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Sobre mi:

Haré todo lo que pueda y un poco mds de lo que pueda si es que eso es posible.
Y haré todo lo posible e incluso lo imposible, si también lo imposible es posible.
... Los catalanes hacen cosas.

M. Rajoy, 2018.

Sobre el proyecto:

(HCV) Un virus amb cura i sense vacuna.
(HBV) Un virus amb vacuna, pero sense cura.

Xavier Forns, 2021.

Filling Gaps in

Our Knowledge

International HBV meeting, 2016.

Sobre el futuro:

—Miira, hijo mio, este sefior le ha metido esa enfermedad al conejo para
estudiarla...

—ijPobre conejillo! jpobre conejillo!

—Para curar a los hombres luego...

—ijiPobre conejillo! jPobre conejillo!

—Pero mira, nifio, hay que aprender a curar.

—Y épor qué no le curan al conejillo?

Amor y pedagogia - Miguel de Unamuno, 1902.
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RESUMEN

El objetivo fue analizar los factores viroldgicos, clinicos e inmunoldgicos tanto en la
sangre como en el higado, en el contexto de la hepatitis crénica B y su relacién con
la patogénesis de la infeccidn por el VHB y la respuesta a los tratamientos. Para ello,
se llevaron a cabo dos estudios complementarios.

El primer estudio identificé el efecto de la funcidn del sistema inmunitario adquirido
para lograr la cura funcional después de la suspensidn del tratamiento antiviral,
evaluando la utilidad de la determinacién del cccADN intrahepdtico como factor
predictivo de respuesta tras la interrupcion del tratamiento antiviral. Los resultados
demostraron que la interrupcidn del tratamiento con andlogos de nucleds(t)idos es
factible en una proporcion elevada de pacientes HBeAg negativos sin cirrosis, y que
niveles bajos de HBsAg (€1000 Ul/ml) en suero pueden ofrecer un valor predictivo
para identificar a aquellos pacientes en los que la interrupcién del tratamiento
antiviral, con una estrecha vigilancia, seria una estrategia terapéutica valida para
lograr la curaciéon funcional. En pacientes con un perfil viroldgico menos favorable,
la funcionalidad de las células T especificas para el VHB podria contribuir a una
respuesta favorable después de la suspensidon del tratamiento. Estos pacientes
podrian beneficiarse de nuevas opciones inmunoterapéuticas finitas después de la
interrupcién del tratamiento antiviral para aumentar la tasa de pérdida del HBsAg.

El segundo estudio abordd la discrepancia entre las respuestas inmunitarias
periféricas e intrahepaticas. Aunque las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) se utilizan ampliamente para examinar las respuestas inmunitarias
adaptativas contra el VHB vy la eficacia de las inmunoterapias, se evidencié que las
respuestas inmunitarias intrahepdaticas no siempre se reflejan en la periferia. Para
profundizar en esta drea, se utilizé la puncidn aspirativa con aguja fina (PAAF) como
fuente de células inmunitarias para monitorizar las respuestas intrahepaticas
longitudinalmente. Se recogieron y analizaron muestras de sangre, biopsias
hepaticas y PAAF apareadas para proporcionar nuevos conocimientos sobre la
relacidn entre los biomarcadores intrahepaticos de la replicacion viral y la expresion
de PD-1 en las células T CD8 residentes en el higado. Se demostré una asociacion
entre la expresion de PD-1 en células T CD8 residentes en el higado y la replicacion
del VHB, junto con una reduccién mediante la supresién viral a través de la terapia
con analogos de nucleds(t)idos. Aun queda por explorar el mecanismo por el cual la
carga viral del VHB se asocia con la expresién global de PD-1 en las células T o si los
analogos de nucleds(t)idos en si mismos son capaces de modular dicha expresién.
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El virus de la hepatitis B

El virus de la hepatitis B (VHB) es un virus ADN hepatotréopico de la familia
Hepadnaviridae y del género Orthohepadnavirus (1) que causa la hepatitis B,

enfermedad caracterizada por inflamacién en el higado (2).

1.1. Historia y epidemiologia

Aungque varios estudios han encontrado restos de ADN viral en muestras humanas
datadas hace mas de 50000 afios (3,4), el VHB fue descubierto en 1967 por el Dr.
Baruch Blumberg (5). En un principio, Blumberg pensé que habia descubierto una
nueva lipoproteina en sueros de aborigenes australianos al ver que estos
reaccionaban ante anticuerpos de un paciente con hemofilia. Lo que en su momento
llamé “antigeno de Australia”, hoy es conocido por ser el antigeno de superficie

(HBsAg).

En 1970 se relaciond este antigeno con la hepatitis; fue entonces cuando David S.
Dane et al. descubrieron particulas virus-like (particulas Dane) mediante microscopio
electrénico (6) las cuales resultaron ser viriones infecciosos del VHB. En 1976,
Blumberg recibié el Premio nobel de medicina dado que, a partir de su
descubrimiento, fueron posibles tanto las vacunas como las pruebas para evitar la

propagacion del VHB a través de las transfusiones de sangre (7).

Pese a la existencia de vacuna desde 1980 (8), se estiman que 296 millones de
personas viven con hepatitis b crdnica y se le relacionan unas 820000 muertes
anuales por complicaciones via carcinoma hepatocelular y/o fallo hepatico (2). La
endemicidad de la infeccidn activa por el VHB se refleja en la prevalencia seroldgica
del HBsAg en la poblacidn general de un area geogréfica definida. Esta varia del 0.1
hasta 20% dependiendo del nivel socioecondmico del pais, vacunacion y patrones

migratorios (Figura 1).
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Una prevalencia >8% define areas altamente endémicas, de 5%-7% dareas
intermedias altas, 2%-4% intermedias bajas y <2% bajas (9). Las regiones con
prevalencia mas alta se encuentran en Africa sub-Sahariana, China y el sureste de
Asia (10). En Espaiia, gracias a la introduccién de la vacuna en el sistema sanitario y
a la recomendacién de su uso en adultos de grupos de riesgo (11), la prevalencia es
baja. Ultimos datos sitdan la seroprevalencia del HBsAg en un 0.6% de la poblacién

(12).

Prevalencia del VHB:
B Alta: >8%
B Alta-moderada: 5-7%
I Baja-moderada: 2-4%
Baja: <2%
Sin datos

Figura 1. Prevalencia de la infeccidn por el virus de la hepatitis B.
Datos de (10). Figura modificada de (13).

En cuanto a la transmisién del virus, hay dos vias principales: la vertical, que se da de
madre a hijo/a y la horizontal, que puede producirse a través de heridas abiertas,
transfusiones de sangre, transmisién sexual, inyeccion de drogas no seguras, uso de
instrumentos y otros equipos no esterilizados, etc. El riesgo de cronificar la infeccidn
aumenta cuando la transmision es vertical (el 90% de los casos cronifica) y cuanto

mas joven sea la persona(2).
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1.2.  Estructura viral y organizacién gendmica

La estructura del viridon del VHB (Figura 2) consiste en una envuelta compuesta por
una membrana de bicapa lipidica con las tres isoformas del antigeno de superficie:
“large” (L), “medium” (M) y “small” (S). Dentro de la envuelta estd la capside formada
por la proteina core (HBcAg) que contiene el ADN viral circular parcialmente de doble
cadena también llamado ADN circular relajado (rcDNA). Su cadena positiva (+)
presenta un hueco de cientos de nucleétidos entre los extremos 3’ y 5.
Covalentemente unida al extremo 5 de la cadena negativa (-), encontramos la

polimerasa (14).

1 -HBsAg
]» HBsAg

j HBV-DNA
Polimerasa

HBcAg

Figura 2. Esquema del viridén, organizacién del genoma y mRNAs del VHB.
Composicion mediante biorender.

El genoma tiene aproximadamente 3.200 pb (15,16) y se compone de cuatro marcos
de lectura abiertos superpuestos de forma compacta y eficiente donde el 52% de los
nucleétidos codifican para mas de una proteina. Estos codifican la transcripcién del
HBsAg (PreS1, PreS2 y S), el antigeno e (HBeAg) y el HBcAg (PreCy C), la polimerasa

(P) con actividad retrotranscriptasa (17) y la proteina x (X)(18).
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1.3.  Diversidad genética del VHB

Pese a ser un virus de ADN, la falta de capacidad de correccién de la polimerasa y
otros factores implicados en el ciclo viral (19) se traducen en una tasa de error
relativamente alta (1.4-3.2*107-5 substituciones de nucledtidos/sitio/afio) durante

la replicacidn viral (20,21).

Como resultado, tenemos una variabilidad genética en el VHB que se clasifica en
ocho genotipos A-J (>8% variabilidad genética), en al menos 35 subgenotipos (4-8%)
e incluso dentro de cada individuo pueden encontrarse cuasiespecies (22). Esto no
sélo se debe a la falta de actividad correctora de la polimerasa, sino que esta
variabilidad también es el resultado de una seleccidn a través de la presién ejercida
por la presion inmunitaria del huésped y factores exégenos como la terapia antiviral
y/o la vacunacion(23). Muchos estudios han reportado que los distintos genotipos y
subgenotipos muestran una distribucion geografica (Figura 3) diferente (24), y que
estdn relacionados con la progresion de la enfermedad, la evolucién clinica, la

respuesta al tratamiento antiviral y el pronéstico (19).

W Genotyping data available
| No data available

Figura 3. Distribucién de los diferentes genotipos del virus de la hepatitis B.
Figura modificada de (25).
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1.4. Ciclo viral del virus de |la hepatitis B

La infeccidén (Figura 4) empieza cuando el virién entra en el hepatocito a través del
receptor NTCP (polipéptido cotransportador de sodio-taurocolato) mediante su
interaccion con el HBsAg (26,27). El virus se internaliza por endocitosis
desprendiéndose de la envuelta y liberando la capside en el citoplasma(28,29). El
rcDNA se transporta hasta el nicleo donde se desprende de la capside (30,31) y se
transforma en ADN circular cerrado covalentemente (cccDNA) mediante encimas de
reparacion del huésped. Esta forma de ADN episomal o “minicromosoma”
permanece estable en el nucleo y sirve como plantilla para la transcripcion de los
ARNs virales (18). Entre ellos tenemos los transcritos de 3.5 kb que son el ARNm
pregendmico (pgRNA), que es el molde para la replicacidn viral y codifica tanto la
polimerasa como la proteina del core, y el ARNm precore (preCRNA) que se traduce
en el HBeAg y a veces en una proteina truncada relacionada con el core, p22cr(32).
Ademas, tenemos el ARNm de 2.4kb que codifica el L-HBsAg, el ARNm de 2.1kb que
se traduce en el M-HBsAg y el S-HBsAg, y uno de 0.7kb que se traduce en la proteina
x (HBx)(18). Dentro del citoplasma del hepatocito, el pgRNA se encapsida junto a la
polimerasa en una capside formada por 120 dimeros de proteinas de core(33).
Dentro, la polimerasa retrotranscribe el pgRNA en rcDNA. Las cdpsides que
contienen rcDNA pueden o bien volver al ntcleo y amplificar el reservorio de cccDNA
o ser envueltas y secretadas como nuevos viriones infecciosos (34). Cabe destacar,
que se producen variantes durante la replicacidn a parte del rcDNA y que son
secretadas en formas intermedias; como por ejemplo: cdpsides vacias, capsides que
contienen pgRNA, viriones sin envuelta, etc (35,36). Durante mucho tiempo se creia
que solo las nucleocdpsides maduras podian ser envueltas y secretadas(37,38). Sin
embargo, a lo largo del proceso de replicacion, se producen muchos intermediarios
replicativos, incluyendo nucleocapsides no envueltas que contienen ADN del VHB y
formas envueltas que contienen pgRNA vy, en algunos casos, se secretan(35,39,40).
También se han observado particulas no envueltas pero encapsuladas que contienen

pgRNA dentro de complejos inmunes(36).
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Paralelamente, el rcDNA también puede integrarse en el genoma del huésped
contribuyendo a la inestabilidad cromosémica y a futuras complicaciones como el
cancer(41). Ademas, el ADN lineal de doble cadena del VHB (dsIDNA), que
ocasionalmente se produce tras transcripcidon inversa del pgRNA como un
subproducto aberrante(42), puede ser liberado como un virion defectuoso o
también integrarse en el genoma del hepatocito (43,44). Las integraciones
normalmente no consiguen transcribir preCRNA o pgRNA por lo que no implica una
fuente de produccion de viriones. Sin embargo, pueden actuar como plantilla para
la expresion de la proteina x y el HBsAg (45) favoreciendo en consecuencia la

replicacion viral, la tolerancia inmunoldgica y la persistencia viral.
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Figura 4. Ciclo viral del virus de la hepatitis B.
Figura modificada de (46).
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1.5. Biomarcadores en la hepatitis B

Entender el ciclo viral ayuda a la busqueda de biomarcadores para evaluar la
enfermedad y orientar las posibles decisiones de tratamiento, incluso para
desarrollar nuevos. Ademas, el diagndstico de la infeccién por VHB incluye la
determinacidon de marcadores viroldgicos (Figura 5): antigenos viricos, anticuerpos
especificos y el estudio del ADN del VHB. Pese a que la infeccidén sucede en el higado,
no siempre se tiene acceso a tejido y cuantificar el ADN del VHB total intrahepatico
(iHBV-DNA), el ADN del VHB integrado o incluso el cccDNA no es viable. Es por ello
gue los principales marcadores disponibles hasta la fecha tanto en investigacion

como en la clinica se miran en sangre (suero).

Entre ellos tenemos el ADN-VHB. Es el principal marcador de la replicacidn viral ya
gue consiste en la deteccidon de viriones en sangre. A partir de él se puede determinar
el genotipo. Otro marcador para la replicacién del virus seria en antigeno e (HBeAg).
Se usa para diferenciar las distintas fases de la enfermedad. Su negatividad sugiere
una menor o falta de replicacidn, pero no siempre es asi dado que hay variantes
mutantes. También tenemos los anticuerpos para el HBeAg (anti-HBe), los cuales no
son protectores y pueden aparecen una vez que el virus deja de replicarse de forma

activa en el higado y la proteina del antigeno e puede desaparecer.

Otro de los antigenos de mayor uso es el antigeno de superficie (HBsAg). Con él se
monitoriza la cura funcional. No correlaciona bien con la replicacién viral dado que
puede venir tanto del cccDNA como del ADN-VHB integrado. Cuando encontramos
anticuerpos para el HBsAg (anti-HBs), hablamos de pacientes curados y/o
vacunados. Este es el Unico anticuerpo neutralizante que confiere inmunidad a largo

plazo.

Por otro lado, los anticuerpos para el core (anti-HBc) identifican las infecciones

agudas (IgM) y las infecciones activas o pasadas (IgG).

Ninguno de estos marcadores representa una gran correlacién con la actividad del

cccDNA en pacientes con el virus suprimido, es por ello que en los ultimos afios se
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han estudiado otros con mas potencial. El antigeno relacionado con el core (HBcrAg)

es un biomarcador compuesto que detecta core, p22cr y HBeAg. Pese varias

demostraciones de su papel como marcador de la actividad transcripcional del

cccDNA(47,48), su limite de deteccién es muy alto y pierde utilidad en pacientes con

baja replicacion viral(49).

Tenemos también el ARN-VHB / pgRNA (o cirB-RNA). Su directa relacién con el

cccDNA lo convierte en el biomarcador mas sensible y especifico en cuanto a la

actividad transcripcional del cccDNA(50). Sin embargo hasta la fecha no hay una

técnica estandarizada para su uso aunque si empiezan a publicarse algunos estudios

donde lo intentan(51,52).
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Figura 5. Diferentes biomarcadores seroldgicos e intrahepaticos en la hepatitis B.
Figura modificada de (53).
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Historia natural y fases de la infeccion

El virus de la hepatitis B puede dar lugar a una infeccién aguda que puede ir desde
una infeccién asintomdtica o una enfermedad leve hasta una hepatitis grave o
fulminante. Cuando la infeccidén se prolonga durante mas de 6 meses con HBsAg

positivo, hablamos de una infeccién crénica(54).

La mayoria de los adultos inmunocompetentes se recuperan espontdneamente con
la seroconversion del HBsAg y el desarrollo de anticuerpos (antiHBs), y solo entre el
1-5% desarrollan una infeccion crdnica. Sin embargo, el riesgo de desarrollar una
infeccion crénica por VHB es del 90% si la infeccidn se adquiere al nacer y del 16-30%

si se adquiere en la infancia(55).

La historia natural de la infeccidn crénica por el VHB (Figura 6) es dinamica y
compleja, y progresa de forma no lineal a través de fases de duracion variable
dependiendo del equilibrio entre la replicacion viral y el control inmunitario. Estas
cuatro fases (54) se definen a partir de 3 variables: la presencia de HBeAg, los niveles
de ADN-VHB vy los niveles de ALT (alanina amino transferasa), enzima hepatica

utilizada como marcador de necrosis hepatocelular:

o Infeccién crénica HBeAg(+): Muy comun en pacientes con infecciéon adquirida
durante la infancia. Los niveles de ADN-VHB son elevados, las ALT normales y la
inflamacidn hepatica es minima.

o Hepatitis crénica HBeAg(+): Descrita por niveles altos-moderados de ADN-VHB y
ALT elevadas o fluctuantes. Suele ir acompafiada de una progresion de la fibrosis.
Los pacientes que permanecen durante afios en esta fase presentan mas riesgo
de desarrollar cirrosis y HCC.

o Infecciéon cronica HBeAg(-): Caracterizada por la ausencia de HBeAg vy la
presencia de anticuerpos anti-HBe. En esta fase, los niveles de ADN-VHB son
bajos o indetectables y las ALT normales; es lo que comunmente se llamaria

“portador inactivo”.
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o Hepatitis cronica HBeAg(-): Es muy frecuente en el area mediterranea. Se define
por niveles moderados de ADN-VHB y ALT que pueden fluctuar, ademas de una

necroinflamacién hepdtica importante.

Infeccién crénica Hepatitis crénica Infeccién crénica Hepatitis crénica

HBeAg+ HBeAg+ HBeAg- HBeAg- Cura funcional

Niveles HBV DNA
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inflamatorio
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Niveles ALT
LbQ
HBsAg en suero bt 4t + -+ ~
cccDNA b+t b+ ++ 4+ +
= % e Variable (progreso Variable (progreso Variable (secuela de las
s Minims de la enfermedad) de la enfermedad) boceacasereia fases anteriores)

Figura 6. Historia natural de la hepatitis B.
Figura modificada de (53).

III

Por otro lado, cabe destacar la denominada “cura funcional”. Aunque esta fase rara
vez se alcanza, es el objetivo de las terapias actuales contra el VHB, ya que se asocia
a una disminucion significativa de la mortalidad global y del riesgo de CHC, incluso
en aquellos pacientes con cirrosis(56). Se caracteriza por la ausencia de HBsAg con o
sin la presencia de anti-HBs, ADN-VHB indetectable y niveles de ALT normales. Sin
embargo, dado que aun el cccDNA estd presente, puede producirse una reactivacion

de la replicacién del VHB bajo el contexto de inmunosupresion o de forma

espontanea(57).
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2.1.  Tratamiento contra la hepatitis B

Actualmente, no hay tratamiento efectivo que cure la hepatitis B crdonica. Sélo un
pequefio porcentaje de pacientes tratados alcanzan la cura funcional con las terapias
actuales. Sin embargo, éstas tienen como objetivo disminuir la progresion del dafo
hepatico y, en consecuencia, minimizar el riesgo de desarrollar complicaciones
hepaticas. Los pacientes considerados para los tratamientos actuales son aquellos

gue estan en fase de hepatitis crénica, ya sea HBeAg positiva o negativa.

Los farmacos aprobados hasta la fecha (Figura 7) se dividen en dos tipos:
(1)inmunomoduladores; donde tenemos el interferén alfa (IFNa) y su férmula
mejorada: el interferdn pegilado alfa (PEG-IFN). Y (2)Inhibidores de la polimerasa
mediante analogos de nucledsidos o nucledtidos (nucleds(t)idos; NUCs); entre los
cuales podemos destacar la Lamivudina (LAM), Telbivudina (LdT), Entecavir (ETV),
Adefovir dipivoxil (ADV), Tenofovir disoproxil fumarato (TDF) y el Tenofovir

alafenamida (TAF).

Lamivudina Peginterferon u-2a / Entecavir Tenofovir DF
2005 2008
0 chE 6 i
' !
2002 2006 2016
Interferon a-2b Adefovir dipivoxil Telbivudina Tenofovir alafenamide

Figura 7. Cronologia de los tratamientos actuales para la hepatitis B crénica.
Composicion mediante powerpoint.
2.1.1. Interferdn

El IFN alfa es una citoquina de la inmunidad innata que induce la expresion de los
ISGs (interferon stimulated genes)(58). Estos codifican proteinas intracelulares o
secretadas con propiedades antivirales directas o indirectas, y promueven la
diferenciacion/activacion de las células dendriticas y los macréfagos y mediar asi en
la comunicacién cruzada con las células NK y las células T especificas del VHB(59). La
terapia mediante interferon es finita (24-48 semanas). Aparte de su efecto

inmunomodulador, también inhibe la replicacidn viral en los hepatocitos(60), incluso

32



se ha visto que afecta al cccDNA(61). El tratamiento con PEG-IFN da lugar a mayores
tasas de cura funcional en comparacion con los NUCs; pierden el HBsAg el 2-3% de
los pacientes al finalizar el tratamiento y el 3-8% a los 3 afios de acabarlo(62). Sin
embargo, su perfil de efectos secundarios (fatiga, diarrea, alopecia, sintomas
gripales, insomnio, complicaciones psiquiatricas, etc), su administracion mediante
inyeccion subcutdnea y el seguimiento estrecho al paciente que requiere no
compensan las modestas tasas de respuesta y se ha limitado su uso. No obstante, en
algunos clinical trials, se utiliza en combinacién con nuevas férmulas terapéuticas

para mejorar el efecto(63).

2.1.2. NUCs
Los mas utilizados son el tenofovir disoproxil fumarato (TDF), el entecavir (ETV) y el
tenofovir alafenamida (TAF) dada su eficacia, buena tolerancia, seguridad y su baja
tasa de resistencias (54). Durante la transcripcién inversa, estos andlogos acttan
como terminadores transcripcionales e impiden la sintesis de las cadenas de ADN del
VHB inhibiendo asi la replicacién viral. Esto da lugar a una disminucién de la
produccién de viriones, a un menor reciclaje de las nucleocapsides al nucleo de las
células infectadas y, tedricamente, a una disminucion del reservorio de cccDNA,
aunque esto ultimo sélo puede observarse tras muchos afios de tratamiento(64,65).
Dado su leve efecto en el cccDNA, su tasa de cura funcional es muy baja y casi
siempre el virus recidiva al terminar con el tratamiento. Es por ello que hablamos de
un tratamiento de larga duracién y en muchos casos, de por vida. Algunos estudios
clinicos han demostrado que la estrategia de combinacién de Peg-IFNa y NUCs
podria dar lugar a mayores tasas de seroconversion del HBeAg en los pacientes
HBeAg-positivos junto con mayores descensos y pérdidas de HBsAg(66—69). Sin
embargo, esta combinacidon todavia necesita ser investigada en estudios mas
amplios para optimizar su uso e identificar las cohortes que pueden salir mas

beneficiadas(70).
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2.2.  Parada de tratamiento como estrategia terapéutica

Las guias clinicas europeas actuales recomiendan un tratamiento indefinido con
NUCs para los pacientes con cirrosis, excepto si se consigue la pérdida del HBsAg.
Para los pacientes HBeAg-positivos sin cirrosis, los NUCs pueden interrumpirse en
aquellos que lograron la seroconversiéon del HBeAg y completaron al menos 12
meses de tratamiento de consolidacion(54,71). Para los pacientes con HBeAg
negativo sin cirrosis, las directrices de la EASL sugieren que se puede considerar la
interrupcién del tratamiento con NUCs en los pacientes sin cirrosis que tengan carga

viral en suero indetectable durante al menos 3 afios.

Sin embargo, la recaida viral es comun tras la suspensién del tratamiento, y algunos
pacientes pueden experimentar brotes transitorios de hepatitis leve. Por esta razén,
es imprescindible un seguimiento riguroso después de la retirada del tratamiento.
Con esta estrategia, una proporcion de pacientes logrard la pérdida del HBsAg, otros
permaneceran en remision clinica sin necesidad de tratamiento a corto plazo, y
algunos experimentaran un brote viral (y de ALT), requiriendo la reintroduccién de
la terapia. En este ultimo caso, la reintroduccidon del tratamiento con NUCs se asocia

con un buen control de la carga viral y la normalizacion de los valores de ALT(72).
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Respuesta inmune contra el VHB

Uno de los factores principales que contribuyen a la patogénesis durante la infeccion
del VHB es el sistema inmune del huésped. El VHB no es un virus citopatico y su
capacidad de lesién estd condicionada por la respuesta inmunoldgica, a través de la
inmunidad celular, que es capaz de eliminar las células infectadas y bloquear la

infeccidon de nuevas células.

3.1.  Respuesta inmunoldgica en hepatitis aguda y cronicidad

En la hepatitis B aguda, el VHB infecta los hepatocitos del huésped y la respuesta
inmune adaptativa mediada por células T responde eliminando el DNA viral de
manera no citopatica. Al contrario que en otras infecciones virales, la respuesta
inmune innata no es responsable del control inicial de la infeccidn. Este consigue
mantenerse oculto durante semanas, mientras continuda replicando en el higado sin
ser detectado (73). En estudios con modelos animales, la inmunidad innata se activa
débilmente y el control viral y el dafio hepatico se relacionaron con las células T CD8
(74,75). Esto concuerda con el estudio que miro la cinética de la hepatitis B aguda en
sangre periférica donde no se ha logré encontrar una activacion inmunitaria innata

significativa durante la fase viral temprana(76).
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Figura 8. Evolucion temporal en la infeccién aguda por hepatitis B.
Figura modificada de (77).
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En la infeccion aguda (Figura 8) se puede observar un aumento del HBV-DNA,
seguido del aumento del HBsAg que continla elevado durante varias semanas mas
tras el pico de elevacion del ADN viral. Durante el descenso del DNA-VHB, aparece la
respuesta inmune adaptativa mediada por células T, tanto células VHB-especificas
como no especificas (78,79). Paralelamente, se detecta un aumento de ALT y

muestras de inflamacidn en histologia.

Al mismo tiempo que se controla la viremia, la inducciéon de células B produce
anticuerpos neutralizantes anti-HBsAg produciendo la pérdida del HBsAg. Cabe
destacar que, en los chimpancés, los anticuerpos con potencial neutralizante sélo
aparecen después de que el virus ha sido eliminado de la mayoria de los hepatocitos,
lo que sugiere que su funcidn principal es prevenir la reaparicién del VHB tras la

recuperacion clinica.

El VHB no es totalmente erradicado a pesar de haberse controlado la infeccién y, un
reservorio de cccDNA permanece en los hepatocitos, aunque se va diluyendo con el
tiempo. Sin embargo, esto produce un potencial riesgo de reactivacién en caso de

inmunosupresion.

Cuando alguna parte de este balance entre el sistema inmune del huésped y el virus

falla, nos encontramos con la hepatitis B crénica.

3.2.  Disfuncién de la inmunidad adaptativa en la hepatitis B crénica

Durante la infeccidon crdnica, la inmunidad innata y adaptativa desregulada no
consigue eliminar eficazmente el virus, lo que provoca una infeccidn de por viday un
dafio hepatico persistente que puede desembocar en fibrosis y cirrosis. Cuando la
infeccidon se vuelve crdénica, existe un deterioro progresivo en la funcion de los
linfocitos T especificos contra el VHB. La infeccidn crdénica avanza a través de distintas

fases de la enfermedad, muy dependientes de la edad del huésped.

36



3.2.1. La funcién de las células T en la CHB
Durante la infeccidn aguda por VHB, se logra un control eficaz del virus gracias a la
accion de las células T y B, que limitan la duracidn del dafio hepatico causado por el
sistema inmunitario y brindan inmunidad a largo plazo contra el virus. La eliminacion
de las particulas virales intracelulares no se basa Unicamente en una actividad
citolitica especifica, sino también en la supresiéon de la actividad viral mediante
factores solubles como el TNF-a y el interferdn-y liberados por las células T. El
desarrollo de la cronicidad depende de una respuesta atenuada frente a los
antigenos virales expresados en la superficie celular, una caracteristica observable
en los portadores asintomdticos que persiste incluso décadas después de la

resolucién de la infeccion por el VHB(74).

Las respuestas inmunitarias adaptativas contra el VHB requieren tanto una respuesta
celular (linfocitos T CD4+ y CD8+) como humoral (produccidn de anticuerpos por los
linfocitos B). Los linfocitos T CD8+ desempeiian un papel crucial en la eliminacién y
curacion de los hepatocitos infectados por el VHB, utilizando mecanismos citoliticos
y no citoliticos mediados por citocinas y el reconocimiento de antigenos del MHC de
clase 'y Il. Los linfocitos T CD4+ también juegan un papel esencial en la eliminacion

y curacién de los hepatocitos infectados por el VHB(80).

Los linfocitos T CD4+ tienen una funcidn reguladora clave. Los anticuerpos
neutralizantes del antigeno de superficie de la hepatitis B (anti-HBsAg) se unen al
virus circulante, reduciendo su propagacidn y proporcionando inmunidad
protectora. La alta tasa de reactivacion del VHB en pacientes que reciben
tratamiento con anti-CD20, que provoca la deplecién de células B, sugiere que las
células B también desempefian un papel fundamental en la inmunidad protectora

contra el VHB(81).
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3.2.2. Agotamiento células T
En la hepatitis B cronica, la persistencia de los antigenos virales lleva a que las células
T CD8+ efectoras desarrollen un fenotipo "agotado" (Figura 9), caracterizado por una
capacidad significativamente reducida para proliferar y producir IFNg, IL-2, TNFa,
granzimas o perforinas. En pacientes con hepatitis B crénica, se observan frecuencias
notablemente bajas de linfocitos T CD8+ especificos del VHB en comparacién con
aquellos que han resuelto la infeccién aguda(82). Esta baja cantidad de linfocitos T
CD8+ puede ser consecuencia de una expansién insuficiente o de una mayor delecion
clonal. Sin embargo, la frecuencia por si sola no necesariamente refleja la funcién y

amplitud de la poblacidn de células T (83).
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Figura 9. Mecanismos de agotamiento en la células T en la hepatitis B cronica.
Figura modificada de (83).

Las células T CD8+ agotadas presentan una funcidon efectora disminuida,
frecuentemente asociada con la sobreexpresidn de receptores coinhibidores como
PD-1, CTLA-4, Tim-3, entre otros (36-38). Entre estos receptores, las interacciones
entre PD-1 y PD-L1 han sido especialmente destacadas como objetivo para la

inmunoterapia del cdncer. La unién de PD-L1 a los receptores PD-1 en las células T
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bloquea la senalizacion del TCR, inhibiendo asi su activaciéon inmunitaria. Bally et al.
ofrecen un resumen conciso sobre como se regula la expresion de PD-1 en general.
El papel de la interaccién PD-1-PD-L1 en la disfuncion de las células T CD8+
especificas del VHB ha sido ampliamente estudiado (43-48). La regulacién sostenida
de PD-1 se correlaciona con la disfuncién de las células T especificas del VHB durante
la hepatitis B crénica (2, 83), y se ha observado que la expresién de PD-L1 en sangre

periférica esta disminuida en pacientes con hepatitis B crénica.

3.3.  Caracteristicas inmunoldgicas del higado.

La persistencia del virus de la hepatitis B (VHB) se facilita mediante varios
mecanismos aun no completamente comprendidos, incluyendo la formacion de
cccDNA, la integracidn viral y el entorno inmunoldgico. Aunque el muestreo del
higado, mediante aspiracidon con aguja fina o biopsias de nucleo, es crucial para
entender el mecanismo viroldgico e inmunoldgico exacto en el sitio de la infeccidn,
también se pueden analizar en la circulacion ciertos correlatos de la actividad

transcripcional y la inmunidad especifica contra el VHB.

El higado tiene una composicién inmunoldgica distinta a la de la sangre y otros
drganos linfoides y no linfoides. Su composicidn celular es notablemente diferente,
y los tipos de células circulantes que pasan por el higado pueden verse influenciados
por el entorno local de citoquinas, nutrientes e hipoxia. Estas influencias son
probablemente exacerbadas por el flujo sanguineo lento a través del estrecho lecho
vascular de los sinusoides hepaticos. Ademds de los hepatocitos, donde se replica el
VHB, el higado contiene tipos celulares no parenquimatosos Unicos, como las células
endoteliales sinusoidales hepaticas y las células de Kupffer (macrofagos especificos
del higado), que pueden influir en los linfocitos vecinos. Aunque las células de
Kupffer son la mayor poblacion de macréfagos en humanos, su estudio ha sido
complicado por la falta de marcadores adecuados para diferenciarlas de los

monocitos que infiltran el higado. El entorno tolerogénico del higado, que produce
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citoquinas inmunosupresoras como la IL-10 y el TGF-B, también juega un papel

importante.

Hemos identificado una nueva poblacion de células T de memoria tisular (TRM) que
pueden persistir a largo plazo en el higado humano infectado por el VHB y no
recirculan. Estas células T CD8+ tienen adaptaciones especializadas para mantener
la vigilancia antiviral en el entorno tolerogénico del higado. Encontramos células T
CD8+ residentes en el higado, definidas por la coexpresion de los marcadores de
retencién CD69 y CD103 y por un perfil especifico de factores de transcripcidn, tanto
en higados sanos como en los infectados por el VHB, pero no en la sangre. Es notable
que estas células aumentan selectivamente en pacientes con una infecciéon por VHB
bien controlada, contienen células T especificas para epitopos de todas las proteinas
principales del VHB y sobreviven en el higado incluso después de la resolucion de la

infeccion.

Todas las células T intrahepdaticas expresan mas PD-1 que las circulantes, pero los
niveles de este receptor coinhibitorio son significativamente mayores en las TRM
CD8+. A pesar de ello, las TRM CD8+ son capaces de producir citocinas antivirales
rapidamente tras la reestimulacion, posiblemente debido a su elevada produccién
auténoma de IL-2, que supera el agotamiento inducido por PD-1. Sin embargo, las
TRM CD8+ hepaticas tienen una expresidn de granzima inferior a la de otras células
T CD8+ intrahepaticas no residentes, lo que sugiere que estan adaptadas para
favorecer una funcién antiviral no citolitica con el fin de preservar la integridad del

drgano.

Asi, una gran fraccidn de células T especificas del VHB esta compartimentada dentro
del higado, restringida por altos niveles de PD-1 para evitar una proliferacion y
senescencia excesivas, permitiendo la persistencia a largo plazo y una proteccion
rapida de primera linea. La presencia de una poblacion de células T CD8+ de memoria
que persisten en el higado mucho tiempo después de la resolucién de la infeccion,

manteniendo una funcién efectora especifica inmediata, se describié originalmente
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para un virus de la gripe neurotrdpico hace 20 afios. Recientemente, se ha prestado
mucha mas atencion al concepto de células T de memoria residentes en tejidos, con
estudios en modelos murinos y humanos que revelan su alta frecuencia entre los
linfocitos T de memoria en muchos drganos y su papel clave tanto en la proteccién
contra patégenos como en la patogénesis de enfermedades. Muchas de las
caracteristicas observadas en las TRM hepaticas, como la rapida funcidn efectora a
pesar de la presencia de receptores inhibidores y la baja rotacién, son compartidas
por las TRM humanas de diferentes tejidos, mientras que otras, como la capacidad
de patrullar y permanecer dentro de los sinusoides (mediante la expresidon del

antigeno funcional asociado a linfocitos-1 y CXCR6), son especificas del higado.

3.4. Inmunoterapias

El fracaso de la inmunidad del huésped frente al VHB en la infeccidn crdnica justifica
los enfoques inmunoterapéuticos (Figura 10). Estos tienen diferentes objetivos: (1)
restaurar las respuestas inmunitarias especificas del VHB disfuncionales (por
ejemplo, inhibidores de puntos de control y agonistas de TLRs); (2) sustituir las
respuestas de células T CD8+ disfuncionales (por ejemplo, ingenieria de células T);
(3) inducir nuevas respuestas inmunitarias especificas del VHB (por ejemplo,

vacunacion terapéutica y uso de anticuerpos monoclonales).
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La activacidn de receptores de reconocimiento de patégenos como TLR7, TLR8 y RIG-
1 a través de agonistas puede inducir la secrecidn de citocinas antivirales por parte
de los hepatocitos y las células inmunitarias innatas, tales como macréfagos, células
dendriticas y células NK. Esta estimulacién de la inmunidad innata puede llevar a que
las células T especificas del VHB produzcan citocinas antivirales como IFN-y y TNF-a.

Ademas, RIG-1 puede ejercer efectos antivirales directos contra el VHB.

En el ambito de las vacunas terapéuticas, estas codifican antigenos virales para
mejorar la presentacidn cruzada de dichos antigenos y asi potenciar la respuesta de

las células T especificas del VHB.
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Otra estrategia clave involucra los puntos de control inmunitarios. El bloqueo de
estos puntos impide que las células T especificas del VHB se unan a sus ligandos en
macrofagos, células dendriticas y hepatocitos. Como resultado, se puede restaurar
la funcionalidad de las células T especificas del VHB, permitiéndoles producir
citocinas antivirales y generar una respuesta potencialmente citotéxica para eliminar
los hepatocitos infectados. Hasta la fecha, los ensayos mas prometedores han tenido

como objetivo el receptor PD-1.(84)

34.1. PD1-PD-L1
La superficie de las células T presenta dos tipos de sefiales correceptoras: una
corresponde a receptores coestimuladores que activan positivamente las células T,
y la otra a receptores cosupresores que suprimen su actividad. La terapia con
inhibidores de puntos de control inmunitarios busca principalmente revertir el
agotamiento de las células T CD8+ o las células NK mediante la sefializacién de los

correceptores, disminuyendo la funcion de los receptores cosupresores.

En el contexto del carcinoma hepatocelular asociado al VHB (CHC-VHB), se han
identificado y estudiado numerosos puntos de control inmunitarios. Entre estos se
encuentran la proteina de muerte programada 1 (PD-1), la proteina 4 asociada a
linfocitos T citotéxicos (CTLA-4), y otros puntos de control descubiertos
recientemente como el gen de activacion de linfocitos 3 (LAG-3), la inmunoglobulina
de células Ty dominio ITIM (TIGIT), y lainmunoglobulina de células T mucina 3 (TIM-

3).
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Estos puntos de control inmunitarios, como proteinas de membrana, se expresan
inicialmente en el reticulo endoplasmico y son transportados a la superficie celular.
La glicosilacion asegura que solo los puntos de control inmunitario maduros vy
funcionales lleguen a la superficie celular. Una vez en la superficie, los puntos de
control inmunitarios regulan los niveles de proteinas mediante procesos de
internalizacién, circulacién y ubiquitinacidon, mediando asi la sefializacién celular. En
el microambiente del CHC, la funcién de vigilancia inmunitaria de las células
inmunitarias suele bloquearse por multiples mecanismos, siendo la supresién de

sefiales una de las principales causas de la inmunosupresion.
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Figura 11. Efectos del eje PD-1/PD-L1.

Figura de (85).

PD-1 es una proteina transmembrana de tipo | que pertenece a la familia de
receptores CD28 y cuenta con dos ligandos: PD-L1 y PD-L2, siendo este ultimo tres
veces mas afin al receptor que PD-L1. PD-1 se encuentra principalmente en células T
CD8+ con memoria, células T CD4+ con memoria, células tumorales, células
presentadoras de antigenos y células endoteliales. Por su parte, PD-L1 y PD-L2 se

expresan mayormente en células B, macréfagos, monocitos y células dendriticas.
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El dominio intracelular de PD-1 estd compuesto por motivos de conmutacién de
tirosina de receptor inmune (ITSM) y motivos de inhibicion de tirosina de receptor
inmune (ITIM). Cuando PD-L1 o PD-L2 se une a PD-1 (Figura 11), se fosforilan los ITIM
e ITSM, lo que provoca el reclutamiento de numerosas tirosina fosfatasas,
principalmente SHP-2, a la cola citoplasmatica de PD-1. Posteriormente, SHP-2
regula negativamente las sefiales coestimuladoras a través de la desfosforilacién de
componentes clave del TCR, desempefiando un papel inhibidor en las moléculas de
sefializacion corriente abajo, incluyendo CD28, ZAP70, PLCy y PI3K, mediando asi el

fallo de las células T e inhibiendo la inmunidad antitumoral.

Por tanto, la PD-L1 expresada por las células tumorales inhibe la proliferacion y
activacion de las células T al unirse a PD-1, lo que permite a las células tumorales
evadir el sistema inmunitario. Ademas, cuanto mayor es el nivel de expresion de PD-
L1 en el tejido del cancer de higado, mayor es la malignidad del tumor, su
agresividad, la probabilidad de recaida tras la cirugia y menor la supervivencia global

de los pacientes.(86).

A pesar de que tanto las TRM CD8 especificas del VHB como las transeuntes
presentan niveles elevados de PD-1, investigaciones recientes indican que la
produccién auténoma de IL-2 por parte de estas células puede mitigar su
agotamiento, favoreciendo asi sus funciones antivirales. En un modelo experimental
que involucra la presentacidon cruzada por células endoteliales sinusoidales
hepaticas, las sefiales coinhibitorias PD-1/PD-L1 regulaban la liberaciéon temprana de
IL-2 por las células T CD8 y controlaban su diferenciacion en células T efectoras. La
tolerancia mediada por PD-1 se superaba mediante la expresién de IL-2 por las
células T CD8, especialmente en condiciones de alta carga antigénica, como sucede

durante las infecciones virales.

Ademas, la produccion de IL-10 por las células T CD8 especificas del VHB tras el
reconocimiento del antigeno incrementa la capacidad de respuesta a la IL-2,

promoviendo asi la supervivencia de las células T CD8 efectoras. Por lo tanto, las TRM
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CD8 no solo mejoran su propia supervivencia y funcidn, sino que también
desempenan un papel crucial en la regulacidon inmunitaria a través de la interaccién

entre IL-2 y PD-1.(87).

Aun queda por investigar el impacto positivo de las vacunas terapéuticas cuando se
combinan con la inhibicion de PD-1/PD-L1 en pacientes con CHB, asi como identificar
los factores que predicen la respuesta al tratamiento. La posibilidad de que las
respuestas relevantes estén concentradas o diferenciadas en el higado resalta la
importancia de realizar muestreos hepaticos para entender mejor la patogénesis de

la CHB y prever cémo afectaran las nuevas opciones terapéuticas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipdtesis

La infeccidén crénica por el VHB se caracteriza por la persistencia del cccDNA en los
hepatocitos y la alteracidn de la respuesta inmune dirigida contra el virus. Entre los
aspectos mas relevantes de esta alteracidon destaca la baja funcionalidad de las
células T que reconocen antigenos del VHB, una via clave para conseguir la
eliminacion del virus. Se trata de linfocitos CD8 muy disfuncionales que expresan
niveles elevados de moléculas co-inhibitorias (como PD-1, CTLA-4 o Tim-3) y tienen
alteraciones importantes en su metabolismo que impiden su correcta estimulacion
y proliferacion. Actualmente, hay un interés creciente en desarrollar tratamientos
capaces de obtener una curacion funcional de la hepatitis B; entre las posibilidades
terapéuticas destacan la parada de tratamiento en pacientes HBeAg negativo tras
afios con NUCs y aquellas encaminadas a revertir las deficiencias en la funcién de las
células CD8 (inmunoterapia). A pesar de que existen ensayos clinicos en fases muy
iniciales con algunas moléculas como anti-PD1, hay todavia grandes vacios en el
conocimiento de los mecanismos que explican el agotamiento de los linfocitos CD8
y gran parte de la literatura esta estudiada en sangre cuando ya se ha visto que la
inmunidad entre higado y periferia difiere. Por tanto, creemos que el estudio
detallado de la respuesta inmune especifica mediada por células CD8 tanto en
higado como en sangre en diferentes situaciones clinicas, y durante eventos
viroldgicos importantes (como en la retirada o introduccidn de tratamiento con
NUCs), puede ser de gran utilidad para el avance en cualquier tratamiento que
pretenda la curacidn funcional de la hepatitis B. De hecho, nuestra hipdtesis es que
la disfuncion de los linfocitos CD8 es mas evidente en el higado que en la periferia y
que el éxito en la parada de tratamiento (definido como la pérdida del HBsAg) se ve
marcado por el estado de los marcadores viroldgicos (entre ellos el cccDNA) y un

perfil menos agotado en las células T.

49



Objetivos

Objetivo principal: estudiar los factores viroldgicos, clinicos e inmunolégicos, tanto
en suero como en higado, en el contexto de la hepatitis B crénica analizandola
durante eventos viroldgicos relevantes inducidos por el tratamiento antiviral o su

interrupcion.

Analizar el efecto de la funcion del sistema inmune adquirido sobre la

respuesta tras la suspension del tratamiento antiviral.*

e Evaluarla utilidad de la determinacién del cccDNA intrahepdtico como factor
predictivo de respuesta tras la interrupcion del tratamiento antiviral.*

e Estudiar la relacidon entre los factores virolégicos e inmunoldgicos en el
contexto de la hepatitis B crénica.*

e Analizar las diferencias entre la inmunidad periférica y hepatica en Ia

hepatitis B crénica.

e Evaluar el papel de las células CD8 de memoria residentes hepdticas (TRM).

* Estos corresponden al articulo anexo.
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MATERIAL Y METODOS

52



Inclusion de pacientes
Estudio 1: Participaron 27 pacientes con hepatitis cronica HBeAg-negativo bajo
terapia (entecavir o tenofovir) con respuesta viroldgica completa (HBV-DNA

indetectable y niveles normales de ALT) durante al menos 3 afios.

Estudio 2: Se incluyeron 22 pacientes con hepatitis B crénica, 9 de los cuales estaban

bajo terapia antiviral prolongada con NUCs y 13 estaban sin tratamiento.

Los criterios de exclusion de ambos estudios fueron la presencia de enfermedad
hepatica avanzada (F3-F4 segin METAVIR en una biopsia hepatica o diagndstico
previo de cirrosis), tratamiento concomitante con agentes inmunosupresores,

carcinoma hepatocelular y coinfeccién por VIH, VHC o VHD.

Los proyectos fueron aprobados por el Comité de Etica institucional del Hospital
Clinico (estudio 1 - Protocolo HCB/2015/0453; estudio 2 - Protocolo HCB/2018/0370)
y se llevaron a cabo de acuerdo con los principios de la Declaracién de Helsinki, las
directrices de las Buenas Practicas Clinicas y los requisitos normativos locales. Todos
los pacientes proporcionaron su consentimiento informado por escrito antes de la

inclusion.

Criterios de reintroduccién de tratamiento tras la retirada de NUCs
Se establecieron los siguientes criterios para la reintroduccién del tratamiento

antiviral durante el seguimiento:

Dos valores consecutivos de ALT >10 ULN (limite superior de la normalidad).
ALT >5-10 ULN y VHB-ADN >2000 Ul/ml persistentes durante > 28 dias (4
semanas).

ALT >2-5 ULN y ADN-VHB >2000 Ul/ml persistentes durante >6 meses.

Necesidad de tratamiento inmunosupresor.

El criterio de valoracion principal de la eficacia fue la proporcién de pacientes que

perdieron el HBsAg (cura funcional) o controlaron la replicacion viral (pacientes que
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permanecieron sin tratamiento, aun siendo positivos para el HBsAg) tras la retirada
del tratamiento. Los criterios de valoraciéon secundarios incluian el andlisis de
marcadores virolégicos e inmunoldgicos como posibles predictores de respuesta tras

la retirada del tratamiento.

Disefio del estudio y recogida de muestras

Estudio 1: Los pacientes se sometieron a una biopsia hepdtica percutdnea guiada por
ecografia antes de la retirada del tratamiento (basal). Esta biopsia se dividié en dos
partes, una para el anadlisis histoldgico convencional con el fin de descartar la
presencia de fibrosis avanzada y la otra parte se almacend en Allprotect Tissue
Reagent (Qiagen, Hilden, Alemania) a -80°C para la realizacién de los andlisis
moleculares. Se recogieron muestras de suero al inicio del estudio vy
longitudinalmente a los 3, 6, 12, 18 y 24 meses durante el seguimiento. También se
obtuvieron células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, peripheral blood
mononuclear cells) al inicio del estudio (basal) y a los 3y 12 meses de la interrupcidn
de los NUCs. Los PBMCs se aislaron por centrifugacidon en gradiente de densidad
utilizando Ficoll Histopaque (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) y se
criopreservaron en nitrégeno liquido. Tras la interrupcidn del tratamiento se
realizaron evaluaciones clinicas, pruebas de laboratorio estandar para la funcién
hepatica y se determinaron el HBsAg y la carga viral del VHB (HBV-DNA)
mensualmente durante los primeros 6 meses y, posteriormente, cada 3-4 meses
hasta completar los 24 meses de seguimiento (Figura ). En cada visita clinica, se

registraron y calificaron todos los acontecimientos adversos.
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Figura 12. Diseio experimental y recogida de muestras del estudio 1.

Estudio 2: Al inicio del estudio, los pacientes se sometieron a una biopsia hepatica y
a una puncidn aspirativa con aguja fina (PAAF, 2 pases). Las biopsias hepaticas se
procesaron igual que en el estudio 1. También se obtuvieron PAAFs de seguimiento
entre 6 y 18 meses después de interrumpir el tratamiento con NUC (n= 4 pacientes),
o después de iniciar el tratamiento antiviral (n= 4 pacientes). Ademas, se recogieron

PBMCs y muestras de suero en cada visita (Figura 12).
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Figura 12. Disefio experimental y recogida de muestras del estudio 2.
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Marcadores serolégicos de replicacidn viral

El HBeAg y anti-HBe se determinaron mediante inmunoensayo utilizando el sistema
Advia Centaur® (Siemens, Erlangen, Alemania). El ADN-VHB en suero se cuantificé
mediante PCR en tiempo real utilizando el sistema cobas® 6800 (Roche Diagnostics,
Manheim, Alemania; LLQ <10 Ul/ml). El HBsAg se determind a partir del ensayo
ARCHITECT® HBsAg (Abbott Laboratories, Chicago, IL, EEUU; LLQ <0,13 Ul/ml). Los
niveles de HBcrAg se midieron mediante inmunoensayo enzimatico
qguimioluminiscente utilizando el sistema LUMIPULSE® G1200 (Fujirebio Europe,

Gante, Bélgica; LLQ <3 log U/ml).

El ARN del VHB circulante (cirB-RNA) se evaludé por PCR en tiempo real (LLQ 10
copias/ml; intervalo de linealidad 10-10° copias) utilizando el ensayo de Roche en el
sistema Cobas® 6800, Roche Diagnostics. El genotipo del VHB se identificé mediante
secuenciacion directa y analisis filogenético de un fragmento de 1137 pb de Ila
polimerasa viral (nucleétidos 108 a 1244; referencia GenBank NC003977). Se
realizaron alineamientos multiples con ClustalW y se construyeron drboles

filogenéticos por maxima verosimilitud utilizando el programa MEGA X.

Marcadores virolégicos en tejido

Los acidos nucleicos totales se purificaron a partir de las biopsias hepaticas
congeladas utilizando el kit de purificacion de ADN y ARN MasterPure™ (Epicentre,
Illumina, San Diego, CA, EEUU). Las preparaciones de acido nucleico se dividieron en
dos partes y se trataron con RNasa A o DNasa | para la posterior purificaciéon total de
ADN y ARN, respectivamente. Secuantificaron con el espectrofotémetro NanoDrop
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EE.UU.) y el fluorémetro Qubit® 3.0
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). La cuantificacién del ADN-VHB intrahepatico
total (iHBV-DNA) y el cccDNA se realizd segun el protocolo descrito por Testoni et al
(49), utilizando el sistema de PCR en tiempo real ViiA7 (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Para la determinacion del cccDNA, el ADN
purificado se pretratd con DNasa Plasmid-Safe™ (Epicentre) a 37 C durante 4 h. La

curva estandar se prepard a partir de diluciones seriadas de un plasmido que
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contenia un mondémero del VHB (pBR322-HBV). El rango de cuantificacién fue de 10
a 107 copias para el iHBV-ADN y de 50 a 107 copias por reaccién para el cccDNA. El
limite de cuantificacidén fue de 6 copias por reaccién para iHBV-DNA y 17 copias por
reaccién para cccDNA (analisis Probit, 95% de probabilidad). Las copias del genoma
viral se normalizaron frente al nimero de células, estimado por el nimero de copias
del gen de la beta-globina humana (ID Hs00758889 s1, Thermo Fisher).

El ARN-VHB intrahepatico de 3.5 kb (iHBV-RNA) se determind mediante RT-PCR en
tiempo real utilizando la TagMan™ Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied
Biosystems). La cuantificacién absoluta se realizé utilizando diluciones seriadas de
un plasmido transcrito in vitro que contenia 1.8 kb del genoma del VHB (incluida la
region diana para la deteccion del ARN-VHB de 3.5 kb) bajo el control del promotor
T7. Se utilizé el andlisis Probit para determinar que el limite de cuantificacidn era de
6 copias por reaccidén (95% de probabilidad). Los primers y las sondas utilizadas en

las reacciones de PCR y RT-PCR estan detallados en la Tabla 1.

Tabla 1. Primers y sondas para la deteccién del cccDNA e iHBV-RNA de 3.5 kb.

Marcador  Primer/Sonda  Secuencia (5’-3’) Posicién del nucleétido”
cccDNA Forward CCGTGTGCACTTCGCTTCA 1577-1595

Reverse GCACAGCTTGGAGGCTTGA 1884-1866

Sonda CATGGAGACCACCGTGAACGCCC 1609-1631
iHBV-RNA  Forward GGTCCCCTAGAAGAAGAACTCCCT 2363-2386

Reverse CATTGAGATTCCCGAGATTGAGAT 2450-2427

Sonda TCTCAATCGCCGCGTCGCAGA 2404-2424

#Referenciados a la secuencia de referencia del NCBI: NC_003977.2.
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Andlisis inmunoldgico después de estimular in vitro con péptidos solapantes
del VHB (estudio 1)

Los PBMCs se resuspendieron en RPMI 1640 (Thermo Fisher) suplementado con 10%
de suero humano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.), 100 U/ml de penicilina,
100ug/ml de estreptomicina, aminoacidos no esenciales y esenciales (Thermo
Fisher) y 20Ul/ml de rhIL-2 (Miltenyi Biotec). Para evaluar la funcionalidad de las
células T especificas del VHB, se sembraron PBMC a 10° células/ml y se estimularon
7 dias con péptidos solapantes (OLP, overlapping peptides) pangenotipicos (1ug/ml,
genotipos A-D), abarcando las proteinas de la capside (core) o la envuelta (env) del
VHB (Gilead Sciences, Foster City, CA, EE.UU.) o con OLP de la polimerasa (pol) de
genotipo D (Peptide Synthesis Core Facility, UPF, Barcelona, Espafia). Los OLP de core
y env consistian en 94 y 166 péptidos 15-mer, respectivamente, solapados 12 aa
entre si; los de pol (165 péptidos, 15-mer) solapaban 10 aa. La concentracién final de

DMSO durante el in vitro fue del 0.5%.

Para descartar la posibilidad de infraestimar respuestas de células T especificas de la
polimerasa en pacientes no genotipo D, comparamos la presencia o ausencia de
respuestas especificas frente a pol entre pacientes infectados por genotipo D e
infectados por otros genotipos (no-D). Destaca que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los 2 grupos de pacientes: 5 de 6 (83%)
genotipo no-D y 15 de 21 (71%) genotipo D mostraron respuestas de células T

especificas frente a pol (prueba Chi-cuadrado, p = 0.56).

Durante la expansidn in vitro, la mitad del medio se sustituyé por medio fresco cada
3 dias. En las ultimas 16 h, las células se reestimularon con los OLP correspondientes
en presencia de 1 pg/ml de brefeldina A (Sigma), 2 uM de monensina (Biolegend,

San Diego, CA, EE.UU.) y anticuerpo anti-CD107a (mAb; Biolegend).

Como controles positivos y para facilitar la identificacion de las poblaciones (gating),
se estimularon células con 2 ng/ml de PMA y 1 pg/ml de ionomicina (ambos de

Sigma) o 1 pg/ml de ProMix™ CEF Peptide Pool (pool para CMV, EBV e influenza;
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Proimmune Ltd., Oxford, Reino Unido). En cada punto temporal se incluyé una

muestra no estimulada como control negativo. Tras la reestimulacién, se lavaron y

marcaron las células con Live/Dead Fixable Cell Stain (Thermo Fisher) antes de

incubarlas con los mAbs de superficie (Tabla 2) diluidos un 50% en Brilliant Buffer

(BD Biosciences, San Jose, CA, EE.UU.) y un 50% en PBS durante 30 min a 4 °C. Las

células se fijaron y permeabilizaron con Cytofix/Cytoperm (BD). A continuacion, se

incubaron los mAbs intracelulares (Tabla 2) en saponina al 0.1% (Sigma) durante 30

min a 4°C. Las muestras se adquirieron en el BD LSR Fortessa 5L y se analizaron con

FlowJo v10 (BD). En la Figura 14Error! Reference source not found., se muestra la

estrategia gating para la identificacién de las poblaciones linfocitarias.

Tabla 2. Listado de anticuerpos de la citometria de flujo (estudio 1).

Marcador Fluorocromo Distribuidor Clon N. Catdlogo
Fenotipo

CD3 BUV805 BD UCHT1 565515
CD4 V500 BD RPA-T4 560768
CD8 Alexa Fluor 700 ThermoFisher OKT8 56-0086-42
CD19 FITC Biolegend SJ25C1 363008
CD56 BV605 Biolegend HCD56 318334
Live/Dead APC-Cy7 ThermoFisher - L10119
Funcién

CD107a Pacific Blue Biolegend H4A3 328624
IFNy PerCP-Cy5.5 Biolegend 4S5.B3 502525
TNFa PE-Dazzle Biolegend MAb11 502946
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Figura 13. Estrategia de gating para el estudio inmunolégico (estudio 1).

Analisis ex vivo de poblaciones inmunitarias en periferia e intrahepaticas

(estudio 2)

Los leucocitos intrahepaticos se obtuvieron a partir de las PAAFs, tal como se ha
descrito previamente(88). Brevemente, las PAAF se diluyeron en RPMI y se
centrifugaron. Tras lisar los eritrocitos (RBC Lysis buffer 10x, Biolegend), se lavaron
con PBSy se resuspendieron en el mismo medio que los PBMC. Las células reposaron
(16h) en el incubador y fueron analizadas siguiendo el procedimiento del estudio 1,

pero con el panel de la Tabla 3 y el gating de la Error! Reference source not found.
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Tabla 3. Listado de anticuerpos de citometria de flujo (estudio 2).

Marcador Fluorocromo Distribuidor Clon N. Catalogo
CD3 BUV805 BD UCHT1 565515
CD20 PE-Dazzle Biolegend 2H7 302348
CD45 BUV395 BD HI30 563792
CD8 Alexa Fluor 700 ThermoFisher OKT8 56-0086-42
CD19 BV786 BD SJ25C1 563325
CD56 PE-Cy7 BD NCAM16.2 335826
CD69 BV711 Biolegend FN50 310944
CD103 BV605 Biolegend Ber-ACT8 350218
Live/Dead APC-Cy7 ThermoFisher - L10119
PD-1 APC Biolegend EH12.2H7 329908
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Figura 14. Estrategia de gating para el estudio inmunolégico (estudio 2).
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Analisis de datos de secuenciacidn de ARN de célula Unica

Con el fin de caracterizar mas profundamente las poblaciones de linfocitos
intrahepaticos, realizamos un subandlisis de los datos scRNA-seq de una cohorte
independiente de 5 pacientes con hepatitis crénica B, a los que se les efectué una
PAAF al inicio y tras 24 semanas de tratamiento con TAF(89). Estos datos de scRNA-
seq estan disponibles en la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO) del NCBI

(GSE216314).

El analisis de los datos de SCRNA-seq se realizo utilizando Seurat v4.0(90). En primer
lugar, se aplicaron las siguientes métricas como control de calidad: 1) niumero de
genes Unicos >300, 2) porcentaje de genes mitocondriales <10%, 3) complejidad
celular >0.8 (relacién entre el nimero de genes detectados y el nimero total de
transcritos o counts; se calcula dividiendo estas variables entre ellas en logl0) y 4)
numero de counts <10000. Se calcularon los porcentajes de genes de las subunidades
de HBB y de genes plaquetarios para excluir eritrocitos y plaquetas en el andlisis,
respectivamente. Para corroborar que las muestras no presentaban variabilidad en
cuanto al ciclo celular, se determinaron puntuaciones o scores con genes
relacionados con el ciclo celular y se compararon entre las muestras. Ademas,
respecto a los genes, se eliminaron aquellos que no presentaban interés para el
anadlisis para simplificar y encontrar aquellos mas significantes en el analisis de
variabilidad; descartamosgenes que codifican proteinas estructurales ribosémicas,
ARNt no codificantes, y genes expresados en <10 células. Una vez filtradas/limpiadas
nuestras muestras, se seleccionaron las células T CD8 filtrandolas teniendo en cuenta
los marcadores utilizados en la citometria de flujo (CD3+, CD56 (NCAM1)-, CD19-,
CD8+). Tras el filtrado, quedd un total de 7.146 células T CD8 para el analisis
posterior. Los datos se normalizaron mediante el comando LogNormalize, fijando en
1000 el recuento total de UMlIs (Unique Molecular Identifier) por célula. Para
modelar la relacion media-varianza de los genes para detectar los primeros 2000
genes con mayor varianza se utilizd el método vst (FindVariableFeatures). La

reduccién de la dimensionalidad PCA se realizd sobre los counts totales normalizados
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utilizando la funcién RunPCA. Los primeros 15 componentes principales, basados en
la inspeccion manual del grafico de codo o elbow, se utilizaron para la clusterizaciéon
(funcién FindClusters con resolucion 0.2) y la visualizacion UMAP (RunUMAP). A
continuacién, los clusters se clasificaron manualmente basandose en laexpresion
media de genes marcadores clave en clusters individuales, el patron de éstos y
buscando en laliteratura marcadores candnicos de diferentes subpoblaciones.
Utilizando la funcidon FindMarkers, se identificaron los genes expresados
diferencialmente, y se utilizé el paquete R heatmaply para mostrar algunos de los
genes principales como un mapa de calor. Para identificar la poblacion PD-1+TRM,
se realizd un nuevo subconjunto dentro de las células T CD8 utilizando la funcién
subset. Se utilizo el paquete DESeq2 R para analizar expresién diferencial pseudobulk
entre las muestras basales y de seguimiento. Se utilizd t-test pareado para comparar
los niveles de expresion génica de genes especificos dentro de cada paciente entre

los 2 puntos temporales.

Anilisis estadistico

Las variables categdricas se expresan como n (%) y las variables cuantitativas como
mediana y rango intercuartil (IQR). Las variables categoricas se analizaron mediante
la prueba de Chi Cuadrado. En cuanto a las variables cuantitativas, se realizaron
comparaciones pareadas utilizando el test de los rangos con signo de Wilcoxon, y no
pareadas utilizando la prueba U de Mann-Whitney, prueba t de Welch o test de
Krustall Wallis, segun correspondia, tal y como se detalla en las leyendas de las
figuras. Las correlaciones entre 2 variable se analizaron mediante coeficiente de
correlacién de Spearman. El analisis para definir la probabilidad de alcanzar la cura
funcional (estudio 1), definida como la pérdida de HBsAg, fue mediante Kaplan-
Meyer. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando los programas: SPSS v20.0
(IBM, Chicago, IL, EE.UU.), GraphPad Prism v9 (GraphPad Software, Inc., CA, EE.UU.),
Origin 2021b (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EE.UU.) y/o R versién 3.4

(R foundation for statistical computing, Viena, Austria).
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RESULTADOS
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ESTUDIO 1:

Caracteristicas de los pacientes antes y después interrumpir el tratamiento

con NUCs

Las caracteristicas demograficas y clinicas basales de la cohorte del estudio se

muestran en la Tabla 4 y los datos individuales de cada paciente en la Tabla 5. E| 93%

de los pacientes eran caucasicos y el 78% varones, con una mediana de edad de 56

afios (IQR 45-61). La mayoria de los pacientes (74%) estaban infectados por VHB de

genotipo Dy, en el momento de lainclusién, 20 (74%) pacientes recibian tratamiento

con tenofovir y 7 (26%) con entecavir (tiempo mediano de tratamiento 8 afios, IQR

8-13). Asimismo, todos los pacientes tenian valores normales de ALT al inicio del

estudio (<40 UI/L), y ningun paciente presentaba fibrosis avanzada (F3-4) segun la

rigidez hepatica y la evaluacion histoldgica. Cabe destacar que, antes de la

interrupcién del tratamiento, los niveles de HBsAg se mantuvieron estables en todos

los pacientes (Figura 16).

Tabla 4. Caracteristicas de las diferentes cohortes segun la evolucion.

Variables Total Pérdida Control viral  Re-tratados p-
(n=27) HBsAg (n=8) (n=14) (n=5) valor

Sexo (hombre) 21 (78%) 7 (87%) 10 (71%) 4 (80%) 0.67
Edad (afios) 56 (45-61) 60 (57-63) | 51 (43-56) 46 (44-65) 0.17
ALT (UI/L) 23 (17-26) 21(17-26) | 23 (19-28) 16 (15-27) 0.45
Tratamiento con NUCs
Tenofovir 20 (74%) 8 (100%) 9 (64%) 3 (60%) 0.13
Duracién (afios) 8 (7-13) 13 (9-15) 8(7-12) 8 (7-11) 0.18
Fibrosis: FO-1/ F2
FO-1 25 (93%) 7 (88%) 13 (93%) 5 (100%) 07
F2 2 (7%) 1(12%) 1(7%) 0
Genotipo
A 3 (11%) 0 2 (14%) 1 (20%)
c 1 (4%) 0 1(7%) 0
D 21 (78%) 6 (75%) 11 (78%) 4 (80%) 031
F 2 (7%) 2 (25%) 0 0
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Tabla 5. Cuantificaciones individuales de los marcadores séricos e intrahepaticos de

los pacientes.

Marcadores en suero

Marcadores intrahepaticos

Paciente Sexo/Edad qHBsAg HBcrAg HBV-RNA I[l::\/:- cccDNA I::X-
Pérdida HBsAg
6 H/60 0.07 0 0 0.466 0.851 468
8 H/65 74 0 0 0.023 0.02 0
9 H/77 0.03 0 0 0 0.129 0
11 H/57 567 2.8 0 0.028 0.035
15 H/60 329 0 0 0.052 0.49 n.a.
18 H/32 52 5.1 61 0.14 0.042 0
19 M/59 1755 0 0 0.086 0.07 1.7
26 H/60 66 0 0 0.016 0.002 0
Control virolégico
1 H/57 6069 3.1 58 1.282 0.024 n.a.
3 H/43 1260 3 0 1.674 1.302 n.a.
4 H/56 598 0 0 0.208 0.259 n.a.
5 H/41 638 3 0 0.734 0.075 n.a.
14 H/38 1569 0 0 0.35 0.026 n.a.
16 H/43 4145 2.8 96 1.317 1.085 372
17 M/47 3495 3.1 97 1.017 0.243 798
20 H/55 23466 0 0 0.966 0.359 204
21 M/51 2365 3.1 136 0.365 0.069 371
22 H/48 3031 3.3 818 0.198 0.042 202
23 H/51 1675 0 889 0.421 0.085 0
24 H/73 583 0 0 1.108 0.127 4467
25 M/65 1240 2.9 101 0.248 0.368 28
27 M/54 5012 0 0 0.236 0.093 n.a.
Retratados
2 H/68 2530 3 1002 1.151 0.122 n.a.
7 M/62 3786 3.4 842 0.875 0.459 n.a.
10 H/44 2122 2.8 364 1.51 0.048 96
12 H/46 1310 0 0 0.908 0.039 63
13 H/44 556 0 0 0.191 0.01 29

Tras una mediana de seguimiento de 34 meses (IQR 26-37), 22 pacientes (82%)

permanecieron sin tratamiento, y 8 (30%) alcanzaron la cura funcional, definida por

la pérdida del HBsAg (Figura 17). En estos pacientes, el tiempo transcurrido hasta la

desaparicién del HBsAg fue de 25 semanas (IQR 22-33), y 5 de ellos desarrollaron

anticuerpos anti-HBs. Al final del seguimiento, 14 (52%) pacientes fueron

considerados como “controladores virolégicos” dado que permanecieron sin

tratamiento aun siendo positivos para el HBsAg. Cinco de ellos cumplian los criterios

de infeccién créonica HBeAg-negativa con valores normales de ALT y ADN-VHB

inferior a 2000 Ul/ml.
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Figura 16. Cinética del HBsAg meses antes de parar el tratamiento con NUCs.

Los pacientes restantes se encontraban en una "zona gris". 7 tenian niveles de ADN-
VHB >2000 Ul/ml con valores de ALT normales, y los otros 2 presentaban niveles
elevados de ALT <2 ULN. De los 27 pacientes incluidos en el estudio, sélo 5 (18%)

precisaron reintroduccién del tratamiento.
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Figura 17. Evolucidn de los pacientes tras la interrupcién del tratamiento con NUCs.
Las barras representan el porcentaje de pacientes con pérdida del HBsAg, control virolégico o
retratamiento. El nimero de pacientes se muestra dentro de las barras.

Los motivos de la reintroduccidn del tratamiento fueron: pico de ADN-VHB y niveles
persistentes de ALT >10 ULN (n=1), viremia elevada con niveles persistentes de ALT

2-5 ULN durante al menos 4 semanas (n=3), y necesidad de tratamiento con dosis
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altas de corticosteroides durante mas de 7 dias (n=1, que también presentaba ALT
>2 ULN y ADN-VHB >20000 Ul/ml). No se observaron diferencias en cuanto a la
evolucion de los pacientes tras la interrupcion de los NUCs al considerar
caracteristicas como el sexo, la edad, el fdrmaco y la duracién del tratamiento

antiviral o el genotipo del VHB (Tabla 4).

Cinética del ADN-VHB, ALT y HBsAg tras la retirada de NUCs
La carga viral alcanzd su elevacion maxima entre el primer y tercer mes tras

interrumpir el tratamiento con NUCs (Figura 18).
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Figura 18. Cinética de HBV-DNA, HBsAg y ALT tras la retirada del tratamiento

antiviral. En rojo, retratados (las lineas punteadas son una vez los pacientes volvieron a medicarse);
en negro, los pacientes que presentaron un control del virus; el azul, los pacientes que perdieron el
HBsAg, es decir, consiguieron la cura funcional.
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La mayoria de los pacientes experimentaron una “recaida viroldgica” definida por un
aumento del ADN-VHB por encima de 2000 Ul/mL (78%) o 20000 Ul/mL (44%). Tras
la retirada del tratamiento, se observaron picos de ALT en algunos pacientes, aunque
en la mayoria de los casos fueron leves. Seis pacientes sufrieron picos de ALT >10
ULN: 2 necesitaron la reintroduccién del tratamiento, mientras que los otros 4
permanecieron sin terapia (3 de estos lograron la pérdida de HBsAg). Ni el ADN-VHB
ni la cinética de ALT predijeron la evolucion clinica durante el seguimiento. La
reduccion global de los niveles de HBsAg tras la retirada de los NUCs fue de -0.22 log
Ul/ml, sin que se observaran diferencias entre los pacientes con control viroldgico y

los que reiniciaron la terapia.

Los niveles de HBsAg basales correlacionan con el iHBV-DNA y el iHBV-RNA,
pero no con el cccDNA

Se analizaron los marcadores virales serolégicos e intrahepaticos antes de la
interrupcién del tratamiento (Tabla 5). La mediana de la concentracién de HBsAg
basal en nuestra cohorte fue de 1310 Ul/ml, con 11 (41%) pacientes <1000 Ul/mly 5
(18%) <100 Ul/ml. A pesar del tratamiento prolongado con NUCs, todos los pacientes
tenian iHBV-DNA y cccDNA detectables al inicio del estudio y el iHBV-RNA se detectd
en el 67% de las muestras de tejido hepatico analizadas (n=18). Por el contrario, sélo
11 (41%) y 13 (48%) pacientes tenian niveles seroldgicos detectables de HBV-RNA y
HBcrAg, respectivamente. Cabe destacar que el HBV-RNA en suero fue indetectable
en todos aquellos pacientes con iHBV-RNA indetectable (n=6), tampoco pudimos

detectar HBV-RNA en sus muestras de suero emparejadas.

Al analizar las correlaciones entre los marcadores virales seroldgicos e intrahepaticos
basales (Tabla 6), observamos que el HBsAg correlacionaba tanto con el iHBV-DNA
(rho=0.65, p=0.0003), como con el iHBV-RNA (rho=0.48, p=0.04), pero no con el
cccDNA. Ademas, el HBV-RNA en suero correlacioné con el iHBV-DNA y el iHBV-RNA

(rho=0.50, p=0.008 y rho=0.56, p=0.01, respectivamente). No se observd ninguna
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correlacién entre la duracién del tratamiento previo con NUCs y la expresion de

ninguno de los marcadores viroldgicos analizados (datos sin mostrar).

Tabla 6. Correlaciones entre marcadores virales en suero e higado.

iHBV-DNA cccDNA  iHBV-RNA*  iHBV-RNA/cccDNA?

HBsAg rho=0.65 rho=0.33 rho=0.48 rho=0.45
p=0.0003 p=0.09 p=0.04 p=0.06

HBV-RNA rho=0.50 rho=0.22 rho=0.56 rho=0.56
p=0.008 p=0.3 p=0.01 p=0.01

HBcrAg rho=0.36 rho=0.18 rho=0.34 rho=0.24
p=0.06 p=0.4 p=0.2 p=0.3

Niveles basales bajos de HBsAg se asocian con la pérdida de HBsAg tras la

retirada de NUCs

Aungue los niveles de cccDNA eran similares, los pacientes que perdieron el HBsAg
tenian titulos de HBsAg e iHBV-DNA mas bajos al inicio del estudio, en comparacion
con los individuos que mantuvieron el control virolégico y los que necesitaron un

nuevo tratamiento (Figura 19).
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Figura 19. Comparacion de los niveles de HBsAg, iHBV-DNA y cccDNA entre grupos.

Es importante destacar que 5 de los 7 (71%) pacientes que lograron la pérdida de
HBsAg tenian un iHBV-RNA indetectable al inicio del estudio (p<0,01), mientras que
el 91% de los pacientes que siguieron siendo positivos para el HBsAg tenian iHBV-
RNA indetectable (Figura 20). Ademas, los niveles basales de HBcrAg y HBV-RNA en
suero fueron indetectables en la mayoria de pacientes que lograron la pérdida de

HBsAg (75% y 88%, respectivamente).
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Figura 20. Marcadores de actividad transcripcional en pacientes.

Como se muestra en la Figura 21a, la probabilidad de pérdida de HBsAg fue mayor

entre los pacientes con niveles bajos de HBsAg <1000 Ul/ml (log rank 9.9; p=0.002).

La combinacidn de niveles de HBsAg <1000 Ul/mly HBV-RNA indetectable en suero

no mejord el valor predictivo de la pérdida de HBsAg (log rank 6.7; p=0.009; Figura

21b). Aunque los parametros viroldgicos predijeron la pérdida de HBsAg, no

observamos diferencias entre los grupos de control viroldgico y de recaida.
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Figura 21. Probabilidad de perder el HBsAg si se tiene en cuenta A) un cut off de
HBsAg B) tener o no HBV-RNA y los niveles de HBsAg.
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Las respuestas de células T especificas contra el VHB durante el tratamiento
se asocian con el control viroldgico tras su retirada

Para evaluar el impacto de la respuesta de las células T especificas frente al VHB en
la evolucidon de los pacientes tras la interrupcion de los NUCs, investigamos la
capacidad efectora de las células T CD4+ y CD8+ especificas contra el VHB tras la
estimulacién in vitro con péptidos solapantes (OLP, overlapping peptides) que

abarcan las proteinas de la capside, la envoltura o la polimerasa.

Como se puede observar en la Figura 22, en el momento basal (en el momento de la
parada del tratamiento),el porcentaje de pacientes que permanecieron sin terapia
cuyas células T CD8+ especificas respondieron contra OLP de mds de una proteina
del VHB fue mayor que los que requirieron la reintroduccién de NA (68% frente a
20% p=0,048 para la producciéon de IFNy y 77% frente a 40% p=0,099 para la
expresion de CD107a, respectivamente. Asimismo, las células T CD8+ y CD4+ que
respondian frente a todos los antigenos virales se detectaban con mas frecuencia en

los pacientes que permanecieron sin tratamiento que en el grupo de retratamiento.
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Figura 22. Porcentaje de pacientes con respuestas de células T especificas contra el
VHB antes de parar tratamiento segun los diferentes pools de péptidos superpuestos

(OLP). Definimos una respuesta de células T especifica del VHB como >0,1% tras sustraccién del control
no estimulado.
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De hecho, en este grupo de pacientes no se detectaron linfocitos T CD4+ y CD8+
capaces de producir IFNy o TNFa en respuesta a OLP de las 3 proteinas virales. Sin
embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto ala
respuesta frente a los distintos péptidos dentro de cada uno de los grupos (pérdida
de HBsAg, sin tratamiento y retratamiento), probablemente debido al numero

reducido de pacientes incluidos en el grupo de retratamiento.

Como medida de actividad citotdxica, determinamos la capacidad de degranulacién
de las células T CD8+ mediante la expresién de CD107 en la membrana celular
después de la expansidn in vitro con OLPs del VHB (core, envuelta y polimerasa). El
porcentaje de células T CD8+ CD107a+ especificas frente a la proteina core fue mayor
en los pacientes que permanecieron sin terapia, tanto en el momento basal como
después de 12 semanas de parar los NUCs (p=0.039 y 0.0093, respectivamente;
Figura 23). Sin embargo, no encontramos diferencias en la expresién de CD107a al

estimular con OLPs correspondientes a las proteinas de envoltura y polimerasa.
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Figura 23. Células T CD8+ que expresan CD107a al inicio y 48 semanas después de la

suspension del tratamiento. Las barras representan la mediana y las lineas punteadas el umbral
del 0.1% para respuestas positivas restando el control no estimulado. Se utilizé la prueba t de Welch
para comparar los grupos. *p <0.05, **p <0.01.

Cuando investigamos la presencia de linfocitos T CD8+ y CD4+ polifuncionales
(células que coexpresan IFNy y TNFa, Figura 24), observamos que el porcentaje de
linfocitos T CD8+ core-especificos que producian IFNy/TNFa era mayor en los

pacientes que permanecieron sin tratamiento en comparacidn con los pacientes que
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necesitaron la reintroduccién del tratamiento, tanto antes como después de 1 afio
de seguimiento. Se observé una tendencia similar cuando se analizaron las células T
CD4+ efectoras coproductoras de IFNy/TNFa; sin embargo, las diferencias entre los
2 grupos de pacientes no fueron estadisticamente significativas. Del mismo modo,
los porcentajes de células T (CD4+ y CD84+) polifuncionales especificas contra las
proteinas de la envoltura y la polimerasa fueron similares entre los pacientes que

permanecieron sin terapia y los que fueron retratados.
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Figura 24. Células T polifuncionales al inicio y 48 semanas después de la suspensién

del tratamiento. Las barras representan la mediana. Se utilizé la prueba t de Welch para comparar
los grupos. *p <0.05, **p <0.01.
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También evaluamos si existia alguna asociacidn entre las respuestas de células T y el
desarrollo de brotes de ALT clinicamente relevantes durante el seguimiento. Como
se muestra en la Figura 25, observamos que las respuestas de las células T CD8+ y
CD4+ especificas del VHB al inicio del estudio (antes de retirar el tratamiento) fueron
similares entre los pacientes, independientemente de si desarrollaron pico de ALT

(utilizando un umbral de =2 ULN).
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Figura 25. Respuesta especifica de VHB de células T basal categorizando los
pacientes segln si presentaron un pico de ALT durante el seguimiento.
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Las respuestas especificas frente al VHB no aumentan tras la interrupcién del

tratamiento

Para investigar el impacto de la retirada del tratamiento antiviral en la respuesta
inmune celular, realizamos un andlisis longitudinal de las respuestas de las células T
frente a OLP del VHB a las 12 y 48 semanas tras la interrupcién de los NUCs. Como
se muestra en la Figura 26, |la frecuencia de células T CD8+ o CD4+ especificas contra

el VHB (CD107a+, IFNy+ y/o TNFa+) no cambié significativamente durante el

seguimiento.
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Figura 26. Andlisis longitudinal de las respuestas de células T VHB-especificas tras la
parada de tratamiento. Los datos se expresan como media + SEM.

Asimismo, tampoco se detectaron cambios significativos en ninguna de las funciones
efectoras para ninguno de los grupos de péptidos en la semana 12 o 48 en
comparacién con el valor basal (Figura 27). Dado que la pérdida de HBsAg con o sin
produccién de anti-HBs representa el mejor predictor de éxito tras la interrupcién
de la terapia con NUCs, analizamos las respuestas de células T CD8+ y CD4+
especificas del VHB en este subgrupo de 8 pacientes que alcanzaron la cura

funcional.
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Figura 27. Heatmap de las respuestas de células T VHB-especificas contra cada OLP

al inicio (BL) y durante el seguimiento. La normalizacién se realizé escalando los valores
maximos y minimos por marcador entre Oy 1.

Curiosamente, la respuesta de las células T CD8+ efectoras fue heterogénea: algunos
pacientes presentaron respuestas vigorosas y persistentes mientras que otros las
respuestas fueron muy débiles o inexistentes para todos los mediadores CD107a,

IFNy o TNFa (Figura 28).
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Figura 28. Ejemplos representativos de las respuestas T de dos pacientes que
perdieron el HBsAg tras la interrupcion de NUCs.
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El andlisis longitudinal tras el cese de los NUCs no mostré cambios significativos en
las tasas de respuesta en este subgrupo de pacientes (Figura 29). Se obtuvieron

resultados similares para las respuestas de células T CD4+ especificas frente al VHB.
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Figura 29. Respuestas contra core en células T CD8+ en pacientes que perdieron el
HBsAg.

El grado de respuesta de las células T VHB especificas no se correlaciona con
los marcadores virales seroldgicos o intrahepaticos

A continuacion, exploramos si las diferencias en la respuesta de las células T
especificas del VHB se asociaban con pardametros virolégicos séricos o
intrahepaticos. Dado que habiamos observado que los niveles basales de HBsAg
<1000 Ul/ml eran predictivos de la eliminacion del HBsAg en nuestra cohorte,
clasificamos los pacientes segun tenian niveles de HBsAg > o <1000 Ul/ml y
analizamos sus respuestas de células T CD8+ y CD4+ especificas frente al VHB antes
de parar el tratamiento. La proporcién de pacientes con células T efectoras
especificas del VHB (Figura 30), asi como la frecuencia de células T polifuncionales
coproductoras de IFNy/TNFa (Figura 31), fueron similares independientemente de
los titulos de HBsAg. No encontramos ninguna correlacién significativa entre las
respuestas de células T periféricas especificas del VHB y otros marcadores de
replicacion séricos (p. ej., HBcrAg) o intrahepaticos (iHBV-DNA, cccDNA, iHBV-RNA o
relacion iHBV-RNA/cccDNA).
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Figura 30. Porcentaje de pacientes con respuestas VHB-especificas de células T CD8+

o0 CD4+ especificas del VHB en muestra basal. Los gréficos de sectores debajo de las barras
representan la fraccion de pacientes con respuestas de células T contra los diferentes grupos de OLP
del VHB: Core (azul oscuro), Env (azul medio) y Pol (azul claro). Las barras representan la mediana.
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Figura 31. Células T CD8+ y CD4+ core-especificas multifuncionales basales y 48

semanas después de la interrupcion del tratamiento con NUCs. Los pacientes fueron
clasificados segun los niveles de HBsAg en <1000 Ul/ml o >1000 Ul/ml. El nimero de pacientes se
muestra dentro de las barras.
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Seguridad

En cuanto a la seguridad de la retirada del tratamiento con NUCs, cabe destacar que
ningun paciente desarrollé descompensacién hepatica, carcinoma hepatocelular o
fallecié durante el seguimiento. No se detectaron niveles de bilirrubina superiores a
2 mg/dl ni prolongacién del tiempo de protrombina en ninglin punto temporal, ni
siquiera entre los individuos que precisaron reintroduccién del tratamiento.
Tampoco se detectaron otros acontecimientos adversos durante el periodo de
seguimiento. Todos los pacientes que requirieron la reintroduccion de NA tuvieron
una buena respuesta posterior con entecavir o tenofovir, logrando la remision
viroldgica (carga viral indetectable) y la normalizacion de ALT en un plazo de 6 meses.
Ademas, en 19 (70%) pacientes, no observamos ningiin cambio en la rigidez hepatica
a los 24 meses de seguimiento en comparacién con la evaluacion inicial

correspondiente o al comparar los grupos de resultados del tratamiento (Tabla 1).

81



ESTUDIO 2:

Caracteristicas clinicas y viroldgicas de |la cohorte del estudio

Las caracteristicas clinicas y viroldgicas basales de los pacientes incluidos en el
estudio se muestran en la Tabla 7 (pacientes agrupados). La mayoria de los pacientes
eran varones (73%) con una mediana de edad de 46 aios y presentaban fibrosis leve
(86% <F2). Los genotipos del VHB mas prevalentes (A a F) estaban presentes entre
los pacientes, sin diferencias significativas entre los grupos tratados con NUCs y los

no tratados.

Tabla 7. Caracteristicas basales de las dos cohortes de pacientes.

Sin tratamiento (n=13) [Tratados (n=9) p valor

Sexo (hombre) 10 (77%) 6 (67%) n.s.
Edad (afos) 44 (34 - 58) 47 (42 - 58) n.s.
ALT (U/L) 41 (32 - 87) 25 (22 - 41) n.s.
Estado fibrosis FO-1 10 (77%) 9 (100%)

F2/F3 1/2 (8%/15%) n-s:
Tratamiento TDF/ETV n.a. 7/2 (78%/22%) n.a.
Duracién (afios) 7 (5-10)
HBeAg (+/-) 5/8 (38%/62%) 0/9 (0%/100%) 0.03
Marcadores seroldgicos
HBV-DNA (Log Ul/ml) 5.2 (3.4-8.4) n.a. n.a.
HBsAg (Log Ul/ml) 4.1(3.1-4.4) 3.3 (2.5-4.1) n.s.
HBcrAg_cat (positivo) 8 (62%) 5 (56%) n.s.
HBcrAg (Log U/ml)* 6.6 (4.8 - 7.0) 3.1(3.1-4.5) 0.01
cirB-RNA_cat (positivo) 9 (69%) 1(11%) 0.007
cirB-RNA (Log copias/ml)* 4.6 (2.6 - 6.0) n.a. n.a.
Marcadores intrahepaticos
iHBV-DNA (copias/célula) 4.39 (1.10 - 426) 0.28 (0.10 - 0.78) 0.0026
cccDNA (copias/célula) 0.61 (0.30 - 3.00) 0.02 (0.008 - 0.17) 0.0011

Los pacientes que recibian tratamiento con NUCs eran HBeAg negativos y tenian una
carga viral indetectable. La mediana de duracion del tratamiento fue de 7 afios (IQR
5-10) y la mayoria de ellos (78%) fueron tratados con tenofovir. Los pacientes sin
tratamiento tenian una carga viral media de 5,2 Log Ul/ml (IQR 3.4-8.4) y 5 de 13
(38%) eran HBeAg positivos. Los titulos de HBsAg fueron similares entre ambos
grupos de pacientes. Aunque la proporcidn de pacientes con HBcrAg detectable fue

similar entre los pacientes tratados y los no tratados (56% vs 62%, respectivamente),
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los pacientes sin tratamiento mostraron niveles de HBcrAg mas elevados en
comparacién con los pacientes sometidos a terapia NUCs. Sélo se detectd CirB-RNA
en 1 (11%) paciente tratado en comparacién con 9 (69%) pacientes sin tratamiento.
En cuanto a los biomarcadores virales intrahepdticos, tanto el iHBV-DNA como el
cccDNA fueron mas elevados en el grupo sin tratamiento y ambos pardmetros se
correlacionaron significativamente con el ADN-VHB, el cirB-RNA, el HBsAg vy el
HBcrAg séricos (Figura suplementaria S1). Por el contrario, de acuerdo con informes
previos, no se observé correlacion entre el HBsAg y el HBcrAg y los marcadores

intrahepaticos en pacientes sometidos a tratamiento con NUC.

La expresion de PD-1 en células CD8 TRM se asocia con la replicacion del VHB
En primer lugar, analizamos los perfiles inmunitarios de las PAAFs y los comparamos
con la sangre periférica del mismo individuo. Las células T CD8 de memoria
residentes en tejido hepatico humano (TRM) se distinguieron de las células T
infiltradas, pero no residentes, en funcion de la expresion de dos moléculas de
retencion tisular: CD69 (antagonista de S1PR1, que impide la salida del tejido) y
CD103 (integrina aE que se une a E-cadherina). Asi pues, clasificamos las células T
CD8 en: i) TRM (CD69+CD103+), ii) recirculantes (infiltradas en tejido) no residentes
(CD69-CD103-) y iii) TRM-like (fenotipo intermedio: CD69+CD103-).

Tal y como se muestra en la Figura 32 y de acuerdo con datos previos(88), no se
encontraron células T CD8 TRM en la periferia, pero se detectaron en todas las
PAAFs, lo que confirma un muestreo fiable y representativo del compartimento
intrahepatico: 4% TRM ((IQR 2-7) y 20% TRM-like (IQR 13-28). Ademas, las células T
CD8 totales y las células NK también se enriquecieron en el compartimento hepatico,
mientras que la frecuencia de células B fue menor en las PAAF en comparacioén con

la sangre.
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Figura 32. Perfil global de linfocitos en muestras emparejadas de sangre (PBMCs) y

FNAs de higado. Identificacién de células T residentes en el higado (TRM, CD69+CD103+), TRM-like
(CD69+CD103-) y no residentes "recirculantes" que se infiltran en el tejido (CD69-CD103-). Los graficos
de barras apiladas muestran la frecuencia de cada subgrupo como resumen de los datos (grafico
izquierdo) y datos individuales donde cada barra representa a un paciente (grafico derecho).

En cuanto a la expresidn del receptor coinhibitorio PD-1, tanto el porcentaje de
células T CD8 PD-1+ como la MFI fueron notablemente mayores en las células T CD8
intrahepaticas que en las periféricas, particularmente en la fraccidn residente en el
tejido formada por las poblaciones TRM CD8 y las poblaciones TRM-like
CD69+CD103- (Figura 33). De hecho, la MFI de PD-1 en las células T CD8 TRM fue 2

veces superior a la de la subpoblacién no residente (CD69-CD103-, p<0,0001).
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Figura 33. Porcentage e intensidad de PD-1 en las diferentes subpoblaciones de
células T CD8+.
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A continuacidén, nos propusimos explorar si existia una asociacidn entre la actividad
viral y la expresidon de PD-1 en células T CD8 periféricas e intrahepaticas. Ni la carga
viral ni los niveles de HBAg se correlacionaron con la expresiéon de PD-1 en células T
CD8 TRM. No obstante, encontramos que la expresidon de PD-1 en células T CD8 TRM
(MFI) se correlacionaba con los niveles de iHBV-DNA (r=0,67 p=0,001) y cccDNA
(r=0,80 p<0,0001). Estas correlaciones se mantuvieron cuando analizamos por
separado los pacientes tratados con NUC y los no tratados. Ademas, estos dos
marcadores también se correlacionaron con la expresién de PD-1 en otras
subpoblaciones de células T procedentes de las PAAFs, pero no en células T CD8
periféricas. Asimismo, también encontramos una correlacién estadisticamente
significativa entre los marcadores seroldgicos de la actividad transcripcional del
cccDNA, cirB-RNA y HBcrAg, y la expresion de PD-1 en TRM CDS8 (Figura 34a, Figura
34b). La expresion de PD-1 en TRM CD8 también fue mayor en pacientes con cirB-
RNA detectable (90% no tratados) en comparacidn con aquellos pacientes con ARN-
cirB indetectable (67% sometidos a terapia NUC, p=0,011), mientras que no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en funcién de la deteccién o
no de HBcrAg (Figura 34c). En conjunto, estos datos sugieren una asociacion entre
ambos marcadores hepaticos de replicacion del VHB (iHBV-DNA y cccDNA) y
marcadores sustitutos de la actividad del cccDNA en suero y la expresién de PD-1 en

TRM CD8.
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A)Intrahepaticos, B) En suero y C) de manera categorica.

La expresion de PD-1 en las células T intrahepdticas esta modulada por la
replicacién del VHB

Para investigar el impacto del tratamiento con NUCs en el compartimento
inmunitario intrahepatico, clasificamos a los pacientes en funcidn de si recibian o no
tratamiento con NUC (Figura 35a, Figura 35b). La expresion de PD-1 (porcentaje e
MFI) en las células T CD8 infiltrantes del higado (CD69-CD103-) o en las que
circulaban en sangre periférica fue similar entre ambos grupos de pacientes. Por el
contrario, observamos que la expresion de PD-1 en células T CD8 TRM y TRM-like era
menor en los pacientes en tratamiento prolongado con NUCs que en los pacientes
naive/no tratados (p=0.0008 y p=0.003; respectivamente). Aunque los niveles de ALT

fueron similares entre ambos grupos de pacientes tratados y naive, la MFl de PD-1
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en las células T CD8 TRM era mayor en los pacientes con niveles de ALT mas elevados

(Figura 35c).
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Figura 35. PD-1 en pacientes bajo NUCs y sin terapia en las diferentes poblaciones
de células CD8+ T. A) Porcentaje e intensidad, B) Ejemplo ilustrativo y C) de manera
categorica segun el nivel de ALT.

En el analisis transversal, las diferencias de expressién de PD-1 entre los grupos
tratados con NUC y naive podrian deberse a factores distintos del efecto del
tratamiento en la evolucidn clinica de los pacientes. Por lo tanto, para investigar mas
a fondo si la expresién intrahepatica de PD-1 puede ser modulada por la replicacion
del VHB, llevamos a cabo comparaciones longitudinales intrapacientes antes y
después de la interrupcién o introduccidn del tratamiento con NUCs. Para realizar
este andlisis, en primer lugar, comprobamos que las poblaciones globales de

linfocitos en sangre periférica y en el higado se mantenian estables y no cambiaban
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de forma significativa durante el periodo de estudio: tiempo transcurrido entre Ila
PAAF basal en el inicio o retirada de tratamiento y la PAAF de seguimiento obtenida

entre 6 y 18 meses de la intervencién (Figura 36).
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Figura 36. Perfil global de linfocitos en las diferentes muestras (PBMCs y FNAs).

En segundo lugar, siguiendo las guias clinicas de la EASL (54), se pard el tratamiento
a 4 de los pacientes con hepatitis crénica B HBeAg negativo incluidos en nuestro
estudio- y se realizé una PAAF de seguimiento en ausencia de tratamiento antiviral
en estos pacientes (Figura 37a). Tras 30 meses de seguimiento, 2 pacientes
requirieron la reintroduccion del tratamiento segln los criterios previamente
definidos, mientras que los otros 2 pacientes alcanzaron el control viral con una
carga viral baja y ALT normal. La evolucion del HBsAg (durante el periodo sin
tratamiento) fue heterogénea, ya que permanecio estable en los pacientes 11y 16,
aumentoé >1 log en el paciente 21 y disminuyé 3 log en el paciente 17. Todos los

pacientes presentaron una recaida viroldgica (ADN-VHB >2000 Ul/ml) asi como

elevaciones moderadas de ALT > 1UNL durante los 6 primeros meses tras la
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interrupcién de los NUCs. En cuanto a los cambios en la expresion de PD-1 tras la
retirada del tratamiento (Figura 38a), observamos un aumento de la MFl n de PD-1
en las células T CD8 TRM en comparacion con las células T CD8 circulantes (sangre

periférica e infiltrantes).

En tercer lugar, analizamos la situacién inversa: se empezé el tratamiento con NUCs
en 4 pacientes naive y se realizd6 una PAAF de seguimiento entre 9 y 18 meses

después de iniciar la terapia (Figura 37b).

En el momento de la segunda PAAF, los niveles de ADN-VHB eran <10 Ul/mly la ALT
<2 UNL en los 4 pacientes. Por el contrario, los niveles de HBsAg permanecieron
estables en 3 pacientes y disminuyeron sélo 0,6 log en el paciente 1. Tras la supresion
viral, la expresion de PD-1 disminuyé de manera significativa en las células T CD8
TRM (Figura 38b), mientras que no se observaron cambios significativos en las demas
subpoblaciones de linfocitos T CD8 intrahepaticos ni en la periferia. En conjunto,
estos resultados respaldan las observaciones previas derivadas de la comparacion
transversal entre pacientes con VHB tratados y no tratados en cuanto a la asociacién

de la replicacion del VHB con la expresion de PD-1 en linfocitos intrahepaticos.
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Figura 38. Cambios inmunolégicos durante el seguimiento después de suspender o
iniciar el tratamiento con AN. Comparacién de la expresion de PD-1 (porcentaje e
IMF) en células T CD8 en PBMCs y FNAs entre las muestras iniciales y de seguimiento
de (A) pacientes bajo terapia y 6 meses después de la interrupcion del tratamiento,
y (B) pacientes no tratados previamente y 1 afio después de iniciar la terapia
antiviral. Las células T CD8 de FNAs se estratifican segun la expresién de marcadores de residencia.
Prueba t de Welch. *p<0.05.

Perfil transcriptémico de célula anica en células T CD8 TRM

Para ahondar en la modulacion de la expresidon de PD-1 en células T CD8 TRM por la
replicacion viral y su supresion inducida por los NUCs, analizamos los datos
disponibles de scRNA-seq de PAAFs de una cohorte independiente de 5 pacientes
con hepatitis B crénica antes y después de 24 semanas de terapia con NUCs(89).
Identificamos 6 subpoblaciones distintas de células T CD8 que se agruparon de

acuerdo con la expresion de una serie de genes “marcadores” seleccionados y
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expresados diferencialmente para cada subpoblacién (Figura 39a y 39b). Asimismo,
se identificd una poblacién que representaba el 34% del total de células T CD8
muestreadas en las PAAF y se caracterizaba por la expresién del receptor de
guimioquinas CXCR6 (Figura 39c). Tal y como se ha descrito recientemente(91), esta
poblacién CXCR6+ también expresaba otros marcadores de residencia en tejido
como CD69 y CD103 y se caracterizaba por una alta expresidon de marcadores tanto
de activaciéon (TNFRSF9 [CD137/4-1BB], HLA-DR, IL2RG) como de agotamiento
(PDCD1 [PD-1], LAG3, TIGIT, HAVCR2 [TIM3], TOX) (Figura 39b). Utilizando el perfil
de expresiéon CD69+CD103+PD-1+, identificamos las células T CD8 TRM y analizamos
su distribucidn en los distintos clusteres de células T CD8. Observamos que el 78%
de esta poblacién se solapaba con el clister CXCR6 en el grafico UMAP (Figura 39cy
39d).
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Figura 39. Perfil transcriptémico de células TRM CD8 a nivel de célula Unica. (A)
Representacién del diagrama UMAP de los grupos de células T CD8 nombrados segun
genes marcadores seleccionados. Células T CD8 de los 5 pacientes sometidos a la
terapia TAF NUC inicial (3 momentos: inicio, semana 12 y semana 24). (B) Mapa de
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calor del nivel de expresidon normalizado de los genes especificos de cada tipo de
célula en los seis grupos. El color representa el nivel de expresién normalizado para
cada gen. (C) Porcentaje (y nimero) de células T CD8 y TRM CD8 PD-1+ en cada
grupo. (D) Diagrama UMAP que muestra las células TRM CD8 PD-1+ destacadas
(CD8+CD69+CD103+PD-1+) en puntos rojos.

Finalmente, analizamos el impacto de la supresién viral inducida por los NUCs sobre
el fenotipo de las células T CD8 TRM a nivel de célula Unica. Para ello, visualizamos
las células T CD8 TRM en graficos UMAP que representan la expresion de genes clave
relacionados con su funcién efectora, antes y después de 24 semanas tratamiento.
La supresioén viral y la subsiguiente normalizacion de ALT se asociaron con una
disminucién del ARN de PD-1 en las células T CD8 TRM a nivel de célula Unica. Este
resultado coincidia con la disminucién de la expresién de PD-1 en esta subpoblacién
a nivel proteico mediante citometria de flujo. El efecto del tratamiento con NUC
sobre otros marcadores de agotamiento fue variable: LAG3 y TOX disminuyeron en
la mayoria de los pacientes (4 y 3 de 5, respectivamente), mientras que CTLA-4
permanecié practicamente inalterado (Figura 40a). Paralelamente a la mejora
general del perfil de agotamiento, también disminuyd la expresién de genes MHC y
moléculas efectoras en las células T CD8 TRM (HLA-DR, IFNG, IL2RG y FASL) en la
mayoria de los pacientes durante el seguimiento (Figura 40b). En resumen, estos
datos sugieren que las células T CD8 TRM presentan un perfil agotado a la vez que
mantienen algunas funciones efectoras, y que este fenotipo puede ser modulado por

los antivirales del VHB.
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DISCUSION
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Este trabajo tiene como objetivo analizar los factores virolégicos, clinicos e
inmunoldgicos tanto en la sangre como en el higado, en el contexto de la hepatitis
crénica B y su relacion con la patogénesis de la infeccion por el VHB y la respuesta a
los tratamientos. Para ello, se llevaron a cabo dos estudios complementarios cuyo
hilo conductor es avanzar en el conocimiento de la patogénesis de la infeccién por
el VHB y la buisqueda de estrategias terapéuticas para alcanzar la curacidn funcional

de la CHB.

Actualmente, no existe un tratamiento curativo contra la CHB. El tratamiento con NA
consigue suprimir la replicacidn viral, pero no eliminar el cccDNA, siendo la tasa de
pérdida del HBsAg muy baja. Por este motivo, el objetivo del tratamiento es
disminuir la progresion del dafio hepatico y minimizar el riesgo de desarrollar
complicaciones hepdticas.(54,92) Varios nuevos antivirales de accidon directa y
compuestos inmunomoduladores se encuentran en fase de evaluacidn clinica con el
objetivo de lograr la curacién funcional de la CHB con una duracidn de tratamiento
finita.(93) Alternativamente, se ha propuesto que la interrupcion de la NA es una
estrategia terapéutica prometedora para promover la pérdida de HBsAg o al menos
el control viral sostenido fuera de tratamiento en una proporcién sustancial de

pacientes.(54,94-97)

Para investigar las correlaciones de los resultados tras el cese de NA, analizamos los
marcadores hepaticos y séricos de la replicacién del VHB en paralelo con la
evaluacidn de la inmunidad de las células T especificas del VHB en una cohorte bien

caracterizada de pacientes con HBC HBeAg negativo sometidos a interrupcion de NA.

En nuestro estudio, después de una mediana de seguimiento de 2,8 afios desde la
interrupcidn del tratamiento, el 81% de los pacientes permanecen sin tratamiento y
8 (30% de la cohorte total) lograron la pérdida de HBsAg. Se observaron recaidas
viroldégicas en la mayoria (78%) de los pacientes, aunque no siempre se asociaron
con recaidas bioguimicas. De hecho, la mayoria de los brotes de ALT fueron leves y
temporales, lo que condujo a una remisién viroldgica y bioquimica a largo plazo sin

gue ningun paciente desarrollara disfuncién hepatica.
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Nuestros resultados concuerdan con los reportados por Berg et al.(96), el Unico
ensayo aleatorizado que compard la estrategia de mantenimiento de la terapia con
NA vy retirada de la terapia que incluyé una poblacién comparable en términos de

caracteristicas genotipicas y clinicas.

Aungque los criterios de reintroduccién del tratamiento difieren entre los estudios
publicados actualmente, nosotros y otros hemos demostrado que los titulos mas
bajos de HBsAg en el momento de la retirada de NA se asocian con una mayor
probabilidad de pérdida de HBsAg.(94,96,98-101) En nuestro estudio, el uso de un
valor umbral para el HBsAg de <1000 Ul/ml predijo la pérdida de HBsAg (VPN 94%).
Asimismo, los pacientes que alcanzaron la pérdida de HBsAg tenian niveles mas bajos
de iHBV-DNA al inicio del estudio, que incluian cccDNA, DNA circular relajado y HBV-
DNA integrado. De hecho, la integracion del ADN-VHB en el genoma del huésped y
su contribucién a la formacion de particulas de HBsAg(102) puede explicar la buena
correlacién entre el iHBV-ADN y el HBsAg en nuestra cohorte de pacientes HBeAg-

negativos suprimidos crédnicamente con terapia NA.

No encontramos una asociacién entre los niveles basales de cccDNA y el resultado
viroldgico al retirar la NA. Sin embargo, la mayoria de los pacientes que perdieron el
HBsAg tenian un ARN iHBV indetectable (83%) y, por tanto, una actividad
transcripcional del cccDNA reducida, definida por la relacién iHBV-RNA/cccDNA. Esto
explicaria, al menos en parte, un resultado mas favorable en estos pacientes. De
hecho, 10 de 11 (91%) de los pacientes que no lograron la pérdida de HBsAg
presentaban un iHBV-RNA detectable, lo que sugiere una actividad transcripcional

del cccDNA y un mayor riesgo de rebote viral.

También estudiamos el valor prondstico de otros marcadores séricos sustitutivos de
la actividad transcripcional del cccDNA, como el HBcrAg y el ARN-VHB sérico, que se
asociaron a buenos resultados en estudios previos.(103—105) La proporcién de

pacientes con ARN-VHB o HBcrAg séricos indetectables al inicio del tratamiento en
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nuestra cohorte fue mayor entre los pacientes que lograron la pérdida de HBsAg (7/8
y 6/8 pacientes, respectivamente), aunque estos marcadores no mejoraron la
capacidad de los niveles de HBsAg para predecir la curacién funcional. En este
contexto, es posible que el ARN-VHB y el HBcrAg en suero se hayan vuelto
indetectables en pacientes HBeAg-negativos sometidos a tratamiento con NA a largo

plazo, lo que limita su poder predictivo.(103,104)

Dado que las respuestas inmunitarias adaptativas son importantes para el control de
la infeccion por VHB,(106—108) analizamos la funcionalidad efectora de las células T
CD4+ y CD8+ especificas del VHB en el momento de la retirada del tratamiento
(situacidén basal) y a lo largo de la interrupcién de la NA. En el momento basal, la
proporcién de pacientes con células T CD8+ especificas del VHB que expresaban
CD107a e IFNy tras la estimulacién in vitro con OLP fue mayor entre los pacientes
gue posteriormente permanecieron sin tratamiento en comparacién con los que

necesitaron la reintroduccion del tratamiento.

La presencia de células T polifuncionales se ha asociado a un mejor control de la
replicacion viral.(107,109) En consecuencia, observamos que la frecuencia de células
T especificas del VHB coproductoras de IFNy/TNFa era mayor tanto al inicio como un
afio después de interrumpir el tratamiento entre los pacientes que permanecieron
sin terapia. Sin embargo, en contraste con hallazgos recientes,(110) la retirada del
tratamiento no indujo ningln cambio significativo en las respuestas de células T

CD8+ y CD4+ especificas del VHB tras 12 o 48 semanas de seguimiento.

Curiosamente, los pacientes que lograron la pérdida de HBsAg presentaron una
respuesta de células T efectoras especificas del VHB heterogénea tanto al inicio
como durante el seguimiento, sin que existiera un patrén claro que diferenciara a los
pacientes que lograron la pérdida de HBsAg tras una reagudizacién de ALT o no. En
consonancia con el concepto de que las células T CD8+ especificas del VHB pueden
ejercer un control virico sin dafio hepatico,(108) un estudio reciente demostré que
las células T especificas del VHB eran en realidad mds funcionales en aquellos

pacientes sin una reagudizacion de la ALT tras la interrupcion del tratamiento.(111)
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No encontramos ningin aumento de las células T especificas del VHB en aquellos
pacientes con reagudizaciones hepaticas (ALT >2 o >5 ULN), lo que plantea la
posibilidad de que existan mecanismos inmunitarios alternativos que impulsen estos

resultados.

En resumen, la interrupcién del tratamiento con NA es factible en una elevada
proporcién de pacientes HBeAg negativos sin cirrosis. Una menor actividad
transcripcional del cccDNA tras un tratamiento antiviral prolongado se asocia a un
resultado satisfactorio tras la retirada de la NA. Del mismo modo, los niveles séricos
bajos de HBsAg (<1000 Ul/ml) pueden ofrecer un valor predictivo para evaluar a
aquellos pacientes en los que ninguna intervencion especifica, aparte de la
interrupcién del tratamiento antiviral y una estrecha vigilancia, seria una estrategia
terapéutica valida para lograr la curacion funcional. En el caso de los pacientes con
un perfil virolégico menos favorable, la intensidad de las respuestas de las células T
especificas del VHB al inicio del estudio contribuye al resultado de la interrupcién del
tratamiento. Este ultimo grupo puede responder mejor a las nuevas opciones
inmunoterapéuticas finitas tras la interrupcidon de la NA para aumentar la tasa de

pérdida de HBsAg.

Esta mayor funcionalidad de las células T CD8 en los pacientes que se mantienen sin
necesidad de retratamiento sugiere que un menor perfil de agotamiento podria

contribuir al control de la infecciéon por el virus de la hepatitis B (VHB).

Tras estos resultados, fue de interés profundizar en los factores inmunolégicos en
esta cohorte para definir bien este perfil de agotamiento de las células T y analizar

las diferencias entre los pacientes tratados y los que permanecen sin tratamiento.

Aqui es donde entra el estudio 2. El andlisis de PBMC se utiliza ampliamente para
examinar las respuestas inmunitarias adaptativas contra el VHB y la eficacia de las
inmunoterapias. Sin embargo, cada vez hay mas pruebas que sugieren que las
respuestas inmunitarias intrahepaticas no siempre se reflejan en la periferia.(112—

114) En este contexto, las PAAF son una rica fuente de células inmunitarias y, por lo
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tanto, una herramienta util para monitorizar las respuestas inmunitarias
intrahepaticas longitudinalmente.(115-118) Hemos recogido y analizado sangre,
biopsias hepaticas y PAAF emparejadas para proporcionar nuevos conocimientos
sobre la relacién entre los biomarcadores intrahepaticos de la replicacion viral y la
expresion de células T residentes en el higado de la diana inmunoterapéutica clave

PD-1.

El higado humano alberga células T CD8 residentes en el tejido (Trm), que pueden
separarse de las células T infiltrantes pero no residentes. Las células TRM CD8
hepaticas tienen un fenotipo distinto al de las células T de la sangre periférica o de
otros tejidos, que puede estar inducido por el microambiente Unico del higado y
desempenar un papel clave en la inmunidad antiviral. En concordancia con informes
recientes, observamos que la expresion de PD-1 era sorprendentemente mayor en
las células T CD8 intrahepaticas que en las circulantes, en particular en la fracciéon

residente en el tejido (Trm, CD69+ CD103+, and Trm-like, CD69+ CD103).(114,119)

Curiosamente, la expresion de PD-1 en las TRM CD8 se correlacionaba tanto con los
niveles intrahepaticos de HBV-DNA y cccDNA, como con los de cirB-RNA. Nuestros
datos demuestran que la replicacién activa del VHB afecta al microambiente
hepatico, lo que conduce a una regulacién al alza de PD-1 en las células Trm. Dado
gue muchos de estos pacientes tenian valores de ALT casi normales, la correlacion
de PD-1 con la actividad de replicacién del VHB puede ser una respuesta de
retroalimentacion para proteger las células T CD8 o indicar una inflamacidn hepatica
subclinica. En apoyo de la funcion de la replicacion del VHB en la expresién de PD-1
en el lugar de la infeccion, observamos una expresion de PD-1 significativamente
mayor en las células CD8 Tgm (CD69+CD103+) y Triw-like (CD69+CD103-) en pacientes
naive en comparacidon con los pacientes tratados con NUC durante un periodo

prolongado.

Aunque hubo una correlacion entre el analisis de PBMC y el intrahepatico en
términos de células T CD8 PD-1+, las diferencias entre pacientes tratados e ingenuos

observadas en el compartimento intrahepatico no se reflejaron en el andlisis de
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células T CD8 periféricas. Esto ultimo sugiere que el muestreo sanguineo no puede
representar plenamente el impacto de la supresion viral a largo plazo mediante NUCs

sobre esta diana inmunitaria en el compartimento hepatico.

Estudios previos han demostrado que la expresion de PD-1 disminuyé en las células
T CD8 totales y especificas del VHB de la sangre de pacientes tratados con telbivudina
o lamivudina durante 1 afio.(120,121) En nuestro estudio, el porcentaje de células T
CD8 circulantes PD-1-positivas disminuyd en 3 de 4 pacientes después de iniciar los
NUC. Sin embargo, esta disminucidn fue mayor en las TRM CD8 que en las células T
CD8 periféricas. Estos resultados sugieren que la supresion de la replicacién viral por
NUCs puede contribuir a disminuir la expresion de PD-1 en las células T CD8 que
residen en el higado. Reforzando estos resultados, al analizar a los pacientes
sometidos a la interrupcion de los NUC (y al rebote del VHB-ADN), se observd un
aumento de la expresidon de PD-1 tanto en las células T CD8 circulantes como en las

intrahepdticas, que fue mas pronunciado en las TRM CD8 hepdticas que en sangre.

Para obtener una vision mas profunda del papel de los TRM CD8 que expresan PD-1,
analizamos los datos longitudinales de scRNA-seq intrahepaticos de 5 pacientes con
CHB que iniciaban tratamiento con NUC en una cohorte separada.(122) Nuestra
poblacién PD-1+ CD8 Tgrm caracterizada por citometria de flujo se agrupd junto con
una poblaciéon de células T CD8+ policlonales CXCR6+ residentes en el higado
mediante scRNAseq. Esta ultima incluia una poblacidon residente en el tejido
caracterizada por una firma activada a pesar de la presencia de marcadores de

agotamiento como PDCD1, LAG3, TIM3, TIGIT y TOX.

Tras 24 semanas de tratamiento con TAF, la expresion de moléculas efectoras (IFNG
y FASLG) y marcadores de activacidon (HLA-DR, IL2RG) en TRM CD8 disminuyo de
forma concomitante con los niveles de expresidon de PD-1y LAG3. En este contexto,
esta poblacion puede representar una poblacién de células T CD8+ espectadora
implicada en la patogénesis de la CHB, sélo presente cuando hay dafo hepatico

(niveles elevados de ALT).
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Este fenotipo paraddjico de marcadores de activacion y niveles elevados de
inhibidores de puntos de control inmunitarios favorece el papel dual de PD-1 en las
células T CD8 intrahepdticas. Por un lado, un nivel elevado de PD-1"&" puede ser un
marcador de células T especificas del VHB disfuncionales,(86,123) mientras que, por
otro lado, puede no impedir la funcionalidad de las células T CD8+ e incluso ser un
marcador de activacién. De hecho, la funcidn de la PD-1 puede ser diferente en las
células T especificas del VHB y en las células T CD8 transeuntes, como propuso

Kefalakes H para la hepatitis crénica delta.(124)

Ademas, las células que expresan PD-1 pueden ser moduladas por células que
expresan PD-L1 dentro del higado. Esto se veria respaldado por un informe reciente
gue sugiere que la expresién de PD-L1 de las células NK residentes en el higado
puede atenuar la lesion hepatica inducida por el higado.(87) Se ha descrito que una
poblacién de células residentes en el higado hepatotdxicas similares con alta

expresion de PD-1 desempefia un papel en otras enfermedades hepaticas.(125)

PD-1 es una de las principales dianas de investigacion de las inmunoterapias actuales
en la CHB, ya que el bloqueo de la via del receptor inhibidor de PD-1 revigoriza el
agotamiento de las células T CD8+(126) y mejora el control inmunitario de las

infecciones crénicas y el cancer.(127)

Ademas, estudios in vitro sugieren que el bloqueo de PD-1 en combinacion con
CD40L puede ser capaz de recuperar parcialmente las células B disfuncionales
especificas del virus en pacientes con CHB.(113,128) Sin embargo, un estudio previo
informd de que una alta frecuencia de células T CD8 especificas del VHB
funcionalmente agotadas se asociaba tanto con la falta de reactividad ex vivo como
con la falta de respuesta al bloqueo de PD-L1.(129) Las células T agotadas expresan
multiples capas de receptores coinhibitorios que pueden limitar las células T cuando
se bloquea PD-1, y los defectos epigenéticos y metabdlicos subyacentes pueden
limitar la capacidad de rescatar estas respuestas. La variabilidad en la expresion de
PD-1 en las células T en el lugar de la infeccidn puede determinar la respuesta

variable al bloqueo de PD-1 observada en un ensayo clinico temprano.(130)
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En conclusidn, nuestros datos muestran una asociacidén entre la expresion de PD-1
en células T residentes en el higado y la replicacién del VHB, junto con una reduccién
mediante la supresidn viral a través de la terapia NUC. Queda por explorar el
mecanismo por el cual la carga de VHB se asocia con la expresion global (y no sélo
especifica de VHB) de PD-1 en células T o si los NUC pudiesen ser capaces de modular
la expresion de PD-1. El hecho de que la disponibilidad de PD-1 pueda ser importante
para la respuesta a la inmunoterapia anti-PD-1 sugiere que devolver PD-1 a los
niveles basales en las células T hepaticas globales (por ejemplo, deteniendo los
NUCs) al atacar este eje seria una estrategia interesante para lograr la curacién
funcional del VHB. Nuestros resultados abordan algunas cuestiones no resueltas
relativas a la funcionalidad de subconjuntos heterogéneos de TRM en el higado de
pacientes con CHB para allanar el camino al desarrollo de vacunas e inmunoterapias

novedosas.

Caben a destacar algunas limitaciones en estos estudios; en el estudio 1, aunque el
umbral de HBsAg no fue un criterio de inclusidn, nuestra cohorte se caracteriza por
una proporcidn de pacientes con niveles bajos de HBsAg al inicio, lo que podria haber
influido en la mejora de las tasas de éxito en este estudio. No obstante, al excluir a
los dos pacientes con gHBsAg mas bajo (<1 Ul/ml), el analisis estadistico relativo a
las diferencias basales y los factores predictivos siguié siendo el mismo. En segundo
lugar, debido a la cantidad limitada de tejido hepatico, no pudimos evaluar la
integraciéon VHB-ADN ni estudiar las respuestas inmunitarias innatas dentro del
higado(131) o la contribucion de las células T residentes en el higado al control
viral.(132,133) Por ultimo, no podemos descartar una futura transicion a una fase de
infeccidn por VHB diferente en pacientes con control viroldgico, por lo que estos

pacientes permanecen bajo seguimiento clinico.

En cuanto al estudio 2; debido al pequeiio nimero de linfocitos aislados de las PAAF
(dos pasajes), nos centramos en la respuesta global para evitar sesgos relacionados
con un numero insuficiente de células T especificas del VHB. Sin embargo, dado el

tamafio de esta poblacion y su perfil activado antes del tratamiento, es poco
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probable que estas células representen la poblacién especifica del VHB.
Curiosamente, la expresion de PD-1 se ha asociado con la persistencia de células T
especificas del VHB y el control viral tras la interrupcion del NUC.(111) Los estudios
futuros deberan examinar otros marcadores fenotipicos y transcripcionales de

activacion y agotamiento.(129,134)

Asi pues tenemos que el primer estudio aborda el primer objetivo observando que
la funcionalidad de las células T CD8+ y CD4+ especificas del VHB, evaluada por la
produccién de CD107a e IFNy, es mayor en pacientes que lograron mantenerse sin
tratamiento antiviral. Este destaca que una mayor presencia de células T
polifuncionales se asocia con un mejor control de la replicacién viral, lo que subraya
la importancia del sistema inmune adquirido en la respuesta tras la suspensién del
tratamiento antiviral. En cuanto al segundo objetivo (evaluar la utilidad de la
determinacién del cccDNA intrahepatico como factor predictivo de respuesta tras la
interrupcién del tratamiento antiviral), el primer estudio también aborda este
objetivo mediante el andlisis del cccDNA intrahepatico en pacientes que
interrumpieron el tratamiento con NA. Los resultados muestran que una menor
actividad transcripcional del cccDNA, medida por la relacion iHBV-RNA/cccDNA, se
asocia con un mejor resultado tras la interrupcion del tratamiento. Este hallazgo
sugiere que aunque la cuantificacion del cccDNA intrahepatico no mostrd ser un
factor predictivo, el ratio con el iHBV-RNA podria ser Util para evaluar la probabilidad
de éxito tras la suspensién del tratamiento antiviral. En el tercer objetivo (estudiar
la relacién entre los factores virolégicos e inmunolégicos en el contexto de la
hepatitis B crénica), ambos estudios contribuyen. El primero correlaciona la pérdida
de HBsAg y la actividad del cccDNA con la funcionalidad de las células T especificas
del VHB, destacando cdmo los factores viroldgicos e inmunoldgicos estdn
interrelacionados. El segundo, afiade a este entendimiento al mostrar cdmo la
replicacion activa del VHB y los niveles de cccDNA intrahepatico se correlacionan con
la expresidn de PD-1 en las células T CD8 hepaticas, proporcionando una vision mas

detallada de cdmo estos factores interactian en el microambiente hepatico.
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Los dos ultimos objetivos se ven abordados por el estudio 2, donde se compara la
expresiéon de PD-1 en células T CD8 circulantes y intrahepaticas observando que la
expresiéon de PD-1 es significativamente mayor en las células T CD8 residentes en el
higado (TRM) que en las circulantes. Este estudio demuestra que las respuestas
inmunitarias intrahepdticas pueden no estar reflejadas en la periferia, subrayando la
importancia de analizar ambos compartimentos para una comprensién completa de
la inmunidad en la hepatitis B crénica. Ademas, profundiza en el papel de las células
CD8 TRM en el higado. Observa que estas células tienen una mayor expresion de PD-
1y estan implicadas en la respuesta inmunitaria local contra la replicacién del VHB.
Ademas, el estudio muestra que la supresion viral mediante NUCs puede reducir la
expresion de PD-1 en las células CD8 TRM, sugiriendo que estas células juegan un
papel crucial en la inmunidad antiviral y pueden ser un objetivo importante para

futuras terapias.

En resumen, ambos estudios contribuyen significativamente a los objetivos de la
investigacion, proporcionando una comprension mds profunda de la interaccién
entre factores virolégicos e inmunolégicos, la importancia del cccDNA intrahepatico,
las diferencias entre la inmunidad periférica y hepatica, y el papel critico de las

células CD8 TRM en la hepatitis B crdnica.
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CONCLUSIONES
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La retirada del tratamiento con andlogos de nucleds(t)idos es factible en una

proporcién elevada de pacientes con hepatitis B cronica B HBeAg negativo.

Los titulos bajos de HBsAg en el momento de la interrupcidn del tratamiento
identifican a los pacientes que lograran la cura funcional. Asimismo, estos

pacientes presentan una menor actividad transcripcional del cccDNA.

La funcionalidad de las células T especificas frente al VHB puede contribuir a

un mejor control viroldgico tras la retirada de los andlogos de nucleds(t)idos.

La expresidn de PD-1 en las células CD8 TRM estd asociada con marcadores
intrahepaticos de replicaciéon del VHB (iHBV-ADN y cccDNA) y marcadores

séricos de la actividad transcripcional del cccDNA (cirB-RNA y HBcrAg).

La expresion de PD-1 en las células CD8 TRM es menor en pacientes con
supresion viral a largo plazo que en pacientes no tratados, mientras que la
retirada del tratamiento tiene el potencial de impulsar la reexpresion de PD-

1 en estas células.

El andlisis de la expresion de PD-1 en PBMC no refleja completamente el
impacto del tratamiento antiviral en pacientes con elevaciones leves de ALT,

especialmente en aquellos con hepatitis B cronica HBeAg-negativo.

Los datos scRNA-seq corroboran el impacto de la supresidn viral inducida por

el tratamiento en la expresion de PD-1 en poblaciones de células CD8 TRM

definidas transcripcionalmente a partir de una cohorte independiente.
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Background & Aims: Factors associated with a successful
outcome upon nucleos(t)ide analogue (NA) treatment with-
drawal in HBeAg-negative chronic hepatitis B (CHB) patients
have yet to be clarified. The objective of this study was to analyse
the HBV-specific T cell response, in parallel with peripheral and
intrahepatic viral parameters, in patients undergoing NA
discontinuation.

Methods: Twenty-seven patients without cirrhosis with HBeAg-
negative CHB with complete viral suppression (>3 years) were
studied prospectively. Intrahepatic HBV-DNA (iHBV-DNA),
intrahepatic HBV-RNA (iHBV-RNA), and covalently closed circu-
lar DNA (cccDNA) were quantified at baseline. Additionally,
serum markers (HBV-DNA, HBsAg, HBV core-related antigen
[HBcrAg] and HBV-RNA) and HBV-specific T cell responses were
analysed at baseline and longitudinally throughout follow-up.
Results: After a median follow-up of 34 months, 22/27 patients
(82%) remained off-therapy, of whom 8 patients (30% of the total
cohort) lost HBsAg. Baseline HBsAg significantly correlated with
iHBV-DNA and iHBV-RNA, and these parameters were lower in
patients who lost HBsAg. All patients had similar levels of
detectable cccDNA regardless of their clinical outcome. Patients
achieving functional cure had baseline HBsAg levels <1,000 U/
ml. Similarly, an increased frequency of functional HBV-specific
CD8+ T cells at baseline was associated with sustained viral
control off treatment. These HBV-specific T cell responses per-
sisted, but did not increase, after treatment withdrawal. A
similar, but not statistically significant trend, was observed for
HBV-specific CD4+ T cell responses.

Conclusions: Decreased cccDNA transcription and low HBsAg
levels are associated with HBsAg loss upon NA discontinuation in

Keywords: Hepatitis B virus; Chronic hepatitis B; Nucleos(t)ide analogue; Antiviral

therapy discontinuation; HBsAg; HBcrAg; Covalently closed circular DNA; HBV-RNA;
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patients with HBeAg-negative CHB. The presence of functional
HBV-specific T cells at baseline are associated with a successful
outcome after treatment withdrawal.

Lay summary: Nucleos(t)ide analogue therapy can be dis-
continued in a high proportion of chronic hepatitis B patients
without cirrhosis. The strength of HBV-specific immune T cell
responses may contribute to successful viral control after anti-
viral treatment interruption. Our comprehensive study provides
in-depth data on virological and immunological factors than can
help guide individualised therapy in patients with chronic hep-
atitis B.

© 2020 European Association for the Study of the Liver. Published by
Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY license
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introduction

Functional cure, defined as the loss of HBsAg, with or without the
development of anti-HBs antibodies, is regarded as the optimal
treatment endpoint in patients with HBeAg-negative chronic
hepatitis B (CHB). However, despite more than 10 years on
nucleos(t)ide analogue (NA) therapy, this endpoint is only ach-
ieved in 1-5% of patients.” The latest EASL guidelines propose
NA discontinuation in selected HBeAg-negative patients without
cirrhosis who have achieved long-term (>3 years) virological
suppression on treatment, if close clinical monitoring can be
guaranteed after NA discontinuation.” These recommendations
are based on data from studies evaluating treatment withdrawal
in Caucasian HBeAg-negative patients with complete viral sup-
pression on NA therapy>* where the rate of HBsAg loss after NA
discontinuation reached 20%. Importantly, a high proportion of
these patients achieved sustained virological remission (low
HBV-DNA levels and normal alanine aminotransferase [ALT]
levels). Despite this recommendation, some clinicians may be
reluctant to offer NA withdrawal to their patients owing to the
high probability of viral rebound after stopping antiviral therapy
(serum HBV-DNA >2,000 IU/ml in about 55-70%).° However,
viral relapses are not always associated with ALT flares and,
when transitory, may lead to long-term virological remission. In
addition, an accurate definition of relapse and criteria for NA re-
introduction are needed to prevent premature re-treatment that
may impair the possibility of remission or functional cure.®

EASL

The Home of Hepatology


http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:xforns@clinic.cat
mailto:sofiapp@clinic.cat
https://doi.org/10.1016/j.jhep.2020.11.043
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.jhep.2020.11.043&domain=pdf

¥L01-7901 | ¥L '[oA 1202 ASojojeday jo [euinof

G901

Table 1. Characteristics of the entire cohort at baseline and during follow-up according to clinical outcome.

Variables ALL patients (n = 27) HBsAg loss (n = 8) Virological control (n = 14) Treatment re-introduction (n = 5) p value
Sex (male) 21 (78%) 7 (87%) 10 (71%) 4 (80%) 0.67
Age (years) 56 (45-61) 60 (57-63) 51 (43-56) 46 (44-65) 0.17
Duration of NA therapy (years) 8 (7-13) 13 (9-15) 8 (7-12) 8 (7-11) 0.18
NA therapy

Tenofovir 20 (74%) 8 (100%) 9 (64%) 3 (60%) 0.13

Entecavir 7 (26%) 0 5 (36%) 2 (40%)
Baseline elastography (kPa) 4.8 (4.0-5.5) 43 (3.3-5.1) 4.8 (3.9-5.3) 4.8 (3.9-5.3) 0.28
Last elastography (kPa; n = 19) 5.3 (4.3-6.1) 44 (3.7-54) 5.7 (4.2-6.7) 5.3 (4.9-5.7) 0.19
Fibrosis stage

FO-1 25 (93%) 7 (88%) 13 (93%) 5 (100%) 0.70

P2 2 (7%) 1(12%) 1(7%) 0
HBV genotype

A 3(11%) 0 2 (14%) 1 (20%) 0.31

C 1 (4%) 0 1(7%) 0

D 21 (78%) 6 (75%) 1(78%) 4 (80%)

F 2 (7%) 2 (25%) 0 0
Baseline ALT (IU/L) 23 (17-26) 21 (17-26) 23 (19-28) 6 (15-27) 0.45
ALT peak > 2 ULN 17 (63%) 3 (36%) 9 (64%) 5 (100%) 0.07
ALT peak >5 ULN 8 (29%) 3 (36%) 2 (14%) 3 (60%) 0.13
ALT peak > 10 ULN 6 (22%) 3 (36%) 1(7%) 2 (40%) 0.15
Last ALT (IU/L) 22 (16-30) 17 (16-20) 28 (23-33) 27 (22-36) 0.004
HBV-DNA peak 2,000 [U/ml 21 (78%) 3 (37%) 13 (93%) 5 (100%) 0.005
HBV-DNA peak > 20,000 IU/ml 12 (44%) 2 (25%) 5 (36%) 5 (100%) 0.019
Serum virological markers
Baseline gHBsAg (IU/ml) 1,310 (556-3,031) 70 (13-507) 2,020 (1,089-4,361) 2,122 (933-3,158) 0.002

<2,000 IU/ml 17 (63%) 8 (100%) 7 (50%) 2 (40%) 0.03

< 1,000 IU/ml 11 (41%) 7 (87%) 3 (21%) 1 (20%) 0.006

<100 IU/ml 5 (18%) 5 (63%) 0 0 0.001
Last qHBsAg (IU/ml) 372 (0-1,689) 0 1,368 (175-2,749) 661 (350-1,953) 0.82

<2,000 IU/ml 21 (28%) na. 9 (64%) 4 (80%) 0.48

<1,000 IU/ml 17 (63%) na. 6 (43%) 3 (6 %) 0.62

<100 IU/ml 10 (37%) na. 2 (14%) 0.53
Delta qHBsAg (Log IU/ml) -0.22 -(0.58-0.16) na. -0.22 -(0.66-0.14) -0.39 —(0.51—0.17) 0.92
Baseline HBcrAg (positive) 13 (48%) 2 (25%) 8 (57%) 3 (60%) 0.29
Baseline HBcrAg (log U/ml)* 3.2 (2.8-5.1) 3.9 (2.8-51) 3.0 (2.8-3.3) 3.0 (2 8-3.4) 0.97
Last HBcrAg (positive) 8 (29%) 1(12%) 5 (36%) 2 (40%) 0.53
Baseline HBV-RNA (positive) 11 (41%) 1(12%) 7 (50%) 3 (60%) 0.14
Baseline HBV-RNA (copies/ml)* 136 (96-842) n.a. 101 (96-477) 840 (603-922) 0.07
Last HBV-RNA (positive) 10 (37%) 0 7 (50%) 3 (60%) 0.53
Liver virological markers at baseline
iHBV-DNA (copies/cell) 0.36 (0.14-1.02) 0.04 (0.02-0.13) 0.58 (0.25-1.15) 0.91 (0.53-1.33) 0.001
cccDNA (copies/cell) 0.09 (0.035-0.36) 0.04 (0.01-0.40) 0.11 (0.06-0.36) 0.05 (0.02-0.29) 0.32
iHBV-RNA (positive)' 12/18 (67%) 2[7 (14%) 7/8 (87%) 3/3 (100%) 0.009
iHBV-RNA (copies/25 ng total RNA)*" 203 (37-4,417) na. 655 (28-4,417) 123 (29-184) 0.15
iHBV-RNA/cccDNA*! 3,834 (76-34,780) n.a. 5,642 (76-34,780) 3,835 (3,174-28,996) 0.72

Categorical and quantitative data are expressed as n (%) and median (IQR), respectively. Groups were compared using the Chi-square test for categorical variables and the ANOVA test for continuous variables.

ALT, alanine aminotransferase; cccDNA, covalently closed circular DNA; iHBV-DNA, intrahepatic HBV-DNA; iHBV-RNA, intrahepatic HBV-RNA; n.a., not applicable; ULN, upper limit of normal.

*Analysis of median (IQR) values for HBcrAg, HBV-RNA, iHBV-RNA, and iHBV-RNA/cccDNA was performed only considering patients with positive results.

Data available for 18 patients. One patient in the HBsAg loss group had detectable iHBV-RNA <LLQ,
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Fig. 1. Patient outcome and viral kinetics after NA discontinuation. (A) Patient outcome after NA discontinuation. Bars represent the percentage of patients
with HBsAg loss, virological control, or re-treatment. The number of patients is shown within the bars. (B) HBV-DNA, HBsAg, and ALT kinetics. For re-treated
patients, the dotted line represents the evolution after treatment re-introduction. ALT, alanine aminotransferase; NA, nucleos(t)ide analogue.

Several studies have suggested that patients with lower
circulating HBsAg at the time of NA withdrawal have an
increased probability of remaining off-therapy or achieving
HBsAg loss™’ although other studies have failed to find an as-
sociation.®® The evaluation of the prognostic value of other
serum markers of HBV replication such as HBV core-related
(HBcrAg) and HBV-RNA may be of interest, but data are
scarce.”!®!! To date, no study has evaluated the significance of
HBV replication markers within the liver, such as total intra-
hepatic HBV-DNA (iHBV-DNA), covalently-closed circular DNA
(cccDNA) or intrahepatic HBV-RNA (iHBV-RNA) in relation to NA
therapy discontinuation.

As in naturally-resolving HBV infection,'> the HBV-specific
immune response plays an important role in determining the
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outcome of viral control after NA discontinuation. A recent study
has shown that patients with a higher frequency of HBV-specific
T cell responses are less likely to develop ALT flares when stop-
ping NAs.”> One study has also shown a tendency for HBV-
specific T cell responses to increase after NA cessation, that can
be further enhanced by PD-1 blockade.'* To our knowledge, this
is the first study to evaluate a number of viral and immunological
parameters simultaneously. Therefore, our objective was to
assess the proportion of patients with HBeAg-negative CHB
achieving HBsAg loss or virological control after NA interruption,
and to identify potential biomarkers associated with predicting
outcome. For this purpose, we longitudinally analysed HBV-
specific T cell responses in parallel with peripheral and
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intrahepatic virological markers after NA discontinuation in a
well-characterised cohort of HBeAg-negative CHB patients.

Materials and methods

Patients

This is a prospective single-centre study involving 27 patients
with HBeAg-negative CHB with complete virological control
(undetectable HBV-DNA and normal ALT levels) for at least 3
years under NA therapy (entecavir or tenofovir). Exclusion
criteria included advanced liver disease (F3-F4 according to
METAVIR by liver biopsy or previous diagnosis of cirrhosis),
immunosuppressive therapy, hepatocellular carcinoma, or coin-
fection with HIV, HCV, or HDV.

The study was approved by the Hospital Clinic institutional
Ethics Committee and was conducted in compliance with the
principles of the Declaration of Helsinki, Good Clinical Practice
guidelines, and local regulatory requirements. All patients pro-
vided written informed consent before screening.

Study design

All patients underwent a liver biopsy before treatment with-
drawal (baseline). Serum samples were collected at baseline and
at 3, 6, 12, 18, and 24 months during a follow-up period. Pe-
ripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were also obtained at
baseline, 3, and 12 months after NA discontinuation. Assess-
ments after treatment interruption included clinical evaluation,
standard laboratory testing for liver function, HBsAg, and HBV-
DNA monthly during the first 6 months and then every 3-4
months until the 24-month follow-up.

Re-introduction criteria and study endpoints

Criteria for re-introduction of antiviral treatment during follow-

up were as follows:

¢ Two consecutive ALT measurements >10 upper limit of normal
(ULN) regardless of the HBV-DNA level.

e ALT >5-10 ULN and HBV-DNA >2,000 IU/ml persisting for >28
days (4 weeks).

e ALT >2-5 ULN and HBV-DNA >2,000 IU/ml persisting for >6
months.

e Need for immunosuppressive treatment.

The primary efficacy endpoint was the proportion of patients
achieving HBsAg loss (functional cure) or virological control
(patients who remained off-therapy being HBsAg positive) after
treatment withdrawal. Secondary endpoints included the
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analysis of virological and immunological markers as potential
predictors of response.

Full materials and methods regarding the assessment of
virological parameters, immune responses and statistical anal-
ysis are available in the Supplementary data. Further details
regarding the materials used can be found in the CTAT table.

Results

Patient characteristics and outcome after NA therapy
discontinuation

The overall demographic and baseline clinical characteristics of
the study cohort are shown in Table 1, with the individual patient
data in Table S1. Within the cohort studied, 93% were Caucasian
and 78% of patients were male with a median age of 56 years
(IQR 45-61). In line with the geographical location of this study,
the majority of patients (78%) were infected with HBV genotype
D. All patients had previously been treated with NA therapy for a
median period of 8 years; with 20 (74%) patients receiving
tenofovir and 7 (26%) entecavir. Of note, HBsAg levels remained
stable before NA treatment discontinuation in all patients
(Supplementary Fig. S1). All patients had normal ALT values at
baseline (<40 IU/L), with no patient presenting with advanced
fibrosis (F3-F4) according to liver stiffness and histological
assessment.

After a median follow-up of 34 (26-37) months, 22 patients
(82% of the total cohort) remained off-therapy, with 8 individuals
(representing 30% of the total cohort) achieving functional cure,
as defined by the loss of HBsAg (Fig. 1A and Table 1). Notably, the
median time to HBsAg clearance in these patients was 25
(22-33) weeks, with 5 of these 8 patients developing detectable
anti-HBs antibody. At the end of the follow-up period, among
those patients who remained off-therapy but were positive for
HBsAg (n = 14, 52%), considered ‘virological controllers’, 5 met
the criteria for HBeAg-negative chronic infection with normal
ALT values and HBV-DNA <2,000 IU/ml. The remaining patients
were in a ‘grey zone’; 7 had HBV-DNA levels >2,000 IU/ml with
normal ALT values, with a further 2 patients presenting with
elevated ALT levels that remained <2 ULN. Of the 27 CHB pa-
tients, only 5 patients (18%) required NA re-introduction after
stopping NAs (Fig. 1A). The reasons for treatment re-introduction
were: early flare in HBV-DNA and persistent ALT levels >10 ULN
(n = 1), high viraemia with persistent 2-5 ULN ALT levels for at
least 4 weeks (n = 3), and the need for high dose corticosteroid
therapy for more than 7 days (n = 1, who also had an ALT >2 ULN
and HBV-DNA >20,000 IU/ml >8 weeks). We did not find any
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Fig. 2. Correlations between HBsAg and intrahepatic replication markers before NA discontinuation. Correlation between HBsAg and (A) iHBV-DNA, (B)
iHBV-RNA, and (C) iHBV-RNA/cccDNA ratio as a measure of cccDNA transcriptional activity. Rho, Spearman’s correlation coefficient. #Data available for 18 pa-
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difference according to outcome after NA discontinuation when
considering patient characteristics including sex, age, type, and
duration of antiviral therapy or HBV genotype (Table 1 and
Supplementary Table S1).

HBV-DNA, ALT, and HBsAg Kinetics after NA withdrawal

In this cohort, HBV-DNA viraemia peaked within 1-3 months of
stopping NA therapy (Fig. 1B). Most patients had a virological
relapse defined as either an increase in HBV-DNA above 2,000
IU/mL (78%) or 20,000 IU/mL (44%).

ALT flares were observed in some patients during the ‘off-
therapy’ period, although these were mostly mild (Table 1). Pa-
tients with ALT flare >10 ULN presented with diverse clinical
outcomes with only 2 out of 6 patients needing treatment re-
introduction, whereas 4 out of 6 remained off-therapy,
including 3 who achieved HBsAg loss (Table 1 and Fig. 1B).
Neither HBV-DNA nor ALT kinetics predicted the clinical evolu-
tion during follow-up. The overall reduction in HBsAg levels was
-0.22 -(0.58-0.16) log IU/ml during follow-up with no differences
noted between virological controllers and patients re-starting
therapy (Fig. 1B). The evolution of the remaining markers
(HBcrAg and serum HBV-RNA) is shown in Table 1 and
Supplementary Table S1.

Baseline HBsAg significantly correlates with iHBV-DNA and
iHBV-RNA, but not cccDNA

Serum and liver parameters of HBV replication were analysed
before treatment interruption (Table 1 and Supplementary
Table S1). The median baseline HBsAg titre in our cohort was
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1,310 (556-3031) IU/ml, with 11 patients (41%) <1.000 IU/ml and
5 (18%) <100 IU/ml. Despite long-term NA therapy, all patients
had detectable iHBV-DNA and cccDNA at baseline. In contrast,
only 11 (41%) and 13 (48%) patients had detectable serum levels
of HBV-RNA and HBcrAg, respectively. Intrahepatic HBV-RNA
was detected in 67% of liver samples at baseline. Notably in all
patients with undetectable iHBV-RNA (n = 6), we were also un-
able to detect HBV-RNA in their matched serum samples. In 8
patients we detected both iHBV-RNA and serum HBV-RNA,
whereas in 4 patients only iHBV-RNA was detectable. In addi-
tion, 5 out of 7 patients with virological control and 2 out of 3
patients needing re-treatment had detectable iHBV-RNA and
positive serum HBV-RNA levels.

We analysed the correlations between baseline serum and
intrahepatic viral markers (Fig. 2 and Supplementary Table S2).
HBsAg correlated with both iHBV-DNA (rho = 0.65, p = 0.0003)
and iHBV-RNA (rho = 0.48, p = 0.04), but not with cccDNA.
Furthermore, serum HBV-RNA correlated with iHBV-DNA and
iHBV-RNA (rho = 0.50, p = 0.008 and rho = 0.56, p = 0.01,
respectively). We did not observe any correlation between the
duration of prior NA therapy and the expression of any virolog-
ical parameter tested (data not shown).

Low baseline HBsAg levels are associated with HBsAg loss
upon NA withdrawal

Patients achieving HBsAg loss had lower HBsAg and iHBV-DNA
but similar cccDNA levels at baseline, compared with the in-
dividuals sustaining virological control and those requiring re-
treatment (Table 1 and Fig. 3A). Importantly, 5 out of 7 (71%)
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patients who achieved HBsAg loss had undetectable iHBV-RNA at
baseline (p <0.01), whereas 91% of patients who remained
HBsAg-positive had detectable levels of iHBV-RNA (Table 1 and
Fig. 3B). In addition, baseline HBcrAg and serum HBV-RNA were
more frequently undetectable in patients who achieved HBsAg
loss than in patients who did not (HBcrAg: 75% vs. 42%; p = 0.12
and HBV-RNA: 88% vs. 47%; p = 0.053), although the differences
did not reach statistical significance. As shown in Fig. 3C, the
probability of HBsAg loss was higher among patients with low
HBsAg <1,000 IU/ml (log rank 9.9, p = 0.002). Combining HBsAg
levels <1,000 IU/ml and undetectable serum HBV-RNA did not
improve the predictive value for HBsAg loss (log rank 6.7, p =
0.009; Supplementary Fig. S2). Although virological parameters
predicted HBsAg loss, we did not see differences between the
virological control and relapse groups.

HBV-specific T cell responses at baseline are associated with
virological control off-treatment

To evaluate the impact of the HBV-specific T cell response on
the clinical outcome after NA discontinuation, we investigated
the effector capacity of HBV-specific CD4+ and CD8+ T cells after
in vitro stimulation with overlapping peptides (OLP) spanning
the core, envelope, or polymerase proteins. A representative
gating strategy and example flow cytometric plots are shown in
Supplementary Fig. S3 and individual data showing CD8+ and
CD4+ T cell responses at all time points are shown in

Journal of Hepatology 2021 vol. 74 | 1064-1074

Supplementary Fig. S4. Interestingly, an increased proportion of
patients that remained off-therapy had functional HBV-specific
CD8+ T cell responses against epitopes from more than one
HBV protein before NA withdrawal compared to those requiring
NA re-introduction (68% vs. 20% p = 0.048 for IFNy production
and 77% vs. 40% p = 0.099 for CD107a expression, respectively.
Of note, we defined an HBV-specific T cell response as >0.1%
after subtraction of the unstimulated control; Fig. 4A). Inter-
estingly, for both CD8+ and CD4+ T cells, responding cells to all
viral antigens were more likely to be detectable at baseline in
patients who remained off-therapy than in the re-treatment
group. Indeed, CD4+ and CD8+ T cells producing IFNy and
TNFa in response to any peptide pool were absent in all pa-
tients that had NA re-introduction. However, no statistically
significant differences were observed within groups likely
attributable to the number of patients falling in the re-
treatment group.

The percentage of degranulating CD8+ T cells (CD107a) in
response to stimulation with HBV-core OLP was significantly
higher at baseline and after 12 weeks of stopping NA treatment
in patients remaining off-therapy than in those requiring NA re-
introduction (p = 0.039 and 0.0093, respectively; Fig. 4B). How-
ever, these differences in CD107a responses between patient
groups were not maintained when focusing on OLP encom-
passing the envelope and polymerase proteins (Supplementary
Fig. S5).
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When we investigated the presence of polyfunctional CD8+
and CD4+ T cells (cells co-expressing IFNy and TNFa), we
observed that the percentage of core-specific CD8+ T cells pro-
ducing IFNy/TNFa at baseline was increased among patients who
remained off-therapy compared with those patients needing
treatment re-introduction (p = 0.031; Fig. 4C). Importantly, this
increase persisted for more than a year of follow-up whilst off-
therapy (p = 0.01). A similar trend was observed when probing
effector CD4+ T cells co-producing IFNy/TNFa, however, the dif-
ferences between outcome groups did not reach statistical sig-
nificance (Fig. 4C). Likewise, no differences were observed
between groups of patients (off-therapy and treatment re-
introduction) regarding the presence of polyfunctional T cell
responses against envelope and polymerase proteins
(Supplementary Fig. S6).

We also evaluated if there was any association between T cell
responses and the development of clinically relevant ALT flares
during follow-up. As shown in Supplementary Fig. S7, we
observed that HBV-specific CD8+ and CD4+ T cell responses at
baseline were similar between patients regardless of whether
they developed an ALT flare (using a threshold of >2 ULN).

HBV-specific responses do not increase following treatment
withdrawal

To investigate the impact of NA discontinuation on functional
HBV-specific T cells, we performed a longitudinal analysis of the
T cell responses against HBV OLP at 12 and 48 weeks after NA
withdrawal. We found that the frequency of either HBV-specific
CD8+ or CD4+ T cells detectable by intracellular cytokine staining
for the antiviral mediators CD107a, IFNy, and/or TNFao did not
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significantly change during follow-up compared to baseline
(Fig. 5A and Supplementary Fig. S4). Similarly, when classifying
patients according to whether they remained off-therapy or
required treatment re-introduction, no significant changes in any
effector functions to any of the peptide pools were detected at
week 12 or 48 compared with baseline (Fig. 5B).

As HBsAg loss with or without the production of anti-HBs
represents the best predictor of success upon discontinuation
of NA therapy, we analysed HBV-specific CD8+ and CD4+ T cell
responses within this small group of individuals. Notably, the
effector CD8+ T cell response to antigenic stimulation in these
patients was heterogeneous, with a significantly greater magni-
tude of response to HBV OLP stimulation in some patients, and
with absent or very weak responses for all mediators (CD107a,
IFNy or TNFa) in others (Fig. 6A). The longitudinal analysis after
NA cessation did not show significant changes in the response
rates in this subgroup of patients (Fig. 6B). Similar results were
obtained for HBV-specific CD4+ T cell responses (data not
shown).

The strength of HBV-specific T cell responses does not
correlate with serum or intrahepatic virological markers

We next explored whether differences in the HBV-specific T cell
response were associated with serum or intrahepatic virological
parameters. As we noted, baseline HBsAg levels <1,000 [U/ml were
predictive of HBsAg clearance in our cohort, we classified patients
accordingly and analysed their HBV-specific CD8+ and CD4+ T cell
responses at baseline. The proportion of patients with HBV-
specific effector T cells as well as the frequency of polyfunctional
T cells co-producing IFNy/TNFa were similar regardless of HBsAg
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Fig. 6. HBV core-specific CD8+ T cell responses in patients who achieved HBsAg loss after treatment withdrawal. (A) Representative dot plots of HBV-specific
effector CD8+ T cells from 2 patients who lost HBsAg. (B) Longitudinal HBV-specific T cell responses against core OLP in patients that achieved HBsAg loss after
stopping therapy. No differences were observed at weeks 12 and 48 when comparing to baseline (Wilcoxon Signed-Rank test).

titres (Supplementary Fig. S8). We did not find any significant
correlation between peripheral HBV-specific T cell responses and
other serum (e.g. HBcrAg) or liver replication markers (iHBV-DNA,
cccDNA, iHBV-RNA, or iHBV-RNA/cccDNA ratio).

Safety

Importantly, no patient developed hepatic decompensation, he-
patocellular carcinoma, or died during follow-up. Bilirubin levels
greater than 2 mg/dl or prolongation of prothrombin time were
not detected at any time point, even amongst those individuals
requiring treatment re-introduction. No other adverse events
were detected during the follow-up period. All patients requiring
NA re-introduction had a subsequent good response with ente-
cavir or tenofovir, returning to undetectable serum HBV-DNA
and a normal ALT within 6 months. Furthermore, we observed
no change in liver stiffness assessment at the 24-month follow-
up in 19 of our 27 patients compared with their matched base-
line assessment or when comparing treatment outcome groups
(Table 1).

Discussion
Despite lifelong treatment with NA being safe and effective in
patients with HBeAg-negative CHB, the overall rate of HBsAg loss
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remains low."” Several new direct-acting antivirals and immu-
nomodulatory compounds are in clinical evaluation with the aim
of achieving functional cure of CHB with finite treatment dura-
tion.”” Alternatively, NA discontinuation has been proposed as a
promising therapeutic strategy to promote HBsAg loss or at least
sustained off-treatment viral control in a considerable propor-
tion of patients.”~>'® However, the reported rates of HBsAg loss
in NA withdrawal studies have been enormously variable, in part
owing to the heterogeneity of patient cohorts, and the absence of
standardised treatment re-introduction criteria. To investigate
the correlates of outcomes upon NA cessation, we analysed liver
and serum markers of HBV replication in parallel with assess-
ment of HBV-specific T cell immunity in a well-characterised
cohort of patients with HBeAg-negative CHB undergoing NA
discontinuation.

In our study, after a median follow-up of 2.8 years from
treatment interruption, 82% of patients remain off-therapy and 8
(30% of the total cohort) continued to remain HBsAg negative.
Virological relapses were observed in the majority (78%) of pa-
tients although these were not always associated with
biochemical relapses. Indeed, most of the ALT flares were mild
and temporary, leading to long-term virological and biochemical
remission with no patients developing liver dysfunction. Our
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results agree with those reported by Berg et al.,’ the only rand-
omised trial comparing the strategy of NA-therapy maintenance
and therapy withdrawal, which included a comparable popula-
tion in terms of genotypic and clinical characteristics.

Although treatment re-introduction criteria differ among the
current published studies, we and others have shown that lower
HBsAg titres at the time of NA withdrawal are associated with an
increased probability of HBsAg loss.>*®!7-1 In our study, a
threshold value for HBsAg of <1,000 IU/ml was a good predictor
whether a patient went on to lose HBsAg. Likewise, patients who
achieved HBsAg loss had lower iHBV-DNA levels at baseline; this
marker includes cccDNA, relaxed circular DNA, and integrated
HBV-DNA. Indeed, integration of HBV-DNA into the host genome
and its contribution to the formation of HBsAg particles?’ may
explain the good correlation between iHBV-DNA and HBsAg in
our cohort of HBeAg-negative patients chronically suppressed by
NA therapy.

We did not find an association between baseline cccDNA
levels and virological outcome. However, most patients
achieving HBsAg loss had undetectable iHBV-RNA (71%) and,
hence, reduced cccDNA transcriptional activity (iHBV-RNA/
cccDNA ratio). This would explain, at least in part, a more
favourable outcome in these patients. Indeed, 10 out of 11 pa-
tients not achieving HBsAg loss had detectable iHBV-RNA sug-
gesting transcriptionally active cccDNA and a higher risk of viral
rebound. We also studied the prognostic value of other surrogate
serum markers of cccDNA transcriptional activity such as HBcrAg
and serum HBV-RNA.”??? The proportion of patients with un-
detectable serum HBV-RNA or HBcrAg at baseline in our cohort
was higher among patients achieving HBsAg loss (7/8 and 6/8
patients, respectively), however, these markers did not improve
the ability of HBsAg levels to predict functional cure. Impor-
tantly, serum HBV-RNA and HBcrAg may have become unde-
tectable in HBeAg-negative patients under long-term NA therapy
thus limiting their predictive power.”?!

As adaptive immune responses are important for the control
of HBV infection,'>?>*>%* we analysed the effector functionality of
HBV-specific CD4+ and CD8+ T cells at the time of treatment
withdrawal (baseline) and throughout NA discontinuation. At
baseline, the proportion of patients with HBV-specific CD8+ T
cells expressing CD107a and IFNy after in vitro peptide stimula-
tion was higher amongst patients who subsequently remained
off-therapy compared with those that needed treatment re-
introduction. The presence of polyfunctional T cells has been
associated with an improved control of viral replication.??°
Accordingly, we found that the frequency of HBV-specific T cell
co-producing IFNy/TNFa were higher both at baseline and 1 year
after stopping therapy in patients who remained off-therapy.
However, in contrast to recent findings,' treatment with-
drawal did not induce any significant change in the HBV-specific
CD8+ and CD4+ T cell response after 12 or 48 weeks of follow-up.

Interestingly, patients achieving HBsAg loss presented a het-
erogeneous HBV-specific effector T cell response both at baseline
and during follow-up, with no clear pattern differentiating those
patients achieving HBsAg loss after an ALT flare or not. In line
with the concept that HBV-specific CD8+ T cells can exert viral
control without liver damage,>* a recent study showed higher
baseline frequencies of core and polymerase-specific CD8+ T cells
were predictive of viral control in the absence of a flare after
treatment interruption.'® Our findings similarly show that higher
baseline HBV-specific CD8+ T cells were predictive of virological
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control off-treatment. In both studies, ALT flares were not asso-
ciated with significant increases in HBV-specific CD8+ T cell
frequency (in the Rivino et al'® study they were lower in the
flaring group), raising the possibility of alternative immune
mechanisms driving liver damage.

Finally, our study also has some limitations. First, although an
HBsAg threshold was not an inclusion criterion, our cohort is
characterised by a proportion of patients with low HBsAg levels
at baseline which might have influenced the improved success
rates in this study. Nonetheless, when excluding the 2 patients
with lower qHBsAg (<1 IU/ml), the statistical analysis regarding
baseline differences and predictive factors remained the same.
Second, because of the limited amount of liver tissue, we were
not able to assess HBV-DNA integration or to study innate im-
mune responses within the liver,?° or the contribution of liver-
resident T cells to viral control.>’~2° Lastly, we cannot rule out
future transition to a different HBV infection phase in patients
with virological control, thus these patients remain under clin-
ical monitoring.

In summary, stopping NA therapy is feasible in a high pro-
portion of HBeAg-negative patients without cirrhosis. Although
lower cccDNA transcriptional activity after long-term antiviral
therapy is associated with successful outcome after NA with-
drawal, intrahepatic viral parameters do not seem to improve the
predictive capacity of readily available serum markers such as
HBsAg. Indeed, low HBsAg levels (<1,000 IU/ml) may offer pre-
dictive value in assessing those patients in whom no specific
intervention other than stopping antiviral therapy and close
monitoring would be a valid therapeutic strategy for achieving
functional cure. For those patients with a less favourable viro-
logical profile, the strength of HBV-specific T cell responses at
baseline may contribute to the outcome of treatment interrup-
tion. The latter group may be more responsive to novel finite
immunotherapeutic options after NA discontinuation to increase
the rate of HBsAg loss.
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