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Background: During chronic hepatitis C virus (HCV) infection, HCV-specific 

cytotoxic T cells (CTLs) lack adequate effector functions and fail to control HCV. This 

impairment could be related with programmed death-1 (PD-1) and interleukin (IL)-7 

receptor (CD127) regulation. Engagement of PD-1 and its ligand, PD-L1, delivers a 

negative signal to the T cell receptor (TCR) activation pathways, avoiding proliferation 

and IL-2 production. On the other hand, CD127 plays an essential role in mature 

lymphocyte survival by counteracting apoptosis induction after antigen encounter 

through Bcl2-interacting mediator (Bim) down-regulation, enhancing IL-2 secretion and 

life span. Therefore, it could be possible that HCV infection could modulate PD-1 and 

CD127 expression in order to impair HCV-specific CTL reactivity through an induction 

of an anergic and pro-apoptotic state to favour viral persistence. 

Objectives: 1.- To describe HCV specific CTL response according to viral control, 

paying especial attention to PD-1 and CD127 expression. 2.- To analyse the effect of 

PD-1 and CD127 pathways modulation on HCV-specific CTL reactivity. 

Materials and Methods: Non-experimental cross-sectional analytical study. HCV-

specific CTL frequency, proliferation, γ-IFN production, and PD-1/CD127 phenotypes 

(dependent variables) according to viral control (independent variable) were analysed. 

HLA-A2+ HCV infected patients were recruited and divided into two groups according 

to their serum HCV RNA and alanine transaminase (ALT) levels; defined as persistent 

infection (PI), and resolved infection (RI). Peripheral blood (PBMC) and intrahepatic 

(IHMC) mononuclear cells were obtained. Directly ex-vivo and after specific 

stimulation, HCV-specific CTL frequency against three immunodominant epitopes 

(NS31406-1415, NS31073-1081  y Core132-140) was tested using labelled pentameric HLA-

A2/peptide complexes (Pent). Afterwards, PD-1/CD127 and γ-IFN production on HCV-

specific CTLs were analysed. HCV-specific CTL proliferation after specific in-vitro 

challenge in presence or absence of blocking anti-PD-L1 antibodies, to block PD-1/PD-

L1 pathway, and z-VAD-fmk to block apoptosis cascade, induced by IL-7 deprivation, 

were also tested. Bim expression was analysed after specific in-vitro challenge in 

presence of z-VAD-fmk. In order to test whether HCV sequence variation could affect 

to HCV-specific CTL response, NS31406-1415 and NS31073-1081 genes were sequenced in 

selected cases.  

Results: RI and PI patients displayed a low frequency of HCV-specific CTLs in 

peripheral blood (PB), but these cells were sequestered into the liver in PI patients. 

Directly ex-vivo, HCV-specific CTLs from PB displayed a higher PD-1 and lower 
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CD127 expression in PI with regard to RI cases. Interestingly, PD-1/CD127 phenotype 

on HCV-specific CTLs showed a positive and negative correlation respectively with 

viraemia in PI cases. Moreover, this PD-1/CD127 gradient was also observed between 

PB and liver in PI cases. Proliferation and γ-IFN production on HCV-specific CTLs 

from RI cases were higher than in PI cases. Specifically, proliferation and γ-IFN 

secretion after stimulation on PD-1-/CD127+ cells from RI cases was preserved, while it 

was impaired on PD-1+/CD127- cells from PI patients. PD1+/CD127+ population was 

also observed in some PI patients, and these maintained expansion ability but they did 

not target the infecting virus. Finally, HCV-specific CTL proliferation in PI increased 

after PD-1/PD-L1 interaction blocking, and after anti-apoptotic treatment. Bim 

expression on HCV-specific CTLs from PI patients was also enhanced. 

Conclusions: HCV-specific CTL response is still present in persistent infection but its 

reactivity is impaired. This impairment correlates with PD-1 up-regulation and CD127 

down regulation. Particularly, during chronic HCV infection non-reactive PD-1+ HCV-

specific CD8+ cells targeting the virus are CD127-/Bim+ and, blocking apoptosis and 

PD-1/PD-L1 pathway on them enhances in-vitro reactivity. Modulation of these two 

pathways could be considered as a future therapeutic tool for HCV chronic infection 

treatment. 
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LISTA DE ABREVIATURAS  

 
• A: Absorbancia 

• Ac: Anticuerpo 

• ADAR: Adenosina Desaminasa específica de RNA  

• ALT: Alanina Aminotransferasa  

• Apaf-1: Factor activador de proteasas de apoptosis 

• Apo: Apoproteína 

• Bcl-2: Proteína B-cell leukemia/linfoma 2 

• Bim:  Mediador de muerte celular que interactúa con Bcl-2 

• BrEt:  Bromuro de Etidio 

• BTLA:  Atenuador de linfocito B y T 

• CCR: C-C receptor de quimioquinas  

• CD: Antígenos de Diferenciación (Cluster of Differentiation) 

• CHC:  Carcinoma Hepatocelular  

• Cit c: Citocromo c 

• CMIH: Células Mononucleares Intrahepáticas 

• CMSP: Células Mononucleares de Sangre Periférica 

• CMV:  Citomegalovirus  

• CO2: Dióxido de Carbono 

• CPA: Célula Presentadora de Antígeno 

• CsA: Ciclosporina A 

• CTLA-4: Antígeno 4 de Linfocitos T Citotóxicos 

• CV:  Carga Viral 

• CXCL10: Proteína 10 inducida por Interferón-γ  

• Cy5: Ficoeritrina Cyanina 5 

• DAG:  Diacilglicerol 

• DC: Células Dendríticas 

• DCm: Células Dendríticas mieloides  

• DCp: Células Dendríticas plasmocitoides  

• DC-SIGN: Molécula-de-agarre-3 de adhesión intercelular específica de la célula 

dendrítica 
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• DEPC: Dietilenpirocarbonato 

• DNA: Ácido desoxirribonucleico 

• DNAc: Ácido desoxirribonucleico complementario 

• dNTP: Desoxirribonucleotidos Trifosfato 

• dsRNA: RNA de doble cadena 

• E: Estructural 

• EDTA:  Ácido Etilendiaminotetraacético 

• EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico  

• FADD: Dominio de muerte asociado a Fas   

• FITC: Fluoresceína 

• H2O: Agua 

• HCl: Ácido Clorhídrico 

• HLA: Complejo Mayor de Histocompatibilidad en humano 

• ICOS: Molécula coestimuladora inducible  

• IFN:  Interferón 

• Ig:  Inmunoglobulina 

• IL:  Interleuquina 

• IL-7R: Receptor de IL-7  

• IMC:  Índice de Masa Corporal 

• IMF:  Intensidad Media de Fluorescencia 

• IP:  Infección Persistente 

• IP3: Inositol trifosfato 

• IPS-1: Estimulador-1 del Promotor de Interferón  

• IQR:  Rango Intercuartil 

• IR:  Infección Resuelta 

• IRES: Sitio de entrada interno del ribosoma 

• IRF: Factor Regulador del Interferón    

• ISG: Genes estimulados por Interferón 

• ITAM:  Motivo de activación del inmunorreceptor basado en tirosina 

• ITIM: Motivo de inhibición del inmunorreceptor basado en tirosina 

• ITSM: Motivo de cambio del inmunorreceptor basado en tirosina 

• JAK: Janus Quinasa 
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• JNK:  Quinasa C-jun N-terminal 

• LCMV: Virus de la Linfocoriomeningitis Murina 

• Log: Logaritmo en base 10 

• L-SIGN: Integrina molécula-3-de-agarre de adhesión intercelular específica del 

hígado/ganglio linfático 

• MAPK:  Proteína quinasa activada por mitógenos 

• Mcl-1: Secuencia-1 de la leucemia de célula mieloide 

• MIP-1:  Proteína 1 quimiotáctica para monocitos 

• NF-κB: Factor nuclear κB 

• NK: Células Natural Killer 

• NKT: Células Natural Killer T 

• NS: No Estructural 

• OAS: 2'-5'-Oligoadenilato Sintetasa 

• OMS: Organización Mundial de la Salud 

• ORF: Marco de lectura abierto 

• PBS: Tampón fosfato salino 

• PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa 

• PD-1: Molécula de muerte programada-1 

• PD-L1: Ligando de PD-1 

• PE: Ficoeritrina 

• Pent+: Células CD8+ Pentámero+ 

• PKC:  Proteína Quinasa C 

• PKR: Proteína quinasa dependiente de RNA  

• PP2A: Proteína fosfatasa 2  

• PTK:  Protein-tirosin-quinasa  

• RE: Retículo Endoplásmico 

• r-HDL: Receptor de Lipoproteínas de alta densidad 

• RHV-1:  Región Hipervariable 1 

• RIG-I: Gen I inducible por ácido retinoico  

• RIP: Proteína 1 que interactúa con el receptor  

• r-LDL:  Receptor de Lipoproteínas de baja densidad 

• RNA: Ácido Ribonucleico 
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• RNAasa L: Endoribonucleasa L 

• rpm:  Revoluciones por minuto 

• RT: Retrotranscripción 

• RVS: Respuesta Virológica Sostenida 

• SHP-2: Proteína 2 con homología a Src  

• SOCS: Supresor de la señal de citoquinas  

• SRB-I: Recogedor clase B tipo I 

• STAT: Transductores de la Señal y Activadores de la Transcripción  

• STF: Suero de Ternera Fetal 

• Ta: Temperatura ambiente 

• TAP:  Transportador asociado al Procesamiento del Antígeno 

• TBE: Tris Buffer EDTA 

• TCR: Receptor de la Célula T     

• Th: Célula T helper    

• TIM: Motivo de Interacción con TRAF  

• TLR:  Receptor tipo Toll 

• TMC: Células T de memoria central 

• TME: Células T de memoria efectora 

• TNF-αααα: Factor de Necrosis Tumoral alfa 

• TNF-R: Receptor del Factor de Necrosis Tumoral 

• TRAF: Factor Asociado al Receptor del Factor de Necrosis Tumoral 

• Treg: Células T reguladoras 

• TRIF: Dominio Toll/IL-1R que contiene el adaptador inductor de IFN-β 

• UI:  Unidades Internacionales 

• UTR:  Región no Traducida  

• VEB: Virus de Epstein-Barr 

• VHB:  Virus de la Hepatitis B 

• VHC: Virus de la Hepatitis C 

• VIH:  Virus de la Inmunodeficiencia Humana 

• ZAP:  Proteína asociada Z 

• Z-VAD-FMK:  Carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]- 

fluoromethylketone



 

 viii  

 
 
 
 
 
 

ÍÍ NNDDII CCEE  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Índice 

 ix 

Páginas 
 

RESUMEN ..............................................................................................i-iii  

 

ABREVIATURAS .............................................................................. iv-vii  

 

ÍNDICE ...............................................................................................viii-xii  

 

I. INTRODUCCIÓN ............................................................................ 1-33 

 

1. FUNDAMENTOS CLÍNICOS DE LA INFECCIÓN POR VHC 

1.1. INCIDENCIA Y PREVALENCIA DE LA INFECCIÓN .................................................... 2 

1.2. VÍAS DE TRANSMISIÓN DEL VHC ................................................................................. 3 

1.3. HISTORIA NATURAL DE LA INFECCIÓN POR VHC .................................................3-4 

1.4. TRATAMIENTO ANTIVIRAL ........................................................................................... 5 
 

2. VIROLOGÍA DEL VHC  

       2.1. ESTRUCTURA DEL VHC ……………………………………...…..................…........... 5-6 

       2.2. CICLO REPLICATIVO DEL VHC ……........................................................................... 7-8 
 

3. RESPUESTA INMUNE EN LA INFECCIÓN POR VHC 

       3.1. RESPUESTA INNATA ....................................................................................................9-14 

             3.1.1. Interferón Tipo I ...................................................................................................... 9-11 

             3.1.2. Células Natural Killer y Natural Killer T .............................................................. 11-12 

             3.1.3. Células Dendríticas ................................................................................................ 12-14 
 

       3.2. RESPUESTA ADAPTATIVA .......................................................................................14-18 

             3.2.1. Respuesta Humoral ………...…........................................................................…. 14-15 

             3.2.2. Respuesta Celular ………………………………………………………….......... 15-18 

  3.2.2.a. Células T CD4+ helper ……………………………………………….. 15-17 

  3.2.2.b. Células T CD8+ citotóxicas ...................................................................17-18 
 

3.3. IMPORTANCIA DE LA RESPUESTA CD8+ VIRUS ESPECÍFICA EN EL  

CONTROL VIRAL ........................................................................................................ 18-26 

3.3.1. Cinética de las células T CD8+ virus específicas durante la infección ................  19-21 

3.3.2. Interacción entre la molécula HLA-I/Péptido y el TCR ....................................... 21-22 

3.3.3. Moléculas Coestimuladoras .................................................................................. 22-26 



Índice 

 x 

Páginas 
 

4. LA MOLÉCULA PD-1 COMO INDUCTOR DE ANERGIA EN LA RESPUESTA  

   CITOTÓXICA. 

       4.1. ESTRUCTURA Y EXPRESIÓN DE PD-1 Y PD-L1 ................................................... 26-27 

       4.2. PAPEL DE PD-1 EN LA INFECCIÓN CRÓNICA POR VIRUS NO  

CITOPÁTICOS ................................................................................................ 27-28 
 

5. PAPEL DE LA VÍA IL-7/CD127 EN EL DESARROLLO DE A POPTOSIS 

       5.1. ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE CD127 .……………................………………...... 30-32 

       5.2. PAPEL DE CD127 EN LA INFECCIÓN CRÓNICA POR VIRUS NO  

CITOPÁTICOS .................................................................................................................... 33 

 

II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS ………………....………............… 34-36 

 

III. MATERIAL Y MÉTODOS ………………….….................…... 37-54 
 

1. DISEÑO 

       1.1. TIPO DE ESTUDIO ……………………………………………………............................ 38 

       1.2. ÁMBITO DEL ESTUDIO ……………………………...…………………........…............ 38 

       1.3. SELECCIÓN DE LOS SUJETOS  

 1.3.1. Criterios de admisión en el estudio ……………………………….........………....... 38 

  - Criterios de inclusión ...................................................................................... 38-39 

  - Criterios de exclusión ........................................................................................... 39 

       1.4. VARIABLES DEPENDIENTE E INDEPENDIENTE DEL ESTUDIO ……...……..........40 

1.5 COVARIABLES .……...……........................................................................................ 41-42 

1.6. OTRAS VARIABLES ........................................................................................................ 42 
 

2. SUJETOS, MATERIAL Y MÉTODOS 

       2.1. SUJETOS SELECCIONADOS PARA EL ESTUDIO ....................................................... 42 

       2.2. RECOGIDA DE MUESTRAS Y DATOS CLÍNICOS ..................................................43-44 

 2.2.1. Procesamiento de las muestras de sangre periférica .………......………................... 44 

 2.2.2. Procesamiento de las muestras de biopsia hepática .………….......………............... 44 

2.3. ESTUDIO VIROLÓGICO .…………..............………….……........................................... 45 

2.4. TIPAJE DE HLA-A2 ........................................................................................................... 45 

2.5. TINCIÓN DE CÉLULAS MONONUCLEARES CON AC ANTI-CD8 Y CON 

       COMPLEJOS PENTAMÉRICOS HLA-A2/ PÉPTIDO   .............................................. 46-47 

2.6. PRODUCCIÓN DE LÍNEAS CELULARES ...................................................................... 48 



Índice 

 xi 

Páginas 
 

2.7. ANÁLISIS DEL FENOTIPO DE LAS CÉLULAS CITOTÓXICAS ESPECÍFICAS 

       FRENTE AL VHC ......................................................................................................... 48-49 

2.8. PRODUCCIÓN DE INTERFERÓN-γ ........................................................................... 49-50 

2.9. EVALUACIÓN DE MUTACIONES DE ESCAPE ...................................................... 50-52 
 

3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

3.1. ESTADÍSTICA DESCRIPTIVA …………………………………………………………. 52 

3.2. ESTADÍSTICA INFERENCIAL ………………………………………………................ 53 

3.3. CÁLCULO DEL TAMAÑO MUESTRAL .................................................................... 53-54 

 

IV. RESULTADOS………………………....…………………......... 55-74 
 

1. VALIDACIÓN DE LA TÉCNICA DE RECUENTO DE CÉLULAS T CD8+ NS31406-1415, NS31073-

1081  Y CORE132-140 ESPECÍFICAS ........................................................................................... 56-57 

2. DESCRIPCIÓN DE LAS VARIABLES DEL ESTUDIO 

2.1. CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS Y CLÍNICAS DE LOS GRUPOS 

 COMPARADOS ............................................................................................................ 58-59 

2.2. FRECUENCIA DE CÉLULAS CD8+ PENTÁMERO+ ................................................. 60-61 

2.3. EXPRESIÓN DE LAS MOLÉCULAS DE SUPERFICIE PD-1/CD127 EN  

CÉLULAS CD8+ PENTÁMERO+.................................................................................. 61-64 

2.4. FUNCIONALIDAD DE LAS CÉLULAS CD8+ PENTÁMERO+ ................................ 65-69 

2.4.1. Capacidad de proliferación tras el encuentro antigénico....................................... 65-66 

2.4.2. Capacidad de producción de IFN-γ por las células CD8+ Pentámero+ tras  

el encuentro antigénico. Correlación con la expresión de PD-1 y CD127............ 66-67 

2.4.3. Fenotipo de las células CD8+ Pentámero+ tras estimulación específica 

 in-vitro.................................................................................................... 68-69 

2.5. RELACIÓN ENTRE FENOTIPO PD-1/CD127 DIRECTAMENTE EX-VIVO Y  

CAPACIDAD DE PROLIFERACIÓN .......................................................................... 69-71 

2.6.  BLOQUEO DE LAS VÍAS DE ANERGIA Y APOPTOSIS ........................................ 72-74 

2.6.1. Bloqueo de la vía PD-1/PD-L1 ............................................................................. 72-73 

2.6.2. Inhibición de la apoptosis ..................................................................................... 73-74 
 

 

 

 
 



Índice 

 xii

Páginas 
 

V. DISCUSIÓN……………………………………………....…........ 75-87 

 

VI. CONCLUSIONES ………………………………………......…. 88-89 

 

VII. APÉNDICES ………....................………….....…......….......… 90-98 

1. INDICE DE GRÁFICOS ....................................................................................................... 91-93 

2. ÍNDICE DE TABLAS ................................................................................................................. 93 

3. PUBLICACIONES ................................................................................................................. 94-97 

4. FINANCIACIÓN .................................................................................................................... 97-98  

  

VIII. BIBLIOGRAFÍA ………………………….......…….…......... 99-124 

 

 

 



 

 1 

 
 
 
 
 
 

II ..  II NNTTRROODDUUCCCCII ÓÓNN  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Introducción 

 2 

1. FUNDAMENTOS CLÍNICOS DE LA INFECCIÓN POR VHC  

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus RNA de cadena simple, 

hepatotropo, no citopático, perteneciente a la familia Flaviviridae género Hepacivirus 

(1). El VHC causa una enfermedad infecciosa que afecta principalmente al hígado. La 

Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que aproximadamente el 3% de la 

población mundial (alrededor de 170 millones de personas) (2) son portadores crónicos 

de la enfermedad (3). 

 

1.1. INCIDENCIA Y PREVALENCIA DE LA INFECCIÓN  

La infección por el VHC tiene una distribución universal, aunque su prevalencia 

varía de unos países a otros en función del mecanismo de transmisión predominante en 

cada uno de ellos.  

 En España la prevalencia de anticuerpos (Ac) anti-VHC, que indica la extensión 

de la infección, oscila entre un 1.6% y un 2.6% en población general (4-7) lo que 

permite calcular que en España existen entre 480.000 y 760.000 personas infectadas por 

el VHC (8). Esta prevalencia es superior a la observada en países centroeuropeos, pero 

similar a la detectada en estudios efectuados en el norte de Italia (Fig.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Distribución mundial de la infección por VHC. 
Figura reproducida y adaptada con el permiso de Abbott Laboratories SA, España. 
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1.2. VÍAS DE TRANSMISIÓN DEL VHC 

El VHC se transmite por vía 

sexual y parenteral. En Estados Unidos 

la principal vía de transmisión es la 

parenteral. Según un análisis realizado 

en este país para evaluar los factores de 

riesgo asociados a nuevos casos de 

infección por VHC, alrededor de un 60% 

de los infectados presentaban 

antecedentes de drogadicción por vía 

intravenosa, en un 10% las causas 

habían sido las transfusiones de sangre o 

hemoderivados. La transmisión por vía 

sexual se calculó en un 15% (9), el 

riesgo global de transmisión al recién nacido de una madre infectada era del 5% (10) y 

en un 10% de los casos la causa de la infección no se identificó (Fig.2). 

 

1.3. HISTORIA NATURAL DE LA INFECCIÓN POR VHC 

La infección crónica por el VHC es una enfermedad de baja mortalidad durante 

las primeras décadas de evolución. Tras la infección aguda, el virus es capaz de 

cronificarse en el 50-80% de los casos (11, 12). Existen una serie de factores que 

condicionan el riesgo de cronificación, como son el sexo (13), la raza (14), la edad del 

sujeto en el momento de contraer la infección (15) y el desarrollo de síntomas en la 

infección aguda.  

 De todos los sujetos infectados en los que el virus se cronifica, sólo un 20% 

desarrolla cirrosis hepática en un plazo de entre 15 a 20 años (16, 17). Sin embargo, no 

todos los individuos evolucionan de la misma manera ni con la misma rapidez hacia 

fases más avanzadas de la hepatopatía. Se han señalado varios factores que pueden 

acelerar el curso de progresión de la fibrosis en sujetos infectados (18, 19). La mayoría 

hacen referencia a características del huésped, como son: edad superior a 40 años en el 

momento que se contrajo la infección (20), sexo masculino (21, 22), consumo de 

alcohol (23) y coinfección con el virus de la hepatitis B (VHB) o el virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH) (24). 

Fig. 2. Vías de transmisión de la infección por VHC 
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 La supervivencia tras el diagnóstico de cirrosis compensada es superior al 90% 

durante los 10 primeros años. Sin embargo, empeora de forma significativa una vez se 

presenta la primera descompensación clínica o se diagnostica un carcinoma 

hepatocelular (CHC), reduciéndose la supervivencia al 50% a los 5 años (25). Una vez 

alcanzada la fase de cirrosis, la probabilidad acumulada de aparición de 

descompensación clínica oscila entre un 10-20% a los 5 años. Las descompensaciones 

más frecuentes son la aparición de CHC, alrededor de un 20% y el desarrollo de ascitis, 

en un 17%. Entre los factores relacionados con un mayor riesgo de descompensación se 

encuentran el consumo de alcohol, la función hepatocelular en el momento del 

diagnóstico y la edad del paciente (26, 27). 

 El riesgo de desarrollo de CHC oscila entre un 1-4% anual entre los pacientes 

con cirrosis hepática (28, 29). Aproximadamente un tercio de las muertes relacionadas 

con el VHC son secundarias a la aparición de CHC, existiendo un paralelismo entre la 

supervivencia del sujeto con cirrosis y la probabilidad de desarrollo de CHC (Fig.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Infección por VHC 

Infección Aguda 20-30% 

Aclaramiento viral 15-25% Hepatitis Fulminante 

Infección Crónica 50-80% 

Manifestaciones 
Extrahepáticas 

Cirrosis a los 20 años 10-20% 

Hepatitis Crónica activa 

CHC 1-4% al año 

Fig. 3. Representación esquemática de la historia natural de la infección por VHC. 
Figura reproducida y adaptada de: The Natural History of Hepatitis C Virus (HCV) Infection. 
Chen SL, Morgan TR. Int. J. Med. Sci. 2006,3(2):47-52, con permiso de Ivyspring. 
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1.4. TRATAMIENTO ANTIVIRAL  

El tratamiento actual de la hepatitis C consiste en la terapia conjunta con dos 

fármacos, el interferón (IFN) pegilado α-2a o α-2b y la ribavirina. En sujetos infectados 

con los genotipos 2 y 3 del VHC el tratamiento tiene una duración de 6 meses y en los 

sujetos infectados con genotipo 1 el tratamiento se prolonga hasta los 12 meses. En el 

caso de los genotipos 4, 5 y 6 no existen datos suficientes, aunque se recomienda seguir 

las mismas pautas de tratamiento que en los sujetos con el genotipo 1 de VHC. 

 Se considera que el tratamiento ha tenido éxito cuando hay una respuesta 

virológica sostenida (RVS) caracterizada por la presencia de una carga viral (CV) 

indetectable 6 meses después de acabar el mismo. En sujetos con infección crónica con 

genotipo 1 del VHC el tratamiento tiene éxito en el 40% de los casos aproximadamente, 

mientras que en sujetos infectados con los genotipos 2 y 3 el éxito del tratamiento se 

produce en el 80% de los pacientes tratados. (30-33). Existen un gran número de 

fármacos contra el VHC que se encuentran en distintas etapas de desarrollo clínico. El 

objetivo de las nuevas estrategias terapéuticas es aumentar la eficacia, disminuir el 

tiempo del tratamiento y aumentar la tolerancia. En la actualidad existen estudios en 

fase III con inhibidores de las proteasas NS3/4 (telaprevir y boceprevir). Éstos fármacos 

podrían ser aprobados a finales de 2011 y su combinación con el IFN pegilado y 

ribavirina podría cambiar radicalmente las estrategias de tratamiento en sujetos no 

respondedores con genotipo 1 del VHC (34, 35). 

 

2. VIROLOGÍA DEL VHC  

2.1. ESTRUCTURA DEL VHC 

El VHC es un virus de pequeño tamaño que tiene un diámetro de 55-65nm 

recubierto por una membrana lipoproteica (36). El genoma del VHC está formado por 

una cadena única de RNA de polaridad positiva que contiene 9.600 nucleótidos que 

codifican para una poliproteína de aproximadamente 3.000 aminoácidos.  

El genoma del VHC contiene dos regiones no codificantes muy conservadas 

(UTR, Región no Traducida) en la región 5’ y 3’ (37) que flanquean una región 

codificante (ORF, Marco de lectura abierto) (38). La región 5’ UTR adopta una 

compleja estructura secundaria y contiene una zona de anclaje al ribosoma de la célula 

huésped, conocida como IRES (sitio de entrada interno del ribosoma) la cual parece 

jugar un papel clave en la replicación viral (36). 
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En el extremo 5’ se encuentran las regiones que codifican para proteínas 

estructurales del virus. La proteína del core es la que forma la nucleocápside, dentro de 

la cual se encuentra el RNA viral y las proteínas E1 y E2 que están implicadas en la 

unión a los receptores celulares y su posterior fusión, es decir, determinan la entrada del 

virus en la célula huésped (39). 

El grupo de proteínas no estructurales (NS2, NS3, NS4, NS5A y NS5B) se 

localiza en el extremo 3’ y funcionan como proteasa, helicasa y polimerasa, acciones 

necesarias para la replicación viral (40) (Fig.4). 

El VHC presenta una gran heterogeneidad en su genoma. Esto es debido a la 

elevada tasa de errores de la RNA polimerasa (10-5 errores/nucleótido) y a la ausencia 

de actividad correctora de la misma (41). Ésta es considerada la razón principal por la 

que se generan los distintos genotipos y cuasiespecies (42, 43). El genotipo hace 

referencia a la heterogeneidad existente entre las diferentes cepas de VHC aisladas en 

distintas áreas geográficas y refleja la acumulación de mutaciones durante un largo 

periodo de la evolución del virus. Los análisis filogenéticos han demostrado la presencia 

de al menos 6 genotipos diferentes. 

 Las cuasiespecies son la traducción de la heterogeneidad surgida durante la 

replicación viral en la persona infectada. El análisis del virus en un sujeto revela la 

presencia de múltiples variantes similares, pero con algunas diferencias en su secuencia 

nucleotídica. El extremo amino terminal de la proteína E2 es el que presenta mayor 

variabilidad, por lo que recibe el nombre de región hipervariable 1 (RHV-1). 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Estructura genómica del VHC. 
Prot: Proteína. RHV-1: Región hipervariable 
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2.2. CICLO REPLICATIVO DEL VHC 

 El VHC replica principalmente en hepatocitos (44), aunque se ha detectado 

genoma y antígenos virales en otras células del hígado, como en las células de Kupffer y 

en células endoteliales (45). También se ha detectado el VHC en células mononucleadas 

de sangre periférica (linfocitos T y B) durante la infección, en células de los nódulos 

linfáticos y en células epiteliales del tracto gastrointestinal y de cerebro (46, 47). 

 Fuertes evidencias confirman que la proteína CD81, miembro de las 

tetraspaninas, está implicada en la internalización del virus en la célula (48), así como 

otras moléculas entre las que se encuentra el receptor recogedor clase B tipo I (SRB-I), 

que también es el receptor de lipoproteínas de alta y baja densidad (r-HDL y r-LDL) 

(49). La asociación con las apoproteínas ApoB y ApoE del sujeto, sugiere que quizá la 

entrada del virus a la célula se realice mediante su unión a estas lipoproteínas (50). 

 Otras moléculas que podrían estar implicadas en la internalización del virus en la 

célula son las lectinas L-SIGN y DC-SIGN (51), expresadas en células endoteliales 

hepáticas y en células dendríticas (DCs) respectivamente. También se encuentran 

implicados en este proceso el heparán sulfato presente en los glucosaminoglicanos de la 

superficie celular (52), el receptor de asialoglicoproteína (53) y las proteínas claudina-1 

y ocludina que forman parte de uniones estrechas presentes en las células hepáticas (54). 

Varios estudios demuestran la existencia de un complejo formando por la unión entre la 

proteína claunina-1 y CD81. Este complejo resulta ser esencial en la internalización del 

VHC en la célula, puesto que Ac anti-CD81 y anti-claudina-1 inhiben la entrada del 

VHC en la célula (55). Además de estas proteínas, estudios recientes otorgan un papel 

importante al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en la 

internalización del VHC. La actividad del EGFR es esencial para la formación del 

complejo CD81-claudina-1 y en los procesos de fusión celular. Se ha demostrado que la 

inhibición de la actividad del EGFR mediante la administración del inhibidor erlotinib, 

bloquea tanto la entrada del VHC a la célula como su difusión si se administra después 

de la infección (datos presentados en el último congreso de la Asociación Europea para 

el Estudio del Hígado, Berlin 2011, no publicados).  

Tras la endocitosis en la célula, el RNA viral es liberado al citoplasma dirigido 

por el IRES de la 5´ UTR. La transcripción y el ensamblaje del VHC tiene lugar en una 

estructura denominada “membranous webs”, formada por membranas mitocondriales, 

del retículo endoplásmico (RE) y gotas de lípidos (“lipid drops”) (56). Las proteínas 

NS4B y NS5A del VHC están implicadas en la formación de esta red membranosa. 
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Dentro de esta estructura, el RNA+ es copiado a un RNA- intermediario, que va a servir 

de molde para la síntesis de la progenie de RNA+. Estos moldes de RNA+ son 

utilizados para la síntesis de nuevos RNA-, para la traducción y para la encapsidación 

(57) (Fig.5). 

  En el ensamblaje del VHC tiene una especial importancia la proteína del core, 

que se acumula en la red membranosa induciendo el reclutamiento de las demás 

proteínas (58-60). 

Además, se han descrito varios factores de la célula huésped que participan en el 

ensamblaje del VHC. Entre ellos destaca la proteína ApoE, que además de estar 

implicada en la entrada del VHC a la célula, interacciona con NS5A y es requerida en 

las primeras etapas de ensamblaje (61, 62). 

La ruta de señalización MAPK-ERK1/2 también está involucrada en el 

ensamblaje y la liberación de los nuevos viriones (Pietschman et al, Comunicación 

personal). 

 

 

 

 

 

Fig. 5. Ciclo vital del VHC. 
Figura reproducida y adaptada con permiso de Tibotec©. 
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3. RESPUESTA INMUNE EN LA INFECCIÓN POR VHC 

La interacción entre el sistema inmune del huésped y la capacidad del virus 

infectante para evadir esta respuesta determina el grado de persistencia de la infección. 

Los virus no citopáticos se caracterizan por presentar una baja contagiosidad, pero por 

tener una elevada capacidad de persistencia y por producir escaso daño al huésped, lo 

que permite su supervivencia y cronificación. El VHC es un ejemplo de virus no 

citopático que ha alcanzado un equilibrio entre la respuesta inmune del huésped y la 

replicación viral que garantiza la supervivencia de ambos.  

A continuación, se describen los mecanismos de defensa antiviral del huésped en 

la infección por VHC, con especial detenimiento en el papel de las células CD8+ VHC 

específicas. Estas células, también denominadas células citotóxicas, son esenciales en el 

control de virus no citopáticos que, como el VHC, son capaces de escapar con facilidad 

al control por el sistema inmune innato. La respuesta celular citotóxica reconoce a las 

células infectadas y las destruye mediante vías citolíticas, siendo también capaz de 

eliminar al VHC por mecanismos no citopáticos. Es por ello que este trabajo de 

investigación se centra en el estudio de la respuesta celular citotóxica específica. 

 

3.1. RESPUESTA INNATA 

 Cuando se produce una infección por un agente viral, la primera línea de defensa 

consiste en una rápida respuesta no específica en la que participan diferentes proteínas y 

células, como la cascada del complemento, IFN-α, macrófagos, células Natural Killer 

(NK) y Natural Killer T (NKT). El VHC puede interferir en alguno de estos 

mecanismos inmunes para favorecer su supervivencia.  

3.1.1. Interferón Tipo I 

Durante la primoinfección por VHC, el primer mecanismo de respuesta inmune 

se desencadena mediante la producción de IFN-β por parte de los hepatocitos 

infectados. Se inicia por dos “pattern recognition receptors”, el Toll like receptor-3 

(TLR3) que reconoce RNA de doble cadena (dsRNA) en los endosomas (63) y el 

receptor RNA-helicasa (RIG-I) que reconoce el motivo de poliuridina del extremo 3’ 

UTR del VHC en el citoplasma (64) (Fig.6). 

 Tras la estimulación del TLR3 por el VHC se recluta la molécula Toll-IL-1 

(TRIF) y por otro lado RIG-I recluta el estimulador-1 del promotor de interferón (IPS-

1). Ambos procesos hacen que se fosforile el factor de transcripción IRF-3 que juega un 

papel importante en la activación del promotor de IFN-β iniciándose su síntesis (65, 66). 
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Una vez sintetizado y secretado, el IFN-β se une a los receptores de IFN-α/β de las 

células infectadas vecinas, activando la ruta de señalización de JAK/STAT (Janus 

Quinasa/ Transductores de la Señal y Activadores de la Transcripción) que conduce a la 

inducción de genes estimulados por IFN (ISGs), como el sistema OAS1/RNAsa L, que 

degrada el RNA viral y celular (67) y el RNA específico ADAR1, que desestabiliza las 

estructuras secundarias del RNA viral (68). Otros ISGs son el P56 (69) y la proteína 

quinasa R (PKR) (70) que inhiben la traducción del RNA viral (Fig.6). 

 Por tanto, la infección por VHC es un buen inductor de la producción de IFN 

tipo I (71), aunque a su vez este virus es capaz de atenuar el efecto de esta citoquina a 

diferentes niveles. En primer lugar se ha observado que la proteína NS3/4A del VHC, 

cuando se sobreexpresa en cultivos celulares, desestabiliza la unión de TRIF (72) e IPS-

1 (73) con sus receptores (TLR3 e RIG-I). También la proteína del core sobre expresada 

en cultivos celulares interfiere con la ruta de señalización JAK/STAT y por tanto con la 

expresión de ISG, mediante la activación de STAT1 y favoreciendo su degradación 

(74), lo que induce la expresión del supresor de la señal de citoquinas 3 (SOCS3). Esta 

proteína inhibe la ruta JAK/STAT (75) e induce a su vez la expresión de la proteína 

fosfatasa 2A (PP2A), la cual reduce la actividad transcripcional del ISG3 (76). Por otro 

lado, la proteína VHC NS5A inhibe a la oligoadenilato sintasa (OAS) lo que favorece la 

expresión de la interleuquina (IL) 8 (IL-8) que a su vez inhibe la expresión de todos los 

ISG (77). Además, esta proteína del VHC forma heterodímeros con PKR inhibiendo su 

función (78). Por ultimo, la proteína de la envoltura E2 también actúa inhibiendo a la 

PKR (79) (Fig.6). Por tanto, aunque la infección por VHC induce la expresión de los 

genes de los interferones tipo I, el VHC es bastante eficaz en bloquear las cascadas 

intracelulares que se activan tras la interacción de los interferones tipo I con su receptor, 

lo que finalmente provoca que no se expresen adecuadamente los genes inducidos por 

IFN. 
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3.1.2. Células Natural Killer (NK) y Natural Killer  T (NKT) 

Las células NK y NKT juegan un importante papel en diferentes enfermedades 

hepáticas, siendo en estos casos, más abundantes en el hígado infectado que en sangre 

periférica (80).  

La actividad de las NK es controlada por receptores (CD16, NKG2D, CD69, 

CD2) que median su activación o inhibición según la presencia o ausencia de infección 

en la célula diana. También son activadas estas células por el IFN tipo I (IFN-α/β) 

producido en etapas tempranas de infecciones virales y por la IL-12 sintetizada por 

macrófagos y DCs. 

Las células NK ejercen varias funciones efectoras en las primeras horas tras la 

infección. Primero liberan su contenido granular induciendo muerte celular por 

apoptosis y después, producen citoquinas, como IFN-γ, factor de necrosis tumoral 

(TNF-α) y otras quimioquinas como MIP-1α, MIP-1β e IP-10 (81). 

Las células NKT expresan marcadores tanto de células NK (CD56), como de 

células T (CD3). Aunque los ligandos de los receptores de las células NKT todavía no 

Fig. 6. Atenuación de la respuesta inmune innata mediada por IFN-β por parte de las distintas proteínas del VHC. 
Figura reproducida y adaptada de: Hepatitis C virus versus innate and adaptive immune responses: a tale of 
coevolution and coexistence. Rehermann B.  J. Clin. Invest. 119:1745–1754 (2009), con el permiso de la American 
Society for Clinical Investigation. 
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se han identificado, se sabe que estas células ejercen funciones citotóxicas y producen 

IFN-γ e IL-4. 

Las células NK y células NKT desempeñan un importante papel en la respuesta 

inmune innata contra varias infecciones virales, como es el caso de la infección por 

CMV (82). Estas células ejercen su acción antiviral a través de mecanismos citotóxicos 

no HLA restringido y la producción de IFN-γ (82). Además, juegan un papel esencial 

sobre las DCs, permitiendo su maduración y favoreciendo el desarrollo de una respuesta 

Th1/Tc1 (83). En modelos de chimpancés con infección aguda por el VHC o VHB (84, 

85) los datos sugieren que estos virus pueden bloquear las funciones de las células NK y 

NKT evitando así la producción de citoquinas antivirales como el IFN-γ. Concretamente 

el VHC ha desarrollado estrategias para bloquear las funciones de las células NK y 

NKT e impedir su eliminación durante la primoinfección por estas células. Uno de los 

mecanismos utilizados para alterar la actividad de estas células se debe a la proteína E2 

del VHC, que interacciona con la molécula CD81 de las células NK bloqueando su 

activación y evitando la liberación de IFN-γ, lo cual impediría la maduración adecuada 

de las DCs (86, 87).  

 

3.1.3. Células Dendríticas (DCs) 

Las DCs son células presentadoras de antígenos (CPAs) profesionales que se 

activan a través de la respuesta inmune innata y sirven de nexo entre ésta y la respuesta 

inmune adquirida. Estas células son esenciales para captar antígenos virales en el lugar 

de la infección y presentarlos posteriormente a las células T naïve del sistema 

adaptativo para su activación. 

Existen dos tipos de DCs: 

- DCs mieloides (DCm): estas células son responsables de la captación y procesamiento 

de antígenos. Estos antígenos una vez procesados son presentados por el complejo 

mayor de histocompatibilidad (HLA) para la activación de las células T. Las DCm 

producen citoquinas inflamatorias, como la IL-12 que facilita la inducción de la 

respuesta T helper (Th) 1 (Th1). 

 

- DCs plasmocitoides (DCp): se caracterizan por su alta producción de IFN-α tras ser 

estimuladas. Estas células ejercen una importante actividad inmunomoduladora sobre la 

célula T activada y sobre las células infectadas. 
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En la infección crónica por VHC, existe un descenso en la producción de IL-12 

por las DCm (88, 89), y una reducción en la frecuencia y habilidad para producir IFN-α 

de las DCp (90). Este cambio en el patrón de citoquinas, inducido por el virus, podría 

favorecer el cambio de respuesta inmune de Th1 a Th2, siendo ésta ineficaz para 

eliminar el virus (91). 

 

Los mecanismos por los que el virus induciría estas alteraciones no se conocen 

con exactitud, aunque estudios in-vitro muestran cómo algunas proteínas del VHC 

(core, NS3, NS4) pueden interaccionar con el TLR2 de monocitos, lo que induce la 

producción de citoquinas típicas de la respuesta Th2, como la IL-10. La IL-10 inhibe la 

producción de IL-12 e IFN-α por parte de las DCm y DCp respectivamente (92). Este 

descenso en la producción de citoquinas tipo I produce una inadecuada activación de las 

células NK y NKT. El descenso en la producción de IL-12 por las DCm, junto a una 

presentación deficiente de los antígenos virales conduce a una activación inadecuada de 

las células T CD4+ y CD8+. También interfiere en la correcta activación de las células T 

la alteración en la producción de IFN-α por las DCp (Fig.7). 

 

 

Fig. 7.  Mecanismos utilizados por el VHC para interferir en la función de las células dendríticas. 
Figura reproducida con el permiso de la Asociación Europea para el Estudio del Hígado. 
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Por tanto, la respuesta innata desarrollada en el huésped es incapaz de controlar 

la infección por VHC, siendo necesaria la participación de la respuesta adaptativa para 

intentar conseguir el control. Esta respuesta es esencial en la infección por VHC como 

ocurre con otras infecciones no citopáticas, como son la infección por virus de la 

linfocoriomeningitis murina (LCMV) o VHB (93). 

 

 

3.2. RESPUESTA ADAPTATIVA 

La respuesta adaptativa constituye un mecanismo de defensa más avanzado que 

se caracteriza por su especificidad. Otra propiedad de la respuesta adaptativa es la 

memoria celular, que constituye la capacidad de responder con una eficacia mejorada 

ante un segundo encuentro con el patógeno. 

La respuesta inmune adaptativa se divide en respuesta humoral (mediada por Ac 

producidos por las células B) y respuesta celular (mediada por las células T CD4+ y 

CD8+). 

3.2.1. Respuesta Humoral: Está mediada por Ac, que son producidos y 

liberados dentro del torrente circulatorio por las células plasmáticas que derivan de las 

células B tras su activación. Sin embargo, salvo excepciones, no pueden entrar en 

tejidos sólidos, lo que impide su actuación en órganos infectados. Los Ac reconocen 

determinantes conformacionales en proteínas, carbohidratos y partículas antigénicas del 

torrente sanguíneo opsonizándolos para que los macrófagos los capten y los presenten a 

las células T. También se unen a estas estructuras moleculares del patógeno bloqueando 

su entrada a la células huésped y previniendo la liberación de nuevos viriones (94). 

En la infección por VHC, la mayoría de los sujetos infectados seroconvierten a 

las 4 semanas de la primoinfección, detectándose Ac contra proteínas estructurales y no 

estructurales del virus (95). Sin embargo, el papel de los Ac ha sido cuestionado, ya que 

no predicen la evolución de la infección, habiéndose descrito casos en los que el virus se 

ha aclarado en ausencia de los mismos (96). 

La respuesta mediada por Ac neutralizantes resulta difícil de evaluar. 

Recientemente se ha desarrollado un sistema basado en pseudopartículas que llevan 

unidas las proteínas E1 y E2 (97, 98) y que ha permitido aclarar, en parte, el papel de 

los Ac. Se ha observado que los primeros Ac producidos por las células B, responden a 
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la RHV-1 en el extremo amino terminal de la proteína E2. Estos Ac en chimpancés son 

capaces de neutralizar homólogos del VHC (99, 100). 

Sin embargo, mientras que los Ac específicos frente al VHB son habitualmente 

neutralizantes de forma indefinida, reflejando una protección inmune, la función de los 

Ac frente al VHC está menos definida, al no aparecer en fases precoces de la 

enfermedad (101, 102), lo que facilita la aparición de mutaciones de escape (103), 

convirtiendo a estos Ac en un mecanismo de defensa funcionalmente inoperante. 

Por tanto, la respuesta humoral no parece desempeñar un papel importante en el 

control de la infección del VHC, puesto que los Ac producidos no son capaces de 

desarrollar una actividad neutralizante del VHC, debido a la rápida variación de los 

epítopos virales que reconocen. 

 

3.2.2. Respuesta Celular: La respuesta adaptativa celular esta mediada por las 

células T que se diferencian en el timo y se caracterizan por expresar un receptor clonal 

de la célula T (TCR), lo que les permite reconocer fragmentos antigénicos presentados 

por las moléculas HLA de la célula infectada. Las células T se dividen en dos grupos 

funcionalmente diferentes: los linfocitos CD4 que realizan una función reguladora de la 

respuesta inmune y los linfocitos CD8 que desarrollan una actividad principalmente 

citotóxica. 

3.2.2.a. - Células T CD4+ helper: Estas células reconocen, a través del HLA de 

clase II, pequeños péptidos de 10-20 residuos de longitud, que han sido procesados de 

forma endógena a partir de proteínas fagocitadas.  

Las células T CD4+ colaboradoras (T helper) se ha descrito clásicamente que 

generan dos tipos de respuesta dependiendo del perfil de citoquinas que secreten (89): 

* Respuesta Th1: esta respuesta se encuentra mediada por IL-2, IFN-γ y TNF-α. 

Favorece el reclutamiento de neutrófilos, macrófagos y células T citotóxicas, lo que 

conduce a la activación de una respuesta inflamatoria (104). Este tipo de respuesta es 

adecuada ante una infección viral o una enfermedad tumoral. 

* Respuesta Th2: se encuentra mediada por IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-

13. Se encarga de limitar la respuesta mediada por citoquinas Th1 y favorece el 

desarrollo de la respuesta humoral (105) y el reclutamiento de eosinófilos. Esta 

respuesta se encuentra involucrada en la producción de Ac, en reacciones inmuno-

alérgicas y en enfermedades parasitarias. 



Introducción 

 16 

 Estudios que analizan el perfil de citoquinas durante la fase aguda de la 

infección por VHC demuestran una estrecha relación entre el desarrollo de una 

respuesta CD4+ policlonal, multiespecífica y sostenida y el aclaramiento viral. En estos 

casos, esta respuesta se caracteriza por presentar un perfil de citoquinas tipo Th1 (106, 

107). Sin embargo, en los sujetos en los que la infección se cronifica, se observa una 

respuesta CD4+ escasa y reducida a pocas especificidades y con un perfil de citoquinas 

Th2 (108, 109). 

En resumen, las células T CD4+ son muy importantes en la regulación de la 

respuesta inmune específica y pueden también ejercer un papel antiviral directo a través 

de las citoquinas que producen. 

 Otro tipo de célula T CD4+ son las células T reguladoras (Treg). Estudios 

realizados en ratones demostraron la existencia de una población de células capaces de 

inhibir la activación convencional de las células T periféricas (110).  

Las células Treg son capaces de modular la respuesta celular específica contra 

antígenos propios y ajenos. Las Treg se pueden dividir en dos grupos según el lugar 

donde se desarrollan. Las células Treg naturales (nTreg) se generan en el timo durante 

la ontogenia y son responsables del control de las células T autorreactivas previniendo 

procesos de autoinmunidad. El agotamiento de estas células es capaz de causar 

enfermedades autoinmunes y el aumento de la respuesta inmune ante antígenos extraños 

(111). Las células Treg inducidas (iTreg) se desarrollan en el compartimento periférico 

en condiciones particulares (112-114) y ejercen un papel importante en las 

enfermedades infecciosas y tumorales evitando una respuesta inmune patológica (115). 

 Por lo tanto ambas, desarrollan una importante tarea en el mantenimiento de la 

tolerancia y la homeostasis contra antígenos propios y no propios, siendo de especial 

importancia el papel que desempeñan en la regulación de la respuesta frente a parásitos 

(116) y a virus (117).  

La células Tregs se caracterizan por expresar altos niveles de la cadena α del 

receptor de IL-2 (CD25), y se definen por la expresión de FOXP3 (“forkhead box 3”). 

Este factor actúa como regulador del desarrollo y función de las células Treg , siendo su 

papel principal la modulación de la respuesta de linfocitos T a los estímulos externos, 

tales como la activación del TCR y la señalización de citoquinas (118).  

Varios trabajos han definido el papel de estas células en la infección por VHC. 

La generación de células Tregs en esta infección es un proceso complejo, inducido por 

el propio virus como una estrategia evolutiva para escapar del sistema inmune (119) y 
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para prolongar su supervivencia (120). En este proceso participa el TGF-β, citoquina 

clave en la generación, expansión y funcionalidad de células Treg (121, 122). El VHC 

es capaz de sobre-regular la transcripción del gen de TGF-β (123). Concretamente, se ha 

demostrado que los sujetos con infección crónica por VHC tienen incrementado el 

número de células Treg. Este hecho se asocia a la alteración de la función de las células 

T CD8+ VHC específicas, ya que la reactividad de las mismas se recupera in-vitro tras 

la depleción de las Treg. Estos datos sugieren que la modulación de las células Treg por 

el VHC podría funcionar como un mecanismo de persistencia del mismo (124-126). 

 Recientemente se ha descrito otra población de células CD4+, capaz de producir 

IL-17, que se denomina células Th17. Las Th17 secretan IL-17A, IL-17F y CCL20, 

expresan altos niveles de CCR6 y CCR4 pero se conoce poco sobre la señal responsable 

de su reclutamiento al tejido inflamado (127). Las Th17 ejercen un papel protector 

frente a ciertas infecciones bacterianas y fúngicas en las que promueve la producción de 

quimioquinas y citoquinas proinflamatorias, con el consecuente reclutamiento y 

activación de neutrófilos y macrófagos (128-130). Sin embargo, aunque las funciones 

inflamatorias de las células Th17 son importantes para el control de infecciones 

bacterianas, si estas células no son controladas, pueden ocasionar daño tisular, como el 

observado en algunas enfermedades autoinmunes (131, 132). 

El papel de las células Th17 en infecciones virales no está todavía muy claro, 

aunque un modelo de infección murina por el virus LCMV demuestra que el desarrollo 

de una respuesta LCMV-específica Th17 conduce a la cronicidad de la infección y al 

desarrollo de inflamación tisular no específica (133). Además, se ha demostrado que la 

infección por VHC se asocia con la inducción de células Th17 VHC específicas (134), 

mecanismo que podría utilizar el VHC para evadir la respuesta inmune del huésped, al 

favorecer el reclutamiento de un infiltrado inflamatorio no adecuado para el control 

viral. 

 

 3.2.2.b. - Células T CD8+ citotóxicas: La respuesta celular citotóxica específica 

juega un papel central en la patogenia de las infecciones virales no citopáticas y en los 

procesos de control viral, debido a la capacidad que presentan estas células para 

reconocer específicamente a la célula infectada (135) y destruirla (136), así como por su 

habilidad para eliminar el virus por mecanismos no citolíticos (137). 

 Las células T CD8+ antígeno específicas son capaces de reconocer a la célula 

infectada por medio de la interacción entre su TCR y el HLA de clase I que presenta el 
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epítopo viral (138) y de esta manera, informa al sistema inmune de la presencia del 

virus, que de otro modo pasaría inadvertido. Este tipo de comunicación entre la célula 

efectora y la célula infectada es esencial, puesto que los virus no citopáticos se 

comportan como verdaderos parásitos intracelulares, que de no ser por la presentación 

de sus epítopos en el complejo HLA-I nunca serían detectados por las células T 

citotóxicas. 

 Las CPAs muestran los epítopos virales a los linfocitos T CD8+ naïve con el 

TCR adecuado, junto a otras señales coestimuladoras apropiadas, en los órganos 

linfoides secundarios. Esta interacción entre la CPA y la célula T induce su 

trasformación fenotípica de célula naïve a célula efectora con capacidad citotóxica para 

producir citoquinas tipo-1, para migrar al lugar de la infección y proliferar. Una vez la 

célula T citotóxica específica es atraída al órgano infectado se produce un segundo 

encuentro con el antígeno viral, lo que activa sus mecanismos efectores para poder 

ejercer su función antiviral (139) mediante la producción de citoquinas tipo-1 y la 

activación de mecanismos citolíticos. Tras la fase efectora, se produce una fase de 

contracción de la respuesta, después de la cual subsistirá solamente una población de 

células con fenotipo de memoria-efector, dispuesta a restablecer la respuesta inmune 

más rápidamente en caso de reencontrarse con la misma infección y posiblemente 

encargadas de controlar posibles reservorios virales persistentes (140, 141). El fallo en 

el desarrollo de una adecuada respuesta citotóxica virus específica se asocia a la 

cronicidad en una infección por un virus no citopático (142). 

 Tal es la importancia de las células T CD8+ antígeno específicas en el control de 

infecciones no citopáticas, que en la infección murina aguda causada por el LCMV 

(virus no citopático), cuando el huésped es capaz de controlar el virus, hasta un 50% de 

las células T CD8+ esplénicas son LCMV específicas durante la primoinfección (143). 

 

3.3 IMPORTANCIA DE LA RESPUESTA CD8+ VIRUS ESPECÍFICA EN EL 

CONTROL VIRAL. 

 En el caso concreto de la infección por VHC, estudios experimentales 

demuestran cómo durante la primoinfección, en el momento en que aparece la respuesta 

citotóxica específica, se produce el control viral, mientras que en ausencia de esta 

respuesta, la infección se cronifica (144). En estudios observacionales realizados en 

humanos, se describe que en sujetos que controlan la infección de forma natural se 

desarrolla una respuesta T CD8+ VHC específica vigorosa, policlonal y multiespecífica 
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temprana (145-149). Sin embargo, en sujetos con infección persistente, esta respuesta se 

caracteriza por ser débil, oligoclonal y oligoespecífica (150, 151), presenta menor 

capacidad proliferativa y citotóxica, y se acompaña de bajos niveles de IFN-γ y TNF-β 

(152-154). Esta respuesta citotóxica específica defectiva no va a conseguir, la 

eliminación del virus. 

 

3.3.1. Cinética de las células T CD8+ específicas durante la infección. 

 El desarrollo de una respuesta CD8+ específica ante una infección viral es un 

proceso complejo, pudiéndose distinguir tres fases características: la primera consiste en 

una activación y expansión inicial, a la que le sigue una fase de constricción de la 

respuesta y muerte, estableciéndose por último una etapa de mantenimiento con el 

desarrollo de una población de memoria (155) (Fig.8). 

Antes de que se produzca la infección, encontramos una población de células T 

denominadas células T naïve, que son aquellas células que se encuentran circulando por 

el torrente sanguíneo pero que todavía no han entrado en contacto con el antígeno viral. 

Estas células se caracterizan por presentar un fenotipo CD45RO-, CD28+, CCR7+, el 

cual determina que la célula no está activada (156). Cuando las células T naïve entran 

en contacto con el antígeno, sufren un proceso de proliferación o expansión, 

diferenciándose en células T efectoras (CD45RO+, CD28+, CCR7-). Estos cambios 

fenotípicos son esenciales para permitir al linfocito CD8+ migrar al lugar de la 

infección, donde pueden eliminar directamente las células infectadas mediante 

mecanismos citolíticos y al VHC mediante mecanismos no-citolíticos (157).  

La activación de los linfocitos CD8+ puede producirse en los órganos linfoides, 

lo que conduce a la generación de células T efectoras (158) pero también, los linfocitos 

CD8+ pueden migrar a través del sinusoide hepático e interaccionar en el hígado con 

otras células, como pueden ser, las células de Kupffer, DCs, hepatocitos y células 

endoteliales sinusoidales, que pueden actuar como CPAs. Sin embargo esta activación 

no se produce de forma adecuada y va a conducir a la apoptosis o anergia de los 

linfocitos CD8+ (158, 159).  

Dos o tres semanas después de esta expansión clonal la mayoría (90-95%) de 

estas células efectoras activadas van a morir por un proceso de apoptosis tras la 

realización de sus actividades efectoras (143, 155). Las células que no llegan a morir 

adquieren un nuevo fenotipo y quedan como remanentes formando un reservorio de 

células denominadas células T de memoria. Estas células T de memoria se dividen en 
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dos grupos dependiendo de su localización: células T de memoria central (TMC) y 

células T de memoria efectora (TME). Las TMC se encuentran preferentemente en los 

órganos linfoides secundarios y presentan un fenotipo CD62L+ y CCR7+, mientras que 

las TME se encuentran en los tejidos periféricos y su fenotipo es CD62L- y CCR7-, lo 

que les otorga baja habilidad para migrar a los ganglios linfáticos (160, 161). 

Mientras que en la etapa efectora el número de células T CD8+ específicas 

aumenta y en la etapa de muerte este número disminuye, en la fase de memoria el 

número de células T CD8+ es constante y se mantiene durante un largo periodo de 

tiempo (162, 163) gracias al recambio homeostático mediado por la IL-7 e IL-15 (164-

166) o por la estimulación persistente por trazas virales o con reactividad cruzada con 

otros virus, dependiendo del tipo de infección (141). 

Las células naïve presentan un bajo potencial para realizar funciones efectoras. 

Sin embargo, las células efectoras T CD8+ adquieren la habilidad de lisar rápidamente a 

la célula infectada y secretar citoquinas antivirales en respuesta a la estimulación 

antigénica (167, 168). Cuando las células T efectoras se diferencian en células de 

memoria alcanzan un fenotipo menos activado, pero mantienen el potencial para 

producir IFN-γ, TNF-α y su actividad citotóxica al exponerse de nuevo al antígeno 

(169). Esta capacidad para recuperar las funciones efectoras tras reestimulación es una 

de las propiedades que diferencia a las células T CD8+ naïve de las células de memoria. 

Existen otras propiedades que también cambian con el paso de célula efectora a 

célula de memoria. En primer lugar, la habilidad para producir IL-2 es menor en células 

efectoras y va aumentando progresivamente durante la diferenciación. En segundo 

lugar, también la capacidad para proliferar en respuesta al antígeno aumenta 

 

 

 
Fig. 8. Esquema de la cinética de las células T CD8+ específicas durante la infección en un paciente con 
resolución de la infección. 
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gradualmente (170, 171). Y por último, las células T CD8+ efectoras pierden la 

habilidad para migrar a los ganglios linfáticos debido a la baja expresión de CD62L y 

CCR7, habilidad que va siendo recuperada progresivamente por las células de memoria 

(157, 171). 

 

Para que las células T CD8+ específicas puedan ejercer su función deben de 

activarse correctamente, lo que depende de dos señales: 

1. Interacción entre el TCR y el HLA de clase I de la CPA que presenta el epítopo 

viral.  

2. Interacción entre las moléculas coestimuladoras positivas, presentadas por las 

células T CD8+, y sus receptores, expresados por las CPAs.  

 

3.3.2. Interacción entre la molécula HLA-I / péptido y el TCR. 

Las células T CD8+ específicas son capaces de reconocer a la célula infectada 

gracias a la interacción entre su TCR y el HLA de clase I que presenta al epítopo viral. 

El HLA-I se expresa en la superficie de todas las células nucleadas y presenta 

fragmentos de péptidos derivados de proteínas intracelulares de 8-10 residuos de 

longitud. En el caso de células infectadas por virus, estos péptidos presentados derivan 

de las proteínas virales. Las células T CD8+ específicas son capaces de reconocer los 

epítopos virales presentados por los complejos HLA-I y posteriormente eliminar a la 

célula infectada y producir citoquinas tipo-I (172). 

El HLA-I es un heterodímero formado por una cadena pesada y una proteína 

integral de membrana, la β2-microglobulina (173) (Fig.9).  

Las moléculas que van a formar el HLA-I se ensamblan en el lumen del RE. 

Para que el péptido se ensamble con el HLA-I es necesario que sea transportado del 

citosol al interior del RE, siendo esta función llevada a cabo por un transportador 

asociado al procesamiento del antígeno (TAP) (174, 175). Tras el anclaje del péptido, 

las moléculas de HLA-I se disocian de TAP y son transportadas por vesículas a través 

del aparato de Golgi (176) hasta llegar a la membrana plasmática. 
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Una vez en la membrana 

plasmática, el péptido unido al 

HLA-I va a ser reconocido por el 

TCR. El TCR es un heterodímero 

formado por las cadenas α y β que 

se asocia con la molécula CD3 en el 

complejo TCR-CD3. El complejo 

CD3 es esencial para la expresión 

en la membrana del TCR. La 

función de este complejo es la 

transducción de la señal a la célula 

tras la unión del ligando al TCR 

(177).  

Los polipéptidos de la 

molécula CD3 presentan en sus 

colas intracitoplasmáticas el 

llamado "motivo de activación del 

inmunorreceptor basado en tirosina" (ITAM) que desarrolla un papel esencial en la 

activación del linfocito T a través de su interacción con tirosinquinasas (178). El 

complejo CD3-TCR no tiene actividad intrínseca protein-tirosin-quinasa (PTK), sino 

que la estimulación del receptor conduce a la fosforilación de residuos tirosina en los 

ITAMs, a través de las que se activa la familia de las Src quinasas. Seguidamente, la 

proteína asociada Z (ZAP) 70 se une con los ITAMs fosforilados. Todo este proceso 

conduce a la activación de dos principales rutas, una involucrando al diacilglicerol 

(DAG) y otra al inositol trifosfato (IP3) que inducen la producción del factor nuclear 

NF-κB que finalmente genera la activación celular (179, 180). 

 

3.3.3. Moléculas coestimuladoras 

 Como se ha comentado previamente, para la activación de las células CD8+ 

además de la interacción entre el TCR y el péptido unido al HLA-I, es necesaria una 

segunda señal. Esta señal se produce por unión de moléculas coestimuladoras 

expresadas en las CPAs, con sus receptores presentes en las células T (181). 

 Dos grandes familias de proteínas están implicadas en la coestimulación de las 

células T. La familia del CD28 (182) y la familia del receptor del TNF (TNF-R) (183). 

Fig. 9. Ruta de presentación del HLA-I en la membrana 
plasmática. 
Figura reproducida y adaptada de: The MHC class I antigen 
presentation pathway: strategies for viral immune evasion. 
Hewitt EW. Immunology 2003 110: 163-169, con permiso de 
John Wiley & Sons Ltd. 
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 Algunos de los miembros de la familia del CD28 son la proteína CD28 y el 

coestimulador inducible (ICOS), que al unirse a sus ligandos, provocan una 

coestimulación positiva. En concreto, la molécula CD28 expresada por la célula T naïve 

se une a B7.1 (CD80) y B7.2 (CD86) induciendo el aumento de la producción de IL-2 y 

favoreciendo la proliferación celular. Por otro lado, la unión de ICOS con su ligando, 

ICOS-L, aumenta la activación, supervivencia y secreción de citoquinas por parte de las 

células de memoria efectoras, pero no por las células T naïve (184) (Fig.10). 

Además, existen moléculas coestimuladoras negativas pertenecientes a la familia 

CD28 que regulan la tolerancia de las células T y atenúan la respuesta inmune. Algunas 

de ellas son CTLA-4 (antígeno 4 de linfocitos T citotóxicos), PD-1 (molécula de muerte 

programada-1) y BTLA (atenuador de linfocitos B y T). La expresión de estas 

moléculas es inducida tras la activación de las células T para regular o frenar su 

actividad una vez han realizado su función y por tanto, estas moléculas están ausentes 

en las células T naïve. CTLA-4 se une al mismo ligando que el CD28 pero con mayor 

afinidad, y PD-1 y BTLA tras la unión a sus respectivos ligados (PD-L1 y B7-H4) 

inhiben la proliferación de las células T y la producción de citoquinas (185).  

El adecuado balance entre la presencia de señales coestimuladoras positivas y 

negativas permite el desarrollo de una respuesta eficaz y no perjudicial para el huésped 

(186-188) (Fig.10). 

Fig. 10. Interacción entre receptores expresados por la célula T y sus ligados expresados por la CPA. Según 
el tipo de interacción se producirá una coestimulación positiva o negativa. 
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La otra familia de receptores de membrana involucrada en la coestimulación, es la 

familia TNF-R. Muchos miembros de la familia TNF-R juegan un papel crucial en la 

activación de las células T. Los miembros de esta familia se dividen en tres grupos:  

a) aquellos que contienen dominios de unión a receptores de superficie implicados 

en rutas de muerte celular. 

b) aquellos que han perdido los dominios anteriormente mencionados.  

c) aquellos que han perdido estos dominios pero que contienen motivos de 

interacción con factores asociado al TNF (TRAFs) o motivos de interacción con 

TRAF (TIMs) (183), que se unen a receptores de membrana produciendo la 

sobreregulación de factores nucleares, como el factor nuclear κB (NF-κB) (189). 

 

Entre los miembros de la familia TNF-R denominados TIMs se encuentran OX40 

(CD234), CD27, 4-1BB (CD137) los cuales activan las células T (190, 191). Otros 

como el CD40, presente en la CPA, son importantes en los procesos de supervivencia y 

activación de las CPAs, lo que puede tener un efecto directo en la respuesta de las 

células T (192, 193).  

Los virus no citopáticos desarrollan estrategias para evadir la repuesta celular 

citotóxica del huésped. Una de estas estrategias podría ser la inducción de anergia en las 

células T CD8+ antígeno específicas, es decir, favorecerían el desarrollo de un 

agotamiento que disminuye su capacidad proliferativa y para secretar citoquinas. 

Una manera potencial de lograr este objetivo sería mediante la modulación de la 

coestimulación de la célula T, favoreciendo la expresión de moléculas coestimuladoras 

negativas de manera temprana.  

La anergia de las células T citotóxicas ha sido estudiada durante la infección por 

LCMV, observándose que tiene lugar en varias etapas (194, 195) (Fig.11). La primera 

etapa, llamada agotamiento parcial I, se caracteriza por la incapacidad de estas células 

para producir IL-2 y en menor medida TNF-α, además, la capacidad citolítica in-vitro 

de estas células efectoras está disminuida. En la segunda etapa, también denominada 

agotamiento parcial II, la mayoría de las células son incapaces de producir IL-2 y TNF-

α, mostrando, también alterada aunque en menor medida, su capacidad para producir 

IFN-γ. Finalmente, las células entran en un estado de agotamiento funcional completo, 

en el que las células han perdido todas sus funciones efectoras y mueren por apoptosis 

(196, 197).  
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Este mismo hecho podría ocurrir en las infecciones por virus hepatotropos, pero 

el mecanismo no está suficientemente descrito. 

 En la infección persistente por VHC se ha demostrado la existencia de células 

CD8+ VHC específica anérgicas, proclives al desarrollo de apoptosis, pero no 

completamente eliminadas (198). Por tanto, si bien no existe una destrucción total de la 

respuesta citotóxica específica, ésta es incapaz de controlar la infección debido a que 

tienen alterada su capacidad efectora. El conocimiento de las vías utilizadas por el VHC 

para favorecer el desarrollo de anergia y apoptosis en la respuesta citotóxica específica 

podría permitir su modulación, y consecuentemente, la restauración de esta respuesta.  

En el caso del VHC, un mecanismo eficaz de escape viral podría ser la inducción 

de la expresión prematura de moléculas coestimuladoras negativas en las células T 

CD8+ VHC específicas. De esta manera, evitaría su eliminación al favorecer el 

desarrollo de un estado de anergia en estas células. 

 

Por otro lado, como se ha comentado anteriormente, las células efectoras de 

memoria son capaces de sobrevivir en el organismo durante largos periodos de tiempo, 

pero para ello necesitan el contacto continuo con bajas cantidades de Ag viral (141), una 

Fig. 11. Agotamiento de las células T CD8+ específicas durante la infección viral crónica.  

Freeman GJ et al. 2006. Figura publicada originalmente en J Exp Med. doi: 10.1084/jem.20061800. 
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estimulación persistente con otro antígeno con el que tengan reactividad cruzada (199, 

200) o la interacción con determinadas citoquinas que favorezcan su supervivencia. En 

este último caso, la IL-7 juega un papel esencial, ya que la interacción con su receptor 

(CD127, IL-7R) induce la expresión de moléculas anti-apoptóticas (201, 202) e inhibe 

la expresión de moléculas pro-apoptóticas (203, 204) implicadas en la supervivencia 

celular. 

Por tanto, podría ocurrir que la infección por VHC favoreciera la disminución de 

la expresión de CD127, receptor de IL-7, como mecanismo de escape viral, 

favoreciendo la inducción de moléculas implicadas en la apoptosis de las células T 

citotóxicas específicas. 

 

Basándonos en los antecedentes referidos previamente, en este trabajo nos 

hemos centrado en el estudio del papel de la molécula coestimuladora negativa PD-1 y 

de la molécula CD127 durante la infección por VHC. A continuación se describe con 

detalle las características estructurales y funcionales de estos receptores de membrana.  

 

4. LA MOLÉCULA PD-1 COMO INDUCTOR DE ANERGIA EN 

LA RESPUESTA CITOTÓXICA. 

 La molécula PD-1 es una molécula coestimuladora negativa que tras la unión 

con su ligando (PD-L1) induce la anergia de la respuesta citotóxica específica, 

inhibiendo su proliferación y bloqueando sus capacidades efectoras. 

 

4.1. ESTRUCTURA Y EXPRESIÓN DE PD-1 Y PD-L1. 

 La molécula PD-1 es una proteína transmembrana de la superfamilia de las 

inmunoglobulinas. Tiene un 23% de homología con CTLA-4, aunque ha perdido el 

motivo MYPPPY necesario para la unión con B7.1 y B7.2 (205).  

PD-1 consta de dos regiones funcionales, una extracelular formada por un 

dominio Ig Variable (IgV) y una citoplasmática, que contiene un motivo de inhibición 

del inmunorreceptor basado en tirosina (ITIM) y un motivo de cambio del 

inmunorreceptor basado también en tirosina (ITSM) (206, 207). Tras la estimulación 

antigénica, PD-1 recluta la proteína tirosin fosfatasa homóloga de Src, que contiene un 

dominio tirosina fosfatasa (SHP-2), hacia el ITSM. Esto activa a la proteína SHP-2 que 
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a continuación defosforila moléculas efectoras de la vía nuclear inducida por el TCR, 

inhibiendo la activación de la célula T tras la estimulación del TCR (208, 209) (Fig.12). 

PD-1 media la inhibición de la proliferación de las células T mediante la parada 

del ciclo celular en G0/G1, e inhibiendo la producción de IL-2 (210, 211). 

Los ligandos de PD-1 (PD-L1 y PD-L2) son proteínas transmembrana de tipo I 

con dominios IgV e IgC en su región extracelular (212, 213). 

Mientras que PD-1 se expresa en células T y B activadas y en células mieloides 

(205), su ligando PD-L1 se expresa en células T, B, células mieloides, DCs, células no 

hematopoyéticas de órganos no linfoides (corazón, placenta, páncreas, pulmón e 

hígado) y en una variedad de tumores. Por otro lado PD-L2 se induce en DCs y 

macrófagos (212-216).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2. PAPEL DE PD-1 EN LA INFECCIÓN CRÓNICA POR VIRUS NO 

CITOPÁTICOS. 

 La primera evidencia que correlacionaba la expresión de la molécula PD-1 con 

el desarrollo de una respuesta citotóxica anérgica en infecciones virales no citopáticas se 

obtuvo en un modelo experimental de infección murina por LCMV. Las células T CD8+ 

LCMV específicas desarrollaban un estado de agotamiento funcional en la fase crónica 

de la infección (sin capacidad de proliferación, producción de IFN-γ ni control viral) 

(217). En este modelo, la infección por una cepa de LCMV que ocasiona una infección 

Fig. 12. Estructura e interacción entre PD-1 y PD-L1. 
Figura reproducida y adaptada de: Turning on the off switch: Regulation of anti-
viral T cell responses in the liver by the PD1/PDL1 pathway. Grakoui A et al.        
J. Hepatol 2006 45 468-472, con permiso de Elsevier. 
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persistente se asociaba a la sobreexpresión de PD-1 en las células citotóxicas específicas 

y al desarrollo de anergia celular. (218). Sin embargo, el bloqueo de la interacción entre 

PD-1 y su ligando favorecía el aumento cuantitativo y cualitativo de la respuesta T 

CD8+ LCMV específica. Tras este bloqueo, las células T CD8+ LCMV específicas 

producían mayor cantidad de IFN-γ y TNF-α y fueron capaces de controlar la infección.  

Estudios realizados en otras infecciones, como en la infección por VIH y VHB, 

muestran también la implicación de la vía PD-1/PD-L1 en la alteración funcional de las 

células T (219-222). Concretamente, en la infección por el VHB las células CD8+ VHB 

específicas de sujetos con infección crónica sobreexpresan PD-1 y el bloqueo de la 

unión entre PD-1 y PD-L1 restaura las funciones efectoras de estas células (223). 

En el caso de la infección por el VHC, durante la primoinfección se induce la 

expresión de PD-1 en las células T CD8+ VHC específicas, permaneciendo elevada en 

los sujetos que cronifican, pero no así en los que controlan espontáneamente la 

infección (224, 225). El agotamiento funcional de estas células se correlaciona con su 

nivel de expresión de PD-1, así las células T CD8+ VHC específicas de sujetos con 

infección crónica, con elevada expresión de PD-1, presentan alteraciones en su 

capacidad para producir citoquinas tipo I (IFN-γ, TNF-α e IL-2), moléculas citolíticas 

(perforina y granizyma B) (226, 227) y en su capacidad para proliferar tras el encuentro 

antigénico (154, 228). 

 

5. PAPEL DE LA VÍA IL-7/CD127 EN EL DESARROLLO DE 

APOPTOSIS.  

La apoptosis o muerte celular programada juega un papel central en una gran 

variedad de procesos fisiológicos, entre los que se incluye la autoorganización funcional 

del sistema inmune y del sistema nervioso central, cambios morfogenéticos durante el 

desarrollo embrionario, homeostasis tisular en animales adultos y eliminación de células 

dañadas (229). Además, los procesos apoptóticos están involucrados en la patogénesis 

de muchos desórdenes como cáncer, infección por VIH, desórdenes inmunológicos, 

enfermedades cardiovasculares, y muchas enfermedades neurodegenerativas 

(Alzheimer, Parkinson e isquemia) (230). Algunas alteraciones se acompañan de 

apoptosis insuficiente (linfomas, cáncer), y otras de apoptosis excesiva (VIH, esclerosis 

lateral amiotrófica, lesiones por isquemia/perfusión) (231). 
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 La apoptosis fue inicialmente descrita por las alteraciones que el proceso 

provoca en la morfología celular y que incluyen: agregación de la cromatina, 

condensación nuclear y citoplasmática, disrupción de la membrana plasmática, 

degradación del DNA genómico en fragmentos discretos y disgregación de núcleo y 

citoplasma en forma de vesículas (“cuerpos apoptóticos”) que contienen ribosomas, 

mitocondrias intactas y/o DNA nuclear (232). 

La apoptosis de las células T puede ocurrir por dos mecanismos, uno activo y 
otro pasivo. 

- Mecanismo Activo: Se inicia con los denominados “receptores de muerte”, 

entre los que están incluidos Fas (CD95) y TNF-R1 y 2. Estos receptores contienen 

unos dominios de muerte (“Death Domain”, DD) necesarios para la activación de 

caspasas (cisteín proteasas que juegan un importante papel en la apoptosis). La unión de 

FasL o TNF-α con sus respectivos receptores hace que se recluten proteínas asociadas a 

Fas con dominios de muerte (FADD), esto activa las caspasas 8 y 10, lo que conduce al 

inicio de la cascada de caspasas y a la apoptosis vía caspasa 3 (233, 234). 

- Mecanismo Pasivo: Se inicia cuando las células carecen de citoquinas y 

factores de crecimiento y es controlada por la familia de proteínas del Bcl-2 (“B-cell 

leukemia/lymphoma 2”). Existen dos vías por las cuales la muerte pasiva puede ocurrir, 

una vía dependiente del factor activador de proteasas de apoptosis (Apaf-1) y la otra no 

dependiente de dicho factor. En el primer caso, el estrés celular induce las proteínas pro-

apoptóticas de la familia de Bcl-2, provocando la translocación del citocromo c (cit c) 

de la mitocondria al citoplasma (235). En este estado inactivo, Apaf-1 se encuentra en 

forma monomérica, pero la salida del cit c provoca un cambio conformacional que 

concluye en la formación del apoptosoma (236). Cada una de las siete moléculas de 

Apaf-1 que forman el apoptosoma expone su dominio de reclutamiento de caspasas, 

permitiendo así la unión de la procaspasa 9, que una vez activada es capaz de activar a 

la caspasa 3 iniciando así la cascada de caspasas y la apoptosis (234, 237). La segunda 

vía, que no requiere Apaf-1 ni caspasa 9, se basa en la inhibición de caspasas por 

proteínas inhibidoras de la apoptosis. La permeabilización de la membrana mitocondrial 

produce la liberación de proteínas como DIABLO, que es un antagonista del inhibidor 

de las proteínas apoptóticas, por lo que las caspasas efectoras se activan y se inicia la 

cascada de caspasas (238). 

Como se ha comentado anteriormente, la muerte celular pasiva es controlada por 

proteínas de la familia del Bcl-2. Esta familia está formada por proteínas pro-
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apoptóticas que promueven la apoptosis (Bax, Bak, Bad, Bcl-XS, Bid, Bik, Bim y Hrk) 

y por otro grupo de proteínas anti-apoptóticas que inhiben la muerte por apoptosis (Bcl-

2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 y Mcl-1). Dependiendo del balance entre las proteínas pro y 

anti-apoptóticas las células morirán por apoptosis o sobrevivirán (234). 

 

Se sabe que la IL-7 juega un papel crucial en el desarrollo y supervivencia de las 

células T, protegiéndolas de una muerte pasiva por apoptosis (239), siendo en este 

proceso muy importante el papel de las moléculas de la familia de Bcl-2.  

 

5.1. ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE CD127. 

 La IL-7 fue descubierta como un 

factor que promovía el crecimiento de las 

células B precursoras murinas a largo plazo 

en sobrenadantes de cultivo de médula ósea 

(239, 240). Esta citoquina juega un papel 

crucial en el desarrollo y supervivencia de 

células T y B en ratones y sólo en las 

primeras en humanos (239). El papel de esta 

citoquina en el desarrollo de las células T se 

puso de manifiesto en trabajos realizados en 

ratones knockout (241, 242), en los que la 

deficiencia de IL-7 causaba un síndrome de 

inmunodeficiencia severo (243). Sin 

embargo, recientemente se ha visto que la 

IL-7 es esencial en la homeostasis de las 

células T naïve y de memoria (165, 244-

246). 

 En ratones, la producción de IL-7 se ha detectado en células estromales del timo 

(247), del hígado y de la médula ósea (248), en el bazo (240), en queratinocitos (249), 

en el intestino fetal (250) y en el cerebro embrionario (251). En humanos, la producción 

de IL-7 se ha identificado en células del epitelio intestinal (252), queratinocitos (249), 

en tejido hepático (253), células dendríticas foliculares (254), células endoteliales (254), 

células del músculo liso (254) y fibroblastos (254). 

Fig. 13. Estructura del receptor del la IL-7 y ruta de 
señalización. 
Figura reproducida y adaptada de: Perspectives on the 
quantitative immunobiology of the IL-7 signaling 
network. Megan J. Cell Mol Immunol. 2008; 5(2): 79–
89, con permiso de Cell Mol Immunol. 
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 El receptor de la IL-7 está formado por una cadena α (IL-7Rα) y una cadena γ 

(γc) que es compartida por los receptores de otras citoquinas como IL-2, IL-4, IL-9, IL-

15 e IL-21 (255) (Fig.13). 

Tras la unión del ligando, las dos cadenas forman un heterodímero, lo que 

conduce a la activación de proteínas quinasas de la familia de JAK, como son JAK1 que 

se une a la cadena α del IL-7R y JAK3 que se une a la cadena γc (256). Las proteínas 

JAK se autofosforilan y fosforilan, a determinadas tirosinas del receptor. A 

continuación las proteínas de la familia de STAT se unen a algunas de las tirosinas 

fosforiladas del receptor, quedando cerca de las proteínas JAKs. Las proteínas JAKs 

fosforilan a las proteínas STAT que pierden su afinidad por el receptor y forman 

dímeros entre sí que migran al núcleo de la célula, donde se van a unir a elementos de 

respuesta específicos regulando la transcripción de genes diana y promoviendo la 

proliferación celular (257, 258) (Fig.13). La IL-7 realiza esta regulación transcripcional 

a través de la estabilización de un activador de la quinasa dependiente de ciclina 

(Cdc25a) (259) y desestabilizando un inhibidor de esta misma quinasa, el p27kip1 (260). 

El nivel de expresión de CD127 está regulado en varios puntos del desarrollo 

linfoide, en la activación y diferenciación. Se han propuesto varias teorías para explicar 

esta regulación. La primera propone un papel selectivo en el que existiría una 

sobreregulación de CD127 en las células de memoria (261), y estas células con altos 

niveles de CD127 recibirían una señal de supervivencia mayor por lo que persistirían. 

Sin embargo, para intentar explicar la regulación a la baja del CD127, que se produce 

después de que las células T son expuestas a diversas citoquinas (262), se ha postulado 

un papel “altruista” (263), por el cual una célula T que ha estado expuesta a IL-7 y ha 

recibido una señal de activación, dejaría de consumir IL-7 permitiendo que otras células 

reciban esta señal.  

Como hemos comentado anteriormente, la IL-7 tiene un importante papel en el 

desarrollo y supervivencia de las células T, protegiéndolas de la apoptosis mediada por 

las moléculas de la familia de Bcl-2. 

Dentro de los mecanismos pasivos, el miembro de la familia de Bcl-2 más 

estudiado ha sido el mediador de muerte celular que interactúa con Bcl-2 (Bim). Bim es 

un regulador crucial de la selección negativa en el timo (264) y juega un papel esencial 

en la muerte por apoptosis inducida por la deprivación de IL-7 en células T, B, neuronas 

y muchos otros tipos celulares. (265-267).  
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Existen dos teorías por las cuales Bim induciría la apoptosis: 

- Modelo de unión directa: La familia de Bcl-2 está compuesta por moléculas 

sensibilizadoras de la muerte celular (Bad, Bik) y por activadores de la muerte celular 

(Bim, Bid). Los activadores normalmente se unen a proteínas anti-apoptóticas (Bcl-2, 

Mcl-1), sin embargo ante estímulos apoptóticos (como puede ser la deprivación de IL-

7), las moléculas sensibilizadoras se unen a estas proteínas anti-apoptóticas dejando 

libre a los activadores. Una vez que Bim se encuentra liberado interaccionaría con Bax 

o Bak activándolos y promoviendo su translocación a la membrana mitocondrial, con la 

consiguiente liberación de cit c al citosol, desencadenando la cascada apoptótica. 
- Modelo de desplazamiento: La muerte celular es prevenida gracias a la 

interacción entre proteínas anti-apoptóticas (Bcl-2, Mcl-1) con Bax y Bak. Estímulos 

apoptóticos sobre-regulan Bim, que se uniría a Bcl-2, desplazando a Bax y Bak. Estos 

últimos quedarían libres para unirse a la membrana mitocondrial y desencadenar la 

cascada de apoptosis. 

Esta teoría queda demostrada en un trabajo recientemente publicado (268). Los 

autores demuestran que en presencia de IL-7, Bim se ve limitado por Mcl-1 (Myeloid 

Cell Leukemia Sequence-1); mientras que cuando se produce la deprivación de IL-7 

(estímulo apoptótico), la cantidad de Mcl-1 disminuye dejando libre a Bim. Esta 

liberación  hace a Bim susceptible de ser fosforilado en las serinas en posición 55 y 65 

por las proteínas JNK (“C-Jun N-terminal quinasa”) y p38 MAPK (proteína quinasa 

activada por mitógenos) lo que incrementa su actividad pro-apoptótica, activando a su 

vez a Bax y Bak (266, 269) lo que induce la liberación de cit c, desencadenando la 

cascada apoptótica. 

En resumen, la supervivencia mediada por IL-7 depende de la regulación de 

proteínas pro y anti-apoptóticas de la familia de Bcl-2 (Bim y Mcl-1 respectivamente). 

La IL-7 promueve la expresión de Mcl-1 e inhibe la expresión de Bim evitando de esta 

manera que se desencadene la muerte celular por apoptosis.  
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5.2. PAPEL DE CD127 EN LA INFECCIÓN CRÓNICA POR VIRUS NO 

CITOPÁTICOS. 

 Varios trabajos demuestran que durante la infección aguda por LCMV (261), 

citomegalovirus (CMV) y Epstein-Barr (VEB) (270) existe una baja expresión de la 

molécula CD127 en las células T CD8+ específicas. 

En otras infecciones, como es el caso de la infección por VHC, se ha descrito 

que en sujetos con infección resuelta de manera espontánea, las células T CD8+ VHC 

específicas muestran, además de una expresión baja de PD-1, una elevada expresión de 

CD127 tras la resolución de la infección, lo que se correlaciona con unas adecuadas 

funciones efectoras. Sin embargo, en la infección crónica, las células T CD8+ VHC 

específicas tienen una baja expresión de CD127 y alta de PD-1 (225, 271, 272). Estas 

células no sólo están en un estado de anergia sino que probablemente están 

predispuestas a morir por apoptosis.  

Hasta ahora ningún trabajo ha examinado mecanismos restauradores de la 

reactividad de las células citotóxicas VHC específicas actuando sobre la presumible 

situación pro-apoptótica desencadenada por la deprivación de IL-7 derivada de la baja 

expresión de CD127. Esta posibilidad terapéutica se ha explorado previamente en un 

modelo murino con infección por LCMV (273) y en la infección crónica por VHB 

(274).  

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados anteriormente, en este trabajo 

nos centramos en el estudio de la alteración de la expresión de la molécula 

coestimuladora negativa PD-1 y de la molécula CD127 durante la infección por VHC y 

en la modulación de las vías, en las que se encuentran implicadas estas moléculas, como 

posible mecanismo restaurador de la respuesta citotóxica VHC específica. La intención 

de este estudio fue evaluar si la actuación sobre vías inductoras de anergia y apoptosis 

permitiría restaurar la reactividad de la respuesta específica citotóxica. Los resultados 

obtenidos corroboran el conocimiento publicado sobre el efecto de la vía PD-1/PDL1 y 

describe por primera vez la relación entre la expresión de CD127 y la alteración de la 

reactividad celular mediada por la molécula Bim en las células citotóxicas VHC 

específicas durante la infección crónica por VHC. 
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La respuesta celular citotóxica específica juega un papel esencial en el control de 

las infecciones. La cronificación de diferentes infecciones virales se ha relacionado con 

el desarrollo de anergia y apoptosis de las células citotóxicas específicas. También en la 

infección crónica por VHC se observa una alteración de la respuesta celular citotóxica 

específica, por lo que el VHC podría activar estas vías para favorecer su persistencia. 

Estrategias encaminadas a contrarrestar el efecto provocado por la disregulación de la 

expresión de moléculas implicadas en anergia y apoptosis podrían convertirse en futuras 

armas terapéuticas. Considerando estos antecedentes nos planteamos la siguiente 

hipótesis teórica: 

 

 

Hipótesis: 

 

El VHC podría modular tanto la expresión de PD-1 como de CD127 en las células T 

CD8+ VHC-específicas con el fin de favorecer un estado de anergia y pro-apoptótico 

que alteraría la capacidad de esta respuesta para el control de la infección viral. La 

modulación terapéutica de estas vías podría restaurar la respuesta citotóxica específica. 

 

 

 

Para contrastar la validez de estas hipótesis establecimos los siguientes objetivos: 

 

 

Objetivo general 

Relacionar las características funcionales y fenotípicas de la respuesta citotóxica 

específica frente al VHC con el grado de control viral, con especial atención a la 

expresión de las moléculas relacionadas con anergia (PD-1), supervivencia (CD127) y 

apoptosis (Bim), y al efecto de su modulación in-vitro sobre la reactividad de esta 

respuesta. 
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Objetivos específicos 

1. Analizar las características cualitativas y cuantitativas de la respuesta citotóxica VHC 

específica en función del grado de control viral: 

a. Características cuantitativas: Frecuencia intrahepática y en sangre periférica 

de células específicas citotóxicas contra el VHC. 

b. Características cualitativas de las células citotóxicas VHC-específicas de 

sangre periférica:  

b.1.Capacidad de expansión clonal in-vitro ante estimulación 

específica. 

b.2. Capacidad de producción de citoquinas tipo-1 tras 

estimulación específica in-vitro. 

b.3. Fenotipo asociado a anergia (PD-1) y supervivencia 

(CD127/Bim). 

b.4. Capacidad de expansión clonal in-vitro ante estimulación 

específica tras bloqueo de la vía de acción del PD-1 

(complejo PD-1/PD-L1) y de la vía pro-apoptótica (Bim). 
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1. DISEÑO 
 
1.1. TIPO DE ESTUDIO 

Para contrastar la hipótesis planteada se diseñó el siguiente estudio: 

- Estudio no experimental transversal analítico, en el que se analizaron las 

siguientes características de la respuesta celular citotóxica VHC específica (variables 

dependientes): frecuencia, capacidad de expansión clonal, capacidad para producir IFN-

γ, fenotipo asociado a anergia (PD-1+) y a apoptosis (CD127-/Bim), en función del 

grado de control de la infección (variable independiente). 

 

1.2. ÁMBITO DEL ESTUDIO 

El estudio se realizó en el área de salud del Hospital Universitario de 

Guadalajara. Los casos se recogieron mediante muestreo consecutivo entre los sujetos 

con infección por VHC remitidos a la Unidad de Hepatología Translacional de la 

Sección de Aparato Digestivo de dicho hospital, siempre que cumplieran los criterios de 

inclusión y de no exclusión. El estudio se desarrolló entre los meses de enero de 2007 y 

agosto de 2010. 

 

1.3. SELECCIÓN DE LOS SUJETOS 

1.3.1. Criterios de admisión en el estudio. 

Durante el periodo del estudio se incluyeron mediante muestreo consecutivo los 

sujetos remitidos al Servicio de Aparato Digestivo con diagnóstico de infección por 

VHC que cumplían con los siguientes criterios de inclusión y de no exclusión: 

 

• Criterios de inclusión:  

- Edad entre 18 y 65 años. 

- Serología positiva contra el VHC. Se agruparon según su situación clínica en: 

A- Sujetos con hepatitis crónica genotipo 1 no tratados o sin RVS. 

* Persistencia de RNA positivo frente a VHC en suero durante más de 6 

meses. 

* Concentración de alanina aminotransferasa (ALT) sérica persistentemente 

elevada durante más de 6 meses. 
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B- Sujetos con hepatitis crónica genotipo 1 resuelta tras tratamiento anti-VHC. 

* Persistencia de RNA negativo frente a VHC en suero 6 meses después de 

finalizar el tratamiento. 

* Concentración de ALT sérica normal 6 meses después de finalizar el 

tratamiento. 

C- Sujetos con inmunidad natural contra VHC. 

* Serología positiva contra VHC. 

* RNA negativo frente a VHC sin tratamiento previo. 

* Concentración de ALT sérica normal sin tratamiento previo. 

 

- Estar de acuerdo con participar en el estudio y firmar un consentimiento informado. 

- Haplotipo HLA-A2 positivo, excepto para el grupo control negativo del estudio 

constituido por pacientes con hepatitis crónica por VHC genotipo 1 y HLA-A2 

negativo.  

 

• Criterios de exclusión: 

- Genotipo del VHC distinto a 1, excepto para el grupo con inmunidad natural en el 

que no se podía conocer el genotipo. 

- Tratamiento antiviral actual o en los 6 meses previos a la recogida de datos. 

- Consumo mayor de 40 gramos de etanol al día en hombres y 20 gramos en mujeres.  

- Presencia de otras causas de hepatopatía crónica: hemocromatosis, hepatitis 

autoinmune, enfermedad de Wilson, cirrosis biliar primaria, porfiria cutánea tarda, 

esteatohepatitis no alcohólica y coinfección por VHB. 

- Inmunodepresión primaria o secundaria: sujetos infectados por el VIH y/o con 

tratamientos inmunosupresores. Estos sujetos se excluyeron del estudio por las 

posibles consecuencias de la inmunodepresión sobre la respuesta citotóxica contra el 

virus.  
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1.4. VARIABLES DEPENDIENTE E INDEPENDIENTE DEL ESTUDIO 

- Variable Independiente: La variable analizada en este estudio fue el grado de control 

viral de la infección. Se trata de una variable dicotómica con las siguientes categorías: 

� Infección Persistente (IP) por VHC: RNA VHC > 1.000 UI/mL / ALT>40 UI/L/  

HLA-A2+. Se trata de pacientes naïve o sin RVS tras haber transcurrido al menos 6 

meses desde el final del tratamiento.  

� Infección Resuelta (IR) tras tratamiento antiviral: RNA VHC<40 UI/mL /ALT<40 

UI/L / HLA-A2 +. Se trata de pacientes con RVS tras tratamiento estándar con IFN-

pegilado α-2b más ribavirina. 

 

- Variables Dependientes: Para analizar las características cuantitativas y cualitativas de 

la respuesta citotóxica VHC específica, se eligió como modelo la respuesta citotóxica 

frente a los epítopos inmunodominantes del VHC, NS31406-1415, NS31073-1081  y Core132-

140, en sujetos HLA-A2+. Se registraron las siguientes variables: 

� Frecuencia de células T CD8+ VHC específicas sobre el total de células T CD8+, en 

sangre periférica (grupos IP e IR) y en biopsias hepáticas (grupo IP). Es una variable 

cuantitativa continua con un rango de 0-100%.  

� Proliferación de las células T CD8+ VHC específicas positivas tras estimulación con 

péptidos específicos NS31406-1415, NS31073-1081  y Core132-140. En casos seleccionados 

también se evaluó la capacidad proliferativa tras la adición de Ac anti-PD-L1 o z-

VAD-fmk. Es una variable categórica dicotómica que puede tomar los valores: 

expansión positiva o negativa. 

� Porcentaje de células T CD8+ VHC específicas productoras de IFN-γ tras 

estimulación antígeno específica e intensidad media de fluorescencia (IMF) tras 

marcaje con Ac anti-IFN-γ marcados fluorescentemente. Es una variable 

cuantitativa continua con un rango de 0-100% y de 0-10.000 unidades de 

fluorescencia respectivamente. 

� Fenotipo PD-1, CD127 y Bim de las células T CD8+ VHC específicas. Se mide 

como IMF tras marcaje de las células T CD8+ VHC específicas con Ac marcados. 

Esta variable tiene una rango de 0-10.000 unidades de fluorescencia. 
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1.5. COVARIABLES 

Como posibles variables de confusión y/o modificadoras se recogieron: 

 

- Edad en años cumplidos: Variable cuantitativa continua. En edades extremas de la 

vida, el sistema inmune muestra alteraciones en cuanto a calidad e intensidad que 

pueden afectar a las conclusiones del estudio. 

 

- Sexo: Variable categórica dicotómica. El sexo masculino se relaciona con un peor 

pronóstico de la infección por VHC, lo que podría ser un reflejo de diferencias en la 

respuesta antígeno específica contra el VHC. 

 

- Vía de contagio: Variable categórica con las siguientes categorías: 1. Sexual; 2. 

Desconocida; 3. Parenteral. La vía de contagio puede influir en la calidad de la 

respuesta inmune durante la primoinfección. 

 

- Tiempo de evolución: Variable cuantitativa continua generada por estimación de la 

fecha en la que el sujeto contrajo la infección. Se considera que los sujetos con mayor 

tiempo de evolución de la enfermedad pueden presentar una peor respuesta inmune. 

 

- Índice de masa corporal (IMC): Se correlaciona con el grado de resistencia a insulina, 

esteatosis y fibrosis hepática, características relacionadas con una peor respuesta al 

tratamiento antiviral. Además, la resistencia a la insulina se puede correlacionar con la 

resistencia al efecto del IFN al compartir ambas vías similares rutas de activación (275, 

276). 

 

- Variables Histológicas: El grado de inflamación hepática y el estadío de fibrosis 

fueron evaluados mediante la puntuación histológica semicuantitativa propuesta por 

Scheuer (277). La actividad inflamatoria portoperiportal y la actividad lobulillar se 

clasificaron utilizando una escala de 0-3 (1: leve, 2: moderada y 3: severa). El grado de 

fibrosis se calculó utilizando una escala de 0-4 (0: ausente, 1: leve, sin tabiques, 2: 

moderado, con pocos tabiques; 3: numerosos tabiques sin cirrosis, 4: cirrosis). El 

distinto grado de daño hepático puede traducir diferencias en la calidad de la respuesta 

inmune (89, 278). 
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- Amplificación y secuenciación de las regiones NS31406-1415 y NS31073-1081.: Mutaciones 

en los genes de los que forman parte estos epítopos pueden provocar que no sean 

reconocidos por las células citotóxicas específicas, por lo que no sufrirían presión 

inmunológica, lo que podría influir en su fenotipo y función. 

 

1.6. OTRAS VARIABLES 

Se utilizaron para clasificar a los casos en los diferentes grupos: 

- Concentración sérica de ALT en unidades internacionales por litro (UI/L). Variable 

cuantitativa continua que refleja el grado de inflamación hepática. 

- Variables virológicas: 

* Concentración sérica de RNA del VHC medida en UI/mL. Variable 

cuantitativa continua con rango de 4.3x101 a 6.9x107 UI/mL.  

  * Genotipo del VHC (1a y 1b). 

 

 

2. SUJETOS, MATERIAL Y MÉTODOS  

En esta sección se describen los sujetos admitidos en el estudio, las técnicas 

experimentales y el protocolo desarrollado para medir las distintas variables del trabajo 

de investigación. En la Tabla 1 se resume la composición de los distintos medios de 

cultivo y soluciones utilizadas. 

 

2.1. SUJETOS SELECCIONADOS PARA EL ESTUDIO 

Entre enero de 2007 y agosto de 2010 acudieron al Servicio de Aparato 

Digestivo del Hospital Universitario de Guadalajara 94 sujetos HLA-A2+ con infección 

por VHC que cumplían los criterios de inclusión y de no exclusión del estudio. De 

éstos, 76 sujetos presentaban IP y 18 habían resuelto la infección tras recibir 

previamente tratamiento antiviral. En 22 sujetos con IP, se realizó una biopsia hepática 

previa a la posterior indicación de tratamiento. Además se reclutaron 10 sujetos con 

infección crónica HLA-A2- y 10 sujetos HLA-A2+ con infección por VHC resuelta de 

forma natural que sirvieron de control negativo y positivo respectivamente, para la 

validación de la técnica de cuantificación de las células T CD8+ VHC específicas. 
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2.2. RECOGIDA DE MUESTRAS Y DATOS CLÍNICOS 

A todos los sujetos incluidos en el estudio se les sometió a un cuestionario 

normalizado para recoger los datos clínicos de interés. Se les extrajo 60mL de sangre 

heparinizada, y dos tubos sin anticoagulante para la obtención de suero, mediante 

técnica de venopunción estándar en el momento de inclusión en el estudio. Estas 

muestras se utilizaron para evaluar la presencia de Ac anti-VHC, cuantificar la 

concentración sérica de RNA del VHC, determinar el genotipo del VHC, medir la 

concentración sérica de ALT, descartar otras causas de hepatopatía crónica y de 

inmunodeficiencia y realizar las técnicas específicas de este trabajo. 

 

SOLUCIONES 
 

CONSTITUYENTES 
 

Solución de lavado para separación de 
CMSP 

 

� Medio RPMI 1640  

� 10 % STF 
 

Solución de lavado para tinción de 
CMSP con complejos pentaméricos 
(FacsFlow) 

 

� 0.1% Azida sódica 

� 0.1% STF 

� PBS 
 
 

Solución tamponada para PCR  

 
 

� Tris HCl 10mM + KCl 500mM (pH 8.3) 
 

 

Buffer de electroforesis (TBE)  

 

 

� Tris 890mM (pH=8) 

� EDTA 20mM 

� Ácido Bórico 890mM 
 

 

Medio de cultivo celular  

 

 

� Medio RPMI 1640: 500 mL 

� Hepes 20 mM 

� Piruvato sódico 0.5 mM 

� 100 U/mL de penicilina 

� 100 µg/mL de estreptomicina 

� 2 Mercaptoetanol 50 µM 

� 2mM L-glutamina 

� Aminoácidos esenciales 50 X (1/50) 

� Aminoácidos no esenciales 100 X (1/100) 

� 10% STF 

Tabla 1 . Medios y tampones utilizados en los experimentos. 

CMSP: Células mononucleares de sangre periférica. STF: Suero de ternera fetal. PBS: Tampón fosfato 
salino. HCl: Ácido Clorhídrico. KCl: Cloruro potásico. TBE: Tris Buffer EDTA. EDTA: Ácido 
Etilendiaminotetraacético 
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 2.2.1. Procesamiento de las muestras de sangre periférica. 

Los tubos con sangre no heparinizada se centrifugaron a 3.500 revoluciones por 

minuto (rpm) durante 15 minutos para obtener el suero. Parte de este suero se alicuotó 

en tubos Eppendorff y se congeló inmediatamente a -80ºC. Estas muestras se utilizaron 

posteriormente para amplificar los fragmentos 1406-1415 y 1073-1081 del gen NS3.  

En la sangre heparinizada se realizó el tipaje del HLA-A2 y la separación en 

gradiente de densidad con Ficoll-hypaque de las células mononucleares de sangre 

periférica (CMSP). Para la obtención de estas células, se pipeteó Ficoll-hypaque en un 

tubo falcon de 50mL, (Amersham Pharmacia Biotech AB, Upsala, Suecia) y sobre él se 

añadió un volumen de sangre heparinizada en proporción 1:2 dejándola deslizar 

suavemente por las paredes del tubo para evitar que se mezclase con el Ficoll. El falcon  

se centrifugó a 2.100 rpm durante 30 minutos sin freno y a continuación con una pipeta 

se aspiró la capa formada entre el Ficoll-hypaque (situado por encima del pellet de 

hematíes y polimorfonucleares) y el plasma (parte superior del tubo), correspondiente a 

las CMSP. Las CMSP se lavaron 2 veces con RPMI 1640 (Sigma-Aldrich Inc, St. 

Louis, MO, USA) suplementado con suero de ternera fetal (STF) al 10% (Biochrom 

AG, Berlín, Alemania) y se contaron en una cámara de Neubauer al microscopio óptico 

tras tinción con azul tripán para ver su viabilidad. 

 De los 60mL se obtienen 30-40x106 CMSP. Estas células resuspendidas en 

medio de cultivo se emplearán para el recuento de células CD8+ VHC específicas y para 

la producción de líneas celulares mediante estimulación con péptidos específicos. 

 

2.2.2. Procesamiento de las muestras de biopsia hepática. 

Se obtuvieron células mononucleares intrahepáticas (CMIH) de sujetos 

infectados por VHC, a partir del excedente de tejido hepático, no necesario para uso 

diagnóstico, procedente de biopsia hepática. El tejido hepático se lavó con RPMI 1640 

al 10% STF para eliminar restos de sangre. Posteriormente, se incubó con 1mg/mL de 

colagenasa 1 (Sigma Chemical Co, Saint Louis, MO) y 25µg/mL de DNA-asa (Sigma 

Chemical Co, Saint Louis, MO) durante 1 hora a 37ºC en baño de agua con agitación. 

De la suspensión celular obtenida tras la digestión, se aislaron las CMIH mediante 

gradiente de Ficoll-hypaque (como se ha explicado anteriormente para las CMSP). 
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2.3. ESTUDIO VIROLÓGICO 

Los Ac anti-VHC fueron determinados mediante un inmunoensayo enzimático 

(Ortho HCV Version 3.0 ELISA Test, Ortho Diagnostic System, Raritan, NJ).  

La CV del VHC se midió por técnicas de PCR a tiempo real con un límite de 

detección de 40 UI/mL (Cobas Amplicor HCV Monitor 2.0 Roche, Indianapolis, IN); el 

genotipo del virus se testó mediante hibridación reversa (Inno-Lipa HCV II, Innogentics 

Inc, Alpharetta, GA) y la concentración sérica de ALT mediante los procedimientos 

bioquímicos habituales. Estos ensayos fueron realizados en los Laboratorios de 

Virología y de Análisis Clínicos del Hospital Universitario de Guadalajara.  

 

2.4. TIPAJE DE HLA-A2 

Para valorar el haplotipo HLA-A2 de 

los sujetos incluidos en el estudio se incubaron 

100 µL de sangre periférica con Ac de ratón 

anti-HLA-A2 humano marcado con 

fluoresceína (FITC) (BD Biosciences, San 

Diego, CA) durante 20 minutos a temperatura 

ambiente (Ta). Tras este tiempo se añadieron 

2mL de solución de lisis (BD Biosciences, San 

Diego, CA) y se incubaron durante otros 10 

minutos. Finalmente, la sangre marcada se 

centrifugó a 2.500 rpm. El pellet obtenido se 

lavó dos veces con solución de lavado 

(FACSFlow) y se analizó mediante Citometría 

de Flujo, en el citómetro FACScalibur con el programa informático CELLQuest 

(Becton Dickinson, CA).  

El haplotipo HLA-A2 positivo se estableció para un valor de IMF mayor al 

calculado como media de los 10 controles negativos previamente analizados (Fig.14). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14. Histograma de un paciente HLA-A2 
negativo y otro positivo. Este último muestra 
una intensidad de fluorescencia para la tinción 
con el Ac anti-HLA-A2-FITC superior a 10 
unidades de fluorescencia en las CMSP.  
(-) Negativo. (+) Positivo. 
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2.5. TINCIÓN DE CÉLULAS MONONUCLEARES CON AC ANTI-CD8 Y CON 

COMPLEJOS PENTAMÉRICOS HLA-A2/PÉPTIDO  

Para la detección de células CD8+ VHC específicas utilizamos una tecnología 

que permitió su recuento directamente ex-vivo sin necesidad de ensayos funcionales 

(145, 147, 279). Esta tecnología consiste en el uso de moléculas pentaméricas formadas 

por la unión de cinco moléculas de HLA de clase I/péptido unidos a una molécula 

fluorescente, ficoeritrina (PE), que permite, tras su unión a las células citotóxicas 

antígeno específicas, su recuento gracias a la fluorescencia de emisión del complejo y a 

su detección por técnicas de Citometría de Flujo (Fig.15). Esta técnica es 

excepcionalmente antígeno-específica y altamente sensible ya que permite reconocer 

una célula T CD8+ antígeno específica entre 5.000 linfocitos CD8+.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Trabajamos con tres complejos pentaméricos de cuya estructura forman parte 

tres fragmentos de epítopos inmunodominantes del VHC. Dos de ellos pertenecientes a 

la región NS3 (fragmentos 1406-1415 y 1073-1081) y otro perteneciente a la región del 

Core (fragmento 132-140) (280, 281).  

 

Para conocer cuál era el ruido de la técnica utilizada para el recuento de las 

células T CD8+ NS31406-1415, NS31073-1081  y Core132-140 específicos, se seleccionó un 

grupo de 10 sujetos con IP por VHC HLA-A2-, y otro grupo de 10 sujetos con infección 

por VHC resuelta de manera espontánea HLA-A2+ de similares características 

demográficas a los casos, que sirvieron como controles de la técnica de detección de 

células citotóxicas VHC específicas. 

 

Fig. 15. Esquema del complejo pentamérico HLA-A2/ péptido NS3 1406-1415. 

PE: Ficoeritrina 

 

�β2 microglobulina

Péptido  NS3 1406-1415 
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Como control positivo se eligió la respuesta citotóxica contra el CMV, porque 

esta infección se caracteriza por el desarrollo de una respuesta citotóxica eficaz.   

El fragmento peptídico utilizado para la formación del complejo pentamérico 

contra el CMV fue el CMVpp65495-504 que se trata de un epítopo inmunodominante en 

sujetos HLA-A2 positivos. Los distintos complejos pentaméricos fueron sintetizados por 

Proimmune Limmited, Oxford, Reino Unido. 

 

Para determinar el número de células T CD8+ VHC específicas frente a estos 

epítopos, 1-1.5x106 CMSP, o un número variable de CMIH, se incubaron durante 10 

minutos con 1µM de los complejos pentaméricos-(PE) HLA-A2/péptido en 100µL de 

solución de lavado (Tabla 1) a Ta. Tras un lavado, las células se incubaron con 

concentraciones saturantes de Ac anti-CD8 marcado con ficoeritrina-Cyanina5 (Cy5) 

(R&D Systems Inc., Minneapolis, MN) durante 20 minutos a 4ºC. Tras un nuevo 

lavado, el marcaje de la suspensión celular se analizó en el citómetro de flujo. Se 

analizaron al menos 250.000 CMSP por cada tinción para alcanzar un número mínimo 

de 50.000 células T CD8+ (Fig.16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16. Esquema de la visualización directa de las célula T citotóxica mediante marcaje con 
complejos pentaméricos HLA-A2/péptido NS3 1406-1415.  Los TCR capaces de reconocer el 
péptido NS31406-1415 se unirán al complejo pentamérico, detectándose gracias a la molécula 
fluorescente. Sin embargo, las célula T citotóxica cuyos TCR no sean capaces de reconocer el 
péptido no se van a unir a dichos complejos. CTC: Célula T Citotóxica. TCR: Receptor de la 
célula T. 
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2.6. PRODUCCIÓN DE LÍNEAS CELULARES 

 Para evaluar la capacidad de expansión clonal de las células T CD8+ VHC 

específicas tras el encuentro antigénico, se estimularon in-vitro las CMSP con los 

epítopos específicos correspondientes a las mismas regiones peptídicas que portaban los 

pentámeros (NS31406-1415, NS31073-1081  y Core132-140) (Proimmune Limmited, Oxford, 

Reino Unido). A una suspensión de 1x106/mL CMSP en medio de cultivo (Tabla 1), se 

añadieron los péptidos específicos a concentración final 1µM, 25UI/mL de IL-2 y 

toxoide tetánico a concentración final 0.5µM. La suspensión se pipeteó en placas de 96 

pocillos de fondo en U y se incubó durante 10 días a 37ºC y a atmósfera de CO2 al 5%. 

El toxoide tetánico se añadió para activar las células T helper y crear un ambiente 

propicio de citoquinas para la expansión de las células CD8+ VHC específicas. La IL-2 

se añadió al cultivo para permitir la proliferación celular. La IL-2 es la tercera señal 

necesaria para la activación de la célula T, además de la activación del TCR y la 

coestimulación positiva. Estas dos señales inducen la expresión del gen del receptor de 

la IL-2 (CD25) después de la interacción entre el TCR y el complejo HLA-I/epítopo.  

Al cultivo celular de las células de 35 sujetos (18 con IR y 27 con IP) se añadió 

2µg/mL de Ac anti-PD-L1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) para bloquear 

la unión PD-1/PD-L1. Además en 13 casos con IP y 11 con IR se bloqueó la apoptosis 

añadiendo al medio el inhibidor de pancaspasas z-VAD-fmk a concentración final 

50µM (BD Bioscience, San Jose, CA). 

Para estos experimentos, las células se cultivaron durante 10 días, tras los cuales 

se analizaron por Citometría de Flujo tras tinción con complejos pentaméricos y Ac 

anti-CD8 como se comentó previamente. 

 

2.7. ANÁLISIS DEL FENOTIPO DE LAS CÉLULAS CITOTÓXICAS 

ESPECÍFICAS FRENTE AL VHC 

 El análisis fenotípico se realizó únicamente en los casos en los que detectamos 

más de 20 células específicas por cada 50.000 células T CD8+ tanto directamente ex-

vivo como tras proliferación in-vitro. 

 Para incrementar la especificidad de la tinción de las células T CD8+ VHC 

específicas realizamos previamente una selección negativa de células T CD8+ mediante 

el kit II CD8+ T cell Isolation, según las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec, 
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Bergisch Gladbach, Germany), obteniendo un porcentaje de recuperación de células 

CD8+ superior al 95%. 

 Tras la selección, las células T CD8+ se incubaron con 2µL de Ac anti-CD8-

Cy5, 1µM de uno de los complejos pentaméricos frente al VHC (NS3 1406-1415, NS3 1073-

1081  o Core132-140 -PE) y 2µL de Ac anti-CD127 (Pharmingen BD, San Jose, CA) y anti-

PD-1 (eBioscience Inc, San Diego, CA). 

 El fenotipaje se realizó directamente ex-vivo y en las líneas celulares obtenidas 

tras estimulación antígeno específica. La suspensión celular se analizó por Citometría de 

Flujo. 

 En función de la IMF obtenida, las células se clasificaron como fenotipo bajo 

intermedio y alto. 

 Para evaluar la expresión de la molécula pro-apoptótica Bim directamente ex- 

vivo y tras estimulación antigénica en presencia de z-VAD-fmk, las células T CD8+ 

VHC específicas se marcaron con complejos pentaméricos-PE y Ac anti-CD8-Cy5, 

como se ha descrito con anterioridad. A continuación, las células se fijaron y 

permeabilizaron durante 20 minutos con Citofix/Cytoperm (BD Bioscience, San Jose, 

CA) y se marcaron con Ac anti-Bim de conejo contra humano (Cell Signalling 

Technology, Beverly, MA) durante 45 minutos y un Ac secundario de cabra anti-conejo 

IgG2 Alexa 488 (Invitrogen, Carlsbad, CA) durante 30 minutos. Finalmente las células 

se lavaron dos veces con solución de lavado y se analizaron por Citometría de Flujo.  

  

 

2.8. PRODUCCIÓN DE INTERFERÓN-γγγγ 

 Para analizar la capacidad de producción de IFN-γ por las células citotóxicas 

VHC específicas, se estimularon 1x106 CMSP/mL en RPMI 1640 suplementado con 

10% STF con 2µM del péptido NS31406-1415 durante 15 horas a 37ºC en presencia de 10 

µg/mL de Brefeldina A (Sigma-Aldrich Inc, St. Louis, MO) durante las últimas 11 

horas. Tras lavar las células, se marcaron con complejos pentaméricos (HLA-A2 / 

NS31406-1415) y Ac anti-CD8-Cy5 como anteriormente se ha comentado. Tras la 

incubación y un nuevo lavado, las células se fijaron y permeabilizaron con 250µL de 

Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, San Diego, CA) durante 20 minutos a 4ºC. Tras 

lavar la suspensión celular, se añadieron 7µL de Ac anti-IFN-γ conjugado con FITC 
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(Pharmingen BD, San Jose, CA) y se incubaron durante 45 minutos a Ta. Finalmente las 

células se volvieron a lavar y se analizaron por Citometría de Flujo. 

 

2.9. EVALUACIÓN DE MUTACIONES DE ESCAPE 

En sujetos seleccionados con IP, con células Pent+ detectables directamente ex-

vivo, en los que se evaluó la expresión de PD-1 y CD127, se realizó la secuenciación de 

los epítopos NS31406-1415 y NS31073-1081 del VHC para descartar la presencia de 

mutaciones de escape en las regiones de anclaje al HLA-A2 o en los residuos de 

contacto con el TCR. La amplificación se realizó mediante PCR anidada a partir del 

RNA obtenido de 140µL de sueros crioconservados. La extracción del RNA viral se 

efectuó con el kit QiaAmp HCV-RNA (Qiagen, Valencia, CA), según instrucciones del 

fabricante y se eluyó en 50µL de agua libre de RNAasa (tratada con DEPC al 1o/00).  

La cantidad de RNA extraído se calculó en función de la absorbancia (A) de la 

muestra, medida en un espectofotómetro (Espectra MR Dynex Technologies), según la 

siguiente expresión: 1 unidad de A (A260nm – A320nm) = 40µg/mL de RNA puro. Las 

cantidades de RNA viral que obtuvimos oscilaban entre 1-3µg/mL. La pureza de la 

muestra se determinó calculando el cociente A260/A280, que en todos los casos estuvo 

comprendido entre 1.7-1.9 indicando la baja contaminación de las muestras con DNA y 

proteínas.  

El RNA extraído se transcribió a DNAc empleando el kit High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription (Applied Biosystem, Foster City, CA.) y una mezcla de 

hexámeros como cebadores. La mezcla de reacción estaba compuesta por RNA (2µg), 

hexámeros (2.5µM), desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTPs 250µM), inhibidor de 

RNAasa (0.4U/µL) y transcriptasa inversa MultiScribe (1.25U/µL) en un volumen final 

de 25µL. El programa empleado para la retrotranscripción (RT) fue el siguiente: 

 

 Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4 

Temperatura  25ºC 37ºC 85ºC 4ºC 

Tiempo 10 min 120 min 5 seg ∞ 

 

Una vez que el RNA había sido transcrito a DNAc se realizaron las siguientes 

reacciones de PCR. 
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Primera PCR:  

-  4 µL DNAc. 

- 5 µL solución tamponada para PCR 

(10x) (Tabla 1). 

- 2.5 mM de cada uno de los cuatro 

dNTPs. 

- 0.2 µM primers. 

- 5 µL magnesio 25mM. 

- 1.5  UI Taq DNA polimerasa. 

- Hasta 50 µL de H2O DEPC (1o/00). 

 

 

Los reactivos utilizados fueron de Applied Biosystems, Foster City, CA. La 

reacción se llevó a cabo en el termociclador ABI PRISM 7000 Sequence Detection 

System (Applied Biosystems, Foster City, CA), las condiciones de la PCR fueron las 

que se muestran en la figura 17 y los primers utilizados se detallan en la Tabla 2. 

 

Segunda PCR: 

Fue realizada con 1 µL del producto obtenido en la primera PCR y las mismas 

cantidades y condiciones descritas anteriormente. 

 

 

 

 

 

Epítopo 
 

PCR 
 

Secuencia (5’-3’) 
 

Amplicón 

  

Primera 
 

Forward: ACGTACTCCACCTACGGCAA  
 

NS31406-1415  Reverse: AGGTAGGGTCAAGGCTGAA 
 

289pb 

 Segunda Forward: ATCCCAACATCGAGGAGGT  

  Reverse: TTGCAGTCTATCACCAGTC  

  

Primera 
 

Forward: GCYTGCCCGTCTCYGCCCG 
 

NS31073-1081  Reverse: CGGCGCACSGGAATGACATCG 
 

317pb 

 Segunda Forward: CGGCSTACKCCCARCAGACGMGAGGCC  

  Reverse: CCTCGTGACCARGTAAAGGTCC  

Fig. 17. Parámetros de las condiciones utilizadas en la 
“nested PCR”. 

 

Tabla. 2 Descripción de la secuencia de los primers utilizados para la amplificación y 
secuenciación de las regiones NS31406-1415 y NS31073-1081 del RNA del VHC 

pb: pares de bases. A: Adenina. C: Citosina. G: Guanina. T: Timina Y: C ó T. S: C ó G. K: G ó 
T. M: A ó C 
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La especificidad de las amplificaciones se comprobó por electroforesis en gel de 

agarosa al 1.5% en Tris Buffer EDTA (TBE) (Tabla 1), teñido con Bromuro de Etidio 

(BrEt). Posteriormente se visualizaron los productos de PCR con un transiluminador 

(ImageQuant 350, GE Healthcare) (Fig.18). 

El DNA obtenido se purificó con el kit Genclean® Turbo (MP Biomedicals 

LLC, Ohaio) según las instrucciones del fabricante. Este DNA se secuenció con el kit 

Big Dye Terminator V3.1 cycle sequencing y el secuenciador Abi 3130 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) en la Unidad de Biología Molecular de la Universidad de 

Alcalá. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

3.1. ESTADÍSTICA DESCRIPTIVA 
En primer lugar se describieron las diferentes variables del estudio en los 

distintos grupos. Para describir las variables cuantitativas se evaluó primeramente si las 

distribuciones de estas variables, según los dos grupos definidos por la variable 

independiente (grado de control viral), seguían una distribución normal mediante la 

aplicación del test de Kolmogórov-Smirnov. La homogeneidad de varianzas entre 

grupos se analizó mediante el test de Levene.  

Las variables cuantitativas normales se describieron mediante su media y su 

desviación estándar. Las variables que no siguieron una distribución normal se 

resumieron mediante su mediana y amplitud intercuartil. 

Las variables categóricas se describieron mediante su distribución de frecuencias 

en los distintos grupos definidos por las categorías de la variable independiente. 

Fig. 18. Gel de agarosa teñido con BrEt que muestra la amplificación de 
las regiones NS31406-1415 y NS31073-1081, amplicones de 289pb y 317pb 
respectivamente. Pm: marcador de peso molecular. pb: pares de bases. 

600 pb

300 pb

Pm Pm

NS31406-1415 NS31073-1081

600 pb

300 pb

Pm Pm

NS31406-1415 NS31073-1081
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3.2. ESTADÍSTICA INFERENCIAL  

Todas las pruebas realizadas fueron bilaterales y a partir de un nivel de 

significación p<0.05 se consideró un resultado estadísticamente significativo. 

Se realizó un análisis univariante para la comparación de las distintas variables 

del estudio en los dos grupos. Se utilizaron test no paramétricos para las distintas 

comparaciones. El test de Wilconxon se empleó para la comparación de dos muestras 

relacionadas y el test U de Mann-Whitney para la comparación de dos muestras 

independientes. Para la comparación de varias muestras independientes se utilizó el test 

de Chi cuadrado de Pearson. El análisis de la correlación entre dos variables 

independientes continuas se realizó mediante el índice de correlación de Spearman. 

 

3.3. CÁLCULO DEL TAMAÑO MUESTRAL 

Puesto que la aportación novedosa de nuestro estudio se centraba en la 

valoración de la situación pro-apoptótica de las células T CD8+ VHC específicas, 

elegimos las variables IMF de Bim y porcentaje de expansión tras bloqueo de la 

apoptosis para calcular el tamaño muestral necesario para desarrollar nuestro estudio. 

Para calcular el tamaño muestral suficiente para demostrar la posible diferencia 

de expresión de la molécula Bim en las células T CD8+ VHC específicas en los dos 

grupos del estudio, se utilizó una prueba Z bilateral para la comparación de dos medias 

independientes. Estimamos la varianza de esta variable basándonos en datos publicados 

sobre el estudio de la expresión de Bim en células T CD8+ VHB específicas en la 

infección por VHB (274). En este trabajo la varianza de la expresión de Bim en IP fue 

de 22.1 y en IR de 1.9. La media de la expresión de Bim en estas células fue de 52.3 en 

el grupo con IP. Suponiendo que en la infección por VHC existiera una varianza similar 

en los sujetos de nuestro estudio, consideramos que para detectar una mínima diferencia 

de 5 unidades de fluorescencia entre los grupos IP e IR necesitaríamos al menos 8 

pacientes en cada grupo, aceptando un error alfa del 5% y un error beta del 20%. 

Para estimar el tamaño muestral necesario para analizar diferencias en la 

capacidad de expansión clonal in-vitro de las células T CD8+ VHC específicas de 

sujetos con IP ante estimulación específica tras el bloqueo o no de la vía de la apoptosis, 

se utilizó una prueba Z bilateral para comparación de dos proporciones independientes. 

Basándonos de nuevo en el trabajo de Lopes y col. en la infección por VHB, sabíamos 

que el 25% de los sujetos con IP eran capaces de expandir en condiciones normales. Sí 

suponíamos que en los pacientes con IP por VHC de nuestro estudio ocurría lo mismo, 
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esperando una diferencia entre el porcentaje de expansión tras el bloqueo de la 

apoptosis del 50%, asumiendo un error alfa del 5% y un error beta del 20% calculamos 

que necesitábamos al menos 14 pacientes por grupo. 

Teniendo en cuenta los cálculos previamente comentados, se reclutaron de forma 

consecutivas pacientes con infección por VHC HLA-A2+ crónica o resuelta tras 

tratamiento antiviral hasta alcanzar la cifra de catorce pacientes por grupo en los que se 

hubieran realizado estos experimentos. No obstante, el número de pacientes reclutados 

fue mucho mayor para obtener una elevada consistencia en el resto de las variables 

fenotípicas y funcionales comparadas. 
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1. VALIDACIÓN DE LA TÉCNICA PARA RECUENTO DE 
CÉLULAS T CD8+ NS31406-1415, NS31073-1081  Y CORE132-140 
ESPECÍFICAS 
 

Cuantificamos las células T CD8+ VHC específicas frente a los epítopos 

NS31406-1415, NS31073-1081 y Core132-140 del VHC mediante la tinción con complejos 

pentaméricos HLA-A2/péptido y Ac anti-CD8 marcados con PE y Cy5 

respectivamente. El límite de detección de la técnica se analizó previamente a su 

utilización en nuestro estudio. Para definir la sensibilidad mínima de la misma se utilizó 

un grupo de 10 sujetos con IP por VHC con haplotipo HLA-A2 - que fue nuestro control 

negativo. 

Se consideró que un resultado era negativo si era inferior a la media de la 

frecuencia en sangre periférica o intrahepática de células CD8+ VHC específicas 

(Pentámero+, Pent+) detectadas en el grupo control negativo más dos veces el error 

típico de la media. Según esta definición el punto de discriminación fue de 10 células 

CD8+/ Pent-NS31406-1415, Pent-NS31073-1081, Pent-Core132-140 positivas por cada 50.000 

células T CD8+ de sangre periférica o hígado (0.02%).  

Esta técnica se mostró extremadamente específica, como se señala en la figura 

19. En esta figura se observa cómo la tinción con los complejos pentaméricos HLA-

A2/péptido es capaz de detectar células citotóxicas específicas, en este ejemplo,  contra 

el epítopo NS31406-1415 del VHC, tras estimulación específica con el péptido NS31406-1415. 

Sin embargo, no detecta células citotóxicas cuando se estimulan las CMSP con el 

péptido del citomegalovirus, CMV pp65 495-504. 

Para continuar analizando la sensibilidad y especificidad de esta técnica, también 

se generaron clones de células T específicas contra el epítopo VHC NS31406-1415 y contra 

el epítopo  CMV pp65 495-504, siguiendo la metodología de dilución límite (282). La 

tinción del clon NS31406-1415 específico con Ac anti-CD8-Cy5 y con complejos 

pentaméricos HLA-A2/ NS31406-1415 mostró que el 95% de las células eran doble 

positivas, es decir, la tinción con este complejo pentamérico era capaz de reconocer 

prácticamente la totalidad de las células del clon, lo que demostraba su elevada 

sensibilidad. Sin embargo, cuando teñimos el clon específico para el epítopo 

CMVpp65495-504 del CMV con el complejo pentamérico HLA-A2/NS31406-1415 más Ac 

anti-CD8-Cy5, sólo el 1% de las células fue doble positiva. Esto demostró que la tinción 

con esta molécula era específica para las células CD8 que expresan el TCR adecuado 

(Fig.20). 
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Fig. 20. Gráfico de puntos de la tinción de los clones NS31406-1415 y CMV pp65495-504 
específicos con los complejos pentaméricos HLA-A2/ NS31406-1415 más anticuerpos anti-
CD8. En el clon NS3 1406-1415 se observa una población doble positiva que no existe en el 
clon CMV pp65495-504.  

 

Fig. 19. Gráficos de puntos que muestra la especificidad de los complejos pentaméricos para 
detectar las células CD8+ Pent-NS31406-1415  específicas en dos líneas celulares de un mismo 
sujeto. En las CMSP estimuladas con el péptido NS31406-1415  se detecta una población de 
células doble positivas (CD8+/ Pent-NS31406-1415

+) que no se detecta tras estimular estas 
células con el péptido pp65495-504 del CMV. CMSP: Células mononucleares de sangre 
periférica. CMV: Citomegalovirus. 
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2. DESCRIPCIÓN DE LAS VARIABLES DEL ESTUDIO. 

En este apartado se comparan las características fenotípicas y funcionales de las 

células CD8+/Pent+ según el grado de control viral, con especial atención al papel de las 

moléculas PD-1, CD127 y Bim. 

En primer lugar, se describen las covariables del estudio en los dos grupos 

comparados (IP e IR). En la Tabla 3 se resumen estas variables junto a los valores p de 

los distintos índices estadísticos de las comparaciones realizadas con respecto a la 

variable dependiente (grupo clínico). 

Las características de la respuesta citotóxica específica fue la variable 

dependiente de este estudio. Esta variable se evaluó mediante el estudio de la 

frecuencia, fenotipo (PD-1, CD127 y Bim) y capacidad efectora (expansión clonal y 

producción de IFN-γ) de las células CD8+/Pent+ y se comparó según el grado de control 

viral (variable independiente). 

 

2.1. CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS Y CLÍNICAS DE LOS GRUPOS 

COMPARADOS. 

En el estudio transversal se analizaron 94 sujetos HLA-A2+ genotipo 1 con 

serología para VHC positiva repartidos en dos grupos según el grado de control viral. 

De estos 94 sujetos, 18 presentaban infección resuelta (IR) tras tratamiento con IFN 

pegilado α-2b más ribavirina, caracterizados por una concentración sérica de ALT 

inferior al límite alto de la normalidad y CV del VHC indetectable; y 76 sujetos con 

infección persistente (IP) con una concentración sérica de ALT>40 UI/L y CV del 

VHC>1.000 UI/mL. Además, otros 10 sujetos formaron un grupo control negativo 

(descritos en el punto 1 de este apartado), definido así por tratarse de sujetos con IP por 

VHC HLA-A2 - y otros 10 sujetos integraban el grupo control positivo, que eran 

aquellos sujetos HLA-A2+ que tras previo contacto con el VHC habían controlado de 

forma natural la infección (sujetos con inmunidad natural). Todos los sujetos dieron su 

autorización para participar en el estudio, firmando el correspondiente consentimiento 

informado. 

Todos los grupos eran similares respecto a las principales características 

demográficas (Tabla 3). La edad media se situó en la cuarta década, oscilando entre los 

38 años del grupo control negativo y los 47 del grupo control positivo. La distribución 

del sexo masculino fue predominante en todos los grupos. 
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La vía de contagio estimada no fue diferente en los distintos grupos. La principal 

causa de contagio fue la parenteral, aunque entre un 40%-70% de los casos, según el 

grupo, no se identificó una potencial vía de contagio. 

Obviamente, la concentración sérica de ALT en el grupo con IP estaba 

aumentada considerablemente respecto a la concentración del grupo control positivo y 

del grupo con IR (p<0.001). 

De igual manera, la CV del VHC de todos los sujetos con IR era <40 UI/mL 

(límite de detección de la técnica), mientras que en el grupo con IP y en el control 

negativo, el valor medio de CV estaba alrededor de 2x106 UI/mL (p<0.001). 

El tiempo de evolución de la enfermedad fue similar en todos los grupos 

estudiados. El grado de inflamación y de fibrosis hepática también fue equivalente en 

todos los grupos en los que se realizó biopsia hepática. 

En resumen, estos datos muestran que existe homogeneidad en las variables 

clínicas demográficas entre los grupos comparados con excepción de las variables que 

definen los grupos (CV del VHC y concentración sérica de ALT).  

 

 

 

 
 

Infección 
Resuelta 

n=18 

 

Infección 
Persistente 

n=76 

 

Control 
Negativo  

n=10 

 

Control  
Positivo  

n=10 

 

Valor 
p 

Edad: años cumplidos 
     Media 
     DE 

41 
7 

47 
9.16 

38 
7.1 

 
 
 

47 
8.4 

 

0.08 

Sexo: n (%) 
     Masculino 
 

12 (66) 52 (68) 6  (60) 6 (60) 0.43 

IMC (kg/m2) 
Media 

    DE 
 

25.3 
1.8 

25.6 
2.7 

23.7 
3.8 

23.3 
1.03 0.09 

Vía de contagio: n (%) 
     Sexual   
     Desconocida 
     Parenteral 

 
 
 
 

0 (0) 
8 (44.4) 

10 (55.5) 

 
 
 
 

4 (5.2) 
30 (39.7) 
42 (55.1) 

 
 
 
 

0 (0) 
6 (60) 
4 (40) 

 
 
 
 

0 (0) 
7 (70) 
3 (30) 

 
 

0.81 

ALT sérica (UI/L) 
     Media 
     DE 

42.1 
19.2 

92.8 
54.5 

67.3 
32.4 

43.8 
14.3 

 
<0.001 

Tiempo de evolución (años) 
 Media 

     DE 

 
25.25 
7.17 

 
27.28 
15.7 

 
25.7 
16.4 

 
26.3 
2.3 

 
0.11 

 
Carga viral VHC (UI/mL) x 106 

 
<40 

 
2.12±4.19 

 
1.9±3.8 

 
<40 

 
<0.001 

Histología Hepática*: Media ± DE 
Actividad Lobulillar 
Actividad Portal 
Fibrosis 

 

 
1.82±0.67† 

2.11±0.56† 

1.14±0.45†  

 
1.97±0.6 
2.21±0.6 
1.8±0.7 

 
2±0.89† 

2.17±0.98† 

2±0.89† 
 

 
ND 
ND 
ND 

 
0.11 
0.24 
0.79 

Tabla 3. Características clínicas de los sujetos del estudio  

Las variables se describen como la media  ± la desviación estándar (DE) o el porcentaje. 
*Histología Hepática descrita de acuerdo con el índice de Scheuer. †Datos de  Histología Hepática antes del 
tratamiento antiviral. ND: No disponible. 
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2.2. FRECUENCIA DE CÉLULAS CD8+ PENTÁMERO+. 

Los datos de frecuencia, fenotipo y funcionalidad de las células Pent+ para los 

tres epítopos estudiados se describen individualmente, aunque el análisis estadístico se 

realiza agrupando en una sola variable la respuesta contra los distintos epítopos para 

aumentar el tamaño muestral. En cada caso se realizó de uno a tres experimentos 

dependiendo del número de epítopos analizados en cada individuo. En el análisis 

estadístico cada experimento realizado fue valorado como un caso independiente. La 

proporción de células Pent+ y su intervalo de confianza al 95% para cada epítopo se 

describen en la Tabla 4.  

 El porcentaje de experimentos con células Pent+ detectables en sangre periférica 

de sujetos pertenecientes al grupo control positivo (inmunidad natural) fue del 0-66% 

dependiendo del epítopo, con un porcentaje medio de 20% y una frecuencia media de 

0.046% (IQR: 0.02) en los casos con células detectables.  

En los sujetos con IP, el porcentaje de experimentos de sujetos con células Pent+ 

detectables en sangre periférica frente a los diferentes epítopos fue del 8.3-28% 

dependiendo del epítopo, con un porcentaje medio del 18% y una frecuencia media de 

0.046% (IQR: 0.07) del total de células CD8+, no existiendo diferencias con el grupo 

control positivo (p=0.61). Sin embargo, entre el 66 y el 89% de los experimentos 

realizados con células intrahepáticas de estos mismos sujetos presentaban células Pent+ 

frente a los diferentes epítopos, con un porcentaje medio del 77% de los experimentos y 

una frecuencia media intrahepática de 0.36% (IQR: 3.7) (p<0.001). (Fig.21A y 21B) 

(Tabla 4).  

En los sujetos con IR la frecuencia de experimentos con células Pent+ frente a 

los diferentes epítopos en sangre periférica era también muy baja, entre un 14-22% 

dependiendo del epítopo testado, con un porcentaje medio del 20% y una frecuencia 

media de 0.056% (IQR: 0.05) del total de células CD8+, porcentaje similar al observado 

en sujetos con IP (p=0.51) y en controles positivos (p=0.66) (Fig.21A y 21B) (Tabla 4). 
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2.3. EXPRESIÓN DE LAS MOLÉCULAS DE SUPERFICIE PD-1/CD127 EN 

CÉLULAS CD8+ PENTÁMERO+. 

 En aquellos sujetos con células Pent+ detectables se analizó la expresión de PD-1 

y CD127 directamente ex-vivo. Además, se analizó en paralelo la respuesta citotóxica 

contra el CMV como control positivo en los casos con células CMV-específicas 

detectables, ya que esta infección se caracteriza por el desarrollo de una respuesta 

citotóxica capaz de controlar la infección.  

 Los datos en conjunto de los 3 epítopos muestran que en el grupo control 

positivo la IMF de PD-1 en las células Pent+ de sangre periférica fue de 7.8 (IQR: 10.3). 

En sujetos con IP la IMF de PD-1 en las células Pent+ del hígado fue de 110 (IQR: 106), 

más elevada que la media observada en sangre periférica, que fue de 30 (IQR: 37.1) 

(p=0.014). Sin embargo, en los sujetos con IR la IMF de PD-1 de éstas células en sangre 

periférica fue de 6.5 (IQR: 7.03) menor que la observada en los sujetos con IP 

(p=0.003) (Tabla 5), pero similar a la observada en células de sangre periférica Pent+ 

frente al CMV cuyo valor fue de 8.6 (IQR: 8.3) en sujetos con IP (Fig.21C y Fig. 22) 

(Tabla 5). 

Los resultados para la expresión de la molécula CD127 presentaron una 

situación inversa a los observados para la expresión de PD-1. En sujetos con IP la IMF 

de CD127 en células hepáticas fue más baja, 5.1 (IQR: 1.2), que en sangre periférica, 

11.5 (IQR: 11.7) (p=0.007). Por otro lado, la expresión de CD127 en sangre periférica 

IP: Infección Persistente por VHC . IR: Infección Resuelta por VHC. SP: Sangre *Tests Chi cuadrado de Pearson. 
NA: no applicable debido al tamaño muestral. Pent: pentámero. †Frecuencia media de células pentámero+ en 
pacientes con células detectables. El límite de detección de la técnica fue de 10 células de 5x104 CD8+. 

NS*

0.054 (IQR NA)0.064 (IQR 0.08)0.056 (IQR 0.05)†Frecuencia de células 
Pent+ del total de CD8+ (%)

3 (20%)4 (22%)8 (20%)Casos con células Pent+

detectables (n;%)

151840Nº de casos
analizados (n)

SPIR

0.07 (IQR 
0.09)

0.048 (IQR 0.04)0.046 (IQR 0.07)†Frecuencia de células 
Pent+ del total de CD8+ (%)

11 (28%)11(14%)23 (18%)Casos con células Pent+

detectables (n;%)

76127Nº de casos
analizados (n)

SP

<0.001*

2.1 (IQR 3.8)0.21 (IQR 3.9)0.36 (IQR 3.7)†Frecuencia de células 
Pent+ del total de CD8+ (%)

8 (89%)14 (74%)24 (77%)Casos con células Pent+

detectables (n;%)

IP

Nº de casos
analizados (n)

HÍGADO

Valor de p NS31073-1081NS31406-1415Todos los epítopos Core 131-140

0.05 (IQR NA)

1 (14%)

7

0.08 (IQR 0.05)

1 (8.3%)

12

0.20 (IQR 3.8)

2 (66%)

31931 9

39

NS*

0.054 (IQR NA)0.064 (IQR 0.08)0.056 (IQR 0.05)†Frecuencia de células 
Pent+ del total de CD8+ (%)

3 (20%)4 (22%)8 (20%)Casos con células Pent+

detectables (n;%)

151840Nº de casos
analizados (n)

SPIR

0.07 (IQR 
0.09)

0.048 (IQR 0.04)0.046 (IQR 0.07)†Frecuencia de células 
Pent+ del total de CD8+ (%)

11 (28%)11(14%)23 (18%)Casos con células Pent+

detectables (n;%)

76127Nº de casos
analizados (n)

SP

<0.001*

2.1 (IQR 3.8)0.21 (IQR 3.9)0.36 (IQR 3.7)†Frecuencia de células 
Pent+ del total de CD8+ (%)

8 (89%)14 (74%)24 (77%)Casos con células Pent+

detectables (n;%)

IP

Nº de casos
analizados (n)

HÍGADO

Valor de p NS31073-1081NS31406-1415Todos los epítopos Core 131-140

0.05 (IQR NA)

1 (14%)

7

0.08 (IQR 0.05)

1 (8.3%)

12

0.20 (IQR 3.8)

2 (66%)

31931 9

39

Tabla 4. Frecuencia de pacientes con células pentámero+ detectables contra tres epítopos inmunodominantes del 
VHC directamente ex-vivo y frecuencia de estas células en los pacientes con células pentámero+ detectables 
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en sujetos con IR fue mayor, 33.6 (IQR: 14.5), que en sujetos con IP (p= 0.014) (Tabla 

5), siendo similar a la que expresan las células CMV específicas, 11.3 (IQR: 25) de 

sujetos con IP (Fig.21D Fig. 22). Estos datos sugieren que la infección por VHC induce 

la expresión de PD-1 y disminuye la de CD127, afectando esta modulación sólo a las 

células VHC específicas. En los controles positivos no se evaluó la expresión de 

CD127. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 21. Análisis directamente ex-vivo de la frecuencia y fenotipo PD-1/CD127 en las células CD8+ VHC 
específicas según el grado de control de la infección. 
(A) Diagrama de barras y (B) diagrama de caja que muestran el porcentaje de sujetos con células Pent+ y su 
frecuencia en hígado y sangre periférica de sujetos con IP, IR y controles negativos. Se muestran tres epítopos 
inmunodominantes de VHC y un epítopo del CMV. (C y D) Diagramas de caja que muestran la IMF para la 
tinción con Ac anti-PD-1 y anti-CD127 marcados con FITC en las células Pent+ en los dos grupos de sujetos. 
Inter: Intermedio. Neg: Negativo. NA: no aplicable. ND: No disponible. NS: No significativo. O: Outlier. Log: 
Logarítmica. ¤ Test de Wilconxon. * Test U de Mann-Whitney. † Número de casos estudiados para cada epítopo. 
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Fig. 22. Análisis directamente ex-vivo de la frecuencia y fenotipo PD-1/CD127 en las células CD8+ VHC 
específicas según el grado de control de la infección. 
Diagrama de puntos de células mononucleares de sangre periférica e hígado marcados con Ac anti CD8-Cy5, 
Pentámeros-PE, PD1-FITC y CD127-FITC. Los diagramas muestran los resultados de un sujeto con IP (A) y 
otro con IR (B), siendo representativos de los datos obtenidos en todos los sujetos de ambos grupos. 
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Esta diferencia de expresión de PD-1 y CD127 según el grado de control viral, 

quedó reflejada en la correlación existente entre la expresión de las moléculas PD-1 y 

CD127 con la CV del VHC, en los pacientes con IP. Concretamente, se observó una 

correlación positiva y negativa entre el logaritmo de la CV del VHC y la expresión de 

PD-1 (r=0.443; p=0.03) y CD127 respectivamente (r=-0.456; p=0.038) (Fig.23). 
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Tabla 5. Valores de IMF de PD-1 y CD127 directamente ex-vivo en sangre periférica e hígado de los dos 
grupos de sujetos.  

Los valores se describen como la mediana y rango intercuartil. En los grupos en los que no había suficientes 
sujetos no se muestra el rango intercuartil. SP: Sangre periférica. ND: No disponible 

Fig. 23. Análisis directamente ex-vivo de la correlación entre la CV del VHC y la expresión de las moléculas 
PD-1 y CD127 en pacientes con infección peristente. 
Diagramas de puntos que muestra la correlación entre la CV del VHC y la IMF tras tinción de las células Pent+ con 
Ac anti PD-1 y CD127 marcadas con FITC. IMF: Intensidad media de fluorescencia. CV: Carga viral. Log: 
Logarítmica. Inter: Intermedio. IP: Infección persistente. ¤Coeficiente de correlación de Spearman.  
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2.4. FUNCIONALIDAD DE LAS CÉLULAS CD8+ PENTÁMERO+  

Tras la demostración de una expresión diferencial de las moléculas PD-1 y 

CD127 en función del grado de control viral, se analizó como se relacionaban estos 

fenotipos con la capacidad efectora de las células citotóxicas VHC específicas 

(capacidad proliferativa y de producción de IFN-γ tras el encuentro antigénico). 

 

2.4.1. Capacidad de proliferación tras el encuentro antigénico: 

 Mientras que ninguno de los experimentos realizados en el grupo control 

negativo (HLA-A2-) presentó proliferación de las células Pent+ frente al VHC cuando se 

estimuló en presencia de los distintos epítopos virales analizados, en el grupo control 

positivo, el 80% (4 de 5) y 100% (5 de 5) de los casos presentaban capacidad de 

expansión clonal  tras expansión in-vitro con los péptidos específicos NS31406-1415 y 

NS31073-1081 respectivamente (Fig.24). Se observaron diferencias de expansión clonal en 

los experimentos realizados con CMSP de sujetos con IP e IR. Concretamente, se 

observó que el 39% (21 de 53) y 22% (5 de 22) de los experimentos con células de 

sujetos con IP y el 72% (13 de 18) y 82% (9 de 11) de los experimentos de casos con IR 

presentaban capacidad de expansión clonal tras la estimulación in-vitro con los péptidos 

específicos NS31406-1415 y NS31073-1081 respectivamente (p=0.018 y p<0.001) (Fig.24). En 

su conjunto, la proporción de experimentos con expansión clonal para ambos epítopos 

fue mayor en sujetos con IR (76%: 22 de 29) y con inmunidad natural (90%: 9 de 10) 

que en sujetos con IP (34%; 26 de 75) (p<0.001 en ambos casos). 
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2.4.2. Capacidad de producción de IFN-γ por las células CD8+ Pentámero+ 

tras el encuentro antigénico. Correlación con la expresión de PD-1 y CD127: 

 La capacidad de las células CD8+ Pent-NS31406-1415
+

 para producir IFN-γ tras 

estimulación específica in-vitro con el péptido NS31406-1415 se evaluó en 17 sujetos (9 

con IR y 8 con IP). Se observó que la frecuencia de células CD8+ Pent-NS31406-1415
+ 

productoras de IFN-γ fue menor en los sujetos con IP (15%; IQR: 32) que en sujetos 

con IR (41.28%; IQR: 35.7) (p=0.0047) (Fig.25).  

 

Esta expresión diferencial de IFN-γ según el grado de control viral se 

correlacionó con la expresión de las moléculas PD-1 y CD127. Concretamente, se 

observó una correlación negativa entre la producción de IFN-γ y la expresión de PD-1-

FITC, medida como IMF (r=-0.636; p<0.05) y una correlación positiva con la expresión 
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Fig. 24. Capacidad de proliferación de las células Pent+ tras estimulación in-vitro antígeno 
específica según el grado de control viral. 
(A) Diagrama de barras que muestra el porcentaje de experimentos con proliferación de las células 
Pent+ tras estimulación antígeno específica con los péptidos NS31406-1415, NS31073-1081 en sujetos con 
IP, IR e Inmunidad Natural (control positivo) Las barras de error representan 2 veces el error 
estándar de la media. * Test U de Mann-Whitney.  
(B) Diagrama de puntos de Citometría de Flujo de células mononucleares de  sangre periférica de 
sujetos con IP, IR y control positivo marcados con Ac anti CD8-Cy5 y Pentámeros-PE directamente 
ex-vivo y tras estimulación in-vitro antígeno específica de pacientes con IP e IR. Los valores 
situados en la parte superior izquierda representan el porcentaje de células Pent+ sobre el total de 
células CD8+. 
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de CD127, aunque ésta última no llegó a ser estadísticamente significativa (r=0.430; 

p=0.333). (Fig.26). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 26. Correlación entre la producción de IFN-γ por las células Pent+ tras estimulación 
específica in-vitro y el fenotipo PD-1/CD127. 
Diagrama de puntos que muestra la correlación entre la producción de IFN-γ y la expresión de PD-1 
y de CD127 en células  Pent+ de los sujetos de estudio. FITC: Fluoresceína.* Coeficiente de 
correlación de Sperman. 
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Fig. 25. Producción de IFN-γ por las células  Pent+ tras estimulación específica in-vitro de acuerdo 
con el fenotipo PD-1/CD127. 
Diagrama de puntos e histograma de Citometría de Flujo mostrando la expresión de PD-1 y de CD127 y la 
producción de IFN-γ por las células Pent+ de un paciente representativo de cada grupo (IP e IR). 
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2.4.3 Fenotipo de las células CD8+ Pentámero+ tras estimulación específica 

in-vitro. 

 La expresión de PD-1 y CD127 en las células Pent+ tras estimulación específica, 

fue diferente en cada grupo del estudio. La expresión de PD-1, medida como IMF, en 

las células Pent+ del grupo con IP fue significativamente mayor (32.3; IQR: 32.3) que 

en sujetos con IR (8.3; IQR: 8.1) (p=0.01) (Fig.27; Tabla 6), siendo la expresión en este 

último grupo similar a la observada en el grupo control positivo (inmunidad natural) 

(11.8; IQR: 8.14) (p=ns). La expresión de PD-1 en las células Pent+ de sujetos con IR e 

IP fue menor y mayor respectivamente que la observada en la población total de CD8+ 

de estos mismos sujetos (p=0.03 y p=0.01)  

En las células Pent+ del grupo con IR la expresión de CD127 estaba regulada a la 

baja tras estimulación in-vitro (p<0.05) comparada con la expresión en las células CD8+ 

totales. La expresión de CD127 era similar a la observada en las células Pent+ del grupo 

con inmunidad natural (IMF: 10.4, IQR: 2.45, p=0.35). Estas células tras ser activadas 

no necesitan la IL-7 para su supervivencia, por lo que se inhibe la expresión de su 

receptor (CD127). Por el contrario, las células Pent+ de los sujetos con IP capaces de 

proliferar, presentaban una mayor expresión de CD127 (17.6; IQR: 17.25) tras el 

encuentro antigénico que las células Pent+ expandidas de sujetos con IR (8.1; IQR: 6.4) 

(p=0.022) (Tabla 6 y Fig.27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27. Fenotipo de las células CD8+ / NS31406-1415-

Pentámero+ tras estimulación específica in-vitro. 
(A) Diagrama de cajas que muestra la IMF para el 
marcaje con FITC de células T CD8+ totales y Pent+ 
con Ac contra PD-1, CD127, NS: No significativo. ‡ 
Test U de Mann-Whitney. IMF: Intensidad media de 
fluorescencia. N: Número de pacientes. O: outlier. 
FITC: Fluoresceína. 
(B) Diagramas de puntos de Citometría de flujo 
mostrando el fenotipo PD-1/CD127 de las células Pent+ 
e histogramas de células CD8+ totales y Pent+ que 
muestran la IMF para la tinción con los Ac anti- PD-1 y 
anti-CD127 marcados con FITC. Los cuadrantes de la 
parte superior derecha de todos los diagramas de puntos 
representan el porcentaje de células CD8+ totales y Pent 
positivas y negativas para los distintos marcajes. 
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2.5. RELACIÓN ENTRE FENOTIPO PD-1/CD127 DIRECTAMENTE EX-VIVO Y 

CAPACIDAD DE PROLIFERACIÓN 

Se evaluó el fenotipo PD-1/CD127 y la 

capacidad de proliferación en los casos con 

células Pent+ detectables directamente ex-vivo.  

Tras el análisis de todos los 

experimentos realizados, se observó que, 

independientemente del control de la infección 

(IP o IR) y de la expresión de PD-1 en las 

células Pent+, existía una correlación positiva 

entre la expresión de CD127 y la capacidad de 

expansión de las células Pent+. 

Concretamente, el 83% de las células Pent+ 

CD127+ mostraron capacidad de proliferación, 

mientras que solo el 16% de las células Pent+ 

CD127- fue capaz de proliferar (p=0.001) 

(Fig.28). 

Tras este análisis preliminar, los 

experimentos se analizaron de acuerdo al 

grado de control viral. Todos los casos con IR 

con células Pent+ detectables presentaron un fenotipo PD-1-/CD127+, mientras que en 

los casos con IP se observaron dos poblaciones celulares con diferente expresión de 
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Fig. 28. Asociación entre fenotipo PD-1/CD127 
directamente ex-vivo y la capacidad de 
proliferación de las células CD8+ Pent+. 
Diagrama de barras que muestra el porcentaje de 
experimentos con proliferación de las células 
CD8+ Pent+ de acuerdo con el fenotipo 
CD127/PD-1. ‡Test U de Mann-Whitney. 
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Tabla 6. Valores de IMF de PD-1 y CD127 tras estimulación 
específica in-vitro en las CD8+ Pent-NS31406-1415

+ y en la población 
total de CD8+  en los dos grupos de estudio (IP, IR e Inmunidad 
Natural). 

La IMF se describe como mediana y rango intercuartil.  
IMF: Intensidad media de fluorescencia. 
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CD127 y capacidad proliferativa. Las células Pent+ de sujetos con IP que mantenían 

capacidad de proliferación tras el encuentro antigénico presentaban una expresión de 

CD127 mayor (IMF: 30.8; IQR: 3.8) que las células sin capacidad de proliferación 

(IMF: 6.04; IQR: 3.9) (p=0.045). Sin embargo, independientemente de la capacidad de 

proliferación, la expresión de PD-1 fue elevada y similar en ambos casos (p=ns) 

(Fig.29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 29. Capacidad de proliferación de las células Pent+ de sujetos con IP de 
acuerdo con el fenotipo PD-1/CD127.  
(A) Diagrama de cajas que muestra la IMF de PD-1 y CD127 marcados con FITC 
de las células Pent+ de acuerdo con la capacidad proliferativa en pacientes con IP.  
* Test U de Mann-Whitney. O: outlier. Inter: intermedio. NS: no significativo. 
(B) Diagrama de puntos de Citometría de Flujo e histograma de la IMF de las 
células Pent+ de dos sujetos con IP con diferente expresión de CD127 y similar de 
PD-1.  
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A continuación estudiamos si este diferente fenotipo CD127 relacionado con la 

capacidad proliferativa, se debía a la presencia de mutaciones de escape en los epítopos 

virales, lo que provocaría que las células Pent+ no fueran capaces de reconocer el virus 

infectante y por tanto, no sufrirían la presión inmunológica favorecedora de anergia. 

Para ello, en 8 de 13 sujetos con IP y células Pent+ detectables directamente ex-vivo, se 

secuenciaron los epítopos NS31406-1415 y NS31073-1081 del VHC que estas células eran 

capaces de reconocer. Los resultados mostraron la presencia de mutaciones en el 

epítopo NS31406-1415 del VHC en la zona de interacción con el TCR, lo que podría ser 

causa de la disminución de la expresión de PD-1 (p=0.034) y del aumento de la 

expresión de CD127 (p=0.048) observado en estas células. Este fenómeno explicaría 

porque estas células eran capaces de proliferar cuando se estimulaban in-vitro con el 

epítopo “wild type” (Fig.30). 
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Fig. 30. Fenotipo PD-1/CD127 en las células Pent+ según la secuencia del epítopo del VHC. 
(A) Tabla que muestra la IMF de PD-1 y CD127-FITC, la secuencia del epítopo del VHC y la 
capacidad de proliferación tras el encuentro antigénico en pacientes con IP con células Pent+ 
detectables directamente ex-vivo. Exp: Expansión. Pos: Positiva. Neg: Negativa 
(B) Diagrama de cajas representando la IMF de PD-1 y CD127-FITC en las células Pent+ según la 
presencia o ausencia del epítopo wild type del VHC. * Test U de Mann-Whitney. 
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2.6. BLOQUEO DE LAS VÍAS DE ANERGIA Y APOPTOSIS 

Puesto que las células Pent+ de los sujetos con IP capaces de reconocer al virus 

infectante presentan una mayor expresión de PD-1 y menor de CD127 y esto se traduce 

en una baja capacidad de proliferación, decidimos bloquear las vías en las que estas 

moléculas están involucradas para intentar recuperar la capacidad proliferativa de las 

células. 

 

2.6.1. Bloqueo de la vía PD-1/PD-L1: 

 Analizamos el efecto del bloqueo de la interacción PD-1/PD-L1 en la 

proliferación de las células T CD8+ VHC específicas. Para ello incubamos las CMSP de 

pacientes con IP e IR con Ac anti-PD-L1 o con β-galactosidasa como control, durante la 

estimulación específica in-vitro con los péptidos NS31406-1415 y NS31073-1081. 

 En los sujetos con IP el tratamiento con Ac anti-PD-L1 incrementó 

significativamente de un 29% (8 de 27) hasta un 51% (14 de 27) el porcentaje de 

experimentos con proliferación de las células CD8+ Pent+ tras estimulación con los 

péptidos NS31406-1415 y NS31073-1081 respecto a la estimulación en presencia de β-

galactosidasa (p=0.023) (Fig.31). Sin embargo, este tratamiento no incrementó el 

porcentaje de casos con proliferación en los sujetos con IR tras estimulación con los 

Fig. 31. Capacidad de proliferación de las células Pent+ tras estimulación antigénica in-vitro en presencia y 
ausencia de Ac anti-PD-L1. 
(A) Diagramas que muestran la frecuencia de células Pent+ tras estimulación antigénica in-vitro en presencia de 
Ac anti-PD-L1 o β-galactosidasa (β-gal) como control, en pacientes con IP e IR.  
*Test de Wilconxon. NS: no significativo. 
(B) Diagrama de puntos representativo de CMSP marcadas con Pentámero-PE y Ac anti-CD8-Cy5 tras 
estimulación antigénica in-vitro en presencia de β-gal o Ac anti-PD-L1 de un paciente con IP y otro con IR. 
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mismos péptidos (72%; 13 de 18 antes y después de tratamiento) (p=ns), probablemente 

debido a la baja expresión de PD-1 en las células Pent+ en estos sujetos (Fig.31). 

  

2.6.2 Inhibición de la apoptosis: 

Como se ha mencionado con anterioridad, los sujetos con IP con capacidad para 

reconocer al virus infectante presentaban una baja expresión de CD127 en las células 

Pent+ lo que podría favorecer la apoptosis de estas células, ya que la deprivación de IL-7 

favorece la liberación de moléculas pro-apoptóticas. Por esta razón, para contrarrestar el 

efecto pro-apoptótico de la ausencia de expresión de la molécula CD127 se bloquearon 

las vías apoptóticas. Se estimularon las CMSP de pacientes con IP e IR de forma 

específica con los péptidos NS31406-1415 y NS31073-1081 en presencia o ausencia de un 

inhibidor de pancaspasas (z-VAD-fmk), utilizándose β-galactosidasa como control. Los 

resultados mostraron una proliferación de las células Pent+ en el 54% (7 de 13) de los 

experimentos realizados tras el bloqueo de la apoptosis, siendo esta tasa de proliferación 

significativamente mayor que en el grupo control (23%, 3 de 13) (p=0.012) (Fig.32). 

 Sin embargo, este tratamiento anti-apoptótico no afectó a la capacidad de 

proliferación de las células Pent+ de sujetos con IR tras el encuentro antigénico 73% (8 

de 11 tanto en presencia como en ausencia de z-VAD-fmk) (p= ns) (Fig.32). 

Fig. 32. Capacidad de proliferación de las células Pent+ tras estimulación antigénica in-vitro en presencia y 
ausencia del inhibidor de la apoptosis z-VAD-fmk. 
(A) Diagramas que muestran la frecuencia de células Pent+ tras estimulación antigénica in-vitro en presencia de 
z-VAD-fmk o β-galactosidasa (β-gal) como control, en pacientes con IP e IR.  
*Test de Wilconxon. NS: no significativo. 
(B) Diagrama de puntos representativo de CMSP marcadas con Pentámero-PE y Ac anti-CD8-Cy5 tras 
estimulación antigénica in-vitro en presencia de β-gal o z-VAD-fmk de un paciente representativo de cada grupo 
(IP e IR). 
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 Además, directamente ex-vivo y tras estimulación específica in-vitro en 

presencia del inhibidor z-VAD-fmk, se analizó la expresión de la molécula pro-

apoptótica Bim, en células Pent+ de sujetos con IP (n=11) e IR (n=7). Los resultados 

mostraron que, directamente ex-vivo, la expresión de Bim en las células Pent+ de sujetos 

con IP era mayor (IMF: 166; IQR: 151) que la de las células de sujetos con IR (IMF: 

118; IQR: 93) (p=ns), aunque esta diferencia no llegó a ser estadísticamente 

significativa, probablemente debido al tamaño de la muestra. Sin embargo, la expresión 

de Bim en células Pent+ de sujetos con IP, tras estimulación específica in-vitro en 

presencia de z-VAD-fmk, fue mayor (IMF: 221; IQR: 331) que la de estas mismas 

células en sujetos con IR (IMF: 77; IQR: 32) (p<0.001) (Fig.33). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 33. Expresión de la molécula pro-apoptótica Bim en las células Pent+ directamente ex-
vivo y tras estimulación antigénica in-vitro en presencia del inhibidor de la apoptosis z-VAD-
fmk. 
(A) Diagrama de cajas que muestra la IMF de Bim-Alexa 488 en las células CD8+ Pent+  
directamente ex-vivo y tras estimulación específica en presencia de z-VAD-fmk en sujetos con IP 
e IR. * Test U de Mann-Whitney. NS: no significativo. Inf: Infección. 
(B) Diagrama de puntos representativo de CMSP marcadas con Pentámero-PE y Ac anti-CD8-
Cy5 tras estimulación antigénica in-vitro en presencia de z-VAD-fmk e histogramas que muestran 
la IMF de Bim-Alexa 488 en las células CD8+Pent+ de un paciente con IP y otro con IR. 
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La respuesta celular citotóxica específica juega un papel muy importante en el 

control de la infección por VHC, ya que reconoce específicamente a la célula infectada 

pudiendo destruirla por mecanismos citolíticos (135, 136), y es capaz además, de inhibir 

la replicación viral empleando mecanismos no citolíticos (283). 

Aunque las células citotóxicas específicas son importantes en todas las infecciones 

virales, su papel es más relevante en el caso de virus no citopáticos. En la infección por 

un virus citopático, la capacidad de recuperación de la primoinfección reside 

principalmente en la acción de las citoquinas antivirales, que frenan la infección viral al 

hacer resistentes a las células no infectadas contra la penetración y replicación del virus, 

y contra el daño causado por éste (284). Sin embargo, en la infección por virus no 

citopáticos, la situación es controlada principalmente por las células citotóxicas CD8+ 

que destruyen la célula infectada antes de que descargue la nueva generación de virus. 

La ausencia de daño celular convierte al virus no citopático en un agente oculto para el 

sistema inmune, haciendo fundamental la actuación de las células CD8+ citotóxicas para 

controlarlo (284). Tanto es así, que en la infección por LCMV (virus no citopático) 

hasta un 50% de los linfocitos CD8+ esplénicos son LCMV específicos cuando el 

huésped es capaz de controlar el virus (143).  

Durante la infección crónica por VHC esta respuesta celular citotóxica 

específica se encuentra alterada. Varios estudios demuestran que aquellos sujetos que 

controlan la infección desarrollan una respuesta celular citotóxica específica intensa, 

policlonal y multiespecífica (145-149), mientras que en los sujetos con infección 

persistente esta respuesta se caracteriza por ser débil, oligoclonal, oligoespecífica, con 

alteraciones en su capacidad proliferativa y citotóxica, y en su habilidad para secretar 

IFN-γ y TNF-β (150-154). Además, trabajos realizados tanto en humanos como en 

chimpancés (144, 283), demuestran que durante la fase aguda de la infección por VHC, 

en el momento en el que se desarrolla una respuesta VHC específica con capacidad de 

producir IFN-γ, se produce la disminución de la CV y posteriormente el aclaramiento de 

la infección (Fig.34).  
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Todos estos datos demuestran que 

esta respuesta es fundamental en el control 

de la infección por VHC, sin embargo, en la 

mayoría de las primoinfecciones, el virus es 

capaz de alterar esta respuesta como 

mecanismo de escape viral. La presencia de 

una presión viral sostenida sobre la respuesta 

citotóxica conduce a una fase de anergia 

seguida por una fase de muerte por 

apoptosis. En este proceso podría estar 

implicada la inducción temprana de la 

expresión de moléculas coestimuladoras 

negativas como PD-1 y el descenso en la 

expresión del receptor anti-apoptótico de la 

IL-7.  

Es por ello que con este trabajo hemos tratado de definir el papel que desarrollan 

estas moléculas en la reactividad de las células citotóxicas VHC específicas y si es 

posible mejorar sus capacidades efectoras durante la infección crónica, actuando sobre 

las vías moduladas por estos receptores.  

A pesar de la importancia de esta respuesta en el control de la infección, en 

nuestro estudio no se observan diferencias en la frecuencia de las células CD8+ VHC-

específicas directamente ex-vivo en sangre periférica, entre sujetos con infección 

resuelta e infección crónica, sin embargo, en la mayoría de estos últimos, las células 

CD8+ VHC específicas se encuentran en el hígado. Estos datos sugieren que en estos 

sujetos la respuesta celular citotóxica específica no se encuentra eliminada, como se 

había descrito previamente en otros estudios (198), a pesar de los procesos apoptóticos 

que tienen lugar en el hígado, sino que existe un secuestro intrahepático de células 

CD8+ VHC específicas. El hecho de que estas células no estén completamente 

delecionadas en los sujetos con infección crónica es importante a la hora de intentar 

desarrollar estrategias encaminadas a su restauración funcional.  

La similitud en la baja frecuencia de células CD8+ VHC-específicas ex-vivo en 

sangre periférica entre sujetos con infección crónica y resuelta se ajusta perfectamente a 

las predicciones de los modelos matemáticos que describen la interacción entre las 

células T citotóxicas virus específicas y el virus. Según estos modelos (285), en una 

Fig. 34 Cinética de la respuesta VHC específica y 
producción de IFN-γ durante la resolución de la 
fase aguda de la infección.  
Thimme R et al. Figura publicada originalmente 
en J exp Med. doi: 10.1084/jem.194.10.139. 
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infección viral persistente por un virus no 

citopático, como en el caso del VHC, 

existen dos tipos de sujetos. Los 

denominados respondedores débiles y los 

respondedores fuertes (Fig.35). 

Los respondedores fuertes 

presentan una correcta reactividad tras el 

encuentro con el virus, con lo que reducen 

rápidamente la CV. Tras este descenso, se 

alcanza un estado de equilibrio en el que la 

frecuencia de células T CD8+ virus 

específicas también desciende al disminuir 

el estímulo antigénico. Sin embargo, en 

los respondedores débiles la capacidad de 

respuesta tras el encuentro con el virus está muy reducida, por lo que la CV permanece 

en todo momento elevada, como consecuencia de la baja frecuencia de células T CD8+ 

virus específicas  

No obstante, más importante que el número absoluto de células T CD8+ 

citotóxicas virus específicas que posee el sujeto infectado, es la capacidad de respuesta 

de éstas, definida como capacidad de expansión clonal, de migración al lugar de la 

infección y de desarrollo de las habilidades efectoras adecuadas para mantener al virus 

bajo control y responder rápidamente a las variaciones en la cinética de replicación 

viral. 

Por esto, en nuestro estudio hemos analizado estas propiedades, observando que 

durante la infección crónica, las células CD8+ VHC específicas presentan alteraciones 

tanto en su capacidad de expansión clonal como en su capacidad para producir 

citoquinas antivirales como IFN-γ. 

La alteración en la capacidad de proliferación de las células CD8+ VHC 

específicas observada durante la infección crónica, ha sido también descrita durante la 

fase aguda de la infección (286). En esta fase, las células muestran un fenotipo muy 

activado (HLA-DR+, CD45RA-, CCR7-), lo que probablemente indica que se trata de 

células efectoras que tras realizar su función van a sufrir un proceso de muerte por 

apoptosis (286). Esta situación podría ocurrir también durante la infección crónica 

pudiendo ser la causa del agotamiento funcional de las células CD8+ VHC específicas, 
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Fig. 35. Representación de la cinética viral y 
celular citotóxica teórica en un modelo de 
respuesta inmune fuerte y débil. 



Discusión 

 79 

lo que en último término facilita la persistencia del VHC en el organismo. Según 

resultados publicados recientemente (287), las células CD8+ VHC específicas de sujetos 

que han resuelto la infección, son capaces de proliferar y presentan un fenotipo de 

memoria central (CD45RA-, CCR7+). Estas células constituyen un reservorio que 

permite que la respuesta celular sea más rápida frente a una nueva infección(144). Por el 

contrario, las células CD8+ VHC específicas de sujetos que no resuelven la infección 

son escasas, con un fenotipo casi diferenciado (CD45RA+, CCR7-) y sin capacidad para 

proliferar, pudiendo ser reclutadas al lugar de la infección (287). 

La presencia de células CD8+ VHC específicas en sujetos que han resuelto la 

infección parece tener especial importancia, ya que podría mantener al virus bajo 

control. Varios trabajos sugieren que tras tratamiento antiviral, el VHC no es erradicado 

completamente, como se demuestra en otros estudios (288, 289), sino que varios años 

después de la resolución de la infección siguen existiendo trazas virales en pequeños 

reservorios (290-292), pudiendo ser las células CD8+ VHC específicas las encargadas 

de mantener al virus controlado o de finalizar el trabajo iniciado por el tratamiento anti-

VHC.  

La alteración funcional de las células CD8+ VHC específicas durante la 

infección persistente, podría deberse a la inducción de un estado de anergia o 

agotamiento funcional de las células, debido a la presión inmunológica ejercida por el 

virus, como se ha demostrado en la infección por LCMV (195). En este estado, las 

células tienen disminuida su capacidad proliferativa y su capacidad de secreción de 

citoquinas, mostrando predisposición a morir por mecanismos apoptóticos (198). En 

este modelo de anergia juega un papel muy importante la expresión de la molécula 

coestimuladora negativa PD-1 (218).  

Además de la inducción de un estado de anergia, estudios realizados en sujetos 

con infección por VHB, demuestran que la alteración de la respuesta citotóxica 

específica también puede ser debida a la inducción de un estado pro-apoptótico en el 

que está implicado el receptor de la IL-7 (CD127) (293).  

Varios trabajos han evaluado en profundidad el papel de la molécula PD-1 en la 

infección por VHC, sin embargo no se ha descrito el papel que podría desarrollar la 

molécula CD127 en la reactividad de las células citotóxicas durante la infección por 

VHC. Por ello, en este trabajo nos hemos centrado en el estudio de estas dos moléculas. 

En cuanto a la molécula PD-1, Urbani y colaboradores (225) fueron los primeros 

en caracterizar su expresión en sujetos con infección aguda por el VHC, demostrando la 
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sobreexpresión de esta molécula en las células CD8+ VHC específicas de sangre 

periférica de sujetos en los que la infección se cronifica. Además, las células CD8+ 

VHC específicas intrahepáticas de sujetos que posteriormente aclaraban el virus, 

presentaban una mayor expresión de PD-1 y menor de CD127 comparada con sangre 

periférica.  

Los resultados de nuestro estudio, derivados de una cohorte de sujetos mayor, se 

asemejan a los publicados por Urbani. Durante la infección crónica, las células CD8+ 

VHC específicas de sangre periférica e intrahepáticas, presentan una expresión elevada 

de PD-1 y disminuida de CD127, siendo esta tendencia más acusada en las células del 

compartimento intrahepático, lo cual podría favorecer el desarrollo de un estado de 

anergia y apoptosis. Por el contrario, en la infección resuelta el PD-1 está disminuido y 

el CD127 aumentado. Por tanto, al igual que se ha descrito recientemente en la 

infección por LCMV (294), lo que probablemente ocurra es un reclutamiento continuo 

al hígado de células VHC específicas recién generadas para mantener la población de 

células CD8+ VHC específicas en este compartimento. 

 

Estos resultados son comparables con los observados en otras infecciones virales 

como la causada por el VIH (219, 221, 295), LCMV (296), CMV y VEB (270). En el 

caso de la infección por VIH se ha demostrado la existencia de una correlación entre la 

CV y la expresión de PD-1 en las células CD8+ VIH específicas (297), también 

demostrada durante la infección por VHC (298). Sin embargo, nuestro estudio, además 

de corroborar la existencia de esta correlación positiva entre la CV del VHC y la 

expresión de PD-1 durante la infección crónica, es el primero que demuestra la 

existencia de una correlación negativa entre la CV del VHC y la expresión de CD127 en 

las células CD8+ VHC específicas. Además, como hemos comentado con anterioridad, 

existe un gradiente de expresión de las moléculas PD-1 y CD127 entre sangre periférica 

y el compartimento intrahepático durante la infección crónica, por lo que podemos 

afirmar que el nivel de antigenemia es capaz de regular la expresión de estas dos 

moléculas en las células CD8+ VHC específicas, siendo esta modulación más intensa en 

el sitio de replicación del VHC, donde la antigenemia es mayor. 

Además, durante la infección crónica, las células CD8+ VHC específicas tienen 

alterada su capacidad para producir IFN-γ tras el encuentro antigénico. Los resultados 

de nuestro estudio revelan que esta alteración se relaciona con la expresión de PD-1 y 

CD127, ya que existe una correlación negativa y positiva entre la capacidad de 
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producción de IFN-γ y la expresión de PD-1 y CD127 respectivamente, en las células 

CD8+ VHC específicas, aunque esta última no llega a tener significación estadística. 

 

A pesar de las alteraciones funcionales que presentan las células CD8+ VHC 

específicas durante la infección crónica, en nuestro estudio observamos que algunos 

sujetos mantienen células citotóxicas específicas con capacidad de proliferación tras el 

encuentro antigénico, aunque estas células sean incapaces de controlar la infección. 

Estas células se caracterizan por una elevada expresión de CD127. Estos resultados 

difieren de lo publicado por Urbani y colaboradores (299), que únicamente han 

demostrado la existencia de células CD8+ VHC específicas con elevada expresión de 

CD127 en sujetos capaces de aclarar el virus pero no en los que el virus persiste. Por 

otro lado, las células CD8+ VHC específicas CD127- no mantienen esta capacidad de 

proliferación. Estos resultados concuerdan con lo publicado en otras infecciones, como 

la causada por el VIH o el LCMV (300), donde la expresión de CD127 es un indicador 

de la funcionalidad de las células T CD8+. 

Un estudio reciente (301) sugiere que la elevada expresión de CD127 en las 

células CD8+ VHC específicas durante la infección crónica, podría deberse a la ausencia 

de presión inmunológica, provocada por la presencia de mutaciones de escape del virus, 

por lo que, las células CD8+ VHC específicas no serían capaces de reconocerlo y 

eliminarlo. Los resultados de nuestro trabajo confirman estos datos, ya que observamos 

mutaciones de escape en los epítopos del VHC en la zona de interacción con el TCR. 

Estas mutaciones impedirían que las células CD8+ VHC específicas contra los epítopos 

“wild type” reconocieran al virus infectante ante la ausencia de presión inmunológica y 

no se induciría el PD-1 ni se suprimiría la expresión de CD127. 

En estos casos, además de una sobreexpresión de CD127, observamos que, a 

pesar de que estas células CD8+ VHC específicas no son capaces de reconocer el virus, 

debido a las mutaciones que ha sufrido éste, siguen manteniendo una elevada expresión 

de PD-1, lo que sugiere que además de la estimulación del TCR podría existir otro 

mecanismo implicado en la sobreexpresión de PD-1 durante la infección por VHC. Una 

explicación podría ser la implicación de la proteína del core del VHC en la modulación 

de la expresión de PD-1. Se ha demostrado que esta proteína se une al receptor del 

sistema del complemento gC1q (gC1qR) alterando la capacidad de proliferación de las 

células T (302) a través de la regulación a la baja del receptor de la IL-2 (303). 
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Un ensayo realizado en un modelo de ratón (304), en el que la proteína del core 

del VHC es expresada en el hígado del animal, demuestra la existencia de un infiltrado 

de células citotóxicas que sobreexpresan PD-1 y que son incapaces de aclarar el virus. 

Sin embargo, los ratones que no expresan la proteína del core del VHC en el hígado, 

también presentan este infiltrado de células, aunque estas no expresan PD-1 y son 

capaces de controlar la infección viral. Por lo que estos datos sugieren que la proteína 

del core del VHC podría desempeñar un papel importante en la inducción temprana de 

PD-1 en las células T de manera no antígeno específica, principalmente en el hígado, 

donde esta proteína se expresa (305, 306). 

En relación con este mecanismo no específico de inducción de la expresión de 

PD-1, experimentos in-vitro, demuestran que en presencia de la proteína del core del 

VHC, se produce una sobreexpresión de PD-1 y PD-L1 en las células T activadas. Esta 

regulación del PD-1 es la responsable de las alteraciones en la capacidad proliferativa 

de las células T (307), sin embargo, este fenómeno puede ser parcialmente restaurado 

tras el bloqueo de la interacción entre la proteína del core y el gC1qR (307). Estos 

resultados apoyan la hipótesis de que esta interacción coopera con la continua 

estimulación del TCR para provocar una temprana sobreexpresión del PD-1 durante la 

infección por VHC. 

Además, varios trabajos demuestran que esta sobreexpresión de PD-1 no sólo se 

observa en las células CD8+ VHC específicas sino también en la población total de 

células CD8+ de sujetos con infección crónica por VHC (227, 308). Por lo que parece 

claro que el VHC es capaz de inducir la expresión de PD-1 tanto mediante mecanismos 

dependientes de especificidad como de manera inespecífica. 

En nuestro estudio, las células CD8+ VHC específicas con capacidad de 

proliferación tras estimulación antigénica en pacientes con infección crónica, presentan 

una expresión de PD-1 y CD127 mayor que las células de sujetos que han resuelto la 

infección. En estos casos asumimos que estas células mantienen su capacidad 

proliferativa y el fenotipo CD127+ porque no son capaces de reconocer al virus 

infectante. Sin embargo, la reducción en la expresión de CD127 tras el encuentro 

antigénico, aunque se mínima, es difícil de interpretar. Cabría esperar que las células 

CD8+ VHC específicas al recibir el estímulo in-vitro se activaran y disminuyeran su 

expresión de CD127, en medida al menos similar, a la de las células CD8+ VHC 

específicas de sujetos con infección resuelta. Sin embargo, nuestros resultados 

demuestran lo contrario. Probablemente esto se deba a que las células CD8+ VHC 
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específicas CD127+ de ambos grupos provengan de diferentes poblaciones con distinto 

grado de diferenciación. El estado de las células CD8+ está influenciado por la 

estimulación antigénica (309, 310), por lo tanto, en el caso de que el VHC presente 

mutaciones de escape durante la infección crónica en los epítopos diana, la ausencia de 

estimulación antigénica podría provocar un fenotipo naïve-temprano en las células 

CD8+ VHC específicas (CD127 elevado con respecto al de sujetos que han resuelto la 

infección), mientras que las células de sujetos con infección resuelta, presentarían un 

fenotipo temprano-intermedio, probablemente mediado por residuos virales, que tras la 

estimulación antigénica, estaría preparado para transformarse en un fenotipo de 

memoria efector, caracterizado por un fenotipo CD127 bajo. 

 

Todos los resultados descritos, demuestran, en concordancia con la literatura 

previa, que la respuesta citotóxica VHC específica se encuentra alterada en sujetos con 

infección crónica por VHC (alteración de la capacidad proliferativa y de producción de 

citoquinas tipo-1) y que esta alteración está relacionada con la expresión de las 

moléculas PD-1 y CD127. Por ello, nos planteamos en este trabajo el estudio de 

estrategias encaminadas a restaurar la reactividad de las células T CD8+ VHC 

específicas PD-1+/CD127-, mediante la modulación de las vías reguladas por estas 

moléculas. 

 

Durante la infección crónica, la unión de la molécula PD-1 con su ligando 

bloquea la señal de transducción a través del TCR (159) provocando la anergia de las 

células CD8+ VHC específicas. En nuestro estudio, los experimentos in-vitro en los que 

se bloquea esta interacción mediante el tratamiento con Ac anti-PD-L1, muestran un 

incremento de la reactividad de las células CD8+ VHC específicas en sujetos con 

infección crónica, que como hemos señalado, es el grupo de sujetos con mayor 

expresión de PD-1. Este bloqueo, sin embargo, no produjo un incremento de la 

proliferación en sujetos con infección resuelta en los que habíamos observado una baja 

expresión de PD-1. 

Además de la restauración de la capacidad de proliferación, varios trabajos (226, 

227, 311) demuestran que tras el bloqueo in-vitro de la vía PD-1/PD-L1, las células 

CD8+ VHC específicas de sujetos con infección crónica son capaces de producir más 

IFN-γ, perforina, IL-2 e IL-13. 
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Sin embargo, las células CD8+ VHC específicas intrahepáticas de los sujetos con 

infección crónica, muestran unos niveles de PD-1 y unas alteraciones funcionales 

mucho mayores que las células de sangre periférica. Estudios previos no han sido 

capaces de restaurar las funciones efectoras de estas células con el bloqueo de la 

interacción entre PD-1 y su ligando (226). En estudios realizados en sujetos con 

infección aguda por VHC, se observa una situación similar a la descrita (226). Estos 

resultados sugieren que el nivel de expresión de PD-1 y la compartimentalización puede 

definir el grado de agotamiento funcional de las células CD8+ VHC específicas y el 

potencial para restaurar estas funciones mediante el bloqueo de la vía PD-1/PD-L1. 

Una hipótesis que explicaría esta elevada expresión de PD-1 y la alteración 

masiva de las funciones efectoras en el hígado, podría deberse a que en este 

compartimento se produce un encuentro masivo con los antígenos del VHC, mientras 

que en sangre periférica, estas células presentan una expresión moderada de PD-1 

debido a que están expuestas a menor antigenemia. En la infección aguda, las células 

CD8+ VHC específicas de sangre periférica también están sometidas a una elevada 

exposición antigénica, de ahí que presenten una mayor expresión de PD-1 (145). Por lo 

tanto, podemos sugerir que el nivel de expresión de PD-1 define una jerarquía en la 

funcionalidad de las células CD8+ VHC específicas, probablemente basado en el grado 

de exposición antigénica en los distintos compartimentos. 

Otra posibilidad que explicaría porqué las células CD8+ VHC específicas 

intrahepáticas son incapaces de restaurar sus funciones efectoras a pesar del bloqueo de 

la vía PD-1/PD-L1, es que existan otras moléculas implicadas en la inducción de la 

anergia de estas células. Se ha demostrado que la elevada estimulación antigénica que se 

produce en el hígado induce la expresión de otra molécula coestimuladora negativa 

como es el CTLA-4 (226), la cual podría seguir induciendo un estado de anergia en las 

células citotóxicas a pesar del bloqueo de la vía PD-1/PD-L1. Por tanto, sería lógico 

pensar que la restauración funcional de las células CD8+ VHC específicas intrahepáticas 

podría lograrse mediante el bloqueo combinado de diferentes moléculas 

coestimuladoras negativas. En esta línea, un estudio reciente, publicado por Nakamoto y 

colaboradores (312), demuestra que efectivamente, el bloqueo combinado de las 

moléculas coestimuladoras negativas PD-1 y CTLA-4 restablece la funcionalidad de las 

células específicas intrahepáticas en sujetos con infección crónica, aumentando su 

capacidad de proliferación y su capacidad para producir citoquinas (IFN-γ y TNF-β) y 

moléculas implicadas en la histolisis (perforina y CD107a). 
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Actualmente, varios trabajos analizan la posibilidad de que la modulación de la 

vía PD-1/PD-L1 pudiera mejorar la respuesta citotóxica contra infecciones virales 

persistentes, ya sea directamente, utilizando sólo Ac anti-PD-L1, o en combinación con 

una vacuna terapéutica. Estos trabajos demuestran cómo la administración de la vacuna 

terapéutica sola, no promueve la inducción de una respuesta citotóxica vigorosa, debido 

al estado de tolerancia en el que se encuentran las células CD8+ específicas (313, 314). 

Sin embargo, en un modelo animal con infección por LCMV (315), se observa como la 

administración de la vacuna terapéutica en combinación con el bloqueo de la vía PD-

1/PD-L1 mejora la capacidad de proliferación y la funcionalidad de las células CD8+ 

LCMV específicas, acelerando así el control de la infección.  

Experimentos realizados en chimpancés infectados por el virus de la 

inmunodeficiencia simia (SIV), demuestran que la administración de Ac anti-PD-L1 

durante la fase crónica de la infección, produce una rápida proliferación y restauración 

de las células CD8+ SIV específicas (316, 317). 

Aunque todos estos resultados parecen ser muy prometedores, el bloqueo de las 

moléculas coestimuladoras negativas podría conducir al desarrollo de enfermedades 

autoinmunes y linfoproliferativas (318, 319), lo cual limitaría el uso de esta estrategia 

como una herramienta terapéutica en seres humanos. Por ello, son necesarios estudios 

exhaustivos en modelos experimentales antes de que el bloqueo de la vía PD-1/PD-L1 

pueda ser adecuado para el tratamiento de la infección crónica por el VHC. 

 

Además del papel que juega el PD-1 en la anergia de las células CD8+ VHC 

específicas, nuestro estudio demuestra la implicación de otra molécula, el receptor 

CD127 (IL-7R), en la alteración de la respuesta citotóxica VHC específica.  

Varios trabajos (225, 271, 272, 320) demuestran que durante la infección 

crónica, las células CD8+ VHC específicas además de presentar una elevada expresión 

de PD-1, presentan una baja expresión de CD127, en concordancia con nuestros datos. 

Esto sugiere que los procesos de anergia y apoptosis se encuentran estrechamente 

relacionados y que probablemente sea necesario actuar sobre ambas vías para restaurar 

la respuesta citotóxica específica. 

En otras infecciones persistentes por virus hepatotropos, como la causada por el 

VHB (274), se ha demostrado que el bloqueo de la vía intrínseca de la apoptosis podría 

ser uno de los mecanismos necesarios para restaurar la respuesta citotóxica específica. 

En este trabajo, se ha observado que las células CD8+ VHB específicas CD127- se 



Discusión 

 86 

encuentran en un estado próximo a la apoptosis, debido a que presentan una regulación 

a la baja de la molécula anti-apoptótica Mcl-1 y una regulación al alta de la molécula 

pro-apoptótica Bim, debido a la deprivación de IL-7 (201, 274). Sin embargo, las 

células CD8+ VHB específicas CD127+ mantienen la capacidad para proliferar tras el 

encuentro antigénico por lo que se cree que estas células podrían estar protegidas frente 

a la apoptosis, ya que tienen inducida la expresión de la molécula anti-apoptótica Mcl-1. 

Este fenotipo CD127 de las células citotóxicas VHB específicas es similar al que 

observamos en las células de pacientes con infección crónica por VHC capaces de 

reconocer los epítopos virales del virus infectante. 

Por ello, nos planteamos que el bloqueo de la vía de la apoptosis podría mejorar 

la respuesta citotóxica específica frente al VHC de manera similar a como ocurre en el 

estudio de Lopes y colaboradores (274). 

Nuestro estudio es el primero en demostrar la posibilidad de restaurar la 

funcionalidad de las células CD8+ VHC específicas CD127- de los sujetos con infección 

crónica, gracias al bloqueo in-vitro de la apoptosis mediante el inhibidor de pancaspasas 

z-VAD-fmk. Además, también es el primero en demostrar que estas células muestran 

una elevada expresión de la molécula pro-apoptótica Bim, lo que sugiere que, al igual 

que sucede en la infección por VHB, la inducción de la apoptosis juega un papel 

importante en la alteración funcional de las células CD8+ VHC específicas CD127- 

durante la infección crónica.  

La deprivación de citoquinas en las células T produce una activación de la 

apoptosis por vía de la mitocondria, regulada por proteínas de la familia de Bcl-2. La 

actividad de la molécula pro-apoptótica Bim es contrarrestada por su unión a la proteína 

anti-apoptótica Mcl-1 (321), sin embargo, en el caso de la sobreexpresión de Bim, este 

bloqueo no sería completo, induciéndose así la apoptosis. Por todo esto, nuestros datos 

sugieren que la deprivación de IL-7 produce una sobreexpresión de Bim durante la 

infección persistente por VHC en las células CD8+ VHC específicas Esto explicaría la 

escasa actividad de estas células tras el encuentro antigénico, debido a su proximidad a 

morir, ya que tienen inducida la vía de la apoptosis. 

Por tanto, sería interesante estudiar en profundidad estrategias encaminadas a 

bloquear el efecto pro-apoptótico, producido por la deprivación de IL-7, para intentar 

restaurar la respuesta CD8+ VHC específica in-vivo durante la infección crónica por 

VHC en asociación con la modulación de otras vías inductoras de anergia. 
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Una posible estrategia a utilizar podría ser el uso del inhibidor de pancaspasas z-

VAD-fmk, ya que hemos comprobado que, al menos in-vitro, es capaz de restaurar las 

funciones efectoras de las células CD8+ VHC específicas. Sin embargo, es necesario 

estudiar en profundidad el bloqueo de la apoptosis, ya que existen datos que demuestran 

que su supresión podría favorecer el desarrollo y evolución de procesos tumorales 

(322), por lo que es necesario el desarrollo de mecanismo moduladores de la apoptosis 

de forma selectiva en la población celular adecuada. 

En esta línea, un trabajo reciente (323), muestra como las células T VEB 

específicas presentan una elevada expresión de la molécula pro-apoptótica Bim tras ser 

activadas con el péptido específico, siendo esta sobreexpresión mediada por la 

activación de la proteína quinasa C (PKC) y de la calcineurina. Sin embargo, cuando se 

utilizan los inmunosupresores ciclosporina A (CsA) y Tacrolimus (FK506) se produce 

un bloqueo de la activación de estas proteínas y por tanto no se induce la expresión de 

Bim, evitándose de este modo la activación de la apoptosis en las células T.  

A la vista de estos resultados, cabría la posibilidad de utilizar esta estrategia, en 

combinación con el tratamiento anti-VHC estándar, para bloquear la apoptosis 

favoreciendo así la restauración de las células CD8+ VHC específicas lo cual podría 

influir en el desarrollo de respuesta virológica sostenida. 

 

En resumen, en este trabajo se demuestra que la respuesta citotóxica VHC 

específica durante la infección crónica por VHC no se encuentra eliminada, sino que 

está secuestrada en el compartimento intrahepático mostrando una serie de alteraciones 

funcionales. Estas alteraciones están relacionadas con la sobreexpresión de PD-1 y la 

baja expresión de CD127. Concretamente, las células CD8+ VHC específicas capaces de 

reconocer al virus infectante presentan un fenotipo PD-1+, CD127-, Bim+. El bloqueo 

in-vitro de la vía PD-1/PD-L1 y de la apoptosis es capaz de restaurar la funcionalidad de 

estas células, por lo que la modulación de estas dos vías podría considerarse en un 

futuro como una herramienta terapéutica en el tratamiento de la infección crónica por 

VHC. 
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1.- La respuesta celular citotóxica VHC específica durante la infección crónica no se 

encuentra eliminada sino que está secuestrada en el compartimento intrahepático, siendo 

su frecuencia muy baja en el compartimento periférico.  

 

2.- Esta respuesta, durante la infección crónica, se caracteriza por la alteración de sus 

funciones efectoras, no siendo capaz de proliferar ni de producir citoquinas tipo-1 tras el 

encuentro antigénico. 

 

3.- La infección por VHC induce la expresión de la molécula pro-anergénica PD-1, 

inhibe la expresión de la molécula anti-apoptótica CD127 e incrementa la expresión de 

la molécula pro-apoptótica Bim en las células CD8+ VHC específicas durante la 

infección crónica por VHC. 

 

4.- La intensidad de la modulación del fenotipo PD-1/CD127 se correlaciona con el 

grado de alteración de la respuesta citotóxica específica.  

 

5.- El bloqueo de la vía PD-1/PD-L1 y de la apoptosis restablece in-vitro las funciones 

efectoras de las células CD8+ VHC específicas con fenotipo PD-1+/CD127- 

características de la infección crónica por VHC que son capaces de reconocer al virus 

infectante. 

 

 

Por tanto, la infección persistente por VHC altera la respuesta celular citotóxica 

específica favoreciendo un estado de anergia y pro-apoptótico mediante la modulación 

de la expresión de las moléculas PD-1 y CD127. La actuación farmacológica sobre las 

vías gobernadas por estas moléculas permite restablecer la respuesta citotóxica 

específica in-vitro en la infección crónica por VHC.  
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