidas entre 15 a 60
afios de edad de uno u otro sexo sin marcadores serologicos ni antecedentes

clinicos de infeccion por el VHB.

Grupo 3.- 20 individuos procedentes del entorno europeo espafol en

similares edades y sexo con los individuos obtenidos del entorno sudamericano.
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Grupo de pacientes con infeccién crénica asintomatica por el VHB
(N=41)

Grupo 1.- 21 pacientes de la poblacién urbana venezolana de la ciudad de
Caracas y Maracaibo, Venezuela: De uno u otro sexo en edades comprendidas

entre 20 a 60 afos, diagnosticados con infeccidn cronica asintomatica por el VHB

Grupo 2.- 20 pacientes de una etnia indigena, de la comunidad Japreira de la
Sierra de Perija, Estado Zulia, Venezuela. De uno u otro sexo en edades

comprendidas entre 20 a 60 anos, con infeccién cronica asintomatica por el VHB.

Los grupos controles de estas poblaciones fueron los respectivos individuos

no infectados por el VHB de su mismo entorno geografico.
lll. 1.5 Criterio de inclusién:

Padecer una infeccion cronica asintomatica por el VHB basado en el hallazgo
de marcadores seroldgicos indicativos de esta fase y siguiendo los criterios
diagndsticos de la ASSLD como fueron: presencia de HBsAg por mas de seis
meses, anti-HBc, anti-HBe, DNA viral < 105, y ausencia de HBeAg, anti-HBc-IgM y

anti-HBs con aminotransferasas normales.
111.1.6 Criterio de exclusion:

Se excluyeron del presente estudio mujeres embarazadas, pacientes
hemodializados, leucémicos, hemofilicos, con enfermedades autoinmunitarias,
pacientes inmunizados contra el VHB, con hepatitis B aguda, con infeccion crénica
por el VHB y aminotransferasas elevadas, con hepatitis A, C y D e infectados con
el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), Citomegalovirus, Epstein-Barr, asi

como personas diabéticas y obesas.
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l11.2. ORGANIZACION DE LA TOMA DE MUESTRA.

lll.2.1 Recoleccién de la muestra de suero. A todos los individuos a ser
evaluados, se les extrajo 10 cc de sangre venosa para obtencion de suero por
centrifugacion (1600xg por 15 minutos) repartiéndose el suero en 4 alicuotas de

500ul cada una y guardandose a —70 °C hasta el momento de su procesamiento.

La comunidad Japreira habita en la Sierra de Perija, la cual se ubica entre los
72° 15"y 73° 15" longitud W y los 9° 00 y 11° 10° latitud N. Estas coordenadas se
corresponden con el oeste del Estado Zulia, en la parte septentrional de la
cordillera de los Andes que conforma el limite occidental de la cuenca hidrografica
del Lago de Maracaibo, zona fronteriza entre Colombia y Venezuela. El entorno
natural de la Sierra combina una rica diversidad de ecosistemas (bosque seco
tropical, humedo tropical, muy humedo montafioso bajo, muy humedo montafioso,
y paramo). Las precipitaciones son abundantes (1500-2400mm), y las

temperaturas oscilan entre maximas de 30°C y minimas de 13°C.

Para la toma de la muestra se hizo necesario el traslado tanto del personal
técnico y profesional como de los equipos hasta la comunidad, a 6 horas de la
comunidad urbana mas cercana (Machiques), para lo cual requiere vehiculo todo
terreno y canoas para atravesar el ri6 Palmar. Una vez en el sitio, el alojamiento
se lleva a cabo en bohios de paja al aire libre con algun mobiliario rustico
adecuado para la instalacion de equipos y fuentes de luz. El primer dia
comprendié la motivacion y comunicacion a la comunidad a través del lider o
cacique, maxima autoridad de la comunidad, a fin de obtener la participacion
masiva de los integrantes previa explicacion de los objetivos y beneficios de los
examenes por realizar. El segundo dia se realizé un operativo medico-asistencial,
odontoldgico, toma de muestra de heces para diagndstico de parasitosis, realizado
por profesional en el area y la toma de muestra sanguineas a todos los individuos
que acudieron voluntariamente al sitio del operativo, a cada uno se le trato de
hacer una historia epidemiolégica que comprendia: nombre, edad, sintomas

compatibles con hepatitis u otras patologias a fin de detectar posible infeccién o
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enfermedad previa en evolucion para el momento del estudio. Entre las
limitaciones encontradas tenemos diferencias en el idioma y carencia de
comprensién por parte de los participantes, motivo por el cual no se pudo obtener
toda la informacion necesaria para su analisis. Se procedio luego a la toma de 10
cc de sangre por puncidn venosa sin anticoagulantes para obtencion de 5
alicuotas de suero de 500cc cada una, las cuales fueron guardadas en recipientes
adecuados con hielo seco por 72 horas, el cual se fue renovando hasta su traslado
a la ciudad de Maracaibo al Laboratorio Regional de Referencia Virolégica, en

donde se guardo a -20°C hasta su procesamiento.

lll. 3. METODOS:

La deteccién de marcadores de infeccidon cronica asintomatica por el VHB fue
realizada por la técnica de Inmunoanalisis enzimatico de microparticulas (MEIA).
IMx (Abbott Lab. Division de Diagnéstico).

La deteccion de DNA-VHB se realizo mediante la técnica HBV fase de
Pharma Gen, S.A. (Espana).

Para la determinacion de citoquinas (IL-2, IL-6, IL-10, IFN-y), se utiliz6 el
método cuantitativo de la técnica de Inmunoanalisis Enzimatico (ELISA)

sandwich, de acuerdo al laboratorio Diaclone a tepnel Company, (Espana).

Para la deteccion de las citoquinas IL-12, IL-18 y TNF-a se utilizé el método
cuantitativo de la técnica de Inmunoanalisis enzimatico (ELISA) de Bender

MedSystems. Viena, Austria.

lll.3.1 Deteccion de marcadores serolégicos de Hepatitis B: anti-HBc,
HBsAg HBeAg, anti-HBc-IgM y anti-HBs.

La deteccidon de marcadores serologicos indicativos de infeccidon crénica
asintomatica por el VHB se realizé por el método de ELISA, utilizando

microparticulas submicronicas como medio de captura de la sustancia a analizar,
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cubiertas con Antigeno (Ag) 6 un anticuerpo (Ac) de origen monoclonal (tabla 1).
Durante el periodo de incubacion, la sustancia a analizar se une a las
microparticulas formando un complejo inmunitario. El complejo antigeno-
anticuerpo (Ag-Ac) reaccionara posteriormente con el conjugado (C), el cual esta
formado por un anticuerpo de origen monoclonal (especifico para la sustancia por
analizar) unido a la fosfatasa alcalina. EI complejo Ag-Ac-C es capturado sobre
una matriz de fibra de vidrio de la celdilla de reaccion para unirse posteriormente a
un sustrato fluorifero (fosfato-4-metil-umbeliferil. MUP). Determinandose asi la
actividad enzimatica por hidrolisis del MUP a 4-metilumbeliferona (MU). La tasa de
generacion de MU sera proporcional a la concentracion de la sustancia por

analizar en la muestra. Siendo el producto fluorescente medido por el sistema

optico del IMx.
Sustancia por | Origen de Acs
Control Positivo Control Negativo
analizar monoclonales
Plasma humano no reactivo
i Plasma humano reactivo .
HBsAg Anti-HBs (ratén) para HBsAg, anti-HBs y
para HBsAg ]
anti-HIV
. Ag “e’(DNAr) no reactivo | Plasma humano no reactivo
HBeAg Anti-HBe(raton)

para otros marcadores de HB | para otros marcadores de HB

Anti-IgM  humana | Plasma humano reactivo | Plasma humano no reactivo

anti-HBc IgM . )
(cabra) para anti-HBc IgM para HBsAg, y anti-HBs
. . . Plasma humano reactivo | Plasma humano no reactivo
Anti-HBe Anti-HBe (raton) )
para anti-HBe para otros marcadores de HB
i Plasma humano no reactivo
AgsHB (DNAr) | Plasma humano reactivo i
Anti-HBs para AgsHB, anti-HBs y

subtipo “ad” y “ay” ara anti-eHB
P Y . anti-HIV

Especificidad: La especificidad fue determinada luego de analizar muestras de

pacientes con infeccién cronica asintomatica por el VHB y muestras con otras
etiologias de origen parasitario, bacteriano y viral, muestras de pacientes
hemofilicos, alcohdlicos, dializados, factor reumatoide positivo y donantes de

sangre. Ninguno de estas categorias de especimenes fue encontrado como causa
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de falsos reactivo. Demostrandose que la especificidad, sensibilidad y precision

para los diferentes marcadores fue:

Marcador Especificidad (%) Sensibilidad Precision
HBsAg 97.8 0.43 ng/m > 6%
HBeAg 99.64 Tit de 1:2.048 >10%
anti-HBc IgM 98.6 Tit de 1:100.000 >10%
Anti-HBs 99.4 Tit de 1:100.000 >10%
Anti-HBe 98.37 > 0.2 U/mL >10%

1l.3.2. Deteccion del DNA viral (técnica de Reaccion en Cadena de la

Polimerasa).

La deteccidn del DNA viral se realiz6 mediante la técnica HBV fase de Pharma
Gen, S.A. (Espafia), amplificando un fragmento de 391 pb correspondientes a los
nucleotidos 320-710 (secuencia del subtipo adw, Schaefer, 1992), por ser una
region altamente conservada, detectandose todos los genotipos de un virus tan

variable como el este.

La deteccion del producto amplificado se realiza mediante la técnica de
ELISA. La reaccion de amplificacion contiene dUTP-Digoxigenina. Este complejo,
sustituye al dTTP, y el producto amplificado queda marcado con moléculas de
digoxigenina. La sonda, marcada con biotina, se pega a un pocillo de microplaca,
que esta tapizado con estreptavididina. Una vez pegada la sonda a la placa, el
producto amplificado se desnaturaliza a 100°C durante 10 minutos y se anade al
pocillo donde hibrida con la sonda. A continuacién se afiade un anticuerpo anti-
digoxigenina que tiene unido peroxidasa. La visualizacion se hace con la adicion

de un sustrato de la peroxidasa que produce un color verde tras la reaccion.

Sensibilidad: de acuerdo a la casa comercial la presencia de inhibidores de la

Taq polimerasa en las muestras en las que se quiere detectar el virus es causal de
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falsos positivos, lo cual queda eliminado gracias al desarrollo de un control interno
de la reaccion de amplificacidn, que es un fragmento de DNA, que se amplifica
con los mismos cebadores que el VHB produciendo una banda de mayor tamafio
que la que se obtiene a partir del DNA del virus. De este modo la amplificacion del
DNA viral en presencia del control interno produce dos fragmentos: uno de 391 pb
correspondiente al genoma viral y otro de 1200 pb correspondiente al control

interno. Lo cual conducira a los siguientes casos:

+Si la muestra es positiva para el control interno y para el VHB,
significa que la muestra contiene el virus y aparece el producto de la
amplificacion del virus y del control interno.

+Si la muestra es positiva para el control interno y no para el VHB,
significa que la muestra no contiene el virus y solo aparece el producto de
la amplificacion del control interno.

+Si la muestra no es positiva ni para el control interno ni para el VHB,
significa que la reaccion ha estado inhibida, por lo que si el virus hubiese

estado presente en la muestra no lo habriamos detectado.

El control interno ayuda a distinguir entre estos dos ultimos casos, es decir,
entre aquellos realmente negativos y los que son negativos porque se ha inhibido

la Taq polimerasa o se ha degradado el DNA de la muestra (falsos negativos).

De acuerdo a esto la sensibilidad del kit HBV Fast es de menos de 500 copias

de DNA viral por mL de suero.
Interpretacion de Resultados:

Positivo: absorbancia en el pocillo con el oligo VHB mayor a dos veces el
fondo (se toma como fondo el pocillo con el oligo VHB del control negativo de
amplificacion). Si la absorbancia de la muestra esta entre dos veces y dos veces y

media el fondo, se recomienda repetir el ensayo de la muestra.
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Negativo: absorbancia del pocillo con el oligo VHB por debajo de dos veces el
fondo, y el pocillo con la sonda del control positivo por encima de 0.25 (color verde

claramente visible).

- Reaccion de amplificacion inhibida: absorbancia del pocillo con el oligo VHB

menor de dos veces el fondo y el del control interno por debajo de 0,25.

- Contaminacion: absorbancia del pocillo con el oligo VHB del control negativo de

amplificacion por encima de 0,25. Repetir el ensayo.
11.3.3. Determinacion de los niveles de Citoquinas:
111.3.3.1 Cuantificacion de IL-2, IL-6, IL-10 e INFy.

Las concentraciones de cada citoquina en suero fueron determinadas por la
técnica de ELISA desarrollada por la casa comercial DIACLONE, (siguiendo las
indicaciones de la casa comercial. Este ensayo utiliza un Ac monoclonal especifico
a cada una de las citoquinas a determinar adsorbido a la superficie de los
micropozos de la placa de microtitulacion. Estandares (utilizados como controles)
y citoquinas presentes en las muestras séricas reaccionaran con este Ac y un
segundo Ac-biotinado formando un complejo Ac-citoquina-Ac biotinado. Luego de
un periodo de incubacion y el correspondiente proceso de lavado se afiade un
conjugado (streptavidina-HRP) que se unira a este complejo. La actividad
enzimatica es revelada por la adicion del sustrato (tetrametilbenzidina. TMB)
especifico a la enzima. El desarrollo de color producido por esta reaccion sera
proporcional a la cantidad de citoquina presente en la muestra, pudiendo ser leida
a 450 nm .A fin de determinar las concentraciones presentes de las citoquinas en
las muestras se obtuvo una curva donde se visualizaban la densidad éptica versus
la concentracidn conocida de los estandares de cada citoquina. Los valores de

las citoquinas se expresan en pg/mL.
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Observaciones metodologicas:

- Especificidad del Ensayo: cada kit reconoce cada una de las citoquina (IL-2,

IL-6, IL-10 y IFN-y) en su forma tanto natural como recombinante humana, no
presentando interferencias o reacciones cruzadas con estas citoquinas en ratén o

con otras citoquinas presentes en el suero.

- Sensibilidad del ensayo:

La sensibilidad de este ensayo determina que este es capaz de detectar: de:

+IL-2 menos de 10 pg/mL .
++IL-6 menos de 2 pg/mL.

%IL-10 menos de 5 pg/mL.
“IFN-y menos de 5 pg/mL.

- Coeficiente de variacion: El coeficiente de variacion de ELISA para todas las

citoquinas analizadas ha sido determinado, siendo menos del 10%.

111.3.3.2 Cuantificacién de los niveles de citoquinas de: IL-12, IL-18 y TNF-

Las concentraciones de cada citoquina en suero fueron determinadas por la
técnica de ELISA desarrollada por la casa comercial Bender MedSystem, Viena,
Austria. Este ensayo utiliza un Ac monoclonal especifico a cada una de las
citoquinas a determinar adsorbido a la superficie de los micropozos de la placa de
microtitulacion. Estandares (utilizados como controles) y citoquinas presentes en
las muestras séricas reaccionaran con este Ac y un segundo Ac biotinado
formando un complejo Ac-citoquina-Acbiotinado. Luego de un periodo de
incubacién y el correspondiente proceso de lavado se afiade un conjugado
(streptavidina-HRP) que se unira a este complejo. La actividad enzimatica es
revelada por la adicion del sustrato (tetrametilbenzidina. TMB) especifico a la

enzima. El desarrollo de color producido por esta reaccion sera proporcional a la
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cantidad de citoquina presente en la muestra, pudiendo ser leida a 450 nm .A fin
de determinar las concentraciones presentes de las citoquinas en las muestras se
obtuvo una curva donde se visualizaban la densidad Optica versus la
concentracion conocida de los estandares de cada citoquina. Los valores de las

citoquinas fueron expresados en pg/mL.
Observaciones metodolégicas:

- Especificidad del Ensayo: cada kit reconoce cada una de las citoquina (IL-

12, IL-18 y TNF- a) en su forma tanto natural como recombinante humana, no
presentando interferencias o reacciones cruzadas con estas citoquinas en ratén o

con otras citoquinas presentes en el suero.

- Sensibilidad del ensayo:

La sensibilidad de este ensayo determina que este es capaz de detectar:

“De IL-12 menos de 12.6 pg/mL .
+De IL-18 menos de 9.2 pg/mL.
“+De IL- TNF- a menos de 3.8 pg/mL.

- Coeficiente de variacion: El coeficiente de variacion de ELISA para todas las

citoquinas analizadas ha sido determinado, siendo menos del 10%.
lI.4. ORGANIZACION DE LA INFORMACION RECOGIDA
lll.4.1 Descripcién de las variables de la base de datos.
1l.4.1.1 Variables Generales de los grupos en estudio:

1.- Numero de historia: creada para control, manejo e identificacion de los

pacientes.

2.- ldentificacion de los pacientes: conformada por los nombres de cada

paciente o sus respectivas iniciales.

63



Materiales y Métodos

ll.4.1.2 Variable grupo: los datos recogidos se tabularon en una base de

datos como variable cualitativa con los siguientes valores:
Sexo:
1= Mujer
2=Varon
.4 .1.3 Variable Clinica:

1= Grupo de portadores asintomaticos por virus B pertenecientes a la

poblacioén indigena Venezolana.

2= Grupo de portadores asintomaticos por virus B pertenecientes a la

poblacion urbana Venezolana.
3= Grupo control o NI-VHB de la poblacion indigena Venezolana.
4= Grupo control o NI-VHB perteneciente a la poblacion urbana Venezolana.
5= Grupo NI-VHB procedente de la poblacion espafola.
lll.4.1.4 Variable marcador serolégico para infeccion crénica por virus B.

Los datos recogidos se tabularon en una base de datos como variable

cualitativa con los siguientes valores:

1= Positivo para la presencia de alguno de los marcadores seroldgicos

evaluados.

0= Negativo para presencia de marcadores seroldgicos.
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11.4.1.5 Variables cuantitativas
Edad: expresada en afos
Expresion de citoquinas: indicada en pg/mL.

lIl.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se expresan como media + desviacion estandar
(media + DS). Para la comparacion entre las medias de los grupos en estudio y el
control se utilizaron pruebas no paramétricas en funcion de que en los grupos
estudiados se rechazara la hipétesis de normalidad. Por tanto se utilizé la prueba
de U Mann-Whitney y el analisis de W Wilconxon segun correspondiera, para
definir las diferencias significativas entre las variables estudiadas en los diferentes
grupos. Se utilizé igualmente como indice de confianza el 95% y se consideré toda
probabilidad < 0.05 como significativa. Se determiné ademas la relacion entre las
variables estudiadas en cada grupo a través del analisis de correlaciéon de

Pearson.

lll.6. Busqueda bibliografica.

La principal fuente de informacion ha sido la base de datos Medline, accesible en

la siguiente direccion http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Pubmed. Se trata de la base

mas completa, fiable y rigurosa de que se dispone en biomedicina, de gran
cobertura y bien estructurada. La busqueda se realizé mediante la introduccion de
palabras clave en inglés, seleccionando los articulos de las revistas de mayor
impacto dentro del tema que nos ocupa. En algunos casos se realizd
introduciendo el nombre del primer autor firmante de articulos de gran impacto
relacionados con el tema en estudio, revisando sus publicaciones hasta la

actualidad.
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Resultados

En la siguiente seccidon presentamos la evaluacion de las variables
inmunoldgicas en individuos NI-VHB pertenecientes a diferentes entornos
geograficos (Venezuela y Espafia) y en pacientes con infeccion cronica

asintomatica por el VHB comparada con los grupos anteriores.

Inicialmente presentamos un analisis demografico y clinico de los individuos
que participaron en nuestro estudio. En segundo término, exponemos los
resultados obtenidos en la determinacion de los niveles de citoquinas séricas

mediante graficos de barras y de cajas y bigotes
IV.1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA POBLACION ESTUDIADA.
IV.1.1. Caracteristicas de los individuos NI-VHB

Con el fin de caracterizar el impacto que el contorno geogréafico y
socioeconoémico pueda ejercer sobre el estado funcional del sistema inmunoldgico
se evaluo la relaciéon que pudiese haber entre la secrecién de niveles séricos de
citoquinas en individuos pertenecientes a diferentes entornos geograficos de

areas rurales y urbanas de Venezuela y area urbana de Espana.

Con tal finalidad se solicitd la colaboraciéon voluntaria de individuos NI-VHB,
sin antecedentes clinicos ni de laboratorio de infecciones por los virus de hepatitis
B, C y del virus de inmunodeficiencia humana (VIH), asi como de enfermedades
autoinmunes. Las muestras obtenidas de estos individuos fueron cotejadas en

edad y sexo.

Previo a su inclusiéon en este estudio, estos individuos fueron informados en
relacion al objetivo de la investigacion y del procedimiento experimental de la
muestra obtenida, dando su consentimiento a participar en el mismo. El
consentimiento de los miembros de la comunidad indigena se obtuvo del lider o

cacique, a quien se le informo de las caracteristicas de esta investigacion.
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Se cumplieron los procedimientos éticos para la toma de muestra en
humanos segun directrices del Comité Etico del Consejo Cientifico y Humanistico
de la Universidad del Zulia, entidad que conocié y aprobd el desarrollo de este

trabajo.

Tabla 5. Caracteristicas demograficas de individuos NI-VHB pertenecientes a
diferentes areas geograficas de Venezuela y Espana.

Individuos NI-VHB del area geografica de Individuos NI-VHB del area
Venezuela geogréfica de Espafa
T (total) 36 20
Poblacién Indigena Urbanos Urbanos
N/T (%) 20/ 36 (55.5) * 16/ 36 (44.4) + 20/20 (100) %
Sexo (total)
11/9 (55% | 45%)* 9/7 (56.25%/ 43.75%)* 317 (15% / 85%) *

Varén/Mujer

= 20.0+5.6 34.8+11.3 31.8+5.6
Edad (afos) 28.2£20.5+ 31.845.6

T = numero total de pacientes de cada area geografica

N = numero total de cada poblacion estudiada

%= porcentaje

* Del numero total de individuos NI-VHB del area geografica de Venezuela
T Del numero total de individuos NI-VHB del area geografica de Espafia

IV.2. EVALUACION DE CITOQUINAS SERICAS EN GRUPOS NI-VHB DEL
ENTORNO GEOGRAFICO DE VENEZUELA Y ESPANA.

Para el estudio funcional del sistema inmune en individuos NI-VHB de
diferentes entornos geograficos se evalud el nivel de cada citoquina sérica (IL-2,
IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, TNF-a, IFN-y) en todos los pacientes de nuestro marco

muestral.

El analisis de las diferentes citoquinas se realiz6 a través del ensayo
inmunoenzimatico de ELISA, cuyos fundamentos se explican en la seccién de
materiales y métodos (ver Capitulo 3). La unidad de medida de los diferentes
datos se expresa en picogramos por mililitro (pg/ml). Se evaluaron y compararon
los niveles de citoquinas séricas de individuos NI-VHB del area geografica de
Venezuela y Espafia, a fin de conocer si la respuesta funcional del sistema

inmunoldgico de estos individuos esta condicionada por la presion antigénica
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ambiental de acuerdo al entorno geografico en el cual habitan. Los valores se

reflejan en la tabla 6.

Tabla 6. Evaluacion de los niveles séricos de citoquinas en individuos NI-
VHB de diferentes entornos geograficos (rural y urbano venezolano y urbano
europeo).

IL-2 IL-6 IL-10 IL-12 IL-18 TNF-o INF-y
Indigena NI- VHB 145¢46 | 1,98:02 | 9,706 214,9+36,9 316,1+66,6 37,6438 6,4+0,2
Urbano Venezolano
NI-VHB 8,70.9 0.7+1,0 5,8+0.2 N.D. N.D. 6,0+0.2 11,8+0.1
Urbano espainol NI-
VHB 0,00:0,0 | 1,5:0,03 | 3,3:0,4 0,7+0,08 276,23+37,6 2,10£0,2 7.02+1.2

Los valores se expresan en media + desviacion estandar
N.D.= No determinado.

Interleucina-2

IV.2.1. Evaluacion de IL-2

p<0.0001

La citoquina IL-2 es un potente factor Sl

de crecimiento autocrino de las células T,

determinante en la amplificacion de la

ES pgl 104 p<0.0001

respuesta inmunoldgica celular. mi —

considerada un elemento clave en la

respuesta del sistema inmune

dependiente de las células T, siendo de 0
Indigena NI-VHB  Urbano NI-VHB Espafiol NI-VHB

capital importancia en la regulacién de la n=20 n=16 n=20
X4DS=14.5#4.6  X+DS=8.740.9 X+DS= 0.00+0.00

tolerancia inmunolodgica periférica (Ma A et Figura 12. Evaluacion de Ia IL-2 en las

al 2006). poblaciones estudiadas (Indigena
’ venezolano, urbano Venezolano y
espaioles NI-VHB)

De acuerdo a Ilos resultados
obtenidos se observa una disminucion significativa (p<0.0001) en la poblacién de
espafioles NI-VHB comparada con los individuos venezolanos NI-VHB (indigenas

y urbanos). Mientras que entre estas dos ultimas poblaciones no se presento
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diferencia significativa a pesar del aumento en las concentraciones séricas de la

IL-2 en la poblacién de indigenas.

IV.2.2. Evaluacion de IL-6

La IL-6 estimula la sintesis de
Interleucina-6 i
proteina de fase aguda por los

p<0.0001 )
2+ : : . : ,
l — |l hepatocitos, la proliferacion de linfocitos
p<0.05
an T maduros, células B para producir
PQI/ 1+ anticuerpos e incrementa la actividad de
m
factores de crecimiento hematopoyético
como el GMC-SF. (Hernandez U et al,
0
Indigena NI-VHB  Urbano NI-VHB  Espafiol NI-VHB 2001)
n=20 n=16 n=20

7+DS=1.140.2 x#DS=0.74¢1.0  x*DS=1.540.03

Figura 13. Evaluacién de la IL-6 en En la presente flgura se senala una

las poblaciones estudiadas (Indigena
venezolano, urbano Venezolano y

espafoles NI-VHB) presente en la poblacién de urbanos

disminucién  significativa (p<0.0001)

venezolanos NI-VHB con respecto a los
indigenas del mismo entorno geografico y con respecto a los espafioles.
Igualmente se encontré6 un aumento significativo (p<0.05) en la poblacién de

espanoles NI-VHB con respecto a los indigenas NI-VHB.
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IV.2.3. Evaluacion de IL-10

La IL-10 es producida por
clones de células CD4+ Th2, Th1y
ThO linfocitos T CD8+, citotdxicos, 209

células mastocitarias, monocitos, | | |

Interleucina-10

queratinocitos, eosindfilos y varias / p<0.01 p<0.001
pg 10 = _—r

células tumorales. Inhibe mi 1 ¥ oot | l

citoquinas proinflamatorias (IL-18,

IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a), factores 0
de crecimiento (GMC—SF y GC-SF), Ln=d2igena NI-VHB rl]JLt;aGno NI-VHB E:p;gnol NI-VHB

x #DS=9.7+0.6 x£DS=5.840.2 y+DS=3.3%0.4

quimiocinas (M|P_1a) producido Figura 14. Evaluacion de IL-10 en las poblaciones

por fagocitos mononucleares IFN-y evaluadas (Indigenas venezolanos, urbanos
’ venezolanos y espafoles NI-VHB)

y TNF-a secretados por células NK

(Abbas A 2002; Hernandez U et al,
2001).

La determinacién de IL-10 indica un aumento significativo (p<0.01) en la
poblacion de indigenas NI-VHB con respecto a los urbanos venezolanos. Un
aumento significativo (p<0.001) en los indigenas NI-VHB frente a los espafoles
NI-VHB. Ademas se observa una disminucion significativa (p<0.01) en los

espafoles en relacion a los urbanos venezolanos (Figura 14)
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IV.2.4. Evaluacion de TNF-o e INF-y

Otras citoquinas importantes en la respuesta inmunitaria contra patdégenos
intracelulares son el IFN-y y el TNF-a, con un efecto sinérgico para controlar la

proliferacion viral a través de la inhibicién de la expresion del gen del VHB (Tilg H et
al, 2006)

TNF-a INF-y
45—
l  — p<0-0001
40 _I_ p<0-0001 20
7 p<0.0001
30
254 pgl 104 p<0.01l
P9 mi
mL 204 o
15+
104 ¥ p<0.0001 0
5 Indigena Urbano NI-VHB Espafiol NI-VHB
NI-VHB n=16 n=20
0 | ——
b n=20 v+ DS=11.820.1 7+ DS=7.0+1.2
Indigena NFVHB Urbano NFVHB Espariol NFVHB x+ DS=6.410.2
n=20 n=16 n=20
¥+ DS=37.6+3.8 ¥+ DS=6.0£3.8 xx DS=2.1+0.2

Figura 15. Evaluaciéon de TNF-a e IFN-y en las poblaciones estudiadas (Indigenas
venezolanos, urbanos venezolanos y espainoles NI-VHB).

De acuerdo a los resultados encontrados se indica una disminucion
significativa (p<0.0001) de TNF-a en la poblacion de espanoles NI-VHB frente a
los urbanos venezolanos e indigenas NI-VHB y una diferencia significativa
(p<0.0001) en los urbanos venezolanos NI-VHB con respecto a los indigenas NI-
VHB.

Por otra parte, los niveles séricos de IFN-y se encontraron incrementados
significativamente (p<0.0001) en la poblacién de venezolanos NI-VHB con
respecto a los indigenas y espanoles. Y una diferencia significativa (p<0.01) entre
los indigenas venezolanos NI-VHB quienes presentan una disminucion de los

niveles de IFN-y con respecto a los espafnoles NI-VHB.
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IV.2.5 Evaluacion de IL-12 e IL-18

Ambas citoquinas estan estrechamente relacionadas en sus funciones
bioldgicas al estimular la secrecion de IFN-y en linfocitos T y células NK, actuan

ademas como factor de diferenciacion de linfocitos ThO hacia el fenotipo Th1
(Cavanaugh et al, 1997; Szkaradkiewicz et al 2004).

Interleucina-12 Interleucina-18
300 400 -
| p<0.0001
300 T
200
pa/ Pa/ 2004
ml ml
1004 100
v
0 0
i Indigena NI-VHB Espafiol NI-VHB
Indigena NI-VHB Espafiol NI-VHB . e
n_ZDOS— n=20 4+ DS=316.1466.6  x* DS=276.2+37.6
hes =214.9436.9 & DS=0.7+0.08

Figura 16. Evaluacion de IL-12 e IL-18 en las poblaciones estudiadas (Indigenas
venezolanos, urbanos venezolanos y espainoles NI-VHB).

La figura 16 indica un aumento de IL-12 significativo (p<0.0001) en la
poblacion de indigenas venezolanos NI-VHB frente a la poblacion de espafioles
NI-VHB. Mientras que la IL-18 se comport6é en forma similar en ambas poblaciones

no encontrandose diferencia significativa alguna en ellas.

Los valores séricos de IL-12 e IL-18 no fueron evaluados en la poblacion de
urbanos venezolanos NI-VHB por insuficiencia de muestras séricas de esta

poblacion.
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IV.3. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE PACIENTES CON
INFECCION CRONICA ASINTOMATICA POR EL VHB.

Para este estudio se evaluaron 41 pacientes seleccionando dos poblaciones,
una perteneciente a un area urbana (Maracaibo) considerada la segunda ciudad
de Venezuela y la otra perteneciente a un area rural agreste, cuyos individuos
tienen particularidades especiales en cuanto a su habitat y patrones socio-

culturales.

En la tabla 7 se refleja el andlisis estadistico de la poblacién estudiada, segun
su area de procedencia (rural o urbana). Se puede apreciar que las cohortes de
pacientes comparten caracteristicas demograficas en relacién a la edad y sexo, lo

que permitié el manejo homogéneo de la muestra.

Los grupos controles estuvieron constituidos por individuos no infectados por
el VHB, pertenecientes a las mismas regiones de los pacientes afectados,

similares también en edad y sexo.

Tabla 7. Caracteristicas demograficas de pacientes con infeccién crénica
asintomatica por el VHB y grupos NI-VHB pertenecientes al entorno
geografico de Venezuela.

Pacientes con infeccion crénica
asintomatica por el VHB Stz LR
T (total de
pacientes) 41 36
Poblacién Indigenas Urbanos Indigenas NI-VHB | Urbanos NI-VHB
NIT (%) 20/41 (48.7) * 21/41 (51.2) * 20/36 (55.5) 16/36 (44.4) ) £
Sexo (total 9/7(56.25%% /
Varén(/ Muer 10/10 (50% / 50 %)* 13/8 (61.7 %/ 38.3 )* 9/11 (45% | 55%) 4:(5.75% ); °
Edad (afios) 33.8+14.0 36.7£17.5 20.0+12.9 38.5¢13.7
35.3+2.0% 27.8%13.0

N= numero de pacientes

Los valores de edad se representan como media * desviacion estandar
* Del total de pacientes con infeccion crénica por el VHB

T Del total de individuos NI-VHB
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La poblacion urbana venezolana cuenta con un adecuado nivel de vida,
disponiendo de los servicios basicos, acceso a agua potable, correcta eliminacion
de excretas, viviendas con mas de dos ambientes para una sola familia de
aproximadamente 4-5 individuos, centros de salud y hospitales tipo IV, en los
cuales se presta una adecuada atencion en salud ya que cuentan con la
infraestructura y suministros para tal fin, asi como clinicas privadas con equipos de
alta tecnologia. La fuente de trabajo es diversa, derivada principalmente de la
industria petrolera, agricola y ganadera, por lo que esta poblacion tiene un ingreso
per capita que le permite una calidad de vida por encima de los estandares de la
clase media. Es pertinente hacer referencia que la prevalencia de portadores del
VHB es de aproximadamente el 3.2% (Silveira et al., 1999) en los individuos de ésta

poblacion.

Los Japreira o indigenas motivo de estudio son una subclase de otra etnia
indigena (Yukpa), se caracterizan por ser altamente endogamicos, némadas de
asentamiento disperso con viviendas temporales, con tendencia a agruparse en
pequefos caserios en condiciones de hacinamiento por ser familias muy
numerosas. Viven de la escasa cosecha, basada principalmente en tubérculos; la
caza y la pesca son esporadicas, por lo que su alimentacion es deficitaria en
proteinas. Sus ingresos econdmicos dependen de trabajos esporadicos como
peones 0 en labores domesticas en haciendas cercanas. Habitan en modestas
viviendas construidas con palma y madera; carecen de servicios basicos y de
infraestructura, tales como agua potable, disposicion de aguas negras. No cuentan
ademas con los servicios basicos de salud, sus enfermedades son atendidas por
el curandero de la comunidad. Este aplica los conocimientos adquiridos de sus
ancestros, que incluyen la preparacion de bebidas y aplicacion de compresas
obtenidas de plantas consideradas medicinales. Sélo cuando estos bebedizos no
dan el resultado esperado, acuden a un centro sanitario cercano, generalmente de
pequefias dimensiones y carentes de la infraestructura y los suministros basicos

para una adecuada atencion en salud. (Jaramillo O, 1987).
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IV.3.1 Evaluacion de citoquinas séricas en pacientes con infecciéon

crénica asintomatica por el VHB y en individuos NI-VHB.

El analisis de los resultados que se presenta a continuacion consiste en la
comparaciéon de los pacientes con infeccidén cronica asintomatica por el VHB con

sus homologos NI-VHB.

Diversos estudios se han llevado a cabo en la busqueda por conocer el papel
inmunoldgico de las citoquinas durante la infeccion por el VHB. Es evidente, la
necesidad de evaluar este comportamiento en las diferentes fases de la infeccion.
En este sentido, el analisis de las muestras obtenidas por venopuncién refleja el
comportamiento y distribucion de los elementos del sistema inmune en

condiciones fisiolégicas y de enfermedad.

Por lo tanto, hemos considerado pertinente determinar las concentraciones
séricas de IL-2, IFN-y, IL-6, IL-10, TNF-a, IL-12 e IL-18, con el objeto de conocer
el perfil inmunoldgico presente en el suero de pacientes con el VHB y controles no

infectados por el virus perteneciente al entorno geografico de Venezuela.

A fin de conocer si las poblaciones indigenas con infeccidn crénica
asintomatica por el VHB presentan un estado de depresion funcional de la
respuesta inmunitaria que pudiese determinar en ellos la elevada prevalencia de
cronicidad por este virus, se evaluaron y compararon los niveles de citoquinas
séricas en indigenas con el VHB y pacientes urbanos infectados igualmente con el
VHB, comparando los resultados obtenidos en estas poblaciones con sus

congéneres NI-VHB. Los valores se reflejan en la Tabla 8.
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de Venezuela

Tabla 8. Concentraciones séricas de citoquinas en pacientes con
infeccién crénica asintomatica por el VHB e individuos NI-VHB procedentes

IL-2 pg/mL IL-6 pg/mL IL-10 pg/mL IL-12 pg/mL IL-18 pg/mL TNF-apg/mL INF-y pg/mL
Indigena 8,18+0,86 1,80+0.14 10,716+0.90 184,49+21,45 291,34+39,94 43,23+8,04 7,36+0.60
con VHB
Urbano 11,12+0.99 1,09+0.03 12,7620.54 294,62+23,45 327,06+34,78 31,8246,43 5,54%0,78
con VHB
E‘."'&%fé‘a 14,514.60 1,98+0.19 9,75:0.61 214,90+36,94 316,10+66,61 37,60+3,83 6,4410,22
3:?"0 NI- | 8,70+0.91 0.70+1,06 5,80+0.17 N.D. N.D. 6,02+0.21 11,85+0.13

Los valores representan media * desviacion estandar
N.D.= No determinado.

En este contexto se presenta los resultados mediante graficos de cajas (que

representa el 75% de cada poblacion) y bigotes (que representan el 25% de cada

poblacién) de los andlisis realizados al comparar los valores obtenidos de cada

una de las citoquinas en pacientes con VHB (20 pacientes indigenas, 21 pacientes

igualmente portadores del VHB de poblacién urbana) y sus respectivos homaologos
NI-VHB.

IV.3.1.1. Evaluacion de IL-2.

Los resultados obtenidos en la medicion de IL-2 se aprecian en la figura 17

donde podemos observar el incremento significativo (p<0.05) en la poblacion de

portador urbano con respecto a sus homologos NI-VHB, asi como en relaciéon con

los indigenas portadores. No se reflejan diferencias entre los indigenas portadores

con sus homologos NI-VHB.
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Figura 17. Distribucion de los niveles de las concentraciones de IL-2 en las diferentes
poblaciones estudiadas (Indigenas con VHB; Urbanos con VHB; Indigenas NI-VHB y Urbanos NI-VHB)

IV.3.1.2. Evaluacion de IL-6

En el presente estudio, los indigenas asintomaticos presentaron un aumento
significativo (p<0.0001) al compararlos con los valores obtenidos en los urbanos
portadores asintomaticos. Se indica también una diferencia significativa (p<0.01)
entre los urbanos portadores y sus homologos no infectados. No se encontrd
diferencia significativa entre los indigenas portadores y sus homdlogos no

infectados.
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Figura 18. Distribucion de los niveles de las concentraciones de Interleucina-6 en las poblaciones

estudiadas (Indigena con VHB, Urbano con VHB, Indigena NI-VHB, Urbano NI-VHB).

IV.3.1.3. Evaluacién de IL-10.

Los valores obtenidos en los niveles de IL-10 en urbanos infectados con virus
B estuvieron incrementados significativamente (p<0.05) en relacion a sus

respectivos testigos.
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Figura 19. Distribucion de los niveles de las concentraciones de interleucina-10 en las poblaciones
estudiadas (Indigena con VHB, urbano con VHB, indigena y urbanos NI-VHB).

IV.3.1.4. Evaluacién de IFN-y

Los resultados encontrados indican una disminucion significativa (p<0.0001)
en la poblacién de urbanos con VHB con respecto a los urbanos NI-VHB. No se
encontré diferencia significativamente estadistica entre los indigenas con VHB

frente a los indigenas no infectados y urbanos con VHB.
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Figura 20. Distribucion de los niveles de las concentraciones de INF-y en las poblaciones estudiadas.
(Indigena con VHB, urbano con VHB, indigena y urbano NI-VHB).

IV.3.1.5. Evaluaciéon de TNF-q .

A diferencia de los resultados obtenidos en relacion a los niveles séricos del
IFN-y, estos valores estuvieron significativamente (p<0.0001) incrementados en

los urbano con VHB al compararlos con la poblacion de urbanos NI-VHB (Figura
21).
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Figura 21. Distribucion de los niveles de las concentraciones de TNF-a en las poblaciones estudiadas.
(Indigena con VHB, urbano con VHB, indigena y urbano NI-VHB).

IV.3.1.6. Evaluacién de IL-12 e IL-18

El analisis de los valores séricos de estas citoquinas indica que no existen
diferencias entre las poblaciones evaluadas del entorno geografico venezolano. La
poblacion de urbanos NI-VHB no pudo ser evaluada para estas dos citoquinas por

muestras insuficientes.
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Figura 22. Distribuciéon de los niveles de las concentraciones de IL-12 y de IL-18 en las poblaciones
estudiadas. (Indigena con VHB, urbano con VHB, indigena NI-VHB).
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IV.4. RESUMEN DE LOS RESULTADOS DEL PATRON DE CITOQUINA EN
SUERO.

1.En los indigenas no infectados por el VHB predominé el fenotipo Th2: IL-6,

IL-10 y TNF-a con disminucion del IFN-y.

2.En urbanos venezolanos no infectados la citoquina predominante es el
IFN-y del fenotipo Th1 con disminucion de las citoquinas de alerta (IL-6,

IL-10 y TNF-a).

3.En espanoles NI-VHB se aprecia aumento significativo de la IL-6 con IL-2

(fenotipo Th1) no detectable e IL-10 disminuida.

4.En los portadores indigenas en relacion a los indigenas NI-VHB, las

citoquinas mostraron un comportamiento similar.

5.En los portadores urbanos venezolanos se presentan niveles séricos
significativos de citoquinas inflamatorias (elevacion de IL-6, IL-10 y TNF-

a) y una marcada reduccién del patron Th1 (disminucion de IFN-y.).
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V.1. Individuos no infectados por el virus B

La integridad del sistema inmunitario humano depende de la presencia de
cantidades adecuadas de células funcionalmente competentes, Estas células y
sus productos secretados interactuan conformando una red compleja para
proteger al individuo de los elementos nocivos para la salud. Uno de los
parametros, para determinar la suficiencia o no de la respuesta inmunitaria
humoral y/o celular, es la deteccion de proteinas reguladoras denominadas
citoquinas, las cuales presentan un comportamiento diferente en individuos sanos

o0 enfermos.

En nuestros datos, originales a nivel mundial en poblaciones rurales venezolanas,
se aprecia en los indigenas Japreira NI-VHB predominio del fenotipo Th2 (TNF-a,
IL-6 e IL-10) con disminucion del IFN-y de origen linfocitario. Este comportamiento
es contrario al observado en urbanos venezolanos NI-VHB. ElI aumento
significativo de estas citoquinas (Figuras 13-15) en indigenas NI-VHB con respecto a
los urbanos venezolanos podria deberse a factores exdégenos como son los
procesos infecciosos (parasitosis entre otros) (Chacin B et al, 2000, 2001>°, 2006; Ferrer
E et al, 2002; Marcano T et al, 2004) que son frecuentes en el 90% (Rivero Z et al, 2007)
de los indigenas Japreira, debido a sus condiciones de vida precaria desde el
punto de vista de salud, socio-cultural y ambiental, en clara desventaja con las
condiciones de vida de la poblacién urbana venezolana. Algunos estudios indican
la presencia de altos niveles de ciertas citoquinas (IL-10, IL-6 y TNF-a) en
infecciones parasitarias (Sharma M et al, 2005; Bansal D et al, 2005; Yeom JS et al, 2003;
Maciorkowska E et al, 2005) en concordancia con los resultados encontrados en la
presente investigacién. Sin embargo, establecer los efectos de este
comportamiento en la respuesta inmunitaria ante procesos infecciosos y de otra

indole requiere un mayor estudio.
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El TNF-a es una citoquina de “alerta” junto con la IL-1 y la IL-6, y estimula la
produccion de proteinas de fase aguda (Streetz K et al, 2001; Kmiec Z, 2001). Es
secretada en forma incrementada en procesos infecciosos e inflamatorios.
Ademas, induce la secrecion de IL-10, la cual inhibe el IFN-y. Logicamente, la
disminucién del TNF-a, apreciado en urbanos venezolanos NI-VHB seria
responsable de una respuesta contraria a la expuesta. Estos aspectos son

coincidentes con los conocimientos basicos de la Inmunologia.

La disminucion significativa del IFN-y (Figura 15) en los indigenas NI-VHB
podria afectar la generacion de linfocitos Th1, activacién de linfocitos T citotéxicos,
alteracion de la respuesta inmunitaria adquirida y de los mecanismos de defensa
contra infecciones intracelulares. Sin embargo, niveles de IL-2, dentro de los
limites controles tanto en indigenas como en los urbanos venezolanos, favorecen
la respuesta inmunitaria antiviral y /o modula el desbalance existente. EI aumento
de la IL-10 en los indigenas NI-VHB, podria deberse al estimulo provocado por el
incremento del TNF-o entre otros factores involucrados en la amplia red de

citoquinas.

En este estudio el comportamiento del estado funcional inmune de los
urbanos venezolanos NI-VHB permite inferir que su sistema inmunitario es capaz
de controlar las infecciones intracelulares, como la provocada por el VHB, debido

al predominio de proteinas reguladores del fenotipo Th1 (IFN-y).

Al comparar espafnoles NI-VHB y urbanos venezolanos NI-VHB, se aprecia
en el grupo europeo un aumento significativo de IL-6 (fenotipo Th2), una
disminucion evidente de IL-10, con cifras no detectables de IL-2. El aumento de la
IL-6 puede potenciar los efectos de otras citoquinas (IL-1, TNF-a), estimulando la
respuesta de fase aguda y la produccion de anticuerpos de la clase IgG, al actuar
en conjunto con IL-2, IL-4 e IFN-y. Sin embargo, sus acciones no sustituyen la
relevancia de IFN-y y de la IL-2 participantes en la eliminacién de patdégenos

intracelulares. El incremento de la IL-6 compensa el descenso cuantitativo del
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TNF-a; y la disminuciéon de la IL-10 podria afectar la respuesta ante cualquier
proceso inflamatorio inducido por agentes etioldgicos diversos, lo cual ha sido
demostrado en estudios realizados en nifos con trastornos anémicos y deficiencia

de Vitamina A (Leal Y, 2004; 2006) y en procesos asmaticos (Stelmach | et al, 2002;
Matsumoto K et al, 2004)

En espanoles es necesario tener en cuenta la prevalencia de diferentes
procesos alérgicos, que podrian estimular citoquinas del fenotipo Th2 (IL-4) no
cuantificada en el presente estudio, y que es inhibidora de IL-2 e IFN-y. En la
poblacién espafola se ha demostrado que el 82% sufre de rinitis alérgica con un
56% de casos moderados a severos (Pereira C et al, 2006). Niveles incrementados
de IL-4 han sido detectados durante este proceso alérgico (Klemens C et al, 2007;
Fukushima A et a I, 2006). Se considera que el polen de la grama y los acaros del
polvo son los aeroalérgenos relevantes. En Madrid, existe una estacion de
exposicion al polen de grama de corta duracién pero intensivo, en la cual se libera
el 79% de la carga de aeroalérgeno entre los meses de Mayo a Junio. Incluso la
actividad alergénica ha sido detectada durante todo el afio y no sélo durante la
estacion de mayor carga de polen (Cabrera M et al, 2002). Diversos estudios indican
ademas, un incremento significativo de la IL-6 durante la rinitis alérgica, lo cual

concuerda con los resultados encontrados en esta poblacidn (Zhang et al, 20042 ;
Velazquez B et al, 2004).

Al analizar en su contexto los resultados obtenidos, se puede inferir que en
los espanoles NI-VHB y sus contrapartes venezolanos (urbanos e indigenas)
existe en el primer grupo niveles no detectables de IL-2 y predominio de IL-6 con
disminucion de la IL-10 y TNF-a y en los segundos aumento de IL-2 e IL-10 y
TNF-a circulante y disminucion de IL-6. El aumento observado de la IL-12 en los
indigenas NI-VHB podria ser estimulado por la presencia de las infecciones
parasitarias como ya se ha descrito anteriormente, la IL-12 es una citoquina que
estimula la diferenciacion del fenotipo ThO hacia el fenotipo Th1 y regula

negativamente el fenotipo Th2, promoviendo la inmunidad contra infecciones
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parasitarias por protozoarios y helmintos ( Pfaff A et al, 2003), y la sobrevivencia de
nematodos intestinales en vivo en ausencia de IFN-y (Helmby H et al, 2003). En la
poblacion espafiola las condiciones higiénicas sanitarias adecuadas llevan a la
baja prevalencia de infecciones helminticas lo que posiblemente origina la

disminucidén de la citoquina evaluada.

Ante la presencia de valores séricos de citoquinas alterados en relacién a
los grupos NI-VHB es recomendable realizar, en investigaciones futuras, estudios
funcionales del sistema inmunitario, ya que, los linfocitos y monocitos pueden ser
secuestrados fuera de los vasos sanguineos o no estar distribuidos en la sangre

en la misma proporcién que en otros érganos.

Las diferencias existentes en el comportamiento de las citoquinas séricas,
entre los grupos urbanos e indigenas venezolanos y espafioles NI-VHB, podrian
ser debidas a:

»Caracteristicas inmunogenéticas de los individuos estudiados: El polimorfismo
de los nucleétidos de citoquinas pueden afectar su transcripcion y expresion
geénica. Es predictor genético de la susceptibilidad a las enfermedades y de
la evolucion clinica (Kidd L et al, 2002; Amirzargar A et al, 2006; Wang J et al, 2006;
Liaw J et al, 2006). La red de citoquinas es muy compleja, por sus efectos
sinérgicos, antagonistas, redundantes y pleiotrépicos, asi como también,

por la interaccion del sistema inmunitario con otros sistemas organicos.

»Tipo de alimentacion: El tipo de alimentacion en los espafoles diferente al de los
indigenas y urbanos venezolanos, como es el consumo de aceite de Oliva
extravirgen y el vino blanco constitutivos de fenoles antioxidantes, podrian
afectar la produccion de citoquinas inflamatorias y ser responsables de la
disminucién del TNF-o tal como lo demuestran algunas investigaciones
(Bertelli A et al, 2002; Raimund J et al, 2005). Para otros (Marquez M et al, 2007), las
concentraciones de 100 muM de los componentes de aceite de oliva (uvaol,

eritrodiol y acido oleandlico) reducen significativamente la produccién de
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TNF-o, mientras que 10 muM de uvaol y acido oleandlico la incrementan.
Ademas, los autores referidos concluyen que los triterpenes pentaciclicos
del aceite de oliva pueden exhibir propiedades pro y anti-inflamatorias
dependiendo de su estructura quimica y la dosis empleada. En los
indigenas su alimentacion es en base a tubérculos y deficitaria en
proteinas. De acuerdo a Leal y cols (2004) la desnutricion puede ser causal

de un déficit en la secrecién de citoquinas del fenotipo Th1.

»Ubicacion geografica: El presente estudio ha demostrado que existen
variaciones en las concentraciones séricas de citoquinas en los grupos
estudiados en los diferentes entornos geograficos (Espafia y Venezuela),
investigaciones en este sentido en otros paises son indispensables para

verificar esto.

»Tipo y tamano del estimulo antigénico: Segun Hetland y cols (2005) la liberacion
de las citoquinas podrian no ser atribuidas a parametros quimicos de las
particulas del medio ambiente, Sin embargo, las particulas grandes mas
que las pequefias estimulan la secrecion de citoquinas inflamatorias como
IL-6 y TNF-o (Jalava P et al, 2007). En la presente investigacion estas
variables referidas al estimulo antigénico no fueron individualizadas para su

estudio.

»Estacion del afio: Myrianthefs y cols (2003) encuentran una disminucion de la
produccion de IL-10 y de los receptores solubles del TNF-o, en
sobrenadantes de cultivo de CMSP de humanos procedentes de un area
urbana de Atenas, Grecia, durante la estacion de otofio y de IL-10 durante
el verano y el otofio, al compararla con el resto de las estaciones. Estos
resultados coinciden con los obtenidos en los espafioles NI-VHB en cuanto

a la disminucion de IL-10 durante las estaciones de primavera y verano. Los
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venezolanos NI-VHB fueron estudiados en verano y no se encontraron

referencias bibliograficas mundiales comparativas en este aspecto.

»Condiciones medioambientales y socioculturales: Es importante el medio
ambiente y su influencia sobre el sistema inmunitario ya que, en modelos
murinos, se ha demostrado que el humo del cigarrillo afecta la respuesta
inmunitaria antiviral primaria (IL-6 y TNF-a), mientras que la proteccion
inmune secundaria se mantiene (Robbins C et al, 2006). En la poblacion
espanola se observa una exposicion incrementada al cigarrillo, habito este
menos frecuente en los urbanos venezolanos y ausente completamente en
los indigenas.  Otros factores del medio ambiente y sociocultural son

referidos en el contexto de la discusion.
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V.2. Pacientes asintomaticos con infeccién crénica por VHB

En Venezuela alrededor del 2% de los adultos de la poblacién general tiene
el HBsAg del virus B presente en forma persistente en su sangre. La gran mayoria
de ellos no presentan alteraciones hepaticas y por lo tanto son considerados
portadores asintomaticos, no se sabe el porqué en la gran mayoria de las
personas la infeccion viral desaparece pero en otras persiste en forma indefinida,
se considera que ello se debe mas a las peculiaridades de la respuesta

inmunitaria de la persona afectada que a la cepa viral involucrada.

Los portadores asintomaticos del virus B por lo general no tienen lesion
hepatica pero se encuentran a riesgo de infectarse con el virus D o de presentar
una reactivacion de la infeccidn, pasando nuevamente a la fase replicativa en
forma espontanea o inducida. Igualmente se encuentran a riesgo de desarrollar un
hepatocarcinoma (Machado | et al, 1997). Cuando persiste la replicacion viral se
presenta un proceso necroinflamatorio progresivo llamado hepatitis cronica que
produce con los anos una fibrosis, regeneracion nodular, cirrosis vy

hepatocarcinoma.

La mayoria de los investigadores han evaluado el desbalance Th1y Th2 en
la infeccion crénica por el VHB. Los analisis de los porcentajes de células
ThO/Th1/Th2/Th3 en CMSP en diferentes fases de la infeccion crénica por el VHB
es discutido (Jiang R et al, 2000; You et al, 2007). Diversos estudios han demostrado
que la mayoria de células T CD4+ de individuos infectados cronicamente por el
VHB fueron ThO (Jiang R et al, 2002; You et al, 2007). Se considera que el fenotipo
Th1 incrementa significativamente la actividad inflamatoria hepatica en la hepatitis
B crénica, mientras que las células Th2 pueden estar asociadas con la
persistencia del virus (Lee M et al, 1999; Jiang R et al, 2002; Hyodo N et al, 2003). El
cambio de ThO a Th1 suele ocurrir durante la infeccion por el VHB, el predominio

de las citoquinas Th1 incrementa la actividad de células NK, macrdéfagicas y de
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linfocitos TCD8+ citotdxicos y al promover la respuesta inmune celular determinan

el agravamiento del proceso inflamatorio hepatico (Jiang R et al, 2002).

Machado (1997) expresa que con los avances tecnoldgicos, las evidencias
demostraron que la interaccion hospedero-VHB depende de las caracteristicas
genomicas del virus, capacidad de mutar durante la evolucion de la infeccion
cronica y las alteraciones de la red intermoleculares monocito-linfocitos T y
proteinas virales. La intrincada red de citoquinas se comporta diferente
dependiendo de las entidades clinico-patolégicas y su estudio podria explicar los

mecanismos inmunoregulatorios que participan en la infeccion crénica por el VHB.

Al evaluar los resultados de esta investigacion se observa que los
portadores asintomaticos del area urbana de Venezuela presentaron un
incremento significativo de IL-2, IL-6, IL-10 y TNF-a al compararlos con sus
homologos no infectados. El aumento de la IL-2 aunque suficiente para controlar la
infeccion, no llega a los limites inductores de una respuesta inmunitaria agresiva
contra el hepatocito: es por ello que los niveles de aminotranferasas se mantienen
dentro de los valores controles. La IL-2 es un factor que interviene en la activacion,
proliferacion y diferenciacion de linfocitos T. Se considera una de las citoquinas
mas importantes. Es producida por linfocitos T CD4 Th1, CD8+ y células “NK”
actua sinérgicamente con IL-12 induciendo la sintesis de IFN-y por CMSP (Abbas et
al, 2000; Joost J et al, 2002).

La IL-6 es una citoquina que actua en la inmunidad innata y adquirida. Es
producida por fagocitos mononucleares, linfocitos T, fibroblastos, células
endoteliales, entre otras. Estimula la sintesis de proteina de fase aguda por los
hepatocitos, la proliferacion de linfocitos T maduros y de células B para producir
anticuerpos e incrementa la actividad de factores de crecimiento hematopoyético
como el GM-CSF (Hernandez U et al, 2001; Abbas A et al, 2000). En los urbanos se

observa un incremento de la IL-6 durante la infeccidén por el virus B, lo que indica
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una eficiente participacion en la estimulacion de anticuerpos y proteinas de fase

aguda, necesaria para el control de la infeccion.

Una vez revisados los aspectos conocidos de la IL-10 se puede indicar en
este estudio que se encontraron niveles séricos aumentados significativamente de
la citoquina en portadores urbanos venezolanos, a diferencia de lo indicado en su
grupo testigo NI-VHB. Este comportamiento de la citoquina quizas se produzca
para mantener bajo control la infeccidén y las aminotransferasas normales, tal como
se observd con relacion a la IL-2. Recientemente se ha demostrado que la IL-10
normaliza los niveles de ALT sérica, mejora la histologia y reduce la fibrosis
hepatica en el 63-86% de los pacientes con hepatitis C, que reciben tratamiento

con la citoquina recombinante (Dharancy S et al, 2001).

Hyodo y cols (2003) sefalan que la IL-10 juega un papel modulador antiviral
contribuyendo no solo a la proteccién del dafio hepatico grave sino también en la
persistencia de la infeccidén por virus B, refiere que la IL-10 puede ser bifuncional
en esta infeccidon, participando en una fuerte respuesta celular antiviral en las
fases tempranas de la infeccion o en la exacerbacién aguda de la infeccidon cronica
y suprimiendo la respuesta en la fase de recuperacion y en la infeccidén cronica por
virus B. Sefialan estos investigadores que la sobreproduccion de IL-10 podria
provocar anergia de la célula T especifica del HBsAg. La induccién de anergia
puede ser un mecanismo inmunoregulador activo para prevenir la
sobreestimulacion de células T especificas del antigeno y limitan o controlan el
dafio hepatocelular en infeccion aguda (Diepolder HM et al, 1996; Steinbrink D et al,
2002). La incapacidad de los portadores cronicos a producir una eficiente
respuesta a anticuerpos especificos contra el HBsAg estda posiblemente

relacionada a la no respuesta de células T (Chisari FV et al 1995; Bocher WO et al,
1996; Vingerhoets J et al, 1998).

El aumento de la IL-10 puede incrementar el sIL-2R, el cual al unirse a la IL-

2 disminuye las concentraciones séricas de esta ultima y evita la union de la IL-2
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al receptor de membrana de alta afinidad (Alberti A et al, 1989; Tulek et al, 2000), esto
podria regular los niveles elevados de la IL-2 en portadores urbanos. El aumento
de la IL-10 en los portadores urbanos coincide con la disminucion de IFN-y en el

mismo grupo.

Otra citoquina importante en la respuesta inmunitaria contra patégenos
intracelulares es el IFN-y, el cual sinergiza con TNF-o para controlar la
proliferacion viral a través de la inhibicion de la expresion del gen del VHB. La
mayoria de los estudios sobre IFN-y en hepatitis B se han basado en la forma
cronica de la infeccidn (Jiang R et al, 2002; Hyodo N et al, 2003; Priimiagi L et al, 2003),
utilizando cultivos de células o modelo marino (Naoko et al, 2003; Hyodo N et al, 2003).
Machado (1997) indica que el portador cronico del HBsAg presenta compromiso
funcional de su sistema inmunolégico con hiporespuesta en CMSP hacia
estimulos mitogénicos y antigénicos especificos, asi como disminucion de la
produccion de IFN-y. A pesar de que la metodologia utilizada y el tipo de muestra
fue diferente, la afectacion en la produccién de la citoquina coincide con los
resultados obtenidos en este estudio en cuanto a la disminucion del IFN-y en

portadores urbanos al compararlos con sus homoélogos no infectados por el virus.

En nuestro estudio (Figura 20) al observar los valores séricos del IFN-y se
aprecia que la disminuciéon cuantitativa de esta citoquina coincide con el aumento
de la IL-2 en portadores urbanos venezolanos en relacion a su grupo control. La
disminucién significativa del IFN-y en portadores asintomaticos urbanos podria
perjudicar la evolucién del individuo infectado, sobre todo teniendo en cuenta la
importancia de la citoquina en la inhibicion del gen del VHB y la eliminacion de la
particula viral. Existen citoquinas que compensan tal deficiencia como el TNF-a y
la IL-2 y otras inmunosupresoras como la IL-10 que podria ser determinante en
esta disminucion del IFN-y. Biron y cols (1994) sefialan que el IFN-y puede
participar en la defensa contra algunas, pero no en todas las infecciones virales.

Recientes estudios sugieren que el balance en la produccién de citoquinas es
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determinante en la resolucion o persistencia de la infeccion (Lee M et al, 1999; Jiang
R et al, 2002; Szkaradkiewicz A et al, 2003; You J et al, 2007).

El TNF-a es la citoquina mediadora soluble de la inmunidad celular
producida por macrofagos, células Th1, células Th2, y linfocitos T citotdxicos,
células B y células NK en respuesta a una amplia variedad de estimulos,
incluyendo agentes infecciosos. En pacientes con enfermedad hepatica aguda y
croénica por el VHB hay elevados niveles circulantes de ciertas citoquinas como:

TNF-a, IL-1B, IL-6 e IFN-y (Offner et al, 1990; Tilg H et al, 2006).

En el presente estudio, los portadores urbanos venezolanos presentaron un
aumento significativo del TNF-o al comparar las cifras con los urbanos NI-VHB.
Esto podria significar, considerando los estudios de Zhang W y cols (2002) que el
VHB induce a los hepatocitos a producir TNF-a, seguido por el aumento de la IL-6
y del Factor Inhibidor de Macrofagos (MIF) inducido por TNF-a.. Una vez liberado
el MIF éste regula la acumulacion de macréfagos a nivel hepatico. Como ya se
explico con anterioridad el TNF-a, sinergiza con IFN-y para controlar la
proliferacion viral a través de la inhibicion del gen viral. En nuestro caso, la
disminucién de IFN-y en los portadores urbanos venezolanos podria ser

compensada con el aumento del TNF-a y la IL-2 para el control de la infeccidn.

Al evaluar los resultados obtenidos en ambas poblaciones portadoras del
virus (urbanos e indigenas venezolanos) se aprecia en los urbanos un incremento
de la citoquina IL-2 (patron Th1) y disminucién de la citoquina proinflamatorias (IL-
6), patron este diferente al observado en los indigenas infectados. El aumento de
la IL-2 junto al TNF-a podria inhibir la replicacion de la particula viral a través de
sus acciones bioldgicas. En los indigenas portadores la normalidad de las
citoquinas al compararlos con sus homodlogos no infectados de las citoquinas
proinflamatorias e inhibidoras del virus podria explicar el comportamiento de este
grupo poblacional en relacion a la mayor cronicidad que se ha estipulado en esta
poblacion (60%).
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A diferencia de los individuos que pernotan en el area urbana de
Venezuela, los indigenas NI-VHB como los que se infectan no presentaron
diferencias significativas en los niveles de las citoquinas evaluadas (IL-2, IL- 6, IL-
10, IL-12, IL-18, IFN-y y TNF-a), ya que se mantiene el estimulo provocado por
factores enddgenos y exogenos ya referidos. Mientras que el urbano infectado que
desarrolla la condicion de portador, manifiesta predominio de las citoquinas
inflamatorias (IL-6, IL-10 y TNF-a) y una marcada reduccion el patrén Th1
disminucién de IFN-y). Debido a la participacién de diferentes variables en la
respuesta inmunitaria ante la presencia del virus se necesitan estudios funcionales
(CMSP estimuladas o no con mitdgenos) que podria aportar mayor informacion y

corroborar los resultados obtenidos.
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Conclusiones

De este estudio de analisis de los niveles séricos de las citoquinas (IL-2, IL-6, IL-

10, IL-12, IL-18, TNF-a, IFN-y) en individuos infectados por el virus de la hepatitis

B del medio rural y urbano venezolano y de sujetos espainoles libres de esta

infeccidn se concluye que:

1.

Diferencias en la ubicaciéon geografica y en los factores medioambientales y
socioculturales se asocian a distintos patrones de concentraciones séricas
de citoquinas circulantes. En los individuos NI-VHB se observo: a)
predominio de un patron inflamatorio de citoquinas circulantes (elevacién de
IL-6- IL-10, IL-12 y TNF-a) en los indigenas, b) predominio de un patrén Th1
(elevacion de IFN-y) en los urbanos venezolanos, y c) reduccion de las

proteinas reguladoras en los espanoles.

El impacto de la infeccidn cronica por el virus B de la hepatitis se asocia a
un patrén diferente de las concentraciones séricas de citoquinas en

pacientes indigenas o urbanos venezolanos

En el medio urbano, la infeccion por el virus B de la hepatitis se asocia a
mayores cifras séricas de citoquinas inflamatorias (IL-6, IL-10 y TNF-a) y a
una marcada reduccién el patron Th1 (disminucién de IFN-y). Por el
contrario en los pacientes rurales no se observa un cambio significativo en

las cifras de las citoquinas circulantes.

Por lo tanto, existen factores exdgenos que condicionan el estado funcional del

sistema inmune de los sujetos sanos y de los que presentan evidencia de una

infeccién crénica, lo que determina que los margenes de normalidad en las

variables analiticas inmunoldgicas deben adaptarse a las poblaciones objetos de

estudio.
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