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Resumen

Background: During chronic hepatitis C virus (HCV) infection, Q¥-specific
cytotoxic T cells (CTLs) lack adequate effectordtions and fail to control HCV. This
impairment could be related with programmed deatf-1) and interleukin (IL)-7
receptor (CD127) regulation. Engagement of PD-1 imdigand, PD-L1, delivers a
negative signal to the T cell receptor (TCR) adiovapathways, avoiding proliferation
and IL-2 production. On the other hand, CD127 playsessential role in mature
lymphocyte survival by counteracting apoptosis ctthn after antigen encounter
through Bcl2-interacting mediator (Bim) down-redida, enhancing IL-2 secretion and
life span. Therefore, it could be possible that Hi@iéction could modulate PD-1 and
CD127 expression in order to impair HCV-specificlO®®activity through an induction
of an anergic and pro-apoptotic state to favoual\persistence.

Objectives: 1.- To describeHCV specific CTL response according to viral cohtro
paying especial attention to PD-1 and CD127 expes2.- To analyse the effect of
PD-1 and CD127 pathways modulation on HCV-spe€ifid reactivity.

Materials and Methods: Non-experimentalcross-sectional analytical study. HCV-
specific CTL frequency, proliferation;IFN production, and PD-1/CD127 phenotypes
(dependent variables) according to viral controtiépendent variable) were analysed.
HLA-A2" HCV infected patients were recruited and dividet itwo groups according
to their serum HCV RNA and alanine transaminaseT(Qlevels; defined as persistent
infection (PI), and resolved infection (RI). Pergpal blood (PBMC) and intrahepatic
(IHMC) mononuclear cells were obtained. Directhx-vivo and after specific
stimulation, HCV-specific CTL frequency against garimmunodominant epitopes
(NS31406-1415, NS31073-1081 Y Corasz.149 was tested using labelled pentameric HLA-
A2/peptide complexes (Pent). Afterwards, PD-1/CDagdy-IFN production on HCV-
specific CTLs were analysed. HCV-specific CTL pledation after specifian-vitro
challenge in presence or absence of blocking dxl-P antibodies, to block PD-1/PD-
L1 pathway, and z-VAD-fmk to block apoptosis casgadduced by IL-7 deprivation,
were also tested. Bim expression was analysed afiecific in-vitro challenge in
presence of z-VAD-fmk. In order to test whether HE&Guence variation could affect
to HCV-specific CTL response, N&3s-1415and NS3p73.10810€nes were sequenced in
selected cases.

Results: Rl and Pl patients displayed a low frequency of H&pécific CTLs in
peripheral blood (PB), but these cells were seguedtinto the liver in Pl patients.
Directly ex-vivg HCV-specific CTLs from PB displayed a higher PDathd lower
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CD127 expression in Pl with regard to RI case®rédtingly, PD-1/CD127 phenotype
on HCV-specific CTLs showed a positive and negatieerelation respectively with
viraemia in Pl cases. Moreover, this PD-1/CD12 Mgt was also observed between
PB and liver in Pl cases. Proliferation aptFN production on HCV-specific CTLs
from RI cases were higher than in Pl cases. Spatlifi proliferation andy-IFN
secretion after stimulation on PDiAD127 cells from RI cases was preserved, while it
was impaired on PD-1CD127 cells from PI patients. PDACD127 population was
also observed in some PI patients, and these nredt@xpansion ability but they did
not target the infecting virus. Finally, HCV-specifCTL proliferation in Pl increased
after PD-1/PD-L1 interaction blocking, and afterti@poptotic treatment. Bim
expression on HCV-specific CTLs from PI patientswa#so enhanced.

Conclusions: HCV-specific CTL response is still present in p&ent infection but its
reactivity is impaired. This impairment correlatggh PD-1 up-regulation and CD127
down regulation. Particularly, during chronic HCMéction non-reactive PD-HCV-
specific CD8 cells targeting the virus are CDI/BIm" and, blocking apoptosis and
PD-1/PD-L1 pathway on them enhances in-vitro re#gti Modulation of these two
pathways could be considered as a future therapéadi for HCV chronic infection

treatment.
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LISTA DE ABREVIATURAS

A: Absorbancia

Ac: Anticuerpo

ADAR: Adenosina Desaminasa especifica de RNA
ALT: Alanina Aminotransferasa

Apaf-1: Factor activador de proteasas de apoptosis
Apo: Apoproteina

Bcl-2: Proteina B-cell leukemia/linfoma 2

Bim: Mediador de muerte celular que interactiia con2Bcl-
BrEt: Bromuro de Etidio

BTLA: Atenuador de linfocitoBy T

CCR: C-C receptor de quimioquinas

CD: Antigenos de Diferenciacion (Cluster of Differexiton)
CHC: Carcinoma Hepatocelular

Cit c: Citocromo ¢

CMIH: Células Mononucleares Intrahepaticas

CMSP: Células Mononucleares de Sangre Periférica
CMV: Citomegalovirus

CO,: Di6xido de Carbono

CPA: Célula Presentadora de Antigeno

CsA: Ciclosporina A

CTLA-4: Antigeno 4 de Linfocitos T Citotoxicos

CV: Carga Viral

CXCL10: Proteina 10 inducida por Interfergn-

Cy5: Ficoeritrina Cyanina 5

DAG: Diacilglicerol

DC: Células Dendriticas

DCm: Células Dendriticas mieloides

DCp: Células Dendriticas plasmocitoides

DC-SIGN: Molécula-de-agarre-3 de adhesion intercelularapa de la célula

dendritica
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DEPC: Dietilenpirocarbonato

DNA: Acido desoxirribonucleico

DNAc: Acido desoxirribonucleico complementario

dNTP: Desoxirribonucleotidos Trifosfato

4¢sRNA: RNA de doble cadena

E: Estructural

EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico
FADD: Dominio de muerte asociado a Fas

FITC: Fluoresceina

H,0O: Agua

HCI: Acido Clorhidrico

HLA: Complejo Mayor de Histocompatibilidad en humano
ICOS: Molécula coestimuladora inducible

IFN: Interferdn

Ig: Inmunoglobulina

IL: Interleuquina

IL-7R: Receptor de IL-7

IMC: indice de Masa Corporal

IMF: Intensidad Media de Fluorescencia

IP: Infeccién Persistente

IP3: Inositol trifosfato

IPS-1: Estimulador-1 del Promotor de Interferon

IQR: Rango Intercuartil

IR: Infeccion Resuelta

IRES: Sitio de entrada interno del ribosoma

IRF: Factor Regulador del Interferdn

ISG: Genes estimulados por Interferon

ITAM: Motivo de activacion del inmunorreceptor basadtiresina
ITIM: Motivo de inhibicién del inmunorreceptor basaddiersina
ITSM: Motivo de cambio del inmunorreceptor basado ersitia

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 adhesion intelaegspecifica del
higado/ganglio linfatico
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Mcl-1: Secuencia-1 de la leucemia de célula mieloide
MIP-1: Proteina 1 quimiotactica para monocitos
NF-kB: Factor nucleakB

NK: Células Natural Killer

NKT: Células Natural Killer T

NS: No Estructural

OAS: 2'-5'-Oligoadenilato Sintetasa

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ORF: Marco de lectura abierto

PBS: Tampon fosfato salino

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PD-1: Molécula de muerte programada-1

PD-L1: Ligando de PD-1

PE: Ficoeritrina

Pent": Células CD8 Pentamerd

PKC: Proteina Quinasa C

PKR: Proteina quinasa dependiente de RNA

PP2A: Proteina fosfatasa 2

PTK: Protein-tirosin-quinasa
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r-HDL: Receptor de Lipoproteinas de alta densidad
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RNAasa L: Endoribonucleasa L

rpm: Revoluciones por minuto

RT: Retrotranscripcion

RVS: Respuesta Virolégica Sostenida

SHP-2: Proteina 2 con homologia a Src

SOCS:Supresor de la sefial de citoquinas

SRB-I: Recogedoclase B tipo |

STAT: Transductores de la Sefial y Activadores de la Ergpwon
STF: Suero de Ternera Fetal
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TAP: Transportador asociado al Procesamiento del Ambige
TBE: Tris Buffer EDTA

TCR: Receptor de la Célula T

Th: Célula T helper

TIM: Motivo de Interaccion con TRAF

TLR: Receptor tipo Toll

Twmc: Células T de memoria central
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TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa

TNF-R: Receptor deFactor de Necrosis Tumoral

TRAF: Factor Asociado al Receptor del Factor de Necibsisoral
Treg: Células T reguladoras

TRIF: Dominio Toll/IL-1R que contiene el adaptador induate IFN
Ul: Unidades Internacionales

UTR: Region no Traducida

VEB: Virus deEpstein-Barr

VHB: Virus de la Hepatitis B

VHC: Virus de la Hepatitis C

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana

ZAP: Proteina asociada Z

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

1. FUNDAMENTOS CLINICOS DE LA INFECCION POR VHC

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus RNA dadena simple,
hepatotropo, no citopatico, perteneciente a lalfarfiaviviridae género Hepacivirus
(1). El VHC causa una enfermedad infecciosa quetaferincipalmente al higado. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima gpepéimadamente el 3% de la
poblacion mundial (alrededor de 170 millones desgeas) (2) son portadores crénicos

de la enfermedad (3).

1.1.INCIDENCIA Y PREVALENCIA DE LA INFECCION
La infeccion por el VHC tiene una distribucién usrisal, aunque su prevalencia

varia de unos paises a otros en funcién del meunarde transmision predominante en
cada uno de ellos.

En Espafia la prevalencia de anticuerpos (Ac)\AHA@, que indica la extension
de la infeccion, oscila entre un 1.6% y un 2.6%peblacion general (4-7) lo que
permite calcular que en Espafa existen entre 48Q.0®0.000 personas infectadas por
el VHC (8). Esta prevalencia es superior a la olzgkx en paises centroeuropeos, pero

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

Prevalencia
de la infeccién

= > 10%
B 2.5-10%
3 1-25%

Fig. 1. Distribucion mundial de la infeccién por VHC.
Figura reproducida y adaptada con el permiso de#khaboratories SA, Espafia.
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1.2.VIAS DE TRANSMISION DEL VHC
El VHC se transmite por via

sexual y parenteral. En Estados Unido| Vias de Transmision
la principal via de transmision es g del VHC
parenteral. Segun un analisis realizad o

Drogadiccion
en este pais para evaluar los factores ( 60%

riesgo asociados a nuevos casos (

Sexual
15%

infeccidén por VHC, alrededor de un 60%

de los infectados presentabar

antecedentes de drogadiccion por vi

Desconocida Otes Transfusiones
intravenosa, en un 10% las causal 10% 5% Ll
, . . (cui.dz.i,do s médicqsy,
habian sido las transfusiones de sangre transmision madre-hijo...)

hemoderivados. La transmision por via

sexual se calculd en un 15% (9)’ Fig. 2. Vias de transmisién de la infeccion por VHC

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

en un 10% de los casos la causa de la infecci@e maentifico (Fig.2).

1.3.HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR VHC
La infeccion crénica por el VHC es una enfermedadaja mortalidad durante

las primeras décadas de evolucion. Tras la infaceiQuda, el virus es capaz de
cronificarse en el 50-80% de los casos (11, 12)stéx una serie de factores que
condicionan el riesgo de cronificacion, como sosexo (13), la raza (14), la edad del
sujeto en el momento de contraer la infeccion (18] desarrollo de sintomas en la
infeccién aguda.

De todos los sujetos infectados en los que ekvai cronifica, solo un 20%
desarrolla cirrosis hepatica en un plazo de erira 20 afios (16, 17). Sin embargo, no
todos los individuos evolucionan de la misma mamereon la misma rapidez hacia
fases mas avanzadas de la hepatopatia. Se haadseiakios factores que pueden
acelerar el curso de progresion de la fibrosisugetes infectados (18, 19). La mayoria
hacen referencia a caracteristicas del huéspedy som edad superior a 40 afios en el
momento que se contrajo la infeccion (20), sexocola® (21, 22), consumo de
alcohol (23) y coinfeccion con el virus de la hémtB (VHB) o el virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH) (24).
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La supervivencia tras el diagnostico de cirrosimgensada es superior al 90%
durante los 10 primeros afios. Sin embargo, empmkofarma significativa una vez se
presenta la primera descompensacién clinica o sgndstica un carcinoma
hepatocelular (CHC), reduciéndose la superviveacB0% a los 5 afos (25). Una vez
alcanzada la fase de cirrosis, la probabilidad adada de aparicion de
descompensacion clinica oscila entre un 10-20% & lafios. Las descompensaciones
mas frecuentes son la aparicion de CHC, alredegloind20% y el desarrollo de ascitis,
en un 17%. Entre los factores relacionados con ayonriesgo de descompensacion se
encuentran el consumo de alcohol, la funciéon hephitar en el momento del
diagnéstico y la edad del paciente (26, 27).

El riesgo de desarrollo de CHC oscila entre udlahual entre los pacientes
con cirrosis hepatica (28, 29). Aproximadamentdewnoio de las muertes relacionadas
con el VHC son secundarias a la aparicion de CHSfiendo un paralelismo entre la

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

Infeccion por VHC

v

Infeccién Aguda 20-30%

Aclaramiento viral 15-25% | @e———t=———9| Hepatitis Fulminante
v

Infeccién Crénica 50-80%

Manifestaciones |
Extrahepaticas v

Hepatitis Crénica activa

v

Cirrosis a los 20 afios 10-20%

v

CHC 1-4% al afio

Fig. 3. Representacion esquematica de la historia natedal idifeccion por VHC.
Figura reproducida y adaptada dée Natural History of Hepatitis C Virus (HCV) Infexii
Chen SL, Morgan TR. Int. J. Med. Sci. 2006,3(2):47 € permiso de Ivyspring.
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1.4. TRATAMIENTO ANTIVIRAL
El tratamiento actual de la hepatitis C consistdaeterapia conjunta con dos

farmacos, el interferén (IFN) pegilade2a oa-2b y la ribavirina. En sujetos infectados
con los genotipos 2 y 3 del VHC el tratamientoeiema duracion de 6 meses y en los
sujetos infectados con genotipo 1 el tratamientpreonga hasta los 12 meses. En el
caso de los genotipos 4, 5y 6 no existen datosisniies, aunque se recomienda seguir
las mismas pautas de tratamiento que en los suetosl| genotipo 1 de VHC.

Se considera que el tratamiento ha tenido éxi@mnado hay una respuesta
virolégica sostenida (RVS) caracterizada por las@neia de una carga viral (CV)
indetectable 6 meses después de acabar el misnsujéins con infeccién cronica con
genotipo 1 del VHC el tratamiento tiene éxito ed@}o de los casos aproximadamente,
mientras que en sujetos infectados con los gero@py 3 el éxito del tratamiento se
produce en el 80% de los pacientes tratados. (ROE3dsten un gran numero de
farmacos contra el VHC que se encuentran en distietapas de desarrollo clinico. El
objetivo de las nuevas estrategias terapéuticasup®entar la eficacia, disminuir el
tiempo del tratamiento y aumentar la tolerancia.l&mctualidad existen estudios en
fase Il con inhibidores de las proteasas NS3Mtevir y boceprevir). Estos farmacos
podrian ser aprobados a finales de 2011 y su cawibim con el IFN pegilado y
ribavirina podria cambiar radicalmente las estiategle tratamiento en sujetos no

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

2. VIROLOGIA DEL VHC

2.1.ESTRUCTURA DEL VHC
El VHC es un virus de pequefio tamafio que tiene idmetro de 55-65nm

recubierto por una membrana lipoproteica (36). éflagna del VHC esta formado por
una cadena unica de RNA de polaridad positiva queiene 9.600 nucleétidos que
codifican para una poliproteina de aproximadama:@@0 aminoacidos.

El genoma del VHC contiene dos regiones no codlifes muy conservadas
(UTR, Region no Traducidagn la region 5 y 3' (37) que flanquean una regién
codificante (ORF, Marco de lectura abierto) (38a tegion 5° UTR adopta una
compleja estructura secundaria y contiene una derenclaje al ribosoma de la célula
huésped, conocida como IRES (sitio de entradanateel ribosoma) la cual parece
jugar un papel clave en la replicacion viral (36).
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En el extremo 5 se encuentran las regiones quéficau para proteinas
estructurales del virus. La proteina dete es la que forma la nucleocapside, dentro de
la cual se encuentra el RNA viral y las proteindsyEE2 que estan implicadas en la
union a los receptores celulares y su posteriadriies decir, determinan la entrada del
virus en la célula huésped (39).

El grupo de proteinas no estructurales (NS2, NS34,\NS5A y NS5B) se
localiza en el extremo 3’ y funcionan como protedmsaicasa y polimerasa, acciones
necesarias para la replicacion viral (40) (Fig.4).

El VHC presenta una gran heterogeneidad en su genBsto es debido a la
elevada tasa de errores de la RNA polimerasa étfbres/nucleétido) y a la ausencia
de actividad correctora de la misma (41). Estacesiderada la razén principal por la
que se generan los distintos genotipos y cuasiespéd2, 43). ElI genotipo hace
referencia a la heterogeneidad existente entrdilasentes cepas de VHC aisladas en
distintas areas geogréficas y refleja la acumutaci®é mutaciones durante un largo
periodo de la evolucion del virus. Los andlisisdi&néticos han demostrado la presencia
de al menos 6 genotipos diferentes.

Las cuasiespecies son la traduccion de la heteeatped surgida durante la
replicacion viral en la persona infectada. El aigldel virus en un sujeto revela la
presencia de multiples variantes similares, peroatgunas diferencias en su secuencia
nucleotidica. El extremo amino terminal de la prdeE2 es el que presenta mayor

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

ESTRUCTURAL NO ESTRUCTURAL
< p < >
PROT. DE LA
REGION NO ENM';A REGION NO
CODIFICANTE ] CODIFICANTE
El EAP{ NS2| NS3| NS4 NS5A NS5B |——
5 — A A 3
CORE  RHvV-1 PROTEASA/HELICASA POLIMERASA

Fig. 4. Estructura genémica d¢HC.
Prot: Proteina. RHV-1: Region hipervariable
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2.2.CICLO REPLICATIVO DEL VHC

El VHC replica principalmente en hepatocitos (4ddnque se ha detectado

genoma y antigenos virales en otras células datlbigcomo en las células de Kupffer y
en células endoteliales (45). También se ha dete@bVHC en células mononucleadas
de sangre periférica (linfocitos T y B) duranteiiéeccion, en células de los nodulos
linfaticos y en células epiteliales del tracto gaistestinal y de cerebro (46, 47).

Fuertes evidencias confirman que la proteina CDB8fembro de las
tetraspaninas, esta implicada en la internalizad&rnvirus en la célula (48), asi como
otras moléculas entre las que se encuentra elteeaggogedoclase B tipo | (SRB-I),
que también es el receptor de lipoproteinas deyaltaja densidad (r-HDL y r-LDL)
(49). La asociacion con las apoproteinas ApoB yEAdel sujeto, sugiere que quiza la
entrada del virus a la célula se realice mediantengdn a estas lipoproteinas (50).

Otras moléculas que podrian estar implicadas eridealizacion del virus en la
célula son las lectinas L-SIGN y DC-SIGN (51), eegadas en células endoteliales
hepaticas y en células dendriticas (DCs) respeuntwée. También se encuentran
implicados en este proceso el heparan sulfato piesa los glucosaminoglicanos de la
superficie celular (52), el receptor de asialogirabeina (53) y las proteinas claudina-1
y ocludina que forman parte de uniones estrecheseptes en las células hepaticas (54).
Varios estudios demuestran la existencia de un Eonformando por la unién entre la
proteina claunina-1 y CD81. Este complejo reswdtaesencial en la internalizacion del
VHC en la célula, puesto que Ac anti-CD81 y ardgdina-1 inhiben la entrada del
VHC en la célula (55). Ademas de estas proteirdadios recientes otorgan un papel
importante al receptor del factor de crecimientoidé&pmnico (EGFR) en la
internalizacion del VHC. La actividad del EGFR esermcial para la formacion del
complejo CD81-claudina-1 y en los procesos de fus&ular. Se ha demostrado que la
inhibicién de la actividad del EGFR mediante la adstracion del inhibidor erlotinib,
bloguea tanto la entrada del VHC a la célula comdifusion si se administra después
de la infeccion (datos presentados en el Ultim@eEso de la Asociacion Europea para
el Estudio del Higado, Berlin 2011, no publicados).

Tras la endocitosis en la célula, el RNA viral ibgdado al citoplasma dirigido
por el IRES de la 5" UTR. La transcripcion y elanblaje del VHC tiene lugar en una
estructura denominadantmbranous websformada por membranas mitocondriales,
del reticulo endoplasmico (RE) y gotas de lipidtipid drops”) (56). Las proteinas
NS4B y NS5A del VHC estan implicadas en la formacie esta red membranosa.
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Dentro de esta estructura, el RNA+ es copiado RMA- intermediario, que va a servir

de molde para la sintesis de la progenie de RNAstosEmoldes de RNA+ son

utilizados para la sintesis de nuevos RNA-, paraaduccion y para la encapsidacion
(57) (Fig.5).

En el ensamblaje del VHC tiene una especial imporgala proteina detore,
que se acumula en la red membranosa induciendectitamiento de las demas
proteinas (58-60).

Ademas, se han descrito varios factores de lasc@lugsped que participan en el
ensamblaje del VHC. Entre ellos destaca la protéipaE, que ademas de estar
implicada en la entrada del VHC a la célula, irdei@na con NS5A y es requerida en
las primeras etapas de ensamblaje (61, 62).

La ruta de sefalizacion MAPK-ERK1/2 también est&oiacrada en el
ensamblaje y la liberacion de los nuevos virioreetéchman et al, Comunicacion
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Fig. 5. Ciclo vital delVHC.
Figura reproducida y adaptada con permiso de Tilgote
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3. RESPUESTA INMUNE EN LA INFECCION POR VHC

La interaccién entre el sistema inmune del huéspéal capacidad del virus
infectante para evadir esta respuesta determigeadb de persistencia de la infeccion.
Los virus no citopaticos se caracterizan por pi@sama baja contagiosidad, pero por
tener una elevada capacidad de persistencia yrpdug@r escaso dafio al huésped, lo
que permite su supervivencia y cronificacion. El &/Hs un ejemplo de virus no
citopatico que ha alcanzado un equilibrio entreelpuesta inmune del huésped vy la
replicacion viral que garantiza la supervivenciad#os.

A continuacion, se describen los mecanismos dendafentiviral del huésped en
la infeccion por VHC, con especial detenimientoeépapel de las células CD¥HC
especificas. Estas células, también denominadaksélitotoxicas, son esenciales en el
control de virus no citopaticos que, como el VH@) sapaces de escapar con facilidad
al control por el sistema inmune innato. La resfaueslular citotoxica reconoce a las
células infectadas y las destruye mediante viadit@fs, siendo también capaz de
eliminar al VHC por mecanismos no citopaticos. Es pllo que este trabajo de

investigacion se centra en el estudio de la respwetular citotoxica especifica.

3.1. RESPUESTA INNATA

Cuando se produce una infeccidon por un agentk larprimera linea de defensa

consiste en una rapida respuesta no especifiaaarelparticipan diferentes proteinas y
células, como la cascada del complemento, di-Nracréfagos, células Natural Killer
(NK) y Natural Killer T (NKT). EI VHC puede interfé& en alguno de estos
mecanismos inmunes para favorecer su supervivencia.

3.1.1. Interferdn Tipo |

Durante la primoinfeccién por VHC, el primer mesmno de respuesta inmune
se desencadena mediante la produccion de BIRdor parte de los hepatocitos
infectados. Se inicia por dogdttern recognition receptotsel Toll like receptor-3
(TLR3) que reconoce RNA de doble cadepdrNA) en los endosomas (63) y el
receptor RNA-helicasa (RIG-1) que reconoce el nwtile poliuridina del extremo 3’
UTR del VHC en el citoplasma (64) (Fig.6).

Tras la estimulacién del TLR3 por el VHC se rezlld molécula Toll-IL-1
(TRIF) y por otro lado RIG-I recluta el estimulagbdel promotor de interferén (IPS-
1). Ambos procesos hacen que se fosforile el fatgdranscripcion IRF-3 que juega un

papel importante en la activacion del promotorFelé-B iniciandose su sintesis (65, 66).
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Una vez sintetizado y secretado, el IBNe une a los receptores de IEk/g-de las
células infectadas vecinas, activando la ruta dalgacion de JAK/STAT (Janus
Quinasa/ Transductores de la Sefial y Activadorda @eanscripcion) que conduce a la
inducciéon de genes estimulados por IFN (ISGs), cehsistema OAS1/RNAsa L, que
degrada el RNA viral y celular (67) y el RNA espieci ADAR1, que desestabiliza las
estructuras secundarias del RNA viral (68). Ot®&d son el P56 (69) y la proteina
quinasa R (PKR) (70) que inhiben la traduccionRI€A viral (Fig.6).

Por tanto, la infeccion por VHC es un buen indude la produccion de IFN
tipo | (71), aunque a su vez este virus es capatatriar el efecto de esta citoquina a
diferentes niveles. En primer lugar se ha obsenadola proteina NS3/4A del VHC,
cuando se sobreexpresa en cultivos celulares,tdbdzs la unién de TRIF (72) e IPS-
1 (73) con sus receptores (TLR3 e RIG-I). Tamb&prbteina detore sobre expresada
en cultivos celulares interfiere con la ruta deasiegtcion JAK/STAT y por tanto con la
expresion de ISG, mediante la activacion de STAThworeciendo su degradacion
(74), lo que induce la expresion del supresor deefal de citoquina3 (SOCS3). Esta
proteina inhibe la ruta JAK/STAT (75) e induce avez la expresion de la proteina
fosfatasa 2A (PP2A), la cual reduce la actividadigcripcional del ISG3 (76). Por otro
lado, la proteina VHC NS5A inhibe a la oligoadetilaintasa (OAS) lo que favorece la
expresion de la interleuquina (IL) 8 (IL-8) quewavez inhibe la expresion de todos los
ISG (77). Ademas, esta proteina del VHC forma beieneros con PKR inhibiendo su
funcién (78). Por ultimo, la proteina de la envdtiE2 también actda inhibiendo a la
PKR (79) (Fig.6). Por tanto, aunque la infecciém @éiC induce la expresion de los
genes de los interferones tipo I, el VHC es bastaficaz en bloquear las cascadas
intracelulares que se activan tras la interacceitod interferones tipo | con su receptor,
lo que finalmente provoca que no se expresen adamente los genes inducidos por
IFN.

10
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Fig. 6. Atenuacion de la respuesta inmune innata mediad&=pl- por parte de las distintas proteinas del VHC.
Figura reproducida y adaptada déepatitis C virus versus innate and adaptive immuoegponses: a tale of
coevolution and coexistencRehermann B. J. Clin. Invest. 119:1745-1754 (2068®),el permiso de la American
Society for Clinical Investigation.

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

Las células NK y NKT juegan un importante papeldédarentes enfermedades
hepaticas, siendo en estos casos, mas abundantéhigado infectado que en sangre
periférica (80).

La actividad de las NK es controlada por recept¢@id316, NKG2D, CD69,
CD2) que median su activacion o inhibicion segUprisencia o ausencia de infeccion
en la célula diana. También son activadas estagasépor el IFN tipo | (IFNw/p)
producido en etapas tempranas de infecciones wisalpor la IL-12 sintetizada por
macrofagos y DCs.

Las células NK ejercen varias funciones efectoratag primeras horas tras la
infeccién. Primero liberan su contenido granuladuitiendo muerte celular por
apoptosis y después, producen citoquinas, comoy)Fidetor de necrosis tumoral
(TNF-0) y otras quimioquinas como MIR:IMIP-18 e IP-10 (81).

Las células NKT expresan marcadores tanto de séNka (CD56), como de
células T (CD3). Aunque los ligandos de los reaeystale las células NKT todavia no

11
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se han identificado, se sabe que estas célulaerjéunciones citotdxicas y producen
IFN-y e IL-4.

Las células NK y células NKT desempefian un imptet@apel en la respuesta
inmune innata contra varias infecciones viralesn@aes el caso de la infeccién por
CMV (82). Estas células ejercen su accion antiaralavés de mecanismos citotoxicos
no HLA restringido y la produccion de IFN{82). Ademas, juegan un papel esencial
sobre las DCs, permitiendo su maduracion y favere el desarrollo de una respuesta
Th1/Tcl (83). En modelos de chimpancés con infecaguda por el VHC o VHB (84,
85) los datos sugieren que estos virus pueden &twdas funciones de las células NK y
NKT evitando asi la produccién de citoquinas ardieis como el IFN~ Concretamente
el VHC ha desarrollado estrategias para bloqueafdaciones de las células NK y
NKT e impedir su eliminacién durante la primoinféec por estas células. Uno de los
mecanismos utilizados para alterar la actividagstas células se debe a la proteina E2
del VHC, que interacciona con la molécula CD81 ake délulas NK bloqueando su
activacion y evitando la liberacion de IRiN{o cual impediria la maduracion adecuada
de las DCs (86, 87).

3.1.3. Células Dendriticas (DCs)

Las DCs son células presentadoras de antigenossjgitéfesionales que se
activan a través de la respuesta inmune innatevgrsde nexo entre ésta y la respuesta
inmune adquirida. Estas células son esencialescaptar antigenos virales en el lugar
de la infeccién y presentarlos posteriormente a démilas T naive del sistema
adaptativo para su activacion.

Existen dos tipos de DCs:

- DCs mieloides (DCm)estas células son responsables de la captacidtggamiento
de antigenos. Estos antigenos una vez procesadopresentados por el complejo
mayor de histocompatibilidad (HLA) para la activactide las células T. LaBCm
producen citoquinas inflamatorias, como la IL-12e giacilita la induccion de la
respuesta T helper (Th) 1 (Th1l).

- DCs plasmocitoides (DCpke caracterizan por su alta produccion de d#-kas ser

estimuladas. Estas células ejercen una importatitedad inmunomoduladora sobre la

célula T activada y sobre las células infectadas.

12
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En la infeccidén cronica por VHC, existe un descessda produccion de 1L-12
por las DCm (88, 89), y una reduccion en la frecigegn habilidad para producir IFiX-
de las DCp (90). Este cambio en el patrén de cit@g, inducido por el virus, podria
favorecer el cambio de respuesta inmune de Thl 23 Siendo ésta ineficaz para

eliminar el virus (91).

Los mecanismos por los que el virus induciria eali@saciones no se conocen
con exactitud, aunque estudiosvitro muestran como algunas proteinas del VHC
(core, NS3, NS4) pueden interaccionar con el TLR2wbnocitos, lo que induce la
produccion de citoquinas tipicas de la respuesta ddmo la IL-10. La IL-10 inhibe la
produccion de IL-12 e IFN-por parte de las DCm y DCp respectivamente (92 E
descenso en la produccion de citoquinas tipo lymedina inadecuada activacion de las
células NK y NKT. El descenso en la produccion ldd2 por las DCm, junto a una
presentacion deficiente de los antigenos viraleslwce a una activacién inadecuada de
las células T CD4y CD8&'. También interfiere en la correcta activacionatedélulas T

la alteracion en la produccién de IFeNsor las DCp (Fig.7).
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Fig. 7. Mecanismos utilizados por el VHC para interferid@funcion de las células dendriticas.
Figura reproducida con el permiso de la Asociagigropea para el Estudio del Higado.
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Por tanto, la respuesta innata desarrollada enésped es incapaz de controlar
la infeccion por VHC, siendo necesaria la participa de la respuesta adaptativa para
intentar conseguir el control. Esta respuesta escés en la infeccion por VHC como
ocurre con otras infecciones no citopaticas, comw Ia infeccion por virus de la
linfocoriomeningitis murina (LCMV) o VHB (93).

3.2.RESPUESTA ADAPTATIVA
La respuesta adaptativa constituye un mecanisnuef®sa mas avanzado que

se caracteriza por su especificidad. Otra propiedada respuesta adaptativa es la
memoria celular, que constituye la capacidad deoreger con una eficacia mejorada
ante un segundo encuentro con el patégeno.

La respuesta inmune adaptativa se divide en retsphamoral (mediada por Ac
producidos por las células B) y respuesta celuted{ada por las células T CD#%
CD8").

3.2.1. Respuesta Humoral: Estd mediada por Ac, que son producidos y
liberados dentro del torrente circulatorio por ¢étulas plasmaticas que derivan de las
células B tras su activacion. Sin embargo, salveegeiones, no pueden entrar en
tejidos solidos, lo que impide su actuacion en mogainfectados. Los Ac reconocen
determinantes conformacionales en proteinas, caltabbs y particulas antigénicas del
torrente sanguineo opsonizandolos para que losifagos los capten y los presenten a
las células T. También se unen a estas estruaghoksulares del patbgeno bloqueando
su entrada a la células huésped y previniendbéadcion de nuevos viriones (94).

En la infeccion por VHC, la mayoria de los sujetdectados seroconvierten a
las 4 semanas de la primoinfeccién, detectandossoAira proteinas estructurales y no
estructurales del virus (95). Sin embargo, el pdpdbs Ac ha sido cuestionado, ya que
no predicen la evolucion de la infeccion, habiéedisscrito casos en los que el virus se
ha aclarado en ausencia de los mismos (96).

La respuesta mediada por Ac neutralizantes resditil de evaluar.
Recientemente se ha desarrollado un sistema basagseudoparticulas que llevan
unidas las proteinas E1 y E2 (97, 98) y que ha ifidoraclarar, en parte, el papel de

los Ac. Se ha observado que los primeros Ac pralthscpor las células B, responden a
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la RHV-1 en el extremo amino terminal de la praeli?2. Estos Ac en chimpancés son
capaces de neutralizar homélogos del VHC (99, 100).

Sin embargo, mientras que los Ac especificos frah#HB son habitualmente
neutralizantes de forma indefinida, reflejando prateccion inmune, la funcién de los
Ac frente al VHC estd menos definida, al no apareme fases precoces de la
enfermedad (101, 102), lo que facilita la aparicd® mutaciones de escape (103),
convirtiendo a estos Ac en un mecanismo de defeimsgonalmente inoperante.

Por tanto, la respuesta humoral no parece desempeftmpel importante en el
control de la infeccion del VHC, puesto que los groducidos no son capaces de
desarrollar una actividad neutralizante del VHChide a la rapida variacion de los

epitopos virales que reconocen.

3.2.2.Respuesta Celular:La respuesta adaptativa celular esta mediada por la
células T que se diferencian en el timo y se caraein por expresar un receptor clonal
de la célula T (TCR), lo que les permite recondcgmentos antigénicos presentados
por las moléculas HLA de la célula infectada. Lawllas T se dividen en dos grupos
funcionalmente diferentes: los linfocitos CD4 qaalizan una funcion reguladora de la
respuesta inmune y los linfocitos CD8 que desamolina actividad principalmente
citotéxica.

3.2.2.a. - Células T CD%elper Estas células reconocen, a través del HLA de

clase Il, pequefos péptidos de 10-20 residuos rigtlml, que han sido procesados de
forma enddgena a partir de proteinas fagocitadas.

Las células T CD%colaboradoras (T helper) se ha descrito clasictengue
generan dos tipos de respuesta dependiendo diéldeecitoquinas que secreten (89):

* Respuesta Thlesta respuesta se encuentra mediada por IL-2y FFNINF-o.
Favorece el reclutamiento de neutréfilos, macr&agacélulas T citotdxicas, lo que
conduce a la activacién de una respuesta inflamafbh04). Este tipo de respuesta es
adecuada ante una infeccion viral o una enfermadadral.

* Respuesta Thxe encuentra mediada por IL-4, IL-5, IL-6, IL-8;10 e IL-
13. Se encarga de limitar la respuesta mediadacpoguinas Thl y favorece el
desarrollo de la respuesta humoral (105) y el tagliento de eosindfilos. Esta
respuesta se encuentra involucrada en la produa®0Ac, en reacciones inmuno-

alérgicas y en enfermedades parasitarias.
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Estudios que analizan el perfil de citoquinas digrala fase aguda de la
infeccion por VHC demuestran una estrecha relagdire el desarrollo de una
respuesta CD4policlonal, multiespecifica y sostenida y el aafaiento viral. En estos
casos, esta respuesta se caracteriza por presenparfil de citoquinas tipo Thl (106,
107). Sin embargo, en los sujetos en los que kandn se cronifica, se observa una
respuesta CD4escasa y reducida a pocas especificidades y cperfihde citoquinas
Th2 (108, 109).

En resumen, las células T CDdon muy importantes en la regulacion de la
respuesta inmune especifica y pueden también ejengeapel antiviral directo a través
de las citoquinas que producen.

Otro tipo de célula T CD4son las células T reguladoras (Treg). Estudios
realizados en ratonekemostraron la existencia de una poblacion deagkdpaces de
inhibir la activacion convencional de las célulageTiféricas (110).

Las células Treg son capaces de modular la respuehktlar especifica contra
antigenos propios y ajenos. Las Treg se puededidiem dos grupos segun el lugar
donde se desarrollan. Las células Treg naturaleeg@h se generan en el timo durante
la ontogenia y son responsables del control dedhgas T autorreactivas previniendo
procesos de autoinmunidad. El agotamiento de esthdas es capaz de causar
enfermedades autoinmunes y el aumento de la rdagnasune ante antigenos extrafios
(111). Las células Treg inducidas (iTreg) se de#larr en el compartimento periférico
en condiciones particulares (112-114) y ejercen papel importante en las
enfermedades infecciosas y tumorales evitandoaspesta inmune patolédgica (115).

Por lo tanto ambas, desarrollan una importangatan el mantenimiento de la
tolerancia y la homeostasis contra antigenos psoypino propios, siendo de especial
importancia el papel que desempefian en la regulasda respuesta frente a parasitos
(116) y a virus (117).

La células Tregs se caracterizan por expresar alt@des de la cadena del
receptor de IL-2 (CD25), y se definen por la exigresle FOXP3 (“forkhead box 37).
Este factor actia como regulador del desarrollongibn de las células Treg , siendo su
papel principal la modulacion de la respuesta d@ditos T a los estimulos externos,
tales como la activacion del TCR y la sefializaciértitoquinas (118).

Varios trabajos han definido el papel de estasalen la infeccion por VHC.
La generacion de células Tregs en esta infecciamgsoceso complejo, inducido por

el propio virus como una estrategia evolutiva pegeapar del sistema inmune (119) y
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para prolongar su supervivencia (120). En estegsm@articipa el TGPB; citoquina
clave en la generacion, expansion y funcionalidaadéulas Treg (121, 122). El VHC
es capaz de sobre-regular la transcripcién detlgenGFf (123). Concretamente, se ha
demostrado que los sujetos con infeccion cronica\{#dC tienen incrementado el
namero de células Treg. Este hecho se asocial@itacon de la funcion de las células
T CDS8" VHC especificas, ya que la reactividad de las ragsse recuperia-vitro tras

la deplecion de las Treg. Estos datos sugieredago®dulacion de las células Treg por
el VHC podria funcionar como un mecanismo de perstsa del mismo (124-126).

Recientemente se ha descrito otra poblacion dgaséCD4, capaz de producir
IL-17, que se denomina células Thl7. Las Thl7 smur-17A, IL-17F y CCL20,
expresan altos niveles de CCR6 y CCR4 pero se eqmuao sobre la sefial responsable
de su reclutamiento al tejido inflamado (127). 0dsl7 ejercen un papel protector
frente a ciertas infecciones bacterianas y fUngicalss que promueve la produccion de
quimioquinas y citoquinas proinflamatorias, con ansecuente reclutamiento y
activacion de neutréfilos y macréfagos (128-130). &nbargo, aunque las funciones
inflamatorias de las células Th1l7 son importantasa pel control de infecciones
bacterianas, si estas células no son controladasiep ocasionar dafio tisular, como el
observado en algunas enfermedades autoinmunesl@31,

El papel de las células Th1l7 en infecciones viralessta todavia muy claro,
aungue un modelo de infeccion murina por el vir@GlV demuestra que el desarrollo
de una respuesta LCMV-especifica Th17 conducecaoksicidad de la infeccion y al
desarrollo de inflamacion tisular no especifica3jldemas, se ha demostrado que la
infeccién por VHC se asocia con la induccién dellesl Th17 VHC especificas (134),
mecanismo que podria utilizar el VHC para evadiekkpuesta inmune del huésped, al
favorecer el reclutamiento de un infiltrado inflaor@ no adecuado para el control

viral.

3.2.2.b. - Células T CD&itotxicas La respuesta celular citotoxica especifica

juega un papel central en la patogenia de lasdidiees virales no citopaticas y en los
procesos de control viral, debido a la capacidad pgresentan estas células para
reconocer especificamente a la célula infectada) (L 8estruirla (136), asi como por su
habilidad para eliminar el virus por mecanismositaiticos (137).

Las células T CD8antigeno especificas son capaces de reconocecéula

infectada por medio de la interaccion entre su YW&ERHLA de clase | que presenta el
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epitopo viral (138) y de esta manera, informa siesia inmune de la presencia del
virus, que de otro modo pasaria inadvertido. Bpte de comunicacion entre la célula
efectora y la célula infectada es esencial, pugsi® los virus no citopaticos se
comportan como verdaderos parasitos intracelulares,de no ser por la presentacion
de sus epitopos en el complejo HLA-I nunca seriateaiados por las células T
citotéxicas.

Las CPAs muestran los epitopos virales a losditde T CD8 naive con el
TCR adecuado, junto a otras sefales coestimuladagpespiadas, en los dérganos
linfoides secundarios. Esta interaccion entre |laACP la célula T induce su
trasformacion fenotipica de célula naive a célégatera con capacidad citotoxica para
producir citoquinas tipo-1, para migrar al lugarlaénfeccion y proliferar. Una vez la
célula T citotoxica especifica es atraida al érgenfectado se produce un segundo
encuentro con el antigeno viral, lo que activa sexanismos efectores para poder
ejercer su funcién antiviral (139) mediante la prodddn de citoquinas tipo-1 y la
activacion de mecanismos citoliticos. Tras la fafectora, se produce una fase de
contraccion de la respuesta, después de la cusissitdb solamente una poblacién de
células con fenotipo de memoria-efector, dispuastastablecer la respuesta inmune
mas rapidamente en caso de reencontrarse con taaniifeccion y posiblemente
encargadas de controlar posibles reservorios sifdesistentes (140, 141). El fallo en
el desarrollo de una adecuada respuesta citotdsica especifica se asocia a la
cronicidad en una infeccion por un virus no citaqa{142).

Tal es la importancia de las células T CB8tigeno especificas en el control de
infecciones no citopaticas, que en la infeccioninauaguda causada por el LCMV
(virus no citopatico), cuando el huésped es capazodtrolar el virus, hasta un 50% de

las células T CDBesplénicas son LCMV especificas durante la prifeciion (143).

3.3 IMPORTANCIA DE LA RESPUESTA CD8 VIRUS ESPECIFICA EN EL
CONTROL VIRAL.

En el caso concreto de la infeccion por VHC, estsidexperimentales

demuestran como durante la primoinfeccion, en eherdo en que aparece la respuesta
citotoéxica especifica, se produce el control viraientras que en ausencia de esta
respuesta, la infeccion se cronifica (144). En distl observacionales realizados en
humanos, se describe que en sujetos que cont@larfelccion de forma natural se

desarrolla una respuesta T CD8HC especifica vigorosa, policlonal y multiespaif
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temprana (145-149). Sin embargo, en sujetos ceadidn persistente, esta respuesta se
caracteriza por ser débil, oligoclonal y oligoesfier (150, 151), presenta menor
capacidad proliferativa y citotoxica, y se acompdédbajos niveles de IFNy TNF$
(152-154). Esta respuesta citotOxica especificeeatieh no va a conseguir, la

eliminacion del virus.

3.3.1.Cinética de las células T CD8especificas durante la infeccion.

El desarrollo de una respuesta CR&pecifica ante una infeccion viral es un
proceso complejo, pudiéndose distinguir tres faseacteristicas: la primera consiste en
una activacion y expansion inicial, a la que leusigina fase de constriccion de la
respuesta y muerte, estableciéndose por Ultimoetaga de mantenimiento con el
desarrollo de una poblacion de memoria (155) (frig.8

Antes de que se produzca la infeccién, encontramaspoblacion de células T
denominadas células T naive, que son aquellasaséule se encuentran circulando por
el torrente sanguineo pero que todavia no handené@ contacto con el antigeno viral.
Estas células se caracterizan por presentar urigen6D45R0O, CD28, CCR7, el
cual determina que la célula no esta activada (XB@ando las células T naive entran
en contacto con el antigeno, sufren un proceso midifgpacion o expansion,
diferenciandose en células T efectoras (CD45RCD28, CCR7). Estos cambios
fenotipicos son esenciales para permitir al lintfodCD8 migrar al lugar de la
infeccién, donde pueden eliminar directamente l&tulas infectadas mediante
mecanismos citoliticos y al VHC mediante mecanisnmsitoliticos (157).

La activacion de los linfocitos CD®uede producirse en los érganos linfoides,
lo que conduce a la generacion de células T efxi{d’58) pero también, los linfocitos
CD8" pueden migrar a través del sinusoide hepaticdegaiccionar en el higado con
otras células, como pueden ser, las células defé&udDCs, hepatocitos y células
endoteliales sinusoidales, que pueden actuar cdP#s CSin embargo esta activacion
no se produce de forma adecuada y va a conduar apdptosis o anergia de los
linfocitos CD8 (158, 159).

Dos o tres semanas después de esta expansion lelanalyoria (90-95%) de
estas células efectoras activadas van a morir poproceso de apoptosis tras la
realizacion de sus actividades efectoras (143,.155 células que no llegan a morir
adquieren un nuevo fenotipo y quedan como remasdntenando un reservorio de

células denominadas células T de memoria. Estatasél de memoria se dividen en
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dos grupos dependiendo de su localizacion: célllae memoria central (&) y
células T de memoria efectoravd. Las Tuc se encuentran preferentemente en los
6rganos linfoides secundarios y presentan un fend@D62L° y CCR7, mientras que
las Tve se encuentran en los tejidos periféricos y sutipoes CD62Ly CCR7, lo
que les otorga baja habilidad para migrar a loglgalinfaticos (160, 161).

Mientras que en la etapa efectora el nimero ddasélli CD8 especificas
aumenta y en la etapa de muerte este niumero digmienm la fase de memoria el
nimero de células T CD&s constante y se mantiene durante un largo meded
tiempo (162, 163) gracias al recambio homeostatiediado por la IL-7 e IL-15 (164-
166) o por la estimulacion persistente por trazesles o con reactividad cruzada con
otros virus, dependiendo del tipo de infeccion §141

Las células naive presentan un bajo potencial rgai&zar funciones efectoras.
Sin embargo, las células efectoras T CB8quieren la habilidad de lisar rapidamente a
la célula infectada y secretar citoquinas antiesakn respuesta a la estimulacion
antigénica (167, 168). Cuando las células T efastae diferencian en células de
memoria alcanzan un fenotipo menos activado, peamtisnen el potencial para
producir IFNy, TNF-a y su actividad citotoxica al exponerse de nuevardlgeno
(169). Esta capacidad para recuperar las funciefeztoras tras reestimulacion es una
de las propiedades que diferencia a las célulaBg" @aive de las células de memoria.

Existen otras propiedades que también cambian Icpase de célula efectora a
célula de memoria. En primer lugar, la habilidadagaroducir IL-2 es menor en células
efectoras y va aumentando progresivamente durantiférenciacion. En segundo

lugar, también la capacidad para proliferar en uesfa al antigeno aumenta
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Fig. 8.Esquema de la cinética de las células T C8®ecificas durante la infeccién en un paciente co
resolucion de la infeccion.
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gradualmente (170, 171). Y por ultimo, las célulasCD8" efectoras pierden la
habilidad para migrar a los ganglios linfaticosideba la baja expresion de CD62L vy
CCRY7, habilidad que va siendo recuperada prognesinte por las células de memoria
(157, 171).

Para que las células T CD&specificas puedan ejercer su funcion deben de
activarse correctamente, lo que depende de dokesefa
1. Interaccion entre el TCR y el HLA de clase | d€RA que presenta el epitopo
viral.
2. Interaccion entre las moléculas coestimuladoragtipas, presentadas por las
células T CD8, y sus receptores, expresados por las CPAs.

3.3.2.Interaccioén entre la molécula HLA-I / péptido y elTCR.

Las células T CDBespecificas son capaces de reconocer a la céfeletdada
gracias a la interaccién entre su TCR y el HLA ldse | que presenta al epitopo viral.

El HLA-I se expresa en la superficie de todas Elslas nucleadas y presenta
fragmentos de péptidos derivados de proteinasceitiares de 8-10 residuos de
longitud. En el caso de células infectadas porsyiestos péptidos presentados derivan
de las proteinas virales. Las células T CB8pecificas son capaces de reconocer los
epitopos virales presentados por los complejos HiyAposteriormente eliminar a la
célula infectada y producir citoquinas tipo-I (172)

El HLA-1 es un heterodimero formado por una cadpesada y una proteina
integral de membrana, fiz-microglobulina (173) (Fig.9).

Las moléculas que van a formar el HLA-I se ensambia el lumen del RE.
Para que el péptido se ensamble con el HLA-| egsaim que sea transportado del
citosol al interior del RE, siendo esta funciorvéida a cabo por un transportador
asociado al procesamiento del antigeno (TAP) (178). Tras el anclaje del péptido,
las moléculas de HLA-I se disocian de TAP y sondpartadas por vesiculas a través
del aparato de Golgi (176) hasta llegar a la mensbpdasmatica.
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inmunorreceptor basado en tirosina” (ITAM) que desk un papel esencial en la
activacion del linfocito T a través de su interaocicon tirosinquinasas (178). El
complejo CD3-TCR no tiene actividad intrinseca g@irotirosin-quinasa (PTK), sino
qgue la estimulacién del receptor conduce a la fdat@dn de residuos tirosina en los
ITAMs, a través de las que se activa la familidadeSrc quinasas. Seguidamente, la
proteina asociada Z (ZAP) 70 se une con los ITAbdrilados. Todo este proceso
conduce a la activacién de dos principales rutas, involucrando al diacilglicerol
(DAG) y otra al inositol trifosfato (1§ que inducen la produccién del factor nuclear

NF-kB que finalmente genera la activacion celular (118D).

3.3.3. Moléculas coestimuladoras

Como se ha comentado previamente, para la adiivadé las células CD8
ademas de la interaccion entre el TCR y el péptiido al HLA-I, es necesaria una
segunda sefial. Esta sefial se produce por unidén aécutas coestimuladoras
expresadas en las CPAs, con sus receptores preserits células T (181).

Dos grandes familias de proteinas estan implicadds coestimulacion de las
células T. La familia del CD28 (182) y la familialadeceptor del TNF (TNF-R) (183).
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Algunos de los miembros de la familia del CD28 $mmproteina CD28 vy el
coestimulador inducible (ICOS), que al unirse a digmndos, provocan una
coestimulacion positiva. En concreto, la molécul?28 expresada por la célula T naive
se une a B7.1 (CD80) y B7.2 (CD86) induciendo ehanto de la produccién de IL-2 y
favoreciendo la proliferacién celular. Por otrodath unién de ICOS con su ligando,
ICOS-L, aumenta la activacion, supervivencia yseon de citoquinas por parte de las
células de memoria efectoras, pero no por lasagilinaive (184) (Fig.10).

Ademas, existen moléculas coestimuladoras neggiemsnecientes a la familia
CD28 que regulan la tolerancia de las células Tegan la respuesta inmune. Algunas
de ellas son CTLA-4 (antigeno 4 de linfocitos Dtékicos), PD-1 (molécula de muerte
programada-1) y BTLA (atenuador de linfocitos B Y. Ta expresion de estas
moléculas es inducida tras la activacién de laslaglT para regular o frenar su
actividad una vez han realizado su funcién y pototaestas moléculas estan ausentes
en las células T naive. CTLA-4 se une al mismonliilgaque el CD28 pero con mayor
afinidad, y PD-1 y BTLA tras la union a sus resped ligados (PD-L1 y B7-H4)
inhiben la proliferacion de las células T y la procién de citoquinas (185).

El adecuado balance entre la presencia de sefstinculadoras positivas y
negativas permite el desarrollo de una respuegtazey no perjudicial para el huésped
(186-188) (Fig.10).

Co-estimulacién

' Co-estimulacion Positiva
Positiva

Interaccién
TCR-CMH

A

CélulaT
. Co-estimulacion Co-estimulacion
Negativa Negativa

-~ Co-estimulacion
Negativa

Célula Presentadora de Antigeno

Fig. 10.Interaccion entre receptores expresados por l#acEly sus ligados expresados por la CPA. Segun
el tipo de interaccion se producira una coestiméfapositiva o negativa.
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La otra familia de receptores de membrana invotleen la coestimulacion, es la
familia TNF-R. Muchos miembros de la familia TNFfiegan un papel crucial en la
activacion de las células T. Los miembros de estalia se dividen en tres grupos:

a) aquellos que contienen dominios de union a receptde superficie implicados

en rutas de muerte celular.

b) aquellos que han perdido los dominios anteriormergecionados.

c) aquellos que han perdido estos dominios pero queiec@n motivos de

interaccion con factores asociado al TNF (TRAFge)ativos de interaccion con
TRAF (TIMs) (183), que se unen a receptores de membresdugendo la

sobreregulaciéon de factores nucleares, como arfacicleakB (NF-kB) (189).

Entre los miembros de la familia TNF-R denominaditds se encuentran OX40
(CD234), CD27, 4-1BB (CD137) los cuales activan ¢atulas T (190, 191). Otros
como el CD40, presente en la CPA, son importanmtdesprocesos de supervivencia y
activacion de las CPAs, lo que puede tener un efdicecto en la respuesta de las
células T (192, 193).

Los virus no citopaticos desarrollan estrategias gavadir la repuesta celular
citotoxica del huésped. Una de estas estrategirsapger la induccion de anergia en las
células T CD8 antigeno especificas, es decir, favorecerian shrddlo de un
agotamiento que disminuye su capacidad prolifexatipara secretar citoquinas.

Una manera potencial de lograr este objetivo seddiante la modulacion de la
coestimulacion de la célula T, favoreciendo la eggm de moléculas coestimuladoras
negativas de manera temprana.

La anergia de las células T citotdxicas ha sidodigtia durante la infeccion por
LCMV, observandose que tiene lugar en varias etélf% 195) (Fig.11). La primera
etapa, llamada agotamiento parcial |, se caraetgriz la incapacidad de estas células
para producir IL-2 y en menor medida TNFademas, la capacidad citoliticavitro
de estas células efectoras esta disminltdala segunda etapa, también denominada
agotamiento parcial Il, la mayoria de las célutas imcapaces de producir IL-2 y TNF-
a, mostrando, también alterada aunque en menor meslidcapacidad para producir
IFN-y. Finalmente, las células entran en un estado d@&amiento funcional completo,
en el que las células han perdido todas sus fuesiefectoras y mueren por apoptosis
(196, 197).
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Fig. 11.Agotamiento de las células T CD&specificas durante la infeccién viral cronica.
Freeman GJ et al. 2006. Figura publicada originatsen J Exp Med. doi: 10.1084/jem.20061800.

Este mismo hecho podria ocurrir en las infeccigrasvirus hepatotropos, pero
el mecanismo no esta suficientemente descrito.

En la infeccion persistente por VHC se ha demdstta existencia de células
CD8" VHC especifica anérgicas, proclives al desarral® apoptosis, pero no
completamente eliminadas (198). Por tanto, si bizexiste una destruccion total de la
respuesta citotoxica especifica, ésta es incapawlteolar la infeccion debido a que
tienen alterada su capacidad efectora. El conontmide las vias utilizadas por el VHC
para favorecer el desarrollo de anergia y apoptmsis respuesta citotoxica especifica
podria permitir su modulacion, y consecuentemdatestauracion de esta respuesta.

En el caso del VHC, un mecanismo eficaz de esciaplepodria ser la induccion
de la expresion prematura de moléculas coestimdadoegativas en las células T
CD8" VHC especificas. De esta manera, evitaria su mdiohdn al favorecer el
desarrollo de un estado de anergia en estas células

Por otro lado, como se ha comentado anteriormdémgecélulas efectoras de

memoria son capaces de sobrevivir en el organismente largos periodos de tiempo,
pero para ello necesitan el contacto continuo egaislcantidades de Ag viral (141), una
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estimulacion persistente con otro antigeno corueltgngan reactividad cruzada (199,
200) o la interaccion con determinadas citoquings fgvorezcan su supervivencia. En
este Ultimo caso, la IL-7 juega un papel esengi@ljue la interaccidon con su receptor
(CD127, IL-7R) induce la expresion de moléculas-apbptoticas (201, 202) e inhibe
la expresion de moléculas pro-apoptéticas (203) Adplicadas en la supervivencia
celular.

Por tanto, podria ocurrir que la infeccion por VHE&oreciera la disminucién de
la expresion de CD127, receptor de IL-7, como mieoam de escape viral,
favoreciendo la induccién de moléculas implicadaslee apoptosis de las células T

citotoxicas especificas.

Basandonos en los antecedentes referidos previament este trabajo nos
hemos centrado en el estudio del papel de la mal@oestimuladora negativa PD-1 y
de la molécula CD127 durante la infeccién por VHCcontinuacion se describe con

detalle las caracteristicas estructurales y furadtémnde estos receptores de membrana.

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

La molécula PD-1 es una molécula coestimuladogathe que tras la union
con su ligando (PD-L1) induce la anergia de la wesfa citotoxica especifica,

inhibiendo su proliferacion y bloqueando sus cagedes efectoras.

4.1.ESTRUCTURA Y EXPRESION DE PD-1Y PD-L1.
La molécula PD-1 es una proteina transmembranta driperfamilia de las

inmunoglobulinas. Tiene un 23% de homologia con &8l aunque ha perdido el
motivo MYPPPY necesario para la unién con B7.1 y2K205).

PD-1 consta de dos regiones funcionales, una etac formada por un
dominio Ig Variable (IgV) y una citoplasmatica, goentiene un motivo de inhibicién
del inmunorreceptor basado en tirosina (ITIM) y wmotivo de cambio del
inmunorreceptor basado también en tirogiie&&M) (206, 207). Tras la estimulacion
antigénica, PD-1 recluta la proteina tirosin fas$athomologa de Src, que contiene un
dominio tirosina fosfatasa (SHP-2), hacia el ITS4to activa a la proteina SHP-2 que
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a continuacion defosforila moléculas efectorasadeid nuclear inducida por el TCR,
inhibiendo la activacion de la célula T tras larestacion del TCR (208, 209) (Fig.12).

PD-1 media la inhibicién de la proliferacién de tadulas T mediante la parada
del ciclo celular en GO/G1, e inhibiendo la prodande IL-2 (210, 211).

Los ligandos de PD-1 (PD-L1 y PD-L2) son proteittaasmembrana de tipo |
con dominios IgV e IgC en su region extraceluldr2(213).

Mientras que PD-1 se expresa en células T y Badaiv y en células mieloides
(205), su ligando PD-L1 se expresa en ceélulas TéRilas mieloides, DCs, células no
hematopoyéticas de Organos no linfoides (corazdacepta, pancreas, pulmoén e
higado) y en una variedad de tumores. Por otro RDeL2 se induce en DCs y
macroéfagos (212-216).

CPA J

CMH-I i ' “PD-LI
- ‘
TCRVH cp;3 € PP-1

Celula T {

ITAM &

: ITIM
: ol ITSM
si—ﬁ'

SHP-2

¥
Activacion de la célula T

Fig. 12.Estructura e interaccién entre PD-1y PD-L1.

Figura reproducida y adaptada deirning on the off switch: Regulation of anti-
viral T cell responses in the liver by the PD1/PDpathway.Grakoui A et al.
J. Hepatol 2006 45 468-472, con permiso de Elsevier

4.2. PAPEL DE PD-1 EN LA INFECCION CRONICA POR VIRUS NO
CITOPATICOS.

La primera evidencia que correlacionaba la exprede la molécula PD-1 con

el desarrollo de una respuesta citotoxica anéegdafecciones virales no citopaticas se
obtuvo en un modelo experimental de infeccién naugar LCMV. Las células T CD8
LCMV especificas desarrollaban un estado de agetamifuncional en la fase crénica
de la infeccidn (sin capacidad de proliferaciorgdoiccion de IFN¢ ni control viral)

(217). En este modelo, la infeccion por una cepa@MV que ocasiona una infeccion
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persistente se asociaba a la sobreexpresion dedPDast células citotoxicas especificas
y al desarrollo de anergia celular. (218). Sin embael bloqueo de la interaccion entre
PD-1 y su ligando favorecia el aumento cuantitativoualitativo de la respuesta T
CD8" LCMV especifica. Tras este blogqueo, las célula€O8" LCMV especificas
producian mayor cantidad de IRNt TNF-o y fueron capaces de controlar la infeccion.

Estudios realizados en otras infecciones, coma eénféccion por VIH y VHB,
muestran también la implicacion de la via PD-1/PDeh la alteracion funcional de las
células T (219-222). Concretamente, en la infecpidnel VHB las células CO8VHB
especificas de sujetos con infeccion cronica sapresan PD-1 y el bloqueo de la
union entre PD-1 y PD-L1 restaura las funcionestefas de estas células (223).

En el caso de la infeccion por el VHC, durante danpinfeccion se induce la
expresion de PD-1 en las células T CDHC especificas, permaneciendo elevada en
los sujetos que cronifican, pero no asi en los gomltrolan espontaneamente la
infeccion (224, 225). El agotamiento funcional d¢éae células se correlaciona con su
nivel de expresion de PD-1, asi las células T TBAC especificas de sujetos con
infeccidn cronica, con elevada expresion de PD+ksgntan alteraciones en su
capacidad para producir citoquinas tipo | (IlFNFNF-o. e IL-2), moléculas citoliticas
(perforina y granizyma B) (226, 227) y en su cagadipara proliferar tras el encuentro
antigénico (154, 228).

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

La apoptosis o muerte celular programada juegaapelpcentral en una gran
variedad de procesos fisiologicesitre los que se incluye la autoorganizacion furadio
del sistema inmune y del sistema nervioso centeahbios morfogenéticos durante el
desarrollo embrionario, homeostasis tisular en al@smadultos y eliminacion de células
dafadas (229). Ademas, los procesos apoptoticdns astolucrados en la patogénesis
de muchos desordenes como céancer, infeccion por ¥éddérdenes inmunoldgicos,
enfermedades cardiovasculares, y muchas enfermedacdeurodegenerativas
(Alzheimer, Parkinson e isquemia) (230). Algunaterationes se acompafan de
apoptosis insuficiente (linfomas, cancer), y ottasapoptosis excesiva (VIH, esclerosis
lateral amiotréfica, lesiones por isquemia/perfofi@31).
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La apoptosis fue inicialmentdescrita por las alteraciones que el proceso
provoca en la morfologia celular y que incluyenreggcion de la cromatina,
condensacion nuclear y citoplasmatica, disrupci@ ld membrana plasmatica,
degradacion del DNA genomico en fragmentos dissrgtalisgregacion de nudcleo y
citoplasma en forma de vesiculas (“cuerpos apaoigii que contienen ribosomas,
mitocondrias intactas y/o DNA nuclear (232).

La apoptosis de las células T puede ocurrir porrdesanismos, uno activo y
otro pasivo.
- Mecanismo Activo Se inicia con los denominados “receptores de t@yer

entre los que estan incluidos Fas (CD95) y TNF-RA ¥stos receptores contienen
unos dominios de muertéDeath Domain”, DD) necesarios para la activacion de
caspasas (cistein proteasas que juegan un imppgapél en la apoptosis). La union de
FasL o TNFe con sus respectivos receptores hace que se regitieinas asociadas a
Fas con dominios de muerte (FADD), esto activacéapasas 8 y 10, lo que conduce al
inicio de la cascada de caspasas y a la apopiastaspasa 3 (233, 234).

- Mecanismo PasivoSe inicia cuando las células carecen de citoguina

factores de crecimiento y es controlada por la [fandie proteinas del Bcl-2E-cell
leukemia/lymphoma 27 Existen dos vias por las cuales la muerte pamieale ocurrir,
una via dependiente del factor activador de prateds apoptosis (Apaf-1) y la otra no
dependiente de dicho factor. En el primer cases&és celular induce las proteinas pro-
apoptéticas de la familia de Bcl-2, provocandor#slocacion del citocromo c¢ (cit ¢)
de la mitocondria al citoplasma (235). En estedestaactivo, Apaf-1 se encuentra en
forma monomérica, pero la salida del cit ¢ provacacambio conformacional que
concluye en la formacién del apoptosoma (236). Gata de las siete moléculas de
Apaf-1 que forman el apoptosoma expone su domieigedlutamiento de caspasas,
permitiendo asi la union de la procaspasa 9, qaeven activada es capaz de activar a
la caspasa 3 iniciando asi la cascada de caspdasagpgptosis (234, 237). La segunda
via, que no requiere Apaf-1 ni caspasa 9, se bada @hibicibn de caspasas por
proteinas inhibidoras de la apoptosis. La permigabibn de la membrana mitocondrial
produce la liberacion de proteinas como DIABLO, gseun antagonista del inhibidor
de las proteinas apoptoticas, por lo que las caspefectoras se activan y se inicia la
cascada de caspasas (238).

Como se ha comentado anteriormente, la muerteacgdabiva es controlada por

proteinas de la familia del Bcl-2. Esta familia d&edbrmada por proteinas pro-
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apoptoticas que promueven la apoptosis (Bax, Ball, Bcl-XS, Bid, Bik, Bim y Hrk)
y por otro grupo de proteinas anti-apoptoticasighiven la muerte por apoptosis (Bcl-
2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 y Mcl-1). Dependiendo delatance entre las proteinas pro y

anti-apoptoticas las células moriran por apoptosisbreviviran (234).

Se sabe que la IL-7 juega un papel crucial ensdrdello y supervivencia de las
células T, protegiéndolas de una muerte pasivaapoptosis (239), siendo en este

proceso muy importante el papel de las moléculda timilia de Bcl-2.

5.1.ESTRUCTURA Y FUNCION DE CD127.
La IL-7 fue descubierta como un

factor que promovia el crecimiento de la
células B precursoras murinas a largo plaz
en sobrenadantes de cultivo de médula 0s
(239, 240). Esta citoquina juega un pape
crucial en el desarrollo y supervivencia d
células T y B en ratones y sélo en la
primeras en humanos (239). El papel de es
citoquina en el desarrollo de las células T 9

puso de manifiesto en trabajos realizados ¢

ratonesknockout(241, 242), en los que la L
Proliferacion

deficiencia de IL-7 causaba un sindrome g m—N, 1 Supervivencia

inmunodeficiencia severo (243). Sin

embargo reClentemente se ha Vlsto que Fig. 13. Estructura del receptor del la IL-7 y ruta de
' sefalizacion.

IL-7 es esencial en la homeostasis de Figura reproducida y adaptada erspectives on the
guantitative immunobiology of the IL-7 signaling

células T naive y de memoria (165 24 network.Megan J. Cell Mol Immunol. 2008; 5(2): 79—
’ 89, con permiso de Cell Mol Immunol.
246).

En ratones, la produccion de IL-7 se ha detectadcélulas estromales del timo
(247), del higado y de la médula 6sea (248), draeb (240), en queratinocitos (249),
en el intestino fetal (250) y en el cerebro emlara (251). En humanos, la produccion
de IL-7 se ha identificado en células del epit@i@stinal (252), queratinocitos (249),
en tejido hepético (253), células dendriticas tdéices (254), células endoteliales (254),

células del musculo liso (254) y fibroblastos (254)
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El receptor de la IL-7 esta formado por una cade(&-7Ra) y una cadena
(yc) que es compartida por los receptores de ottagutnas como IL-2, IL-4, IL-9, IL-
15 e IL-21 (255) (Fig.13).

Tras la unién del ligando, las dos cadenas fornmarheterodimero, lo que
conduce a la activacion de proteinas quinasas faenidia de JAK, como son JAK1 que
se une a la cadenadel IL-7R y JAK3 que se une a la cadeoa256). Las proteinas
JAK se autofosforilan y fosforilan, a determinad@sosinas del receptor. A
continuacion las proteinas de la familia de STATusen a algunas de las tirosinas
fosforiladas del receptor, quedando cerca de lateimas JAKs. Las proteinas JAKs
fosforilan a las proteinas STAT que pierden suiddith por el receptor y forman
dimeros entre si que migran al nucleo de la cétldagde se van a unir a elementos de
respuesta especificos regulando la transcripciérgatees diana y promoviendo la
proliferacion celular (257, 258) (Fig.13). La ILr&aliza esta regulacién transcripcional
a través de la estabilizacion de un activador deuimasa dependiente de ciclina
(Cdc25a) (259) y desestabilizando un inhibidor ste enisma quinasa, el g27 (260).

El nivel de expresion de CD127 esta regulado erovguntos del desarrollo
linfoide, en la activacion y diferenciacion. Se lmopuesto varias teorias para explicar
esta regulacion. La primera propone un papel $ete@n el que existiria una
sobreregulacién de CD127 en las células de meni@6ih), y estas células con altos
niveles de CD127 recibirian una sefial de supercigemayor por lo que persistirian.
Sin embargo, para intentar explicar la regulacida baja del CD127, que se produce
después de que las células T son expuestas aadiv@tsquinas (262), se ha postulado
un papel “altruista” (263), por el cual una céllilgue ha estado expuesta a IL-7 y ha
recibido una sefial de activacion, dejaria de coimsiiAT permitiendo que otras células
reciban esta sefial.

Como hemos comentado anteriormente, la IL-7 tienemportante papel en el
desarrollo y supervivencia de las células T, piétedplas de la apoptosis mediada por
las moléculas de la familia de Bcl-2.

Dentro de los mecanismos pasivos, el miembro daralia de Bcl-2 mas
estudiado ha sido el mediador de muerte celulairgaeactia con Bcl-2 (Bim). Bim es
un regulador crucial de la seleccion negativa eimed (264) y juega un papel esencial
en la muerte por apoptosis inducida por la depiivade IL-7 en células T, B, neuronas

y muchos otros tipos celulares. (265-267).
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Existen dos teorias por las cuales Bim induciri@plaptosis:

- Modelo de unién directata familia de Bcl-2 esta compuesta por moléculas
sensibilizadoras de la muerte celular (Bad, Bilgoy activadores de la muerte celular
(Bim, Bid). Los activadores normalmente se unerraenas anti-apoptéticas (Bcl-2,
Mcl-1), sin embargo ante estimulos apoptoticos (c@uede ser la deprivacion de IL-
7), las moléculas sensibilizadoras se unen a gstdeinas anti-apoptéticas dejando
libre a los activadores. Una vez que Bim se encadifiterado interaccionaria con Bax
o Bak activandolos y promoviendo su translocacifermembrana mitocondrial, con la
consiguiente liberacion de cit c al citosol, deselenando la cascada apoptotica.

- Modelo de desplazamientdca muerte celular es prevenida gracias a la
interaccion entrgroteinas anti-apoptoéticas (Bcl-2, Mcl-1) con BaBagk. Estimulos
apoptaticos sobre-regulan Bim, que se uniria aZBdesplazando a Bax y Bak. Estos
altimos quedarian libres para unirse a la membraitacondrial y desencadenar la
cascada de apoptosis.

Esta teoria queda demostrada en un trabajo regiente publicado (268). Los
autores demuestran que en presencia de IL-7, Biwe dienitado por Mcl-1 (Myeloid
Cell Leukemia Sequence-1); mientras que cuandoradupe la deprivacion de IL-7
(estimulo apoptético), la cantidad de Mcl-1 disnymudejando libre a Bim. Esta
liberacion hace a Bim susceptible de ser fosfdoilan las serinas en posicion 55 y 65
por las proteinas JNK'C-Jun N-terminal quinasa”)y p38 MAPK (proteina quinasa
activada por mitdgenos) lo que incrementa su alztd/ipro-apoptotica, activando a su
vez a Bax y Bak (266, 269) lo que induce la libgnaale cit ¢, desencadenando la
cascada apoptética.

En resumen, la supervivencia mediada por IL-7 dépete la regulacion de
proteinas pro y anti-apoptoticas de la familia @& 2B(Bim y Mcl-1 respectivamente).
La IL-7 promueve la expresion de Mcl-1 e inhibesigresion de Bim evitando de esta

manera que se desencadene la muerte celular potoajso
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5.2. PAPEL _DE CD127 EN LA INFECCION CRONICA POR_VIRUS NO
CITOPATICOS.
Varios trabajos demuestran que durante la infacaguda por LCMV (261),

citomegalovirus (CMV) y Epstein-Barr (VEB) (270)iste una baja expresion de la
molécula CD127 en las células T CD&pecificas.

En otras infecciones, como es el caso de la irdacpor VHC, se ha descrito
que en sujetos con infeccion resuelta de manemn&spea, las células T CD¥HC
especificas muestran, ademas de una expresionld&®-1, una elevada expresion de
CD127 tras la resolucion de la infeccion, lo quecsgelaciona con unas adecuadas
funciones efectoras. Sin embargo, en la infecci@mica, las células T CD8VHC
especificas tienen una baja expresion de CD127aydal PD-1 (225, 271, 272). Estas
células no sOlo estan en un estado de anergia gu® probablemente estan
predispuestas a morir por apoptosis.

Hasta ahora ningun trabajo ha examinado mecanigestauradores de la
reactividad de las células citotoxicas VHC espeasfiactuando sobre la presumible
situacion pro-apoptotica desencadenada por lawdepdn de IL-7 derivada de la baja
expresion de CD127. Esta posibilidad terapéuticassexplorado previamente en un
modelo murino con infeccion por LCMV (273) y enitdeccion cronica por VHB
(274).

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionadersoamiente, en este trabajo
nos centramos en el estudio de la alteracion deexiaresion de la molécula
coestimuladora negativa PD-1 y de la molécula CDdiante la infeccion por VHC y
en la modulacién de las vias, en las que se emamentplicadas estas moléculas, como
posible mecanismo restaurador de la respuest@xitatVHC especifica. La intencion
de este estudio fue evaluar si la actuacion sola®imductoras de anergia y apoptosis
permitiria restaurar la reactividad de la respuestzecifica citotoxica. Los resultados
obtenidos corroboran el conocimiento publicado sabrefecto de la via PD-1/PDL1 y
describe por primera vez la relacion entre la esiprede CD127 y la alteracion de la
reactividad celular mediada por la molécula Bim las células citotoxicas VHC

especificas durante la infeccion cronica por VHC.
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Hipotesis y Objetivos

La respuesta celular citotoxica especifica juegpapel esencial en el control de
las infecciones. La cronificacion de diferentegationes virales se ha relacionado con
el desarrollo de anergia y apoptosis de las cétitasdxicas especificas. También en la
infeccidn crénica por VHC se observa una alteradiéna respuesta celular citotoxica
especifica, por lo que el VHC podria activar estas para favorecer su persistencia.
Estrategias encaminadas a contrarrestar el efeotmgado por la disregulacién de la
expresion de moléculas implicadas en anergia ytapigppodrian convertirse en futuras

armas terapéuticas. Considerando estos antecedeageplanteamos la siguiente

hipotesis teorica:

Hipotesis:

El VHC podria modular tanto la expresion de PD-theale CD127 en las célulag

CD8" VHC-especificas con el fin de favorecer un estdeaanergia y pro-apoptoéti¢

T8

que alteraria la capacidad de esta respuesta paanteol de la infeccion viral. L

0

modulacion terapéutica de estas vias podria restiurespuesta citotoxica especific

Para contrastar la validez de estas hipoétesislestaios los siguientes objetivos:

Objetivo general

Relacionar las caracteristicas funcionales y fera#é de la respuesta citotoxica
especifica frente al VHC con el grado de controhlyicon especial atencion a la
expresion de las moléculas relacionadas con an@e@al), supervivencia (CD127) y

apoptosis (Bim), y al efecto de su modulaciarvitro sobre la reactividad de esta

respuesta.
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Objetivos especificos
1. Analizar las caracteristicas cualitativas y titativas de la respuesta citotoxica VHC

especifica en funcién del grado de control viral:
a. Caracteristicas cuantitativas: Frecuencia intrafiep& en sangre periférica
de células especificas citotdxicas contra el VHC.
b. Caracteristicas cualitativas de las células cifotx VHC-especificas de
sangre periférica:
b.1.Capacidad de expansion clonadvitro ante estimulacion
especifica.
b.2.Capacidad de producciébn de citoquinas tipotas t
estimulacion especifida-vitro.
b.3.Fenotipo asociado a anergia (PD-1) y supenciee
(CD127/Bim).
b.4. Capacidad de expansion clonadvitro ante estimulacion
especifica tras bloqueo de la via de accion del1PD-

(complejo PD-1/PD-L1) y de la via pro-apoptoticanB
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Material y Métodos

1. DISENO

1.1.TIPO DE ESTUDIO
Para contrastar la hip6tesis planteada se disefigueénte estudio:

- Estudio no experimental transversal analitico,ebrque se analizaron las
siguientes caracteristicas de la respuesta cdiit@vxica VHC especifica (variables
dependientes): frecuencia, capacidad de expankioalccapacidad para producir IFN-
y, fenotipo asociado a anergia (PD-¥ a apoptosis (CD12Bim), en funcion del

grado de control de la infeccion (variable indepeniz).

1.2.AMBITO DEL ESTUDIO

El estudio se realizO en el area de salud del Hkhaspiniversitario de

Guadalajara. Los casos se recogieron mediante raaasinsecutivo entre los sujetos
con infeccion por VHC remitidos a la Unidad de Hepmgia Translacional de la
Seccién de Aparato Digestivo de dicho hospitamgiee que cumplieran los criterios de
inclusion y de no exclusion. El estudio se deskrmhtre los meses de enero de 2007 y
agosto de 2010.

1.3.SELECCION DE LOS SUJETOS

1.3.1.Criterios de admision en el estudio.

Durante el periodo del estudio se incluyeron mediamuiestreo consecutivo los
sujetos remitidos al Servicio de Aparato Digestoom diagnéstico de infeccién por
VHC que cumplian con los siguientes criterios aduision y de no exclusion:

» Criterios de inclusion:
- Edad entre 18 y 65 afios.
- Serologia positiva contra el VHC. Se agruparon segusituacion clinica en:
A- Sujetos con hepatitis cronica genotipo 1 nattas o sin RVS.
* Persistencia de RNA positivo frente a VHC en suturante mas de 6
meses.
* Concentracion de alanina aminotransferasa (Al€Fica persistentemente

elevada durante mas de 6 meses.
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B- Sujetos con hepatitis cronica genotipo 1 reauedis tratamiento anti-VHC.
* Persistencia de RNA negativo frente a VHC en auiemeses después de
finalizar el tratamiento.
* Concentracion de ALT sérica normal 6 meses despie finalizar el
tratamiento.
C- Sujetos con inmunidad natural contra VHC.
* Serologia positiva contra VHC.
* RNA negativo frente a VHC sin tratamiento previo.

* Concentracion de ALT sérica normal sin tratanmogotevio.

Estar de acuerdo con participar en el estudionydirun consentimiento informado.
Haplotipo HLA-A2 positivo, excepto para el grupontml negativo del estudio
constituido por pacientes con hepatitis crénica ¥biC genotipo 1 y HLA-A2

negativo.

» Criterios de exclusion:
Genotipo del VHC distinto a 1, excepto para el grapn inmunidad natural en el
gue no se podia conocer el genotipo.
Tratamiento antiviral actual o en los 6 meses presila recogida de datos.
Consumo mayor de 40 gramos de etanol al dia entesmgi20 gramos en mujeres.
Presencia de otras causas de hepatopatia créngraoclomatosis, hepatitis
autoinmune, enfermedad de Wilson, cirrosis biliampria, porfiria cutanea tarda,
esteatohepatitis no alcohdlica y coinfeccion poBVH
Inmunodepresién primaria o secundaria: sujetosciafltos por el VIH y/o con
tratamientos inmunosupresores. Estos sujetos dseyeron del estudio por las
posibles consecuencias de la inmunodepresion sbespuesta citotoxica contra el

virus.
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1.4.VARIABLES DEPENDIENTE E INDEPENDIENTE DEL ESTUDIO

- Variable Independientd a variable analizada en este estudio fue elayd®lcontrol

viral de la infeccion. Se trata de una variabl®tfimica con las siguientes categorias:

» Infeccion Persistente (IP) por VH&NA VHC > 1.000 Ul/mL / ALT>40 UI/L/
HLA-A2". Se trata de pacientes naive o sin RVS tras hedbescurrido al menos 6
meses desde el final del tratamiento.

» Infeccidon Resuelta (IR) tras tratamiento antivirRINA VHC<40 Ul/mL /ALT<40
UI/L / HLA-A2". Se trata de pacientes con RVS tras tratamiemémasr con IFN-

pegiladoa-2b mas ribavirina.

- Variables DependientePara analizar las caracteristicas cuantitativasajitativas de

la respuesta citotdéxica VHC especifica, se eligim@ modelo la respuesta citotoxica

frente a los epitopos inmunodominantes del VHC, 33415 NS31073-1081 Y Coras,-

140 €N sujetos HLA-A2. Se registraron las siguientes variables:

= Frecuencia de células T CD8HC especificas sobre el total de células T 28
sangre periférica (grupos IP e IR) y en biopsigsitieas (grupo IP). Es una variable
cuantitativa continua con un rango de 0-100%.

= Proliferacion de las células T CDSHC especificas positivas tras estimulacién con
péptidos especificos N$:3s-1415NS3i073-1081 Y COrasz.140 En casos seleccionados
también se evalud la capacidad proliferativa teaadicion de Ac anti-PD-L1 o z-
VAD-fmk. Es una variable categorica dicotbmica cqueede tomar los valores:
expansion positiva o negativa.

= Porcentaje de células T CD8/HC especificas productoras de IfNiras
estimulacion antigeno especifica e intensidad mddidluorescencia (IMF) tras
marcaje con Ac anti-IFN- marcados fluorescentemente. Es una variable
cuantitativa continua con un rango de 0-100% y d#0.000 unidades de
fluorescencia respectivamente.

= Fenotipo PD-1, CD127 y Bim de las células T C3C especificas. Se mide
como IMF tras marcaje de las células T COD8IC especificas con Ac marcados.

Esta variable tiene una rango de 0-10.000 uniddedisiorescencia.

40



Material y Métodos

1.5.COVARIABLES
Como posibles variables de confusién y/o modificad®e recogieron:

- Edad en afios cumplido¥ariable cuantitativa continua. En edades extseuha la
vida, el sistema inmune muestra alteraciones emtcua calidad e intensidad que

pueden afectar a las conclusiones del estudio.

- Sexo:Variable categorica dicotdbmica. El sexo mascubeorelaciona con un peor
pronéstico de la infeccién por VHC, lo que podréa 8n reflejo de diferencias en la

respuesta antigeno especifica contra el VHC.

- Via de contagio:Variable categdrica con las siguientes categorasSexual; 2.
Desconocida; 3. Parenteral. La via de contagio g@uafluir en la calidad de la

respuesta inmune durante la primoinfeccion.

- Tiempo de evoluciérariable cuantitativa continua generada por estiomade la
fecha en la que el sujeto contrajo la infeccibnc@esidera que los sujetos con mayor

tiempo de evolucion de la enfermedad pueden prasena peor respuesta inmune.

- Indice de masa corporal (IMCPBe correlaciona con el grado de resistenciaudifas
esteatosis y fibrosis hepéatica, caracteristicaaci@miadas con una peor respuesta al
tratamiento antiviral. Ademas, la resistencia mfallina se puede correlacionar con la
resistencia al efecto del IFN al compartir ambas wimilares rutas de activacion (275,
276).

- Variables HistolégicasEl grado de inflamacion hepatica y el estadio ibeo$is
fueron evaluados mediante la puntuacion histologemicuantitativa propuesta por
Scheuer (277). La actividad inflamatoria portoperigl y la actividad lobulillar se
clasificaron utilizando una escala de 0-3 (1: I&anoderada y 3: severa). El grado de
fibrosis se calcul6 utilizando una escala de 0-4afsente, 1: leve, sin tabiques, 2:
moderado, con pocos tabiques; 3: numerosos tabigwesirrosis, 4: cirrosis). El
distinto grado de dafio hepatico puede traducireliigas en la calidad de la respuesta
inmune (89, 278).
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- Amplificacion y secuenciacion de las regiones da3415y NS3o073-1081 Mutaciones
en los genes de los que forman parte estos epijmpesden provocar que no sean
reconocidos por las células citotoxicas especifipas lo que no sufririan presién

inmunologica, lo que podria influir en su fenotyptuncion.

1.6.0TRAS VARIABLES
Se utilizaron para clasificar a los casos en |y eintes grupos:

- Concentracion sérica de ALT en unidades inteomates por litro (UI/L). Variable
cuantitativa continua que refleja el grado de miaion hepatica.
- Variables virologicas:
* Concentracion sérica de RNA del VHC medida ennill/ Variable
cuantitativa continua con rango de 4.3%&@.9x10 Ul/mL.
* Genotipo del VHC (1ay 1b).

2. SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

En esta seccion se describen los sujetos admigdosl estudio, las técnicas
experimentales y el protocolo desarrollado parainias distintas variables del trabajo
de investigacion. En la Tabla 1 se resume la coitidosde los distintos medios de

cultivo y soluciones utilizadas.

2.1.SUJETOS SELECCIONADOS PARA EL ESTUDIO
Entre enero de 2007 y agosto de 2010 acudieronenlic® de Aparato

Digestivo del Hospital Universitario de Guadalaj@sasujetos HLA-A2 con infeccion
por VHC que cumplian los criterios de inclusion g o exclusion del estudio. De
éstos, 76 sujetos presentaban IP y 18 habian teslelinfeccion tras recibir
previamente tratamiento antiviral. En 22 sujetas i se realizd una biopsia hepatica
previa a la posterior indicacion de tratamientoedds se reclutaron 10 sujetos con
infeccion cronica HLA-A2y 10 sujetos HLA-A2 con infeccién por VHC resuelta de
forma natural que sirvieron de control negativo gsifivo respectivamente, para la

validacion de la técnica de cuantificacion de kslas T CD8 VHC especificas.
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Tabla 1 . Medios y tampones utilizados en los experime

SOLUCIONES CONSTITUYENTES

Solucion de lavado para separacionde = Medio RPMI 1640
CMSP - 10%STF

Soluciéon de lavado para tincion de = 0.1% Azida sédica
CMSP con complejos pentaméricos 0.1% STF
(FacsFlow)

= PBS

Solucién tamponada para PCR Tris HCI 10mM + KCI 500mM (pH 8.3)

Buffer de electroforesis (TBE) = Tris 890mM (pH=8)
= EDTA 20mM
= Acido Borico 890mM

Medio de cultivo celular * Medio RPMI 1640: 500 mL
= Hepes 20 mM
*  Piruvato sédico 0.5 mM
= 100 U/mL de penicilina
= 100pg/mL de estreptomicina
= 2 Mercaptoetanol 5M
= 2mM L-glutamina
* Aminoacidos esenciales 50 X (1/50)
=  Aminoacidos no esenciales 100 X (1/100)
= 10% STF

CMSP: Células mononucleares de sangre periférica. SUéro de ternera fetal. PBS: Tampon fosfato
salino. HCI:Acido Clorhidrico. KCI: Cloruro potasico. TBE: Tris BeffEDTA. EDTA: Acido
Etilendiaminotetraacétic

2.2.RECOGIDA DE MUESTRAS Y DATOS CLINICOS
A todos los sujetos incluidos en el estudio sesl@metié a un cuestionario

normalizado para recoger los datos clinicos deésteSe les extrajo 60mL de sangre
heparinizada, y dos tubos sin anticoagulante parabkencion de suero, mediante
técnica de venopuncién estandar en el momento desian en el estudio. Estas
muestras se utilizaron para evaluar la presenciaAdeanti-VHC, cuantificar la
concentracion sérica de RNA del VHC, determinagehotipo del VHC, medir la
concentracion sérica de ALT, descartar otras cadeasepatopatia cronica y de

inmunodeficiencia y realizar las técnicas espeasfide este trabajo.
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2.2.1. Procesamiento de las muestras de sangreifigica.

Los tubos con sangre no heparinizada se centridugar3.500 revoluciones por
minuto (rpm) durante 15 minutos para obtener efcsU@arte de este suero se alicuoté
en tubos Eppendorff y se congeld inmediatamen8)2C- Estas muestras se utilizaron
posteriormente para amplificar los fragmentos 140865 y 1073-1081 del gen NS3.

En la sangre heparinizada se realiz6 el tipajeHle\-A2 y la separacion en
gradiente de densidad con Ficoll-hypaque de laslastimononucleares de sangre
periférica (CMSP). Para la obtencion de estas @&glde pipeted Ficoll-hypaque en un
tubo falcon de 50mL, (Amersham Pharmacia Biotech Bpsala, Suecia) y sobre él se
afadio un volumen de sangre heparinizada en pridgport:2 dejdndola deslizar
suavemente por las paredes del tubo para evitasejueezclase con el Ficoll. El falcon
se centrifugd a 2.100 rpm durante 30 minutos gndry a continuacién con una pipeta
se aspiré la capa formada entre el Ficoll-hypamiteigdo por encima del pellet de
hematies y polimorfonucleares) y el plasma (parpegor del tubo), correspondiente a
las CMSP. Las CMSP se lavaron 2 veces con RPMI 164@ma-Aldrich Inc, St.
Louis, MO, USA) suplementado con suero de ternetal {STF) al 10% (Biochrom
AG, Berlin, Alemania) y se contaron en una camaradldubauer al microscopio 6ptico
tras tincion con azul tripan para ver su viabilidad

De los 60mL se obtienen 30-40X1GMSP. Estas células resuspendidas en
medio de cultivo se emplearan para el recuentcéllidas CD8 VHC especificas y para

la produccion de lineas celulares mediante esteiuaiacon péptidos especificos.

2.2.2. Procesamiento de las muestras de biopsia hépa.

Se obtuvieron células mononucleares intrahepatig@sliH) de sujetos
infectados por VHC, a partir del excedente de ¢efi@patico, no necesario para uso
diagnéstico, procedente de biopsia hepética. Eladjepatico se lavé con RPMI 1640
al 10% STF para eliminar restos de sangre. Postegitte, se incubé con 1mg/mL de
colagenasa 1 (Sigma Chemical Co, Saint Louis, M@pung/mL de DNA-asa (Sigma
Chemical Co, Saint Louis, MO) durante 1 hora a 3&A(hafo de agua con agitacion.
De la suspension celular obtenida tras la digess@naislaron las CMIH mediante

gradiente de Ficoll-hypaque (como se ha explicadermrmente para las CMSP).
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2.3.ESTUDIO VIROLOGICO

Los Ac anti-VHC fueron determinados mediante ununoensayo enzimatico
(Ortho HCV Version 3.0 ELISA Test, Ortho Diagnosfigstem, Raritan, NJ).

La CV del VHC se midio por técnicas de PCR a tiemgal con un limite de
deteccion de 40 Ul/mL (Cobas Amplicor HCV Monita®@ Roche, Indianapolis, IN); el

genotipo del virus se testdé mediante hibridaciéenrsa (Inno-Lipa HCV I, Innogentics
Inc, Alpharetta, GA) y la concentracion sérica deTAmediante los procedimientos
bioquimicos habituales. Estos ensayos fueron eshlz en los Laboratorios de

Virologia y de Analisis Clinicos del Hospital Unreéario de Guadalajara.

2.4. TIPAJE DE HLA-A2
Para valorar el haplotipo HLA-A2 de

100

los sujetos incluidos en el estudio se incubargn

1]
1

100 pL de sangre periférica con Ac de ratom

anti-HLA-A2 humano marcado con

0 células
60

fluoresceina (FITC) (BD Biosciences, SafpZ

Diego, CA) durante 20 minutos a temperatura

ambiente (Ta). Tras este tiempo se afadierpn

2mL de solucion de lisis (BD Biosciences, S

Anti-HLA-A2

a

Diego, CA) y se incubaron durante otros

Fig. 14 Histograma de un paciente HLA-A2

minutos. Finalmente. la sangre marcada negativo y otro positivo. Este Ultimo muestra
) ’ una intensidad de fluorescencia para la tincién

centrifugd a 2.500 rpm. El pellet obtenido Ecr’]?d;‘le?fjeafrl‘j;:éstﬁ'ig'ggI assugi/l“g;a 10
lavd dos veces con solucion de lava () Negatvo. (+) Positivo.
(FACSFlow) y se analizé mediante Citometr
de Flujo, en el citbmetro FACScalibur con el progaainformatico CELLQueSt
(Becton Dickinson, CA).

El haplotipo HLA-A2 positivo se establecié para walor de IMF mayor al

calculado como media de los 10 controles negapve@gamente analizados (Fig.14).
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2.5. TINCION DE CELULAS MONONUCLEARES CON AC ANTI-CD8 YCON
COMPLEJOS PENTAMERICOS HLA-A2/PEPTIDO
Para la deteccion de células CD8HC especificas utilizamos una tecnologia

que permitid su recuento directamemtevivo sin necesidad de ensayos funcionales
(145, 147, 279). Esta tecnologia consiste en edesmoléculas pentaméricas formadas
por la unién de cinco moléculas de HLA de clasé&pgfiglo unidos a una molécula
fluorescente, ficoeritrina (PE), que permite, tgas union a las células citotoxicas
antigeno especificas, su recuento gracias a leeuencia de emision del complejo y a
su deteccion por técnicas de Citometria de Flujag.1B). Esta técnica es
excepcionalmente antigeno-especifica y altamentsitde ya que permite reconocer
una célula T CDBantigeno especifica entre 5.000 linfocitos CD8

@ Péptido NS3,,06.1415

O B2 microglobulina

—D Biotina

O Cadena pesada de
HLA-clase |

Fig. 15 Esquema del complejo pentamérico HLA-A2/ péptid®Bhips.1415.
PE: Ficoeritrina

Trabajamos con tres complejos pentaméricos de esfyactura forman parte
tres fragmentos de epitopos inmunodominantes d€l.Mbbs de ellos pertenecientes a
la region NS3 (fragmentos 1406-1415073-1081) y otro perteneciente a la region del
Core (fragmento 132-140) (280, 281).

Para conocer cual era el ruido de la técnica atlkzpara el recuento de las
células T CD8 NS31406.1415,NS3i073.1081 Y COras».140 €specificos, se selecciond un
grupo de 10 sujetos con IP por VHC HLA-A$ otro grupo de 10 sujetos con infeccion
por VHC resuelta de manera espontanea HLA-AR similares caracteristicas
demograficas a los casos, que sirvieron como destrbe la técnica de deteccion de

células citotoxicas VHC especificas.
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Como control positivo se eligié la respuesta cit@a contra el CMV, porque
esta infeccidn se caracteriza por el desarrollorgerespuesta citotoxica eficaz.

El fragmento peptidico utilizado para la formacidel complejo pentamérico
contra el CMV fue el CMVpp6ls.sosque se trata de un epitopo inmunodominante en
sujetos HLA-A2 positivod os distintos complejos pentameéricos fueron sirdekbs por

Proimmune Limmited, Oxford, Reino Unido.

Para determinar el nimero de células T CWBIC especificas frente a estos
epitopos, 1-1.5xPOCMSP, o un nimero variable de CMIH, se incubaroradte 10
minutos con M de los complejos pentaméricos-(PE) HLA-A2/péptato 10QuL de
solucion de lavado (Tabla 1) a Ta. Tras un lavdds, células se incubaron con
concentraciones saturantes de Ac anti-CD8 marcaddicoeritrina-Cyanina5 (Cy5)
(R&D Systems Inc., Minneapolis, MN) durante 20 ntorwua 4°C. Tras un nuevo
lavado, el marcaje de la suspension celular sezanah el citbmetro de flujo. Se
analizaron al menos 250.000 CMSP por cada tincaya plcanzar un niumero minimo
de 50.000 células T CD&Fig.16).

Célula T citotoxica NS3,406.1415

especifica
TCR que reconoce al TCR que no reconoce al
q pepudo N831406-1415

péptido NS3,,06 1415
& CDh8

T
q | f & &
*5% = &5 sl
ﬁ 3 l;\%ﬁ‘ ] &
Complejo pentamérico T

HLA-A2 / NS3 14061415 ‘ [::]

oW

Fig. 16 Esquema de la visualizacion directa de las céluldtotoxica mediante marcaje con
complejos pentaméricos HLA-A2/péptido NS@e.1415. Los TCR capaces de reconocer el
péptido NS3406.1415 S€ uniran al complejo pentamérico, detectandoseiag a la molécula
fluorescente. Sin embargo, las célula T citotoxiugos TCR no sean capaces de reconocer el
péptido no se van a unir a dichos complejos. CTC: lI€dluCitotoxica. TCR: Receptor de la
célulaT.
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2.6.PRODUCCION DE LINEAS CELULARES
Para evaluar la capacidad de expansion clonalaslecélulas T CD8VHC

especificas tras el encuentro antigénico, se elstionuin-vitro las CMSP con los
epitopos especificos correspondientes a las misggames peptidicas que portaban los
pentameros (NS3os-1415, NS31073.1081 Y COrass1.9 (Proimmune Limmited, Oxford,
Reino Unido). A una suspension de 1% CMSP en medio de cultivo (Tabla 1), se
afadieron los péptidos especificos a concentrafima 1uM, 25UI/mL de IL-2 y
toxoide tetanico a concentracion final i\ La suspension se pipeteo en placas de 96
pocillos de fondo en U y se incub6 durante 10 didg°C y a atmosfera de @l 5%.

El toxoide tetanico se afiadié para activar laslaglI helper y crear un ambiente
propicio de citoquinas para la expansion de laslaglCD8 VHC especificas. La IL-2
se afadio al cultivo para permitir la proliferaciéalular. La IL-2 es la tercera sefial
necesaria para la activacion de la célula T, adetedta activacion del TCR vy la
coestimulacion positiva. Estas dos sefiales indlecerpresion del gen del receptor de
la IL-2 (CD25) después de la interaccion entre@RTy el complejo HLA-I/epitopo.

Al cultivo celular de las células de 35 sujetos ¢b8 IR y 27 con IP) se afiadio
2ug/mL de Ac anti-PD-L1 (Santa Cruz Biotechnologynt®aCruz, CA) para bloquear
la unién PD-1/PD-L1. Ademas en 13 casos con IP gdilIR se bloqued la apoptosis
afadiendo al medio el inhibidor de pancaspasas R-fk a concentracion final
50uM (BD Bioscience, San Jose, CA).

Para estos experimentos, las células se cultivducante 10 dias, tras los cuales
se analizaron por Citometria de Flujo tras tinco@m complejos pentaméricos y Ac

anti-CD8 como se comento previamente.

2.7. ANALISIS DEL FENOTIPO DE LAS CELULAS CITOTOXICAS
ESPECIFICAS FRENTE AL VHC

El analisis fenotipico se realiz6 Unicamente endasos en los que detectamos

mas de 20 células especificas por cada 50.000asélUICDS tanto directamentex-
vivo como tras proliferaciéim-vitro.

Para incrementar la especificidad de la tincionlade células T CD8VHC
especificas realizamos previamente una seleccigativa de células T CD8nediante

el kit Il CD8" T cell Isolation, segun las instrucciones del fedmte (Miltenyi Biotec,
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Bergisch Gladbach, Germany), obteniendo un porgemta recuperacion de células
CDS8" superior al 95%.

Tras la seleccion, las células T CD& incubaron conp2 de Ac anti-CD8-
Cy5, 1uM de uno de los complejos pentaméricos frente aC\(NS31406-1415NS31073-
1081 0 Coresp.140-PE) y 2L de Ac anti-CD127 (Pharmingen BD, San Jose, CAhty-
PD-1 (eBioscience Inc, San Diego, CA).

El fenotipaje se realiz6 directamerme-vivoy en las lineas celulares obtenidas
tras estimulacion antigeno especifica. La susper&lular se analizé por Citometria de
Flujo.

En funcién de la IMF obtenida, las células seifitason como fenotipo bajo
intermedio y alto.

Para evaluar la expresion de la molécula pro-a&piopt Bim directamentex-
vivo y tras estimulacién antigénica en presencia deABR-¥mk, las células T CDS8
VHC especificas se marcaron con complejos pentao®RE y Ac anti-CD8-Cy5,
como se ha descrito con anterioridad. A continugci@ds células se fijaron y
permeabilizaron durante 20 minutos con Citofix/@gon (BD Bioscience, San Jose,
CA) y se marcaron con Ac anti-Bim de conejo corfticamano (Cell Signalling
Technology, Beverly, MA) durante 45 minutos y un gecundario de cabra anti-conejo
lgG2 Alexa 488 (Invitrogen, Carlsbad, CA) duran@r8inutos. Finalmente las células

se lavaron dos veces con solucion de lavado yaearon por Citometria de Flujo.

2.8.PRODUCCION DE INTERFERONy

Para analizar la capacidad de produccion de \IfNf las células citotoxicas
VHC especificas, se estimularon 1X¥OMSP/mL en RPMI 1640 suplementado con
10% STF con @M del péptido NS3gips.1415durante 15 horas a 37°C en presencia de 10
pug/mL de Brefeldina A (Sigma-Aldrich Inc, St. Louis)O) durante las udltimas 11
horas. Tras lavar las células, se marcaron con legmsppentaméricos (HLA-A2 /
NS31406-1413 Y Ac anti-CD8-Cy5 como anteriormente se ha coeddnmt Tras la
incubacién y un nuevo lavado, las células se fijaygpermeabilizaron con 2R0 de
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, San Diego, CAyahte 20 minutos a 4°C. Tras

lavar la suspension celular, se afiadierph de Ac anti-IFNy conjugado con FITC
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(Pharmingen BD, San Jose, CA) y se incubaron dediminutos a Ta. Finalmente las

células se volvieron a lavar y se analizaron ptor@etria de Flujo.

2.9.EVALUACION DE MUTACIONES DE ESCAPE

En sujetos seleccionados con IP, con células’Rietectables directamenge-

Vivo, en los que se evalud la expresion de PD-1 y CDd&7ealizo la secuenciacion de
los epitopos NS306.1415 Y NS3073.1081 del VHC para descartar la presencia de
mutaciones de escape en las regiones de anclag A2 o en los residuos de
contacto con el TCR. La amplificacién se realizédrapte PCR anidada a partir del
RNA obtenido de 14@ de sueros crioconservados. La extraccion del RINAl se
efectud con el kit QiaAmp HCV-RNA (Qiagen, Valend2d), segun instrucciones del
fabricante y se eluyén 5QiL de agua libre de RNAasa (tratada con DEPC/g)1

La cantidad de RNA extraido se calculé en funciériadabsorbancia (A) de la
muestra, medida en un espectofotdmetro (EspectrdDytiex Technologies), segun la
siguiente expresion: 1 unidad de Ax(bm — As2onm = 40ug/mL de RNA puro. Las
cantidades de RNA viral que obtuvimos oscilabameetitdug/mL. La pureza de la
muestra se determind calculando el cocientg/Axgo, que en todos los casos estuvo
comprendido entre 1.7-1.9 indicando la baja contanién de las muestras con DNA y
proteinas.

El RNA extraido se transcribio a DNAc empleand&ieHigh-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystem, Fostety,CICA.) y una mezcla de
hexameros como cebadores. La mezcla de reacci@baesbmpuesta por RNAL@G),
hexameros (2)8M), desoxirribonucleotidos trifosfato (ANTPs 2880), inhibidor de
RNAasa (0.4UIL) y transcriptasa inversa MultiScribe (1.25U) en un volumen final

de 25uL. El programa empleado para la retrotranscrip{i®dn) fue el siguiente:

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Tiempo 10 min 120 min 5 seg 00

Una vez que el RNA habia sido transcrito a DNAcrsalizaron las siguientes
reacciones de PCR.
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Primera PCR
= 4ML DNAC, - Thermal Cycler Protocol
Thermal Prafile |Aulo Incrememl
- 5uL solucion tamponada para PCH| ™' =
Fes ] Rl S -
(10x) (Tabla 1). =

- 25 mM de cada uno de los cuatr
dNTPs.

- 0.2uM primers.

- 5uL magnesio 25mM.

Fig. 17 Parametros de las condiciones utilizadas en la

- 1.5 Ul Tag DNA polimerasa. wested PCR'

- Hasta 5QuL de HO DEPC (/).

Los reactivos utilizados fueron de Applied Biosysse Foster City, CA. La
reaccion se llevd a cabo en el termociclador ABISNE 7000 Sequence Detection
System (Applied Biosystems, Foster City, CA), landiciones de la PCR fueron las
gue se muestran en la figura 17 y los primerszatilos se detallan en la Tabla 2.

Segunda PCR
Fue realizada con (1L del producto obtenido en la primera PCR y lasnmais

cantidades y condiciones descritas anteriormente.

Tabla. 2 Descripcion de la secuencia de los primers utibsagara la amplificacion y
secuenciacion de las regiones Nge3i415y NS3,973.1081d€l RNA del VHC

Epitopo PCR Secuencia (5'-3’) Amplicén

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

pb: pares de bases. Adenina._C.Citosina._ G:Guanina, TTiminaY:C6T.SCO0G.K:G 6
T.M:A6C
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La especificidad de las amplificaciones se compdréelectroforesis en gel de
agarosa al 1.5% en Tris Buffer EDTA (TBE) (Tabla tEfiido con Bromuro de Etidio
(Brkt). Posteriormente se visualizaron los prodsiaddle PCR con un transiluminador
(ImageQuant 350, GE Healthcare) (Fig.18).

El DNA obtenido se purificé con el kit Genclean®rlia (MP Biomedicals
LLC, Ohaio) segun las instrucciones del fabricaftste DNA se secuencié con el kit
Big Dye Terminator V3.1 cycle sequencing y el seciedor Abi 3130 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) en la Unidad de Biddolglolecular de la Universidad de

Alcala.

NS31073-1081

Fig. 18 Gel de agarosa tefiido con BrEt que muestra la fioggiion de
las regiones NS3ps.1415Y NS373.1081 @mplicones de 289pb y 317pb
respectivamente. Pm: marcador de peso moleculapgpbs de bases.

3. ANALISIS ESTADISTICO
3.1.ESTADISTICA DESCRIPTIVA

En primer lugar se describieron las diferentes abdes del estudio en los

distintos grupos. Para describir las variables tizivas se evalué primeramente si las
distribuciones de estas variables, segun los dapogr definidos por la variable
independiente (grado de control viral), seguian dis&ribucion normal mediante la
aplicacion del test de Kolmogorov-Smirnov. La homwgidad de varianzas entre
grupos se analizé mediante el test de Levene.

Las variables cuantitativas normales se describienediante su media y su
desviacion estandar. Las variables que no siguiemsa distribucion normal se
resumieron mediante su mediana y amplitud intetituar

Las variables categoricas se describieron medgantistribucion de frecuencias

en los distintos grupos definidos por las categal@la variable independiente.
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3.2.ESTADISTICA INFERENCIAL
Todas las pruebas realizadas fueron bilaterales paréir de un nivel de

significacién p<0.05 se considerd un resultadodéstisamente significativo.

Se realiz6 un andlisis univariante para la compamage las distintas variables
del estudio en los dos grupos. Se utilizaron testparamétricos para las distintas
comparaciones. El test de Wilconxon se empled lsatmmparacion de dos muestras
relacionadas y el test U de Mann-Whitney para lengaracion de dos muestras
independientes. Para la comparacion de varias ragaatiependientes se utilizé el test
de Chi cuadrado de Pearson. El analisis de la leomo@ entre dos variables

independientes continuas se realiz6 mediante @ldmi® correlacion de Spearman.

3.3.CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

Puesto que la aportacion novedosa de nuestro estalicentraba en la

valoracion de la situacion pro-apoptética de lailaé T CD8 VHC especificas,
elegimos las variables IMF de Bim y porcentaje dpaasion tras blogueo de la
apoptosis para calcular el tamafio muestral necegara desarrollar nuestro estudio.

Para calcular el tamafio muestral suficiente panaodear la posible diferencia
de expresion de la molécula Bim en las células B'CZHC especificas en los dos
grupos del estudio, se utilizé una prueba Z bitdtpara la comparacién de dos medias
independientes. Estimamos la varianza de establ@afimsandonos en datos publicados
sobre el estudio de la expresion de Bim en céllila8D8" VHB especificas en la
infeccion por VHB (274). En este trabajo la variame la expresion de Bim en IP fue
de 22.1 y en IR de 1.9. La media de la expresioBineen estas células fue de 52.3 en
el grupo con IP. Suponiendo que en la infeccionid€ existiera una varianza similar
en los sujetos de nuestro estudio, consideramopayaedetectar una minima diferencia
de 5 unidades de fluorescencia entre los grupos IR necesitariamos al menos 8
pacientes en cada grupo, aceptando un error dl&#4ag un error beta del 20%.

Para estimar el tamafio muestral necesario parazanaliferencias en la
capacidad de expansion cloriatvitro de las células T CD8VHC especificas de
sujetos con IP ante estimulacidon especifica tratogueo o no de la via de la apoptosis,
se utilizé una prueba Z bilateral para comparadémlos proporciones independientes.
Basandonos de nuevo en el trabajo de Lopes y rda mfeccion por VHB, sabiamos
que el 25% de los sujetos con IP eran capacespgimeéx en condiciones normales. Si

suponiamos que en los pacientes con IP por VHQudstio estudio ocurria lo mismo,
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esperando una diferencia entre el porcentaje densiin tras el bloqueo de la
apoptosis del 50%, asumiendo un error alfa del 5% grror beta del 20% calculamos
que necesitdbamos al menos 14 pacientes por grupo.

Teniendo en cuenta los calculos previamente cordesiae reclutaron de forma
consecutivas pacientes con infeccion por VHC HLA-AZ6nica o resuelta tras
tratamiento antiviral hasta alcanzar la cifra d@ma pacientes por grupo en los que se
hubieran realizado estos experimentos. No obstaht@jmero de pacientes reclutados
fue mucho mayor para obtener una elevada consiatemcel resto de las variables

fenotipicas y funcionales comparadas.

54



V. RESULTADOS

55



Resultados

l.IVALlDACK’)N DE LA TECNICA PARA RECUENTO DE
CELULAS T CD8" NS306.1415 NS30731081 Y CORE; 32140
ESPECIFICAS

Cuantificamos las células T CD8/HC especificas frente a los epitopos
NS31406-1415 NS3073-1081Y Corasz.140 del VHC mediante la tincibn con complejos
pentaméricos HLA-A2/péptido y Ac anti-CD8 marcadaon PE y Cy5
respectivamente. El limite de deteccion de la técrdge analizd previamente a su
utilizacion en nuestro estudio. Para definir lasg@hidad minima de la misma se utilizo
un grupo de 10 sujetos con IP por VHC con haplotp&-A2° que fue nuestro control
negativo.

Se considerd que un resultado era negativo sirdesiar a la media de la
frecuencia en sangre periférica o intrahepaticacélelas CD8 VHC especificas
(Pentamerg Pent) detectadas en el grupo control negativo mas dossvet error
tipico de la media. Segun esta definicion el puddaliscriminacion fue de 10 células
CD8'/ Pent-NS3406.1415 Pent-NS3g73.1081 Pent-Corgs,.140 positivas por cada 50.000
células T CD8de sangre periférica o higado (0.02%).

Esta técnica se mostré extremadamente especifioay se sefiala en la figura
19. En esta figura se observa como la tincion csncbmplejos pentaméricos HLA-
A2/péptido es capaz de detectar células citotdxaspecificas, en este ejemplo, contra
el epitopo NS3ips-1415d€l VHC, tras estimulacion especifica con el p&ph$3 406-1415
Sin embargo, no detecta células citotoxicas cuasele@stimulan las CMSP con el
péptido del citomegalovirus, CMV pp&&-so4

Para continuar analizando la sensibilidad y esjo@tdid de esta técnica, también
se generaron clones de células T especificas calng@itopo VHC NSZ6.1415y contra
el epitopo CMV pp62gs.s04 Siguiendo la metodologia de dilucion limite (28Rx
tincion del clon NS36.1415 €specifico con Ac anti-CD8-Cy5 y con complejos
pentaméricos HLA-A2/ NS3ps-1415 mostro que el 95% de las células eran doble
positivas, es decir, la tincibn con este complegatamérico era capaz de reconocer
practicamente la totalidad de las células del clongue demostraba su elevada
sensibilidad. Sin embargo, cuando tefiimos el clepeeifico para el epitopo
CMVpp6Sigs.504del CMV con el complejo pentamérico HLA-A2/NSg.-1415mas Ac
anti-CD8-Cy5, solo el 1% de las células fue dolasitpva. Esto demostro que la tincion
con esta molécula era especifica para las céeluls dlie expresan el TCR adecuado
(Fig.20).
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CMSP estimuladas con:

«—

Péptido VHC NS3 ;4061415 Péptido CMV pp65 495504
) 4% N 0.01%

Pent NS3 , ,06.1415-PE

CD8-Cy5

Fig. 19 Graficos de puntos que muestra la especificidalbsleomplejos pentaméricos para
detectar las células CD®ent-NS3406.1415 €specificas en dos lineas celulares de un mismo
sujeto. En las CMSP estimuladas con el péptido;]NS315 se detecta una poblacion de
células doble positivas (CDBPent-NS346.1415) que no se detecta tras estimular estas
células con el péptido ppfB.sgs del CMV. CMSP: Células mononucleares de sangre
periférica. CMV: Citomegalovirus.

1 Clon de células CD8 Clon de células CD8+
NS3, ,06.141£5p€Cficas CMV pp65495-504 especificas

CD8-Cy5

— T il T
10 10’ 10? 0 10!

v

Complejos pentaméricos HLA-A2/NS3,45.14:PE

Fig. 20 Gréfico de puntos de la tincion de los clones N§&3415y CMV pp65495-504

especificos con los complejos pentaméricos HLA-N&3,406.1415 Mas anticuerpos anti-
CD8. En el clon NS3406.14155€ 0Observa una poblacién doble positiva que nsteexn el

clon CMV pp65495-504.
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2. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES DEL ESTUDIO.

En este apartado se comparan las caracteristitapieas y funcionales de las
células CD&/Pent segun el grado de control viral, con especial abenal papel de las
moléculas PD-1, CD127 y Bim.

En primer lugar, se describen las covariables daldeo en los dos grupos
comparados (IP e IR). En la Tabla 3 se resumes gat&ables junto a los valores p de
los distintos indices estadisticos de las compamasi realizadas con respecto a la
variable dependiente (grupo clinico).

Las caracteristicas de la respuesta citotoxica cégme fue la variable
dependiente de este estudio. Esta variable se ¢evalediante el estudio de la
frecuencia, fenotipo (PD-1, CD127 y Bim) y capadidgectora (expansion clonal y
produccién de IFNY de las células CD#ent y se comparé segin el grado de control

viral (variable independiente).

2.1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y CLINICAS DE LOS GRUBS
COMPARADOS.

En el estudio transversal se analizaron 94 sujeflos-A2* genotipo 1 con

serologia para VHC positiva repartidos en dos gsugegun el grado de control viral.
De estos 94 sujetos, 18 presentaban infeccion ltasiiR) tras tratamiento con IFN
pegilado a-2b mas ribavirina, caracterizados por una conaeittn sérica de ALT
inferior al limite alto de la normalidad y CV deHC indetectable; y 76 sujetos con
infeccion persistente (IP) con una concentracidicaéde ALT>40 UI/L y CV del
VHC>1.000 Ul/mL. Ademds, otros 10 sujetos formarom grupo control negativo
(descritos en el punto 1 de este apartado), defiasi por tratarse de sujetos con IP por
VHC HLA-A2" y otros 10 sujetos integraban el grupo controlitpas que eran
aquellos sujetos HLA-A2que tras previo contacto con el VHC habian coatiolde
forma natural la infeccion (sujetos con inmunidatiural). Todos los sujetos dieron su
autorizacién para participar en el estudio, firnmmedl correspondiente consentimiento
informado.

Todos los grupos eran similares respecto a lascipales caracteristicas
demograficas (Tabla 3). La edad media se situ@ewndrta década, oscilando entre los
38 afios del grupo control negativo y los 47 depgraontrol positivo. La distribucion

del sexo masculino fue predominante en todos l@goy:
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La via de contagio estimada no fue diferente ewligtintos grupos. La principal
causa de contagio fue la parenteral, aunque ent#®0%-70% de los casos, segun el
grupo, no se identific6 una potencial via de caotag

Obviamente, la concentracion sérica de ALT en elpgrcon IP estaba
aumentada considerablemente respecto a la conténtidel grupo control positivo y
del grupo con IR (p<0.001).

De igual manera, la CV del VHC de todos los sujeims IR era <40 Ul/mL
(limite de deteccion de la técnica), mientras gaeelegrupo con IP y en el control
negativo, el valor medio de CV estaba alrededdhd€’ Ul/mL (p<0.001).

El tiempo de evolucién de la enfermedad fue siméar todos los grupos
estudiados. El grado de inflamacion y de fibrogipdtica también fue equivalente en
todos los grupos en los que se realizé biopsiatizepa

En resumen, estos datos muestran que existe homidgdnen las variables
clinicas demograficas entre los grupos comparadnsegcepcion de las variables que
definen los grupos (CV del VHC y concentracioncgde ALT).

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los sujetos del estudio

Infeccion Infeccion Control Control  Valor
Resuelta  Persistente Negativo Positivo p
n=18 n=76 n=10 n=10
Ed?\;lj. afios cumplidos a1 47 38 47
edia 7 916 71 8.4 0.08
DE . . .
Sexo: n (%)
Masculino 12 (66) 52 (68) 6 (60) 6 (60) 0.43
2
'Mﬁe('éfgm ) 253 25.6 237 233 0o
DE 1.8 2.7 3.8 1.03 ’
Via de contagio: n (%)
Sexual 0(0) 4(5.2) 0(0) 0 (0)
Desconocida 8 (44.4) 30 (39.7) 6 (60) 7(70) 0.81
Parenteral 10 (55.5) 42 (55.1) 4 (40) 3 (30)
AL seioa (UIIL) 421 92.8 67.3 438 L5001
DE 19.2 54.5 32.4 14.3
Tiempo de evolucion (afios)
Media 25.25 27.28 25.7 26.3 0.11
DE 7.17 15.7 16.4 2.3
Carga viral VHC (Ul/mL) x 10° <40 2.12+4.19 1.9+3.8 <40 <0.001
Histologia Hepéatica*: Media + DE
Actividad Lobulillar 1.82+0.67"  1.97+0.6 2+0.89" ND 0.11
Actividad Portal 2.11+0.56"  2.21+0.6  2.17+0.98" ND 0.24
Fibrosis 1.14+0.45"  1.840.7 2+0.89" ND 0.79

Las variables se describen como la media  laigeéw estandar (DE) o el porcentaje.

*Histologia Hepatica descrita de acuerdo con elctndle Scheuer'Datos de Histologia Hepatica antes del

tratamiento antiviral. ND: No disponible.
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2.2.FRECUENCIA DE CELULAS CD8 PENTAMEROCO".

Los datos de frecuencia, fenotipo y funcionalidadlas células Pehpara los

tres epitopos estudiados se describen individuaenennque el analisis estadistico se
realiza agrupando en una sola variable la respwestaia los distintos epitopos para
aumentar el tamafio muestral. En cada caso se Geddizuno a tres experimentos
dependiendo del niamero de epitopos analizados @a icalividuo. En el andlisis
estadistico cada experimento realizado fue valommno un caso independiente. La
proporcion de células Pény su intervalo de confianza al 95% para cada ppite
describen en la Tabla 4.

El porcentaje de experimentos con células Ragtectables en sangre periférica
de sujetos pertenecientes al grupo control pos{iimmunidad natural) fue del 0-66%
dependiendo del epitopo, con un porcentaje medi®0&e y una frecuencia media de
0.046% (IQR: 0.02) en los casos con células ddikssa

En los sujetos con IP, el porcentaje de experinsetiéosujetos con células Pent
detectables en sangre periférica frente a los afifes epitopos fue del 8.3-28%
dependiendo del epitopo, con un porcentaje medi@8% y una frecuencia media de
0.046% (IQR: 0.07) del total de células CDBo existiendo diferencias con el grupo
control positivo (p=0.61). Sin embargo, entre el 6@l 89% de los experimentos
realizados con células intrahepaticas de estos esismjetos presentaban células Pent
frente a los diferentes epitopos, con un porcema@io del 77% de los experimentos y
una frecuencia media intrahepatica de 0.36% (IQR} #<0.001). (Fig.21A y 21B)
(Tabla 4).

En los sujetos con IR la frecuencia de experimentwscélulas Pehtfrente a
los diferentes epitopos en sangre periférica erditn muy baja, entre un 14-22%
dependiendo del epitopo testado, con un porcentapio del 20% y una frecuencia
media de 0.056% (IQR: 0.05) del total de célula8sTporcentaje similar al observado
en sujetos con IP (p=0.51) y en controles posit(pe¥.66) (Fig.21A y 21B) (Tabla 4).
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Tabla 4. Frecuencia de pacientes con células pentdntietectables contra tres epitopos inmunodominalees
VHC directamentex-vive y frecuencia de estas células en los pacienteséatas pentame” detectable

Todos los epitopos

N831406-1415

NS31073-1081

Core 131140

Valor de p

HIGADO

N° de casos
analizados (n)

Casos con células Pent*

detectables (n;%)

31

24 (77%)

TFrecuencia de células

0.36 (IQR 3.7)

19

14 (74%)

0.21 (IQR 3.9)

9

8 (89%)

2.1 (IQR 3.8)

3

2 (66%)

0.20 (IQR 3.8)

A

P Pent* del total de CD8* (%) <0.001*

N° de casos 127 76 39 12
analizados (n)

SP Casos con células Pent* 23 (18%)

detectables (n;%)

fFrecuencia de células  0.046 (IQR 0.07)
Pent* del total de CD8* (%)

11(14%) 11 (28%) 1 (8.3%)

0.048 (IQR0.04)  0.07 IQR

0.09)

0.08 (IQR 0.05)
NS*

Ne de casos 40 18 15 7
analizados (n)

Casos con células Pent*
detectables (n;%)

tFrecuencia de células  0.056 (IQR 0.05)
Pent* del total de CD8* (%)

8 (20%) 4 (22%) 3 (20%) 1 (14%)

0.064 (IQR 0.08) 0.054 (IQR NA)  0.05 (IQR NA)

v

IP: Infeccion Persistente por VHC . IR: Infeccion Resupor VHC. SP: Sangre *Tests Chi cuadrado de Bears
NA: no applicable debido al tamafio muestral. PpettameroFrecuencia media de células pentarhezn
pacientes con células detectables. El limite decdi@in de la técnica fue de 10 células de *CD8".

2.3. EXPRESION DE LAS MOLECULAS DE SUPERFICIE PD-1/CDI12 EN
CELULAS CD8 PENTAMERO'.

En aquellos sujetos con células Pelgtectables se analiz6 la expresion de PD-1

y CD127 directamentex-viva Ademas, se analizé en paralelo la respuestadxitat
contra el CMV como control positivo en los casos a®lulas CMV-especificas
detectables, ya que esta infeccion se caractenreelpdesarrollo de una respuesta
citotoxica capaz de controlar la infeccién.

Los datos en conjunto de los 3 epitopos muestten e el grupo control
positivo la IMF de PD-1 en las células Peté¢ sangre periférica fue de 7.8 (IQR: 10.3).
En sujetos con IP la IMF de PD-1 en las célulag'Rigi higado fue de 110 (IQR: 106),
mas elevada que la media observada en sangrerigetiféue fue de 30 (IQR: 37.1)
(p=0.014). Sin embargo, en los sujetos con IR |& thd PD-1 de éstas células en sangre
periférica fue de 6.5 (IQR: 7.03) menor que la om#a en los sujetos con IP
(p=0.003) (Tabla 5), pero similar a la observadacénlas de sangre periférica Pent
frente al CMV cuyo valor fue de 8.6 (IQR: 8.3) anesos con IP (Fig.21C y Fig. 22)
(Tabla 5).

Los resultados para la expresion de la molécula 2ZZDfresentaron una
situacion inversa a los observados para la expre®dD-1. En sujetos con IP la IMF
de CD127 en células hepaticas fue mas baja, 5R: (1), que en sangre periférica,
11.5 (IQR: 11.7) (p=0.007). Por otro lado, la espia de CD127 en sangre periférica
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en sujetos con IR fue mayor, 33.6 (IQR: 14.5), gnesujetos con IP (p= 0.014) (Tabla
5), siendo similar a la que expresan las célulasv@€dpecificas, 11.3 (IQR: 25) de
sujetos con IP (Fig.21D Fig. 22). Estos datos sagigue la infeccion por VHC induce
la expresion de PD-1 y disminuye la de CD127, afesd esta modulacion solo a las
células VHC especificas. En los controles positivos se evalué la expresion de
CD127.

Infeccién Persistente Infeccion Resuelta |Control Neg
A 8 120 E T VHC NS3 1406-15 EEEA VHC todos epitopos
%E 100 ! p<0.001* VHC NS3 1073-81 CMV ppé5 495-504
5SS € g i VHC Core 132-40
O+ © 1 T
n®E 60 I |
825 1 «—— p=NSt —> !
ESL 40 i | |
§ ] 20 : D : D D |
° R NA | -
B 3 | i |
3 9 ) : |
n 9 1 |
© =
= = | !
8 © @ 1 I
@ +E 2 03 !
gl . !
g && 02 |
Q ® QO 1
g5 oo01 :
285 '
o = 1
IR 005 |
O  |CEEEEETErErrrrrrresee A m - .
0 i
1
C al —~ i
é 10 £ :
=, 1
Qo L 1
[& 3 = |
= <
& % 8102 bomemememes
O g X !
ESS =
tag |2 :
—I 0 = .
—10t
o8 R
w O
= o
100 &
D| g 102
= z
\8 +E g
6g€3 |<
08
ESw T
uw®o10t =
N~ —~ &3 ©
N O c
I 8 =
fa)
00 -~
< o
109 ©
NT 14 8 2 24 76 3912127 4 \ 1815 7 404 10
Higado Sangre periférica

Fig. 21. Analisis directamenteex-vivo de la frecuencia y fenotipo PD-1/CD127 en las céis CDS VHC
especificas segln el grado de control de la infe@oi

(A) Diagrama de barras y (B) diagrama de caja questnan el porcentaje de sujetos con células*Besti
frecuencia en higado y sangre periférica de sumioslP, IR y controles negativos. Se muestrangpé®pos
inmunodominantes de VHC y un epitopo del CMV. (C yagramas de caja que muestran la IMF para la
tincion con Ac anti-PD-1 y anti-CD127 marcados cdfiG-en las células Penen los dos grupos de sujetos.
Inter: Intermedio. Neg: Negativo. NA: no aplicabdD: No disponible. NS: No significativo. O: Outlie_og:
Logaritmica ° Test de Wilconxor * Test U de Man-Whitney.t Nimero de casos estudiados para cada eg
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Fig. 22. Analisis directamenteex-vivo de la frecuencia y fenotipo PD-1/CD127 en las céhis CD8 VHC
especificas segln el grado de control de la infe@oi

Diagrama de puntos de células mononucleares deesargférica e higado marcados con Ac anti CD8-Cy5,
Pentameros-PE, PD1-FITC y CD127-FITC. Los diagramasstren los resultados de un sujeto con IP (A) y
otro con IR (B), siendo representativos de los dalbdsnidos en todos los sujetos de ambos grupos.
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Tabla 5. Valores de IMF de PD-1 y CD127 directameaievivoen sangre periférica e higado de los dos
grupos de sujetos.

Todos los

NS31406-1415 NS3 10731081 COre132.140 epitopos

PD-1 SP 26 (50) 38.8 (46) 8.18 (-) 30 (37.1)

Infeccion HIGADO  47.9 (76) 148 (31) 96 (-) 110 (106)
Persistente  cp1p7  gp 18 (26) 54 (8.7) D 115 (11.7)

HIGADO 5.6 (0.86) 4.9 (1.30) 5.1 (1.2)

Infeccion PD-1 SP 5.4 (4.3) 10.9 (6.8) ND 6.5 (7.03)
Resuelta o107 op 38.4(12.4) 216 (18.8) 19() 33.6 (14.5)

Los valores se describen como la mediana y rartgecimartil. En los grupos en los que no habia mufies
sujetos no se muestra el rango intercuartil. SRgi®gperiférica. ND: No disponible

Esta diferencia de expresion de PD-1 y CD127 sey@nado de control viral,
quedo reflejada en la correlacion existente emtrexpresion de las moléculas PD-1 y
CD127 con la CV del VHC, en los pacientes con IBn&etamente, se observé una
correlacion positiva y negativa entre el logaritdela CV del VHC y la expresion de
PD-1 (r=0.443; p=0.03) y CD127 respectivamenteQ#s6; p=0.038) (Fig.23).

Células CD8* VHC-Pentamero* de pacientes con IP
10%4 _ S 1024  r=-0.456
g r=0.443 ES p=0.038°
2 p=0.03 : _
3 _ 7 x n=21 +
>'< n=22 + [} o +
© 2 2 ° 2
L c ° ° o <
% ° 0 GE) —
£ 102 ° ° o s ° o z
] © o o 5
3 - o O P L - =
2 o ° B 109 0
© ° o o ¢ = (O 0 o° °
O 5 =
= £ L 00
THR o r~ —
7 1 s S F
[a R o ) &
o k=) (8]
o g ©
© ©
= 100 — e = —
104 105 106 107 10* 10° 108 107
Carga viral VHC (Ul/ml) (escala log)

Fig. 23. Analisis directamentesx-vivode la correlacién entre la CV del VHC y la expresin de las moléculas
PD-1y CD127 en pacientes con infeccion peristente.

Diagramas de puntos que muestra la correlaciée én€V del VHC y la IMF tras tincién de las céluRent con

Ac anti PD-1 y CD127 marcadas con FITC. IMF: Inteadidnedia de fluorescencia. CV: Carga viral. Log:
Logaritmica. Inter: Intermedio. IP: Infeccion pstsinte Coeficiente de correlacion de Spearman.
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2.4. EUNCIONALIDAD DE LAS CELULAS CD8 PENTAMERO'
Tras la demostracion de una expresion diferenaalad moléculas PD-1 y

CD127 en funcion del grado de control viral, seliadacomo se relacionaban estos
fenotipos con la capacidad efectora de las célaitsoxicas VHC especificas

(capacidad proliferativa y de produccion de li-has el encuentro antigénico).

2.4.1.Capacidad de proliferacion tras el encuentro antigéico:

Mientras que ninguno de los experimentos realigado el grupo control
negativo (HLA-A2) presenté proliferacion de las células Péminte al VHC cuando se
estimulé en presencia de los distintos epitopadesranalizados, en el grupo control
positivo, el 80% (4 de 5) y 100% (5 de 5) de lososapresentaban capacidad de
expansion clonal tras expansionvitro con los péptidos especificos N&3.1415Y
NS3073-1081r€Spectivamente (Fig.24). Se observaron difererd@asxpansion clonal en
los experimentos realizados con CMSP de sujetoslieoa IR. Concretamente, se
observé que el 39% (21 de 53) y 22% (5 de 22) deckperimentos con células de
sujetos con IP y el 72% (13 de 18) y 82% (9 dedEllps experimentos de casos con IR
presentaban capacidad de expansion clonal trasimaugacionin-vitro con los péptidos
especificos NS3os-1415y NS31073-1081r€Spectivamente (p=0.018 y p<0.001) (Fig.24). En
Su conjunto, la proporcion de experimentos con esida clonal para ambos epitopos
fue mayor en sujetos con IR (76%: 22 de 29) y conunidad natural (90%: 9 de 10)
que en sujetos con IP (34%; 26 de 75) (p<0.00I@na casos).
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Fig. 24. Capacidad de proliferacién de las célulaBent" tras estimulacion in-vitro antigeno
especifica segun el grado de control viral.

(A) Diagrama de barras que muestra el porcentagxgderimentos con proliferacion de las células
Pent tras estimulacion antigeno especifica con losig@piNS 34061415 NS31073.1081€N SUjetos con
IP, IR e Inmunidad Natural (control positivo) Lasrdaa de error representan 2 veces el error
estandar de la media. * Test U de Mann-Whitney.

(B) Diagrama de puntos de Citometria de Flujo delaglmononucleares de sangre periférica de
sujetos con IP, IR y control positivo marcados canati CD8-Cy5 y Pentameros-PE directamente
ex-vivo y tras estimulacionn-vitro antigeno especifica de pacientes con IP e IR. ladsres
situados en la parte superior izquierda represegit@morcentaje de células Pesbbre el total de
células CDS.

2.4.2.Capacidad de producciéon de IFNy por las células CD8 Pentamerd
tras el encuentro antigénico. Correlacion con la gxesion de PD-1y CD127:

La capacidad de las células COent-NS3406.1415 para producir IFNy tras
estimulaciéon especifica-vitro con el péptido NS3ps.14155€ evalué en 17 sujetos (9
con IR y 8 con IP). Se observd que la frecuencizéalas CD8 Pent-NS3406.1415

productoras de IFN-fue menor en los sujetos con IP (15%; IQR: 32) enesujetos
con IR (41.28%; IQR: 35.7) (p=0.0047) (Fig.25).

Esta expresion diferencial de IEN-segun el grado de control viral se
correlacion6 con la expresién de las moléculas PP-@D127. Concretamente, se
observé una correlacion negativa entre la producd® IFNy y la expresion de PD-1-

FITC, medida como IMF (r=-0.636; p<0.05) y una etacion positiva con la expresion
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de CD127, aunque ésta ultima no llegd a ser esitadiente significativa (r=0.430;
p=0.333). (Fig.26).

Células CD8*
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Fig. 25. Produccion de IFNy por las células Pent™ tras estimulacion especifican-vitro de acuerdo
con el fenotipo PD-1/CD127.

Diagrama de puntos e histograma de Citometria de Flastrando la expresion de PD-1y de CD127 y la
produccion de IFNepor las célulaBent de un paciente representativo de cada grupo Iff9. e
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Fig. 26. Correlacion entre la produccion de IFNy por las células Pent tras estimulacion
especificain-vitro y el fenotipo PD-1/CD127.

Diagrama de puntos que muestra la correlacion émpeoduccion de IFN-y la expresion de PD-1
y de CD127 en célulasPent de los sujetos de estudio. FITC: Fluoresceina.* iCieete de
correlacién de Sperman.
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2.4.3 Fenotipo de las células CD&entamerd tras estimulacion especifica
in-vitro.

La expresion de PD-1 y CD127 en las células 'Rexs estimulacion especifica,
fue diferente en cada grupo del estudio. La exgnede PD-1, medida como IMF, en
las células Penhtdel grupo con IP fue significativamente mayor 832QR: 32.3) que
en sujetos con IR (8.3; IQR: 8.1) (p=0.01) (Fig.Z@bla 6), siendo la expresion en este
altimo grupo similar a la observada en el grupoti@rpositivo (inmunidad natural)
(11.8; IQR: 8.14) (p=ns). La expresion de PD-1andélulas Pehtle sujetos con IR e
IP fue menor y mayor respectivamente que la obdarea la poblacion total de CD8
de estos mismos sujetos (p=0.03 y p=0.01)

En las células Pehtlel grupo con IR la expresion de CD127 estabaadgia la
baja tras estimulacidin-vitro (p<0.05) comparada con la expresion en las céCRS
totales La expresion de CD127 era similar a la observadasoélulas Pehtlel grupo
con inmunidad natural (IMF: 10.4, IQR: 2.45, p=0.35stas células tras ser activadas
no necesitan la IL-7 para su supervivencia, pogue se inhibe la expresion de su
receptor (CD127). Por el contrario, las célifant de los sujetos con IP capaces de
proliferar, presentaban una mayor expresion de CDIZ.6; IQR: 17.25) tras el
encuentro antigénico que las céliPant expandidas de sujetos con IR (8.1; IQR: 6.4)
(p=0.022) (Tabla 6 y Fig.27).
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Tabla 6. Valores de IMF de PD-1 y CD127 tras estimulacion
especificain-vitro en las CD8 Pent-NS3406.1415 Y €n la poblacion
total de CD8 en los dos grupos de estudio (IP, IR e Inmunidad
Natural).

PD-1 CD127

|nfeCCIf)n Pent-N531405,1415+ 32.3 (323) 17.6 (172)
Persistente  cngiorales 13 (16.09)  18.9 (8.4)

Infeccion  Pent-NS3uoe.1415° 8.3 (8.1) 8.1(6.4)
Resuelta CDS8" totales 16.4(9.8) 12.8(13.4)

Inmunidad  Pent-NS31s06.1415°  11.8 (8.1) 10.4 (2.4)
Natural CD8" totales 18.1(16)  23.9(1.28)

La IMF se describe como mediana y rango interduarti
IMF: Intensidad media de fluorescencia.

2.5. RELACION ENTRE FENOTIPO PD-1/CD127 DIRECTAMENTE EXVIVO Y
CAPACIDAD DE PROLIFERACION
Se evaluo el fenotipo PD-1/CD127 y |

= H
capacidad de proliferacion en los casos cqn - Of(;;'—»
células Peritdetectables directamereg-vivo. : r&

Tras el andlisis de todos Ilos %E—; 0 p;:oos
experimentos realizados, se observé qu a,% é 80 L0
independientemente del control de la infecciop g ‘%

(IP 0 IR) y de la expresion de PD-1 en lag :g % s | N=5

células Perit existia una correlacién positiva %é “

entre la expresion de CD127 y la capacidad egg

expansion de las células Pent % g 20

Concretamente, el 83% de las células Perft é‘é% N=6
CD127 mostraron capacidad de proliferacion| CF,’DDl"Zl?(a) ggi;gg) C"g'fz(;()_)
mientras que solo el 16% de las células Pert Fenotipo de las células CD8* Pent*
CD127 fue capaz de proliferar (p=0.001) reciamente e

Fig. 28. Asociacion entre fenotipo PD-1/CD127
(Fig_zg)_ directamente ex-vivo y la capacidad de
proliferacion de las células CD8 Pent'.

Tras este analisis preliminar, |osDiagrama de barras que muestra el porcentaje de
experimentos con proliferacion de las células

experimentos se analizaron de acuerdo &P8° Pent de acuerdo con el fenotipo
CD127/PD-1*Test U de Mann-Whitney.

grado de control viral. Todos los casos con IR

con células Penhtdetectables presentaron un fenotipo PIBD127, mientras que en

los casos con IP se observaron dos poblacioneta@ducon diferente expresion de
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CD127 y capacidad proliferativa. Las células Pefe sujetos con IP que mantenian
capacidad de proliferaciéon tras el encuentro antigépresentaban una expresion de
CD127 mayor (IMF: 30.8; IQR: 3.8) que las célulaés sapacidad de proliferacion

(IMF: 6.04; IQR: 3.9) (p=0.045). Sin embargo, indegdientemente de la capacidad de
proliferacion, la expresion de PD-1 fue elevadaimngilar en ambos casos (p=ns)
(Fig.29).
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Fig. 29. Capacidad de proliferacion de las célulaBent” de sujetos con IP de
acuerdo con el fenotipo PD-1/CD127.

(A) Diagrama de cajas que muestra la IMF de PDEIDy27 marcados con FITC
de las células Pentle acuerdo con la capacidad proliferativa en péesecon IP.

* Test U de Mann-Whitney. O: outlier. Inter: intezdio. NS: no significativo.

(B) Diagrama de puntos de Citometria de Flujo e pistma de la IMF de las
células Peritde dos sujetos con IP con diferente expresion de2Cisimilar de
PD-1.
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A continuacion estudiamos si este diferente fewwoGp127 relacionado con la
capacidad proliferativa, se debia a la presenciawutaciones de escape en los epitopos
virales, lo que provocaria que las células Peatfueran capaces de reconocer el virus
infectante y por tanto, no sufririan la presion umolégica favorecedora de anergia.
Para ello, en 8 de 13 sujetos con IP y células'Rienéctables directamergg-vivo,se
secuenciaron los epitopos N@3.1415Y NS3i073.1081del VHC que estas células eran
capaces de reconocer. Los resultados mostraronekenria de mutaciones en el
epitopo NS3i06-1415del VHC en la zona de interaccion con el TCR, le godria ser
causa de la disminucion de la expresion de PD-D.034) y del aumento de la
expresion de CD127 (p=0.048) observado en estatasélEste fendmeno explicaria
porque estas células eran capaces de proliferadouse estimulabaim-vitro con el

epitopo‘wild type” (Fig.30).

A Epitopo Secuencia PD -1IMF CD127 IME Exp
NS310731081 wild type 38 4 Neg
NS310731081 Wild type 31 7 Neg
NS314061415 wild type 39 ND Neg
NS310731081 wild type 31 8 Pos
NS310731081 Wild type ND 7 Pos
NS314061415 L1410M, 11412V 19 12 Pos
NS314061415 L1410M, 11412V 26 27 Pos
NS314061415  A1409G, 11412V 12 28 Pos

B
3 ) cp127
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Fig. 30. Fenotipo PD-1/CD127 en las células Pémsiegun la secuencia del epitopo del VHC.

(A) Tabla que muestra la IMF de PD-1 y CD127-FITCsézuencia del epitopo del VHC y la
capacidad de proliferacion tras el encuentro aniigéen pacientes con IP con células Pent
detectables directamergg-vivo.Exp: Expansion. Pos: Positiva. Neg: Negativa

(B) Diagrama de cajas representando la IMF de PDED$27-FITC en las células Pérgegin la
presencia o ausencia del epitopo wild type del V* Test U de Man-Whitney
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2.6.BLOQUEO DE LAS VIAS DE ANERGIA Y APOPTOSIS
Puesto que las células Pede los sujetos con IP capaces de reconocer & viru

infectante presentan una mayor expresion de Pbagnor de CD127 y esto se traduce
en una baja capacidad de proliferacion, decidimoguear las vias en las que estas
moléculas estan involucradas para intentar recup&reapacidad proliferativa de las

células.

2.6.1. Blogueo de la via PD-1/PD-L1.:
Analizamos el efecto del bloqueo de la interaccieB-1/PD-L1 en la

proliferacion de las células T CD®HC especificas. Para ello incubamos las CMSP de
pacientes con IP e IR con Ac anti-PD-L1 o @egalactosidasa como control, durante la
estimulacion especifida-vitro con los péptidos NQ&s-1415y NS3073-1081
En los sujetos con IP el tratamiento con Ac abtHHE incrementd

significativamente de un 29% (8 de 27) hasta un R1%de 27) el porcentaje de
experimentos con proliferacién de las células CPh@&nt tras estimulacién con los
péptidos NSBios-1415Y NS3073-1081 respecto a la estimulacion en presenciapéde
galactosidasa (p=0.023) (Fig.31). Sin embargo, é&stamiento no incrementd el

porcentaje de casos con proliferacion en los ssijetm IR tras estimulaciéon con los

A

Infeccion Persistente Infeccién Resuelta B
20% (8/27)  519% (14/27)  T72% (13/18)  72% (13/18)
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= N=18
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Fig. 31. Capacidad de proliferacion de las célulaBent' tras estimulacion antigénicain-vitro en presencia y
ausencia de Ac anti-PD-L1.

(A) Diagramas que muestran la frecuencia de céRéad tras estimulacion antigénida-vitro en presencia de
Ac anti-PD-L1 of-galactosidasgi¢gal) como control, en pacientes con IP e IR.

*Test de WilconxonNS: no significativo.

(B) Diagrama de puntos representativo de CMSP mascada Pentdmero-PE y Ac anti-CD8-Cy5 tras
estimulacién antigénica-vitro en presencia dégal o Ac anti-PD-L1 de un paciente con IP y oo ¢R.
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mismos péptidos (72%; 13 de 18 antes y despuésideniento) (p=ns), probablemente
debido a la baja expresién de PD-1 en las célidag Bn estos sujetos (Fig.31).

2.6.2 Inhibicién de la apoptosis:

Como se ha mencionado con anterioridad, los sugetodP con capacidad para
reconocer al virus infectante presentaban una égjeesion de CD127 en las células
Pent lo que podria favorecer la apoptosis de estasasélya que la deprivacion de IL-7
favorece la liberacién de moléculas pro-apoptotiPas esta razon, para contrarrestar el
efecto pro-apoptético de la ausencia de expresdia dholécula CD127 se bloquearon
las vias apoptéticas. Se estimularon las CMSP demas con IP e IR de forma
especifica con los péptidos N%3-1415Y NS3073.1081 €N presencia o ausencia de un
inhibidor de pancaspasas (z-VAD-fmk), utilizand@sgalactosidasa como control. Los
resultados mostraron una proliferacion de las aél&lerit en el 54% (7 de 13) de los
experimentos realizados tras el bloqueo de la apaptsiendo esta tasa de proliferacion
significativamente mayor que en el grupo contr@42 3 de 13) (p=0.012) (Fig.32).

Sin embargo, este tratamiento anti-apoptoético fexté a la capacidad de
proliferacion de las células Pémte sujetos con IR tras el encuentro antigénico {@%
de 11 tanto en presencia como en ausencia de zfAD{p= ns) (Fig.32).
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Fig. 32. Capacidad de proliferacion de las céluleRent" tras estimulacion antigénicain-vitro en presencia y
ausencia del inhibidor de la apoptosis z-VAD-fmk.

(A) Diagramas que muestran la frecuencia de céPiad tras estimulacion antigénida-vitro en presencia de
z-VAD-fmk o B-galactosidasg¢gal) como control, en pacientes con IP e IR.

*Test de WilconxonNS: no significativo.

(B) Diagrama de puntos representativo de CMSP mascada Pentamero-PE y Ac anti-CD8-Cy5 tras
estimulacién antigénica-vitro en presencia dggal o z-VAD-fmk de un paciente representativo ddacgrupo
(IP e IR).
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Ademas, directamentex-vivo y tras estimulacion especifican-vitro en

presencia del inhibidor z-VAD-fmk, se analiz6 lapeesion de la molécula pro-

apoptética Bim, en células Pémte sujetos con IP (n=11) e IR (n=7). Los resukado

mostraron que, directamereg-vivo,la expresion d&im en las células Pentle sujetos
con IP era mayor (IMF: 166; IQR: 151) que la dedahilas de sujetos con IR (IMF:

118; IQR: 93) (p=ns), aunque esta diferencia n@odllea ser estadisticamente

significativa, probablemente debido al tamafio d@uestra. Sin embargo, la expresion

de Bim en células Pende sujetos con IP, trasstimulacion especifican-vitro en

presencia de z-VAD-fmk, fue mayor (IMF: 221; IQR313 que la de estas mismas
células en sujetos con IR (IMF: 77; IQR: 32) (p<€LP(Fig.33).

A

IMF Bim-FITC en células CD8*/pentamero*
-
o
N

=
o
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(|2 i

=
o
e

=
=)
<4

Tras estimulacion B
Directamente especifica en Tras estimulacion especfificain-vitro
ex-vivo presencia de
2-VAD-fmk
I I Infeccion Persistente
— * *
p=NS p<0.001 _ ZVADfmk ME: 200
O—

Infeccién Resuelta
z-VAD-mk IMF: 80

Pentamero-PE

[ Inf. Resuelta (n=7)

Counts

O irf. Persistente (n=11)

CD8-Cy5 IMF Bim

Alexa-488

Fig. 33. Expresion de la molécula pro-apoptdtica Bi en las células Peritdirectamente ex-
vivoy tras estimulacion antigénican-vitro en presencia del inhibidor de la apoptosis z-VAD-

fmk.

(A) Diagrama de cajas que muestra la IMF de Bim-Aled88 en las células CD®ent
directamentex-vivoy tras estimulacién especifica en presencia d&R-Yik en sujetos con IP

e IR. * Test U de Mann-Whitney. NS: no significativof: Infeccion.

(B) Diagrama de puntos representativo de CMSP mascadn Pentamero-PE y Ac anti-CD8-
Cy5 tras estimulacion antigénigavitro en presencia de z-VAD-fmk e histogramas que muestra
la IMF de Bim-Alexa 488 en las células CP&nt de un paciente con IP y otro con IR.
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La respuesta celular citotoxica especifica jueggajmel muy importante en el
control de la infeccion por VHC, ya que reconogeeefficamente a la célula infectada
pudiendo destruirla por mecanismos citoliticos (1135), y es capaz ademas, de inhibir
la replicacion viral empleando mecanismos no ¢ita$ (283).

Aunque las células citotoxicas especificas son rtaptes en todas las infecciones
virales, su papel es mas relevante en el casorde wd citopaticos. En la infeccion por
un virus citopatico, la capacidad de recuperaci@ ld primoinfeccion reside
principalmente en la accion de las citoquinas aates, que frenan la infeccion viral al
hacer resistentes a las células no infectadasaclanpenetracion y replicacion del virus,
y contra el dafio causado por éste (284). Sin empany la infeccion por virus no
citopéticos, la situacion es controlada principaitaepor las células citotoxicas CD8
que destruyen la célula infectada antes de queadgse la nueva generacion de virus.
La ausencia de dafio celular convierte al virusitapético en un agente oculto para el
sistema inmune, haciendo fundamental la actuacdasicélulas CO&itotdxicas para
controlarlo (284). Tanto es asi, que en la infatgdr LCMV (virus no citopatico)
hasta un 50% de los linfocitos CD@&splénicos son LCMV especificos cuando el
huésped es capaz de controlar el virus (143).

Durante la infeccion cronica por VHC esta respuestdular citotoxica
especifica se encuentra alterada. Varios estudiosi@stran que aquellos sujetos que
controlan la infeccion desarrollan una respuestalarecitotoxica especifica intensa,
policlonal y multiespecifica (145-149), mientraseqan los sujetos con infeccidn
persistente esta respuesta se caracteriza poéBiraligoclonal, oligoespecifica, con
alteraciones en su capacidad proliferativa y cdios y en su habilidad para secretar
IFN-y y TNF$ (150-154). Ademas, trabajos realizados tanto emameos como en
chimpancés (144, 283), demuestran que durantesdaaiguda de la infeccion por VHC,
en el momento en el que se desarrolla una respMekIaespecifica con capacidad de
producir IFNy, se produce la disminucion de la CV y posteriont@eh aclaramiento de
la infeccion (Fig.34).
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negativas como PD-1 y el descenso en fase aguda de la infeccion.

Thimme R et al. Figura publicada originalmente
expresion del receptor anti-apoptético de en J exp Med. doi: 10.1084/em.194.10.139.
IL-7.

Es por ello que con este trabajo hemos tratadefieirdel papel que desarrollan
estas moléculas en la reactividad de las célutasogicas VHC especificas y si es
posible mejorar sus capacidades efectoras durantdelccion crénica, actuando sobre
las vias moduladas por estos receptores.

A pesar de la importancia de esta respuesta eongiot de la infeccion, en
nuestro estudio no se observan diferencias eretaiéncia de las células CD8HC-
especificas directamentex-vivo en sangre periférica, entre sujetos con infeccién
resuelta e infeccidén crénica, sin embargo, en lgoma de estos ultimos, las células
CD8" VHC especificas se encuentran en el higado. Elttus sugieren que en estos
sujetos la respuesta celular citotoxica especiiitase encuentra eliminada, como se
habia descrito previamente en otros estudios (EOBgsar de los procesos apoptéticos
qgue tienen lugar en el higado, sino que existe amiestro intrahepatico de células
CD8" VHC especificas. El hecho de que estas célulasestén completamente
delecionadas en los sujetos con infeccion cronscanportante a la hora de intentar
desarrollar estrategias encaminadas a su restantacicional.

La similitud en la baja frecuencia de células C8IC-especificagx-vivoen
sangre periférica entre sujetos con infeccion cagiresuelta se ajusta perfectamente a
las predicciones de los modelos matematicos querides la interaccion entre las

células T citotoxicas virus especificas y el virBgegun estos modelos (285), en una
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respuesta tras el encuentro con el virus esta eulycida, por lo que la CV permanece

en todo momento elevada, como consecuencia dgddrbauencia de células T CD8

virus especificas

No obstante, mas importante que el nimero absaletocélulas T CD8
citotoxicas virus especificas que posee el sujdtriado, es la capacidad de respuesta
de éstas, definida como capacidad de expansioralcldea migracion al lugar de la
infeccidn y de desarrollo de las habilidades efast@decuadas para mantener al virus
bajo control y responder rapidamente a las vansoen la cinética de replicacion
viral.

Por esto, en nuestro estudio hemos analizado gpstpedades, observando que
durante la infeccion cronica, las células CDBHC especificas presentan alteraciones
tanto en su capacidad de expansion clonal comouerapacidad para producir
citoquinas antivirales como IFN-

La alteracion en la capacidad de proliferacion de télulas CD8 VHC
especificas observada durante la infeccion cromiaasido también descrita durante la
fase aguda de la infeccion (286). En esta fasegcdagdas muestran un fenotipo muy
activado (HLA-DR, CD45RA, CCRY7), lo que probablemente indica que se trata de
células efectoras que tras realizar su funcion aaufrir un proceso de muerte por
apoptosis (286). Esta situacion podria ocurrir témbkdurante la infeccion cronica

pudiendo ser la causa del agotamiento funciondsleélulas CDBVHC especificas,
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lo que en ultimo término facilita la persistencial HC en el organismo. Segun
resultados publicados recientemente (287), laga=D8 VHC especificas de sujetos
qgue han resuelto la infeccién, son capaces defgnanliy presentan un fenotipo de
memoria central (CD45RA CCR7). Estas células constituyen un reservorio que
permite que la respuesta celular sea mas rapidtefeeuna nueva infeccion(144). Por el
contrario, las células CD8YHC especificas de sujetos que no resuelven &cdidn
son escasas, con un fenotipo casi diferenciado 8B4 CCR?7) y sin capacidad para
proliferar, pudiendo ser reclutadas al lugar defieccion (287).

La presencia de células CD¥HC especificas en sujetos que han resuelto la
infeccidn parece tener especial importancia, ya podria mantener al virus bajo
control. Varios trabajos sugieren que tras tratatoiantiviral, el VHC no es erradicado
completamente, como se demuestra en otros est(@i8s 289), sino que varios afos
después de la resolucion de la infeccion siguestierdo trazas virales en pequefios
reservorios (290-292), pudiendo ser las células’OC especificas las encargadas
de mantener al virus controlado o de finalizarabajo iniciado por el tratamiento anti-
VHC.

La alteracién funcional de las células CDYHC especificas durante la
infeccién persistente, podria deberse a la induacadé un estado de anergia o
agotamiento funcional de las células, debido arémipn inmunoldgica ejercida por el
virus, como se ha demostrado en la infeccion poMY/Q195). En este estado, las
células tienen disminuida su capacidad prolifeeatfvsu capacidad de secrecion de
citoquinas, mostrando predisposicion a morir pocanesmos apoptoéticos (198). En
este modelo de anergia juega un papel muy impertantexpresion de la molécula
coestimuladora negativa PD-1 (218).

Ademas de la induccién de un estado de anergiadiestrealizados en sujetos
con infeccion por VHB, demuestran que la alteracd® la respuesta citotdxica
especifica también puede ser debida a la induaédon estado pro-apoptotico en el
que esta implicado el receptor de la IL-7 (CD12ZB3).

Varios trabajos han evaluado en profundidad el lpggoéa molécula PD-1 en la
infeccion por VHC, sin embargo no se ha descritpaglel que podria desarrollar la
molécula CD127 en la reactividad de las célulast@xicas durante la infeccion por
VHC. Por ello, en este trabajo nos hemos centrads estudio de estas dos moléculas.

En cuanto a la molécula PD-1, Urbani y colaborasl{(225) fueron los primeros

en caracterizar su expresion en sujetos con irfleaguda por el VHC, demostrando la
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sobreexpresion de esta molécula en las células® GIP&C especificas de sangre
periférica de sujetos en los que la infeccion smifica. Ademas, las células CD8

VHC especificas intrahepaticas de sujetos que postente aclaraban el virus,

presentaban una mayor expresion de PD-1 y men@Dd&7 comparada con sangre
periférica.

Los resultados de nuestro estudio, derivados deaimarte de sujetos mayor, se
asemejan a los publicados por Urbani. Durante feecaidn crénica, las células CD8
VHC especificas de sangre periférica e intrahepstipresentan una expresion elevada
de PD-1 y disminuida de CD127, siendo esta tendamés acusada en las células del
compartimento intrahepético, lo cual podria favereel desarrollo de un estado de
anergia y apoptosis. Por el contrario, en la infetcesuelta el PD-1 esta disminuido y
el CD127 aumentado. Por tanto, al igual que se dwcrilo recientemente en la
infeccién por LCMV (294), lo que probablemente saugs un reclutamiento continuo
al higado de células VHC especificas recién geasrpdra mantener la poblacién de
células CD8 VHC especificas en este compartimento.

Estos resultados son comparables con los obsereadatsas infecciones virales
como la causada por el VIH (219, 221, 295), LCM¥QR CMV y VEB (270). En el
caso de la infeccion por VIH se ha demostrado istexcia de una correlacion entre la
CV vy la expresion de PD-1 en las células CDBH especificas (297), también
demostrada durante la infecciéon por VHC (298). &nbargo, nuestro estudio, ademas
de corroborar la existencia de esta correlacioritipasentre la CV del VHC y la
expresion de PD-1 durante la infeccidon cronica,eeprimero que demuestra la
existencia de una correlacion negativa entre lad€EMWHC y la expresion de CD127 en
las células CDBVHC especificas. Ademas, como hemos comentadawtatioridad,
existe un gradiente de expresion de las molécudas ? CD127 entre sangre periférica
y el compartimento intrahepatico durante la inféoctronica, por lo que podemos
afirmar que el nivel de antigenemia es capaz delaeda expresion de estas dos
moléculas en las células CD8HC especificas, siendo esta modulacion mas iatens
el sitio de replicacion del VHC, donde la antigereees mayor.

Ademas, durante la infeccion crénica, las célulB8'CVHC especificas tienen
alterada su capacidad para producir f-NMas el encuentro antigénico. Los resultados
de nuestro estudio revelan que esta alteraciorlaeiona con la expresion de PD-1 y

CD127, ya que existe una correlacion negativa yitigasentre la capacidad de
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produccion de IFN-y la expresion de PD-1 y CD127 respectivamentdagrcélulas

CD8’ VHC especificas, aunque esta ultima no llega ertsignificacion estadistica.

A pesar de las alteraciones funcionales que prasdas células CO8VHC
especificas durante la infeccion cronica, en naesstudio observamos que algunos
sujetos mantienen células citotoxicas especifioascapacidad de proliferacion tras el
encuentro antigénico, aunque estas células seapaoes de controlar la infeccion.
Estas células se caracterizan por una elevadasédprde CD127. Estos resultados
difieren de lo publicado por Urbani y colaboradoi@99), que uUnicamente han
demostrado la existencia de células CV$C especificas con elevada expresion de
CD127 en sujetos capaces de aclarar el virus perenrios que el virus persiste. Por
otro lado, las células CD8/HC especificas CD127ho mantienen esta capacidad de
proliferacion. Estos resultados concuerdan coruldipado en otras infecciones, como
la causada por el VIH o el LCMV (300), donde laregin de CD127 es un indicador
de la funcionalidad de las células T CD8

Un estudio reciente (301) sugiere que la elevagaesion de CD127 en las
células CD8 VHC especificas durante la infeccién cronica, fideberse a la ausencia
de presion inmunoldgica, provocada por la preseseimutaciones de escape del virus,
por lo que, las células CD8/HC especificas no serian capaces de reconocerlo y
eliminarlo. Los resultados de nuestro trabajo cordn estos datos, ya que observamos
mutaciones de escape en los epitopos del VHC eanla de interaccion con el TCR.
Estas mutaciones impedirian que las células’CIMC especificas contra los epitopos
“wild type” reconocieran al virus infectante anéedusencia de presion inmunoldgica y
no se induciria el PD-1 ni se suprimiria la expnesle CD127.

En estos casos, ademas de una sobreexpresion d&/ Caldservamos que, a
pesar de que estas células CBIC especificas no son capaces de reconocerus, vir
debido a las mutaciones que ha sufrido éste, simagmneniendo una elevada expresion
de PD-1, lo que sugiere que ademas de la estimulat@l TCR podria existir otro
mecanismo implicado en la sobreexpresion de PDrdndkel la infeccion por VHC. Una
explicacion podria ser la implicacion de la progedielcore del VHC en la modulacion
de la expresion de PD-1. Se ha demostrado quepesteina se une al receptor del
sistema del complemento gC1q (gC1gR) alterandepacidad de proliferacion de las

células T (302) a través de la regulacion a la Bejaeceptor de la IL-2 (303).
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Un ensayo realizado en un modelo de raton (304¢] gue la proteina debre
del VHC es expresada en el higado del animal, dstneuka existencia de un infiltrado
de células citotdxicas que sobreexpresan PD-1 ysqnancapaces de aclarar el virus.
Sin embargo, los ratones que no expresan la peotiicore del VHC en el higado,
también presentan este infiltrado de células, agregtas no expresan PD-1 y son
capaces de controlar la infeccidn viral. Por lo gatos datos sugieren que la proteina
del core del VHC podria desempefiar un papel importanteenduccion temprana de
PD-1 en las células T de manera no antigeno egegitincipalmente en el higado,
donde esta proteina se expresa (305, 306).

En relacion con este mecanismo no especifico decaidn de la expresiéon de
PD-1, experimentof-vitro, demuestran que en presencia de la proteinacdeldel
VHC, se produce una sobreexpresion de PD-1 y PErLlbs células T activadas. Esta
regulacion del PD-1 es la responsable de las elteras en la capacidad proliferativa
de las células T (307), sin embargo, este fendnpeiede ser parcialmente restaurado
tras el bloqueo de la interaccién entre la proteielbcore y el gC1gR (307). Estos
resultados apoyan la hipotesis de que esta iniéracmoopera con la continua
estimulacion del TCR para provocar una tempranaegabresion del PD-1 durante la
infeccion por VHC.

Ademas, varios trabajos demuestran que esta sqesédn de PD-1 no sélo se
observa en las células CD¥HC especificas sino también en la poblacion tdel
células CD8 de sujetos con infeccién crénica por VHC (227,)36®r lo que parece
claro que el VHC es capaz de inducir la expres®®D-1 tanto mediante mecanismos
dependientes de especificidad como de manera icifispe

En nuestro estudio, las células CDSHC especificas con capacidad de
proliferacion tras estimulacion antigénica en pateie con infeccion cronica, presentan
una expresion de PD-1 y CD127 mayor que las céllgasujetos que han resuelto la
infeccibn. En estos casos asumimos que estas s€éhlkntienen su capacidad
proliferativa y el fenotipo CD127porque no son capaces de reconocer al virus
infectante. Sin embargo, la reduccién en la expresle CD127 tras el encuentro
antigénico, aunque se minima, es dificil de inttgor Cabria esperar que las células
CD8" VHC especificas al recibir el estimuilo-vitro se activaran y disminuyeran su
expresion de CD127, en medida al menos similam ad las células CD8VHC
especificas de sujetos con infeccidn resuelta. @mbargo, nuestros resultados

demuestran lo contrario. Probablemente esto se defpae las células CD8VHC
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especificas CD12%le ambos grupos provengan de diferentes poblacimreslistinto
grado de diferenciacién. El estado de las célul@8'Cesta influenciado por la
estimulacién antigénica (309, 310), por lo tanto,e¢ caso de que el VHC presente
mutaciones de escape durante la infeccion cromdaseepitopos diana, la ausencia de
estimulacion antigénica podria provocar un fenoti@ive-temprano en las células
CD8" VHC especificas (CD127 elevado con respecto aujietos que han resuelto la
infeccion), mientras que las células de sujetosinfeccion resuelta, presentarian un
fenotipo temprano-intermedio, probablemente medmtoresiduos virales, que tras la
estimulacion antigénica, estaria preparado parasfbemarse en un fenotipo de

memoria efector, caracterizado por un fenotipo CDA&o.

Todos los resultados descritos, demuestran, enoodentcia con la literatura
previa, que la respuesta citotoxica VHC especHea@&ncuentra alterada en sujetos con
infeccidn crénica por VHC (alteraciéon de la capadigroliferativa y de produccion de
citoquinas tipo-1) y que esta alteracion esta m@taca con la expresion de las
moléculas PD-1 y CD127. Por ello, nos planteamoseste trabajo el estudio de
estrategias encaminadas a restaurar la reactivittadas células T CD8VHC
especificas PD-1CD127, mediante la modulacion de las vias reguladas estas

moléculas.

Durante la infeccion cronica, la union de la molécBD-1 con su ligando
bloquea la sefial de transduccion a través del TKBR) (provocando la anergia de las
células CD8 VHC especificas. En nuestro estudio, los experiasin-vitro en los que
se bloquea esta interaccion mediante el tratamieomoAc anti-PD-L1, muestran un
incremento de la reactividad de las células CO8IC especificas en sujetos con
infeccién crénica, que como hemos sefalado, esrw@ogde sujetos con mayor
expresion de PD-1. Este bloqueo, sin embargo, malups un incremento de la
proliferacion en sujetos con infeccion resueltdasnque habiamos observado una baja
expresion de PD-1.

Ademas de la restauracion de la capacidad de gnadion, varios trabajos (226,
227, 311) demuestran que tras el blogirewitro de la via PD-1/PD-L1, las células
CD8" VHC especificas de sujetos con infeccion cronma capaces de producir mas
IFN-y, perforina, IL-2 e IL-13.
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Sin embargo, las células CD8HC especificas intrahepaticas de los sujetos con
infeccién cronica, muestran unos niveles de PD-lings alteraciones funcionales
mucho mayores que las células de sangre periféeisaidios previos no han sido
capaces de restaurar las funciones efectoras de e8tulas con el bloqueo de la
interaccion entre PD-1 y su ligando (226). En d@stidealizados en sujetos con
infeccion aguda por VHC, se observa una situacigiles a la descrita (226). Estos
resultados sugieren que el nivel de expresion dd Bla compartimentalizacion puede
definir el grado de agotamiento funcional de lasilaé CD8 VHC especificas vy el
potencial para restaurar estas funciones mediabtequeo de la via PD-1/PD-L1.

Una hipoétesis que explicaria esta elevada expred@diPD-1 y la alteracion
masiva de las funciones efectoras en el higadoripodeberse a que en este
compartimento se produce un encuentro masivo cemmbigenos del VHC, mientras
que en sangre periférica, estas células presemtanexpresion moderada de PD-1
debido a que estan expuestas a menor antigenemia. iBfecciéon aguda, las células
CD8" VHC especificas de sangre periférica también estdmetidas a una elevada
exposicion antigénica, de ahi que presenten unamexyresion de PD-1 (145). Por lo
tanto, podemos sugerir que el nivel de expresiofPdel define una jerarquia en la
funcionalidad de las células CD®HC especificas, probablemente basado en el grado
de exposicidén antigénica en los distintos compamiios.

Otra posibilidad que explicaria porqué las céluB8" VHC especificas
intrahepaticas son incapaces de restaurar suohexefectoras a pesar del bloqueo de
la via PD-1/PD-L1, es que existan otras molécutaglicadas en la induccién de la
anergia de estas células. Se ha demostrado glexvdala estimulacidén antigénica que se
produce en el higado induce la expresion de otraula coestimuladora negativa
como es el CTLA-4 (226), la cual podria seguir tidndo un estado de anergia en las
células citotoxicas a pesar del bloqueo de la @WalAPD-L1. Por tanto, seria logico
pensar que la restauracion funcional de las cé@i& VHC especificas intrahepaticas
podria lograrse mediante el bloqueo combinado déeretites moléculas
coestimuladoras negativas. En esta linea, un estediente, publicado por Nakamoto y
colaboradores (312), demuestra que efectivamertdlogueo combinado de las
moléculas coestimuladoras negativas PD-1 y CTLAstablece la funcionalidad de las
células especificas intrahepaticas en sujetos nfetdion crénica, aumentando su
capacidad de proliferacion y su capacidad paraugioditoquinas (IFNy y TNF$) y

moléculas implicadas en la histolisis (perforin@107a).
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Actualmente, varios trabajos analizan la posibidida que la modulacion de la
via PD-1/PD-L1 pudiera mejorar la respuesta citicgdxcontra infecciones virales
persistentes, ya sea directamente, utilizandoAélanti-PD-L1, o en combinacion con
una vacuna terapéutica. Estos trabajos demuesirao la administracion de la vacuna
terapéutica sola, no promueve la induccion de aspuesta citotoxica vigorosa, debido
al estado de tolerancia en el que se encuentraiglalss CD8 especificas (313, 314).
Sin embargo, en un modelo animal con infecciény@V (315), se observa como la
administracion de la vacuna terapéutica en comhinamon el bloqueo de la via PD-
1/PD-L1 mejora la capacidad de proliferacion yuadonalidad de las células CD8
LCMV especificas, acelerando asi el control defeccion.

Experimentos realizados en chimpancés infectados glovirus de la
inmunodeficiencia simia (SIV), demuestran que laadstracion de Ac anti-PD-L1
durante la fase cronica de la infeccion, produce rdipida proliferacion y restauracion
de las células COSSIV especificas (316, 317).

Aunque todos estos resultados parecen ser muy fedares, el bloqueo de las
moléculas coestimuladoras negativas podria conducdesarrollo de enfermedades
autoinmunes vy linfoproliferativas (318, 319), loatlimitaria el uso de esta estrategia
como una herramienta terapéutica en seres humBoo®llo, son necesarios estudios
exhaustivos en modelos experimentales antes delduequeo de la via PD-1/PD-L1

pueda ser adecuado para el tratamiento de la iafecmnica por el VHC.

Ademas del papel que juega el PD-1 en la anergimsieélulas CD8VHC
especificas, nuestro estudio demuestra la impboacie otra molécula, el receptor
CD127 (IL-7R), en la alteracion de la respuestat@xica VHC especifica.

Varios trabajos (225, 271, 272, 320) demuestran dueante la infeccion
cronica, las células CD8/HC especificas ademas de presentar una elevauasgn
de PD-1, presentan una baja expresion de CD12@pmsordancia con nuestros datos.
Esto sugiere que los procesos de anergia y apspsesiencuentran estrechamente
relacionados y que probablemente sea necesariarathbre ambas vias para restaurar
la respuesta citotoxica especifica.

En otras infecciones persistentes por virus heqtos, como la causada por el
VHB (274), se ha demostrado que el bloqueo dedantfinseca de la apoptosis podria
ser uno de los mecanismos necesarios para restauespuesta citotdoxica especifica.

En este trabajo, se ha observado que las célul® @HBB especificas CD127se
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encuentran en un estado proximo a la apoptosigjaebque presentan una regulacion
a la baja de la molécula anti-apoptética Mcl-1 y wegulacién al alta de la molécula
pro-apoptética Bim, debido a la deprivacion de (201, 274). Sin embargo, las
células CD8 VHB especificas CD127mantienen la capacidad para proliferar tras el
encuentro antigénico por lo que se cree que edtaks podrian estar protegidas frente
a la apoptosis, ya que tienen inducida la expred#la molécula anti-apoptética Mcl-1.
Este fenotipo CD127 de las células citotoxicas Vedpecificas es similar al que
observamos en las células de pacientes con infeasi@nica por VHC capaces de
reconocer los epitopos virales del virus infectante

Por ello, nos planteamos que el bloqueo de la &ila @poptosis podria mejorar
la respuesta citotdxica especifica frente al VHG@mera similar a como ocurre en el
estudio de Lopes y colaboradores (274).

Nuestro estudio es el primero en demostrar la pimsid de restaurar la
funcionalidad de las células CD8HC especificas CD12de los sujetos con infeccién
cronica, gracias al bloquea-vitro de la apoptosis mediante el inhibidor de pancaspasa
z-VAD-fmk. Ademas, también es el primero en denarstjue estas células muestran
una elevada expresion de la molécula pro-apopt&iicyg o que sugiere que, al igual
que sucede en la infeccion por VHB, la inducciénlaeapoptosis juega un papel
importante en la alteracién funcional de las c&lukD8 VHC especificas CD127
durante la infeccion cronica.

La deprivacion de citoquinas en las células T pteduna activacion de la
apoptosis por via de la mitocondria, regulada potginas de la familia de Bcl-2. La
actividad de la molécula pro-apoptética Bim es @nestada por su union a la proteina
anti-apoptotica Mcl-1 (321), sin embargo, en elcds la sobreexpresion de Bim, este
bloqueo no seria completo, induciéndose asi latapisp Por todo esto, nuestros datos
sugieren que la deprivacion de IL-7 produce unaemipresion de Bim durante la
infeccion persistente por VHC en las células CRBC especificas Esto explicaria la
escasa actividad de estas células tras el encusmtiggnico, debido a su proximidad a
morir, ya que tienen inducida la via de la apoptosi

Por tanto, seria interesante estudiar en profuddeddrategias encaminadas a
bloquear el efecto pro-apoptotico, producido podégrivacion de IL-7, para intentar
restaurar la respuesta CDSHC especificain-vivo durante la infeccion crénica por

VHC en asociacion con la modulacion de otras vidadgtoras de anergia.
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Una posible estrategia a utilizar podria ser eldedanhibidor de pancaspasas z-
VAD-fmk, ya que hemos comprobado que, al menedtro, es capaz de restaurar las
funciones efectoras de las células CDHC especificas. Sin embargo, es necesario
estudiar en profundidad el bloqueo de la apoptgaisjue existen datos que demuestran
que su supresion podria favorecer el desarrollosolueidn de procesos tumorales
(322), por lo que es necesario el desarrollo deamsmo moduladores de la apoptosis
de forma selectiva en la poblacion celular adecuada

En esta linea, un trabajo reciente (323), muestraoclas células T VEB
especificas presentan una elevada expresion delécuha pro-apoptética Bim tras ser
activadas con el péptido especifico, siendo estaesmpresion mediada por la
activacion de la proteina quinasa C (PKC) y dealaigeurina. Sin embargo, cuando se
utilizan los inmunosupresores ciclosporina A (CgA)acrolimus (FK506) se produce
un blogueo de la activacién de estas proteinas yaoto no se induce la expresion de
Bim, evitandose de este modo la activacion de dptagis en las células T.

A la vista de estos resultados, cabria la posdilide utilizar esta estrategia, en
combinacion con el tratamiento anti-VHC estandaayapbloquear la apoptosis
favoreciendo asi la restauracion de las células*ODC especificas lo cual podria

influir en el desarrollo de respuesta virolégicateaida.

En resumen, en este trabajo se demuestra que daesta citotoxica VHC
especifica durante la infeccion crénica por VHCseoencuentra eliminada, sino que
esta secuestrada en el compartimento intrahep@tistrando una serie de alteraciones
funcionales. Estas alteraciones estan relacionemiada sobreexpresion de PD-1 y la
baja expresion de CD127. Concretamente, las céBdE VHC especificas capaces de
reconocer al virus infectante presentan un fendBpel’, CD127, Bim'. El bloqueo
in-vitro de la via PD-1/PD-L1 y de la apoptosis es capaestaurar la funcionalidad de
estas células, por lo que la modulacion de estasvilis podria considerarse en un
futuro como una herramienta terapéutica en elnratato de la infeccidn cronica por
VHC.
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1.- La respuesta celular citotoxica VHC especifica digrda infeccion crénica no se
encuentra eliminada sino que esta secuestradacemehlrtimento intrahepéatico, siendo

su frecuencia muy baja en el compartimento pecibéri

2.- Esta respuesta, durante la infeccidon cronicaasa&cteriza por la alteracion de sus
funciones efectoras, no siendo capaz de proliferde producir citoquinas tipo-1 tras el

encuentro antigénico.

3.- La infeccién por VHC induce la expresién de la @éeola pro-anergénica PD-1,
inhibe la expresion de la molécula anti-apoptoé@EAL27 e incrementa la expresion de
la molécula pro-apoptotica Bim en las células CDBHC especificas durante la

infeccidn cronica por VHC.

4.- La intensidad de la modulacién del fenotipo PDEI1€7 se correlaciona con el

grado de alteracion de la respuesta citotOxicaoifspee

5.- El bloqueo de la via PD-1/PD-L1 y de la apoptosg&ablecen-vitro las funciones
efectoras de las células CD8VHC especificas con fenotipo PDATD127
caracteristicas de la infeccion cronica por VHC goe capaces de reconocer al virus

infectante.

Por tanto, la infeccion persistente por VHC allereespuesta celular citotoxica
especifica favoreciendo un estado de anergia yapoptdtico mediante la modulacion
de la expresion de las moléculas PD-1 y CD127.dtaa&ion farmacoldgica sobre las
vias gobernadas por estas moléculas permite restmblla respuesta citotoxica

especifican-vitro en la infeccidn cronica por VHC.
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