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EVALUAREA COMPARATIVA A SUBPOPULATIILOR
LIMFOCITARE T IN SANGELE PERIFERIC SI IN PARENCHIMUL
HEPATIC, IN HEPATITELE CRONICE CU HBV SI HCV

Carmen Ardeleanu’, M. Ceausw’, C. Ursaciuc®, Florina Vasilescu?, Cristina losif®, Florica Staniceanu®,
Camelia Vrabie’, Maria Sajin®, Dan Butwy’, Georgeta Butur™

REZUMAT

Introducere: Populatiile limfocitare T par sa fie implicate
in evolutia si imunopatogeneza hepatitei cu virus C si B in
conditiile in care controleaza si elimina virusul din celulele
infectate, direct prin actiunea limfocitelor CD8+ sau indirect
prin intermediul limfocitelor CD4+.

Scop: Evaluarea comparativa a subpopulatiilor de
limfocite T in sangele periferic si in parenchimul hepatic
la pacienti infectati cronic cu HBV si HCV.

Material si metode: S-au evaluat celulele CD4+ si CD8+
prin metodele de citometrie in flux si imunchistochimie la
15 pacienti cu hepatita cronica B si 38 pacienti cu hepatita
cronica C confirmati serologic.

Rezultate: In sangele periferic, limfocitele T CD4+ au
avut valori crescute in hepatitele cronice cu virus B (70%
din pacienti) si valorile normale/usor crescute in hepatitele
cronice cu virus C (48% si respectiv 39% din pacienti).
Limfocitele CD8+ au prezentat o diminuare semnificativa
in ambele tipuri de infectii virale cronice (peste 80% din
pacienti). In parenchimul hepatic, analiza cantitativd a
subpopulatiilor de limfocite CD4+ a evidentiat un numar
redus de celule mai ales in cazul hepatitelor cronice cu
VHB( 90% pacienti). in hepatitele cronice cu VHC s-au
observat in peste 40% din cazuri un numar crescut al
limfocitelor CD4+. Evaluarea cantitativd a subpopulatiei
de limfocite CD8+ a relevat un numar crescut de celule
in infectile cronice cu VHB( 50% pacienti), in timp ce
numarul acestora a fost scazut in infectiile cu VHC (80%
pacienti).

Concluzii: Dezechilibrul distributiei subpopulatiilor lim-
focitare mai ales al celulelor CD8+ in sangele periferic
si Tn parenchimul hepatic poate fi expresia unui raspuns
imun antiviral slab ce corespunde unei incapacitati de
eradicare a virusurilor hepatitice. Aceasta deviatie imuna
faciliteaza progresia leziunilor hepatice in special in cazul
hepatitei cu VHC.

Cuvinte cheie: subpopulatii limfocitare, CD4+ si CD8+,
hepatite cronice B si C, imunohistochimie, citometrie in
flux

ABSTRACT

Comparative assessment of T lymphocytes

subpopulations in peripheral blood
and hepatic parenchyma in chronic hepatitis
with HBV and HCV

Background: T lymphocytes population are hypoth-
esized to be involved in the evolution and immunopatho-
genesis of CVH, since they control and eliminate viruses
from infected cells, directly through CD8+ T lymphocytes
and indirectly by CD4+ T lymphocytes.

Aim: Comparative assessment of T lymphocytes sub-
populations in peripheral blood and hepatic parenchyma
in patients infected with HBV and HCV.

Material and methods: CD4+ and CD8+ cells were
assessed by flow cytometry and immunohistochemistry
methods in 15 patients with chronic B hepatitis and 38
patients with chronic C hepatitis serologically confirmed.

Results: In peripheral blood, CD4+ T lymphocytes
had increased values in B virus chronic hepatitis (70%
of patients) and normal / slightly increased values in C
virus chronic hepatitis (48% and 39% of patients). CD8+
lymphocytes presented a significant decrease in both types
of chronic viral infections (over 80% of patients).

In hepatic parenchyma, quantitative analysis of CD4+
lymphocytes emphasized a low number of cells, especially
for HBV chronic hepatitis (90% of patients). In HCV chronic
hepatitis, an increased number of CD4+ cells were ob-
served in over 40% of cases. Quantitative assessment of
CD8+ lymphocytes revealed an increased number of cells
in chronic infections with HBV (50% of patients), while it
was decreased in HCV infections (80% of patients).

Conclusion: The imbalance of lymphocytes subpopu-
lations, especially CD8+ cells in peripheral blood may
be the expression of a weak antiviral immune response,
with a corresponding inability to eradicate virus. This
immune deviation facilitates liver damage, especially in
HCV infections.

Key words: lymphocytes subpopulations,

CD4+ and CD8+, chronic hepatitis HBV and HCV,
immunohistochemistry, flow cytometry

- Conf. Dv.CPI Carmen Ardeleanu, UMF “Carol Davila”, INCD ,Victor Babes” Bucuresti

- As. Univ. Dr. CS Mihai Ceasu,
3 Dr. CPII Cornel Ursaciuc, INCD ,Victor Babes”, Bucuresti

UMF “Carol Davila”, INCD ,Victor Babes” Bucuresti

Dr. Florina Vasilescu, INCD ,Victor Babes™ Bucuresti, SMC-Serviciul Anatomie Patologica, Bucuresti

- Prof. Dr. Florica Staniceanu, UMF “Carol Davila”, Sp. Clinic Colentina- - Serviciul Anatomie Patologicd, Bucuresti
“ Dr As. Univ. Camelia Vrabie, Sp. Clinic ,Sf. Toan®, UMF “Carol Davila” Bucuresti

1
2
3.
4.
& Dr. Cristina losif, INCD ,Victor Babes” Buecuresti, Sp. “Sfanta Maria”, Bucuresti
8.

- Conf. Dv. Maria Sajin, UMF ,Carol Davila”, INCD “Victor Babes”, Bucuresti

* Bioch. Dan Butur, INCD I Cantacuzino”, Bucuresti
19 Biol. CPII Georgeta Butur, INCD ,Victor Babes” Bucuresti

22 w TERAPEUTICA, FARMACOLOGIE S TOXICOLOGIE CLINICA w 2006 mai, volumul X wnr. 2



INTRODUCERE

Hepatitele cronice virale, determinate in principal de
infectiile cu virusurile hepatotrope B (HBV), C (HCV) si
delta (HDV) reprezinta in continuare, pe plan national si
international, o problema majora de sanatate publica, datorita
procentului semnificativ de morbiditate si mortalitate.[18;22]
Actualmente exista suficiente dovezi privind caracterul non-
citopatic al HBV, HCV si HDV, iar modificarile lezionale,
ireversibile ale parenchimului hepatic tind sa fie atribuite
in mare parte raspunsului imun anti-viral.

Sunt mentionate numeroase studii privind infectiile cu
HBV, in care s-a dovedit cd raspunsul imun antiviral este
principala cauza a elimindrii virusului si/sau a gradului de
severitate a hepatitei.[3;7;27] Referitor la raspunsul imun, in
infectiile cu HBV si HCV au fost semnalate similitudini, insa
rata mult mai mare a persistentei infectiei cu HCV, precum si
faptul ca anticorpii neutralizati nu sunt protectori sugereaza
existenta unor diferente semnificative ale riaspunsului imun
in functie de tipul virusului hepatitic infectant.[12] Astfel,
in contextul cunostintelor actuale privind mecanismele imu-
nologice implicate in medierea leziunilor hepatice induse
de virusurile hepatotrope se poate afirma, ca in general,
inflamatia de la nivelul ficatului asociati infectiilor cronice
se datoreaza unui dezechilibru intre 2 tipuri de raspunsuri
imune antivirale, ce ar putea fi atribuite unuia sau mai multor
subseturi de celule T.

1 Raspunsul imun antiviral eficient - cu rezultat pozitiv

- are ca efect eliminarea virusului si supresia lezi-

unilor hepatice

2. Raspunsul imun antiviral ineficient - cu rezultat negativ

- permite cresterea replicarii virale si/sau inducerea

leziunilor hepatice

e In cazul raspunsului eficient, se constatd un ras-
puns viguros policlonal si multispecific TH (T
Helper) si CTL (Cytotoxic T Lymphocyte) fata
de epitopii virusurilor. Acesta coincide cu nivelul
maxim de alaninaminotransferaze care precede
eliminarea antigenelor si dezvoltarea anticorpilor
neutralizanti. Odata cu recunoasterea peptidelor
virale de pe celulele infectate cu virusurile hepati-
tice, limfocitele CD8+ dobandesc capacitati de:

- vindecare a celulei infectate via mecanisme
non-citopatice prin inhibarea replicarii viru-
sului mediata de citokine [13;16] si

- distrugere a celulelor infectate via perfo-
rind-Fas ligand si TNFalfa - utilizind calea
apoptozei.[36]

Ambele mecanisme au fost observate in cazul
infectiilor virale vindecate.

e Al 2-lea tip de raspuns imun celular antiviral este cel
ineficient care are ca rezultat instalarea infectiei
persistente cronice. In acest caz raspunsul imun
specific anti-antigene virale, este initial redus sau
nedetectabil in sangele periferic. Subpopulatiile de
limfocite implicate sunt de tip Th 2, si CTL care
sunt caracterizate printr-un raspuns relativ slab,
mult mai limitat si in mare parte nespecific fatd
de antigenele virale.[6]

Existenta unui echilibru intre cele doua tipuri de raspuns
imun, eficient si ineficient poate asigura protectia imuna.
Crearea unui dezechilibru al acestei balante in favoarea
unuia dintre cele 2 tipuri de raspuns imun are ca rezultat in
caz pozitiv, o eliminare a virusului cu vindecarea pacientului
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sau in caz negativ, toleranta imunologica fata de virus cu
instalarea infectiei cronice.

In cazul infectiilor cronice la care incarcarea virala este
mare si leziunile hepatice sunt severe exista inca multe as-
pecte neclare privind statusul functional al celulelor T de la
nivel hepatic (care raspund la Ag virale); se pune intrebarea
ce factori sau mecanisme le determina pe aceste limfocite T
specifice si exercite un control ineficient in pofida prezentei
acestora la nivel hepatic intr-un numar suficient de mare, daca
aceste celule sunt inhibate sau dacd efectul lor este insufi-
cient datorita predominantei unui tip de celule T “bystander”
(nonspecifice/ neimplicate).[17;27] Ar fi posibil ca aceste
celule nonspecifice s modifice balanta raspunsului imun prin
intermediul citokinelor, intr-un mod nefavorabil sau ar putea
pur si simplu sd fie “inactive” la unii dintre pacienti . Mai
mult, nu sunt inca elucidate unele aspecte privind fenotipul,
specificitatea si functia limfocitelor T intrahepatice, care nu
reactioneaza cu antigenele virale. Acestea ar putea fi intr-o
masura mai mare sau mai mica limfocite T “spectatoare” (in-
active/neimplicate) in timpul infectiei, care pot insd exprima
chemokinele CCR5, cu rol chemotactic, eventual de colonizare
limfocitara la nivel hepatic. [10;11;35;37] Exista incd multe
semne de intrebare privind modul in care aceste celule T
sunt colonizate la nivelul ficatului intr-un numar mai mare
sau mai mic, factorii care le determina sa nu devina celule
activate in timpul infectiilor virale, perioada de viata §i soarta
celulelor T activate (specifice antigenului viral) din ficat.

Studiul de fata a avut ca scop evaluarea comparativd a
celor doud subpopulatii limfocite TH (CD4+), TS/C (CD8+)
cu rol importante in raspunsul imun celular antiviral la nivelul
parenchimului hepatic si in siangele periferic la pacienti cu
hepatite cronice cu VHB si VHC.

MATERIAL SI METODE

Lotul studiat a fost reprezentat de 82 de pacienti proveniti
de la Spitalul Universitar de Urgentd Bucuresti, Spitalul Clinic
de Urgenta “Sfintul Ioan” si Institutul de Boli Infectioase
“Prof. Dr. Matei Bals”. S-au recoltat probe de sénge periferic
de la pacienti cu hepatite cronice cu etiologie virala si de la
donori sanatosi pentru analiza prin citometrie in flux a limfo-
citelor T (CD3+), TH (CD4+), TS/C (CD&+). De asemenea,
s-au recoltat si punctii biopsii hepatice pentru evaluarea
fenotipul limfocitelor intrahepatice (subtipuri de celule T
- CD4+ si CD8+) prin metoda imunohistochimica (IHC).
Selectia pacientilor s-a realizat pe baza criteriilor clinice si a
markerilor virali serici.

Identificarea markerilor virali serici

Pentru analiza serologica a markerilor virali s-au utili-
zat tehnici imunoenzimatice, tip ELISA, atat la identificarea
markerilor hepatitici B / C / D, cat si la confirmare . Au
fost testati urmatorii markeri serici: AgHBs, AcHBs, AcHBe¢
IgG, AcHBc IgM, AgHBe, AcHBe (infectia cu VHB); Ag core
HCV, Ac HCV (infectia cu VHC); AgHD, AcHD IgM,Ac
HD IgG (infectia cu VHD).

Analiza prin citometrie in flux

Subpopulatiile limfocitare din sange periferic total au fost
determinate prin citometrie in flux.

S-a utilizat Kit-ul IMK Lymphocyte, MuliSET, Beckton Dick-
inson si citometrul in flux Beckton — Dickinson (Tabel I).
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Tabel 1 Fenotiparea populatiilor
si subpopulatiilor de limfocite
din sangele periferic
POPULATII
SI SUBPOPULATII &’L‘IUHLAR(“II
LIMFOCITARE
limfocite T totale CD3
limfocite T ajutitoare CD3/CD4
limfocite T supresoare
(citotoxice) Ehachs

S-au folosit cate 20ul de anticorpi monoclenali specifici
pentru markerul celular de interes peste care se adauga
50ul din sangele pacientului. Probele se incubeaza 15 min-
ute, la temperatura camerei si se reiau in 450pl fixator dupa
care urmeazd analiza flow-citometricd. Citirea si prelucrarea
probelor se realizeazd in aceeasi zi cu ajutorul programului
MultiSET.

Analiza imunohistochimica

Pentru evidentierea imunohistochimica (IHC) a
subpopulatiilor limfocitare din tesutul hepatic metoda utili-
zata a fost cea indirecta tristadiald Avidina-Biotina-Peroxidaza
Complex (ABC).

Tehnica s-a aplicat pe fragmentele de punctie biopsie
hepatica incluse in parafind. Sectiunile inhibate pentru
peroxidaza endogena si apoi tratate cu ser normal, au fost
incubate peste noapte la temperatura camerei cu anticorpii
primari in dilutiile specifice de lucru.

In ziua a 2-a, dupd adaugarea pe sectiuni a anticorpul
secundar a urmat tratarea cu complexul ABC (kit LSAB+,
DAKO, Danemarca). Nucleii au fost contracolorati cu he-
malaun Meyer.

S-au folosit urmatorii anticorpi monoclonali si parametri
de lucru pentru identificarea tipurilor de celule imune la
nivelul tesutului hepatic (Tabelul II).

REZULTATE

Evidentierea asa numitilor markeri serici virali hepatitici
— antigene din structura virusurilor si/ sau anticorpi, care
apar in urma raspunsului imun al pacientului la infectia cu
virusuri hepatotrope, a reprezentat o etapd obligatorie in
stabilirea diagnosticului si alcatuirea loturilor de studiu. In
cazul lucrarii de fatd s-a utilizat un panel complex de markeri
virali serici (11 markeri) la toti cei 82 de pacienti.

Pe baza analizei datelor clinice, a rezultatelor markerilor
virali serici si tisulari in coroborare cu examenul histopatologic
cei 82 de pacienti luati in studiu au fost impartiti in 3 grupe
pe tipuri de infectii virale dupd cum urmeaza:

- 15 cazuri de infectii HBV;
- 38 infectii HCV;
- 29 infectii duble (HBV + HCV; HBV + HDV ) si

Tabelul II

triple HBV + HDV + HCV;
Au fost eliminate din studiu cele 29 de cazuri de infectii
duble sau triple.

I. Evaluarea comparativd a
subpopulatiilor limfocitare T in sangele
periferic la pacienti infectati cronic cu
HBV si HCV.

1. Analiza prin citometrie in flux a subpopulatiei de
limfocite TH (CD3+/CD4)

In cazul limfocitelor CD4+, rezultatele fenotipirii prin
citometrie in flux au indicat o crestere a valorilor la 70%
din pacientii infectati cu VHB, in timp ce 30% din pacienti
au avut valori normale si scizute.

In cazul infectiilor cu VHC predomina valorile normale si
usor crescute pentru limfocitele T CD4+ la 48% si respectiv
39% din pacienti.

La lotul martor, valoarea medie a procentului limfocitelor
T CD4+ a fost de 41,5 , iar cea a limfocitelor T CD8+ a fost
de 35,5.

Analiza statistici descriptivd in cazul subpopulatiilor
CD4+ in hepatitele cronice cu VHB a relevat o distributie
simetrica uniforma a datelor cu o medie de ~ 50,4% si cu
o deviatie standard (SD) de 7% (ceea ce demonstreazia o
aglomerare a datelor in jurul mediei cu o minima abatere
standard). In cazul hepatitelor cronice cu VHC s-a constatat
tot o distributie simetrica uniforma a valorilor, cu o medie
de 41,5% cu SD ~ 8%.

Raportat la media valorilor normale de 41,5% a limfocitelor
T CD4+ din sangele periferic recoltat de la donatori sanatosi
(lotul martor), se remarca o tendinti de crestere {(~10%) a
acestei subpopulatii in cazul infectiilor cronice cu VHB in
timp ce la infectiile cronice cu VHC valorile se situeaza in
jurul normalului.

2. Analiza prin citometrie in flux a subpopulatiei de
limfocite TS/TC (CD3+/CD8+)

In cazul limfocitelor T -CD8 + s-a constatat o scidere
marcatd la aproximativ 80% din totalul de pacienti, indiferent
de tipul infectiei virale. In cazul hepatitei cronice cu virus B,
70% din pacienti au valori scazute sub limita normald, in imp
ce in hepatitele cronice cu virus C, procentul depiseste 80%
din cazuri. Analiza statistici descriptivd pentru populatia de
celule T CD8+ a evidentiat o distributie uniforma simetrica a
valorilor cu o medie de 26,4% si o SD de 2% pentru infectiile
cronice VHB, si 0 medie de 26,25% cu o SD de 1,6% pentru
infectiile cronice VHC.

Comparativ cu media valorilor normale de 35,5% a
limfocitelor T CD8+ din sangele periferic al donatorilor
sinatosi ( lot martor) s-a constatat o scidere a valorilor ( ~
10%) pentru acesta subpopulatie in ambele tipuri de infectji
cronice virale.

Analiza comparativi pe tipuri de infectii cronice virale
B si C a celulelor CD4 si CD8 din sangele periferic este

Anticorpii utilizati in fenotiparea populatiilor limfocitare tisulare

Anticorpii Tipul Sursa Dilutia Specificitate - Reactivitate
UCHL1 Monoclonal Dako 1:50 Limfocite T

CD4 Monoclonal Neomarkers 1:50 Limfocite TH

CD8 Monoclonal | Neomarkers | 1:50 | Limfocite TS/C

24 w TERAPEUTICA, FARMACOLOGIE ST TOXICOLOGIE CLINICA w 2006 mai, volumul X w ar. 2



REFERATE GENERALE

00% 1" = HBV! o |
= gt 70% =LY% 70%
& gout | 48%
i 39% |
Graficul 1 Distributia | § 0% R —
comparativda | £ " 209 — 20% -
a celulelor CD4 si CD8 20% %o 10%8% ﬁ%%
in hepatitele e __—— wfﬂ A
cronice virale CD4 CD4 cD4 CD8 cD8 cD8
in sangele periferic crescute normal  scazute  crescute  normale  scazute

redatd in graficul 1.

II. Evaluarea comparativd

a subpopulatiilor limfocitelor T

in parenchimul hepatic la pacientii
infectati cronic cu HBV si HCV.

Aprecierea prezentei/participarii subpopulatiilor limfo-
citare TH (CD4+) si TS/C (CD8+) la nivel hepatic s-a bazat
pe evaluarea semicantitativd a procentului de celule pozitive
raportate la totalitatea limfocitelor T din infiltratul inflamator;
s-a considerat pentru o prezenti slaba/redusd un procent
cuprins intre 520% celule pozitive, in cazul unei prezente
moderate procentul de celule pozitive s-a situat intre 20-40%,
iar un procent peste 40% de pozitivitate a fost apreciat ca
prezentd viguroasd/intensd.

3. Analiza fenotipicd la nivel hepatic a limfocitelor
TH (CD4+):

Evaluarea prezentei si distribufiei subtipului de limfocite T
CD4+ de la nivel hepatic a fost realizatd pe baza fenotipirilor
imunohistochimice tinand cont de arhitectura hepatica.
Localizarea cea mai frecventa a fost la nivelul spatiului port
sub forma de aglomerdri si mai rar intralobular cu aspect
dispersat. In hepatitele cronice cu VHB (Fig. 1), 90% din
cazurile studiate au prezentat reactie IHC pentru CD4 intr-un
procent variabil de limfocite cuprins intre 5%20% (medie de
12,5%) din infiltratul inflamator portal (Fig. 3)

Fig.1 histopatologice intr-o
biopsie hepatica la un pacient cu

hepatitd cronica B, HE, 10x

Fenotiparea limfocitelor T CD4+ la nivelul parenchimu-
lui hepatic in cazul infectiilor cronice cu VHC (Fig. 2) a
evidentiat un procent de celule pozitive cuprins intre 10
si 50% (medie de 30%) din celulele infiltratului inflamator.

Peste 40% dintre pacientii cu hepatitd cronicd C studiati
au avut valori crescute pentru subpopulatia de limfocite T
CD4+.(Fig. 4)

s
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Fig. 2 Aspecte histopatologice intr-o
punctie biopsie hepaticd la un pacient cu
hepatita cronica C, HE, 10x
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Fig.3 Reactie IHC pozitivd in rare

celule CD4+ intr-o hepatita
cronica B, IHC, 40x

Comparativ cu infectiile cronice cu VHB se constatd un
numir mai mare al limfocitelor T CD4+ la nivel hepatic in
cazul infectiilor cu VHC. (Graficul 2).

4. Analiza fenotipici la nivel hepatic a limfocitelor
TS/TC (CD8+):

Analiza participarii si repartitiei subpopulatiei de limfo-
cite T CD8+ la nivel hepatic s-a realizat pe baza fenotiparii
IHC. Distributia limfocitelor CD8+ pozitive a fost observatad
intralobular sub forma de mici aglomeriri si la nivel portal
in infiltratul inflamator.
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Reactie IHC pozitivd in frecvente
celule CD4+ intr-o
hepatitd cronica C, IHC, 20x

In cazul hepatitelor cronice cu VHB la 50% din pacientii
studiati limfocitele T CD8+ au prezentat un procent crescut
(viguros) de pozitivitate (peste 40% din celulele infiltratului
inflamator), in restul cazurilor participarea limfocitelor T
CD&+ a fost slaba. (Fig.5) in infectiile cronice cu VHC, ~
80 %,din cazuri au prezentat un procent scizut de pozitivitate
al limfocitelor T CD8 + ce nu a depasit 515% din celulele
infiltratului inflamator. (Fig.6).
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Fig.5 Reactie IHC pozitivd in relativ

JSrecvente celule CD8+ intr-o
hepatita cronica B, IHC, 40x

Analiza comparativa a proportiei de limfocite T CD4+/
CD8+ este prezentatd in graficul 2.

Fig.6 Reactie IHC pozitivd in rare
celule CD8+ intr-o hepatita
cronica C, IHC, 40x

in cazul hepatitelor cronice cu VHB analiza statistica
comparativd intre populatiile CD4+ si CD8+ la nivel he-
patic a demonstrat o relatie invers proportionald (r = - 0.7)
semnificativa statistic (p = 0.05), cresterea populatiei CD4+
insotindu-se de scaderea populatiei CD8+ (Graficul 3).

In infectiile cu VHC nu s-a constatat nici o corelatie la
nivel hepatic intre cele 2 subpopulatii limfocitare, acestea
filnd independente.

DISCUTII

Numeroase lucrari referitoare la procesul de cronicizare
in cazul infectiilor cu VHB si VHC aduc in discutie o serie
de factori favorizanti care contribuie la persistenta virusurilor
infectante. Alaturi de factorii virali ( cinetica virald, genotip,
mutatii virale etc) competenta sistemului imun al gazdei pare
sa joace un rol cheie in modul de evolutie al bolii. Factorii
care influenteaza apararea imund a gazdei in infectiile cu
virusuri hepatotrope se refera la; capacitatea expansiunii
raspunsului limfocitelor T, raspunsul slab al celulelor T
CD4+ si T CD8+ fata de antigenele virale, alterarea balantei
Th1/Th2, secretia insuficenta de citokine, inhibarea procesa-
rii/ prezentarii antigenului viral, inactivarea epitopilor CTL,
conversia mutationald a epitopilor CTL pentru transformarea
in CTL antagoniste, etc.[2;5;12;24;40]

S-a constatat ¢a un raspuns viguros specific antiviral al
celulelor CD4+ se asociaza cu controlul eficient al virusurilor
hepatitice care are ca efect vindecarea pacientului. In cazul
pacientilor la care s-a instalat infectia cronica cu VHB/VHC,
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s-a constatat, in faza acutd, un rdspuns imun celular slab
calitativ si cantitativ, atat pentru celule T CD4+ cat si pen-
tru celulele CD8+, care s-a constatat ca se pastreaza pe o
perioada indelungata. [3;6;9;19;34]

Se considerd ca un astfel de raspuns slab/inadecvat al
sistemului imun este ineficient, intrucat poate controla nu-
mai partial infectia virald, permitdnd instalarea unui mediu
inflamator prelungit care determini leziuni la nivel hepatic.
Dezechilibrul balantei virus-raspuns imun, nu permite clear-
ance-ul viral, dar poate permite perpetuarea leziunilor cronice
hepatice. Mecanismele de evitare sau inhibare ale sistemului
imun, impiedicad “recunoasterea celulelor infectate” datorita
unei “anihilari partiale” ale antigenelor virale si/sau asociate
virusului, faciliteazd cresterea viremiei, aparitia mutatiilor
virale, precum si selectarea unor fenotipuri virale mai
agresive.[12]

In studiului nostru, analiza celulelor CD4+ din singele
periferic a evidentiat, la pacientii cu hepatiti cronici B,
cresterea valorilor peste normal la 70% din cazuri, rezultat
care nu concordi in totalitate cu majoritatea informatiilor din
literatura. Interesant este faptul ca acestia prezentau in ser
AcHBc IgM care ar putea sa sugereze o recrudescenti a bolii
(existenta unui episod acut), datorat eventual aparitiei unor
mutatii virale sau a altor factori care si determine un raspuns
cantitativ mai viguros al limfocitelor CD4+. Pe de alti parte
evaluarea la nivelul parenchimului hepatic a subpopulatiei
de limfocite CD4+ pe acelasi lot de pacienti a demonstrat o
participare slaba/ redusa la 90% din cazurile luate in studiu,
rezultat concordant cu datele din literaturd. In acest sens sunt
semnalate fenomene de reducere/slabire pana la disparitie ale
raspunsului imun antiviral specific al celulelor CD4+, insotit
de incetarea secretiei de de INF- pentru unele clone. Aceste
aspecte corespund unei transformari fenotipice ale acestor
limfocite posibil determinate de mutatiile din zona epitopului
pentru celulele TH.[8]

Rezultatele noastre privind analiza subpopulatiei de
limfocite CD4+ in singele periferic la pacientii cu hepatitd
cronicd C au evidentiat valori normale sau usor crescute la
48% si respectiv 39% din cazuri. In compartimentul paren-
himului hepatic participarea celulelor CD4+ a fost slaba
la 60% din cazuri, asemanatoare cu cea observati in cazul
infectiilor cronice cu VHB. Acestd participare redusd s-ar
putea datora faptului ca unele proteine ( NS4, core) din
componenta VHC, au un efect supresor asupra raspunsului
imun prin stimularea IL-10 si inhibarea IL-12 de la nivelul
monocitelor. Acest fenomen induce la randul siau inhibarea

celulelor dendritice care joacd un rol determinant in controlul
diferentierii celulelor TH (Th1).[2;15]

Studii recente privind statusul functional al celulelor TH
in hepatitele cronice virale B si C, au semnalat reducerea
secretiei unor citokine de tip Th1 (IL-2, IFN-y) cu rol esential
in eliminarea virusului. Experimental, s-a dovedit ca este
posibili reechilibrarea balantei Th1/Th2 si redarea statusului
functional viguros al celulelor CD4+ cu inducerea secretiei
citokinelor de tip Thl si cresterea functiei proliferative a
raspunsului imun, prin administrarea experimentald a 1L-12
si 11-18.[21;32;33]

Un rezultat interesant al studiului nostru il reprezinti
raspunsul viguros la nivel hepatic al celulelor TH-CD4+
prezent la 40% din pacientii cu infectie cronica C. Acest
fenomen de crestere uneori pana la dublare a populatiei de
celule CD4+ a fost semnalat de unii autori in hepatitele cu
VHC in cazul unui raspuns imun fata de epitopi multipli, dar
si in cazul transplantului hepatic in fazele timpurii, fara insa
a se putea face o corelatie cu evolutia.[28;29]

Acest dezechilibru calitativ si cantitativ al celulelor TH se
asociaza cu raspunsul antiviral ineficient al limfocitelor CD4+
si la nivelul parenchimului hepatic, in zonele infiltratului in-
flamator, ducand pe de o parte la esecul eliminarii virusului,
iar pe de altd parte la progresia leziunilor hepatice.[5]

A doua categorie de subpopulatii limfocitare analizate
de noi au fost limfocitele T S/C - (CD8+) celule care joaci
un rol critic in apararea antivirald, intervenind in raspun-
sul imun intrahepatic destul de timpuriu. Rolul protector al
acestor celule a fost demonstrat pe cimpanzeii infectati cu
VHC la care inducerea unei scideri marcate a limfocitelor
T CD8+ a determinat o crestere semnificativa a incarcarii
virale, chiar si in prezenta unui raspuns imun al celulelor T
CD4+. Reducerea viremiei s-a realizat numai dupa refacerea
populatiei de celule T CD8+.[25]

Limfocitele T S/C - CD8+ virus-specifice sunt capabile
sa recunoascd i sd elimine hepatocitele infectate cu virusuri
hepatitice (potential si alte tipuri celulare), teoretic inainte de
eliberarea virionului, iar prin secretia de citokine antivirale
pot proteja celulele din jur. Privitor la impactul diferitelor
subseturi de limfocite T CD8+, exista diferite opinii privind
rolul benefic - in apararea antivirald, dar si rolul negativ - in
inducerea reactiilor imunopatologice.[35] Studiile realizate pe
diferitele subseturi de limfocite T CD8+, au permis atribuirea
unor posibile functii acestor celule in cadrul raspunsului imun
antiviral. Una dintre functii se referd la controlul replicarii
virale, care poate fi realizat chiar si in absenta unui infiltrat
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inflamator intrahepatic de catre celulele activate T CD8+ virus
specifice. Date din literaturd semnaleazi cd prin medierea
unor citokine, celulele T CD8+ pot inhiba replicarea ARN-ului
VHC prin efect citolitic direct.[20;16]

O altd functie atribuitd limfocitelor T CD8+ non-antigen
specifice prezente in infiltratul inflamator ar putea fi indu-
cerea de reactii imunopatologice, prin implicarea lor directa
sau indirecti la recrutarea celulelor T, extinderea leziunilor
necroinflamatorii si fibrozei de la nivel hepatic. Exista studii
care sustin faptul ci secretia de INF-y de catre limfocitele
intrahepatice T CD8+ determind un “homing” abundent de
celule non-antigen specifice in ficat. In absenta eliminarii
virusului, aceste celule secretd chemokine care amplifici
recrutarea celulelor T citotoxice non-specifice ducand la
accentuarea gradului necroinflamatiei.[1]

Este cunoscut faptul ca in infectiile cronice cu virusuri
hepatitice, apare un declin al raspunsului imun adaptativ cu
scaderea numarului de celule T CD8+ in sangele periferic
si intrahepatic si o productie scizutd de anticorpi speci-
fici.[3;14;24]

Rezultatele noastre concordid cu datele din literaturd,
privind analiza cantitativi a populatiei de limfocite CD8+
din séngele periferic, evidentiind o scadere marcata fati de
valorile normale atat in cazul hepatitelor cronice cu VHB (70%
pacienti) cat si in cazul hepatitelor cronice cu VHC ( 80% din
pacienti). Declinul populatiei de celule CD8+ a fost descris si
de alti autori in corelatie cu cresterea fenomenului de apoptoza
sau legat de reducerea secretiei unor citokine.[35;16]

Functia defectiva persistentd a limfocitelor T CD8+ in
hepatitele cronice cu VHC pare sa fie mentinuti de expu-
nerea prelungitd la Ag. virale, de imunosupresia unor gene
virale si de diminuarea unor functii accesorii ale celulelor
dendritice.[37]

Aceste fenomene pot explica prezenta In numar re-
dus a subpopulatiei de limfocite T S/C - CD8+ la nivelul
parenchimului hepatic mai ales in cazul hepatitei cronice cu
VHC, rezultat obtinut si in studiul nostru. In cazul infectiilor
cronice cu VHB am constatat o participare redusa a acestor
limfocite numai la 50% din pacientii luati in studiu. La restul
pacientilor s-a constatat o prezenta relativ viguroasa a limfo-
citelor CD8+. Mai mult, analiza comparativa a limfocitelor T
CD4+ si T CD8+ la nivelul parenchimului hepatic, in cazul
infectiilor cu VHB a evidentiat o relatie inversa intre cele doud
subpopulatii. Existi studii realizate pe pacienti infectati cronic
cu HBV, la care raspunsul imun specific anti VHB, prea slab
pentru eliminarea virusului, poate fi insa suficient de puter-
nic pentru distrugerea hepatocitelor infectate, intretinand in
acest fel inflamatia cronicd persistenti. [27] Aceste aspecte
ar putea fi explicate pe baza unor observatii care sustin ca
expunerea cronici la antigenele VHB induce celulelor T CD8+
o alterare a functiilor specifice printr-o adresabilitate fata de
unii epitopi subdominanti. In acest fel celulele T CD8+ pot
evita partial deletia chiar in cazul persistentei unei cantitati
mari de Ag virale, dar ele nu mai pot exercita o actiune
selectivii asupra celulelor infectate din parenchimul hepatic,
sugerand anergismul lor in vivo.[26]

Studii recente asupra raspunsul imun cantitativ si calita-
tiv al limfocitelor T CD4+ ¢i T CD8 + in cazul pacientilor
infectati cronic cu VHB si VHC au identificat in ambele
subpopulatii, doud tipuri de celule T de memorie : unele
“efectorii imediate” care se localizeazd in tesuturi si altele
“centrale — de viatd lungd” care recircula in organism. Ul
timul tip de limfocite T este considerat mult mai elieient in
apdrarea antivirald datoritd capacititii de proliferare rapida

in cazul reexpunerii la antigene virale. Stimularea antigenica
virald cronicd, prezenti in infectiie persistente, pare si inhibe
tranzitia limfocitelor de memorie T CD8+ “efectorii” in celule
T de memorie “centrale — de viatd lunga” - permitand aparitia
hepatitelor cronice virale.

In acest context, obtinerea unui vaccin cu o elicientd
mult mai mare ar trebui sd poatd induce persistenta/
cresterea celulelor centrale de memorie cu ,viata lunga®
atat in subpopulatia T CD8+ cét si in subpopulatia T
CD4+.[28;23;31;39]

Aprofundarea cercetérilor privind implicarea subpopulatiilor
limfocitare T in corelatie cu mecanismele care conduc la un
raspuns imun cantitativ si calitativ adecvat, vor sta la baza
promovarii unei noi strategii de vaccinare in cazul infectiilor
cu virusuri hepatitice Vaccinurile preconizate vor fi de tip
profilactic, pe baza inducerii memoriei imune si de tip ,tera-
peutic” pe baza cresterii unui raspuns imun celular controlat,
in timpul infectiilor cronice.[4]

In concluzie, pe cazurile studiate de noi, s a observat
existenta unor diferente ale raspunsului imun celular, privind
cinetica si participarea subpopulatiilor de celule TH-CD4+ si
T S/C-CD8+ in functie de tipul virusului hepatitic infectant.
In cazul hepatitelor cronice cu VIB, cinetica raspunsului
imun celular pare sd fie mai rapidi si mai intensd, in cazul
limfocitelor CD4+ din singele periferic determinand probabil
si unele modificari cantitative la nivelul parenchimului hepatic
pentru ambele subpopulatii, intrahepatic aparand o relatie
inversa intre TH-C D4+ si T S/C-CD8&+. Spre deosebire de
hepatita cronicd cu VHB, in cazul pacientilor cu hepatita
cronici cu VHC, se constati o latentd a celulelor CD4+ atat in
sangele periferic cét si in parenchimul hepatic. Subpopulatia
de limfocite TCD8+ este semnificativ depresatd in ambele
compartimente, circulant si intrahepatic, sugerdnd o cinetica
a raspunsului imun celular lenti/defectuoasa.
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