Invest Clin 49(3): 353 - 367, 2008

Déficit en senales de activacion y
coestimulacion en linfocitos T CD4'

de pacientes infectados con el virus de la
hepatitis C

Luisa Barboszal!, Maria Luisa Martens!, Stham Salmen!, Darrell L Peterson?,
Henry Montes? y Lisbeth Berrueta'.

Hnstituto de Inmunologia Clinica, 2CAMIULA, Universidad de Los Andes
Mérida-Venezuela - Department of Biochemistry and Molecular Biophysics,
Virginia Commonwealth University, Richmond, Virginia, USA.

Palabras clave: Virus de la hepatitis C, activacion de linfocitos T, CD28, TGF-,
CD69, CD40L, CD25.

Resumen. La infeccién crénica por el virus de la Hepatitis C ocurre en
80% de los casos y conduce eventualmente a cirrosis y carcinoma hepatocelu-
lar. Se ha descrito que una respuesta inmunitaria adaptativa deficiente pudie-
ra contribuir a la persistencia viral. Dicha alteracién pudiera ser atribuida a
defectos en senales de co-estimulacion durante la activacion de los linfocitos
CD4+. En este estudio exploramos la respuesta de esta poblacién linfoide en
presencia del antigeno del core del VHC asociado con la co-estimulacion via
(D28, midiendo la expresiéon de moléculas de superficie: CD69, CD25, CD40L
y de citocinas intracitoplasmaticas tales como: IFN-y, TGF-B ¢ IL-10. El anali-
sis fue realizado en individuos infectados crénicos, familiares contactos y con-
troles sanos. El antigeno del core del VHC indujo la expresion de CD40L en
los linfocitos CD4* de familiares contactos, a diferencia de lo observado en
paciente infectados crénicos e individuos controles sanos. Al asociar la esti-
mulacién via CD28, los pacientes infectados con VHC incrementaron la expre-
sion de CD69 e IFN-y, sugiriendo un déficit en la senalizacion a través de esta
via de coestimulacién. Adicionalmente, se observé un incremento en la pro-
duccion de TGF-B en los pacientes infectados en respuesta al antigeno, el cual
fue corregido al coestimular via CD28. Nuestros resultados pueden ayudar a
comprender los mecanismos de tolerancia generados durante la infeccion cro-
nica por el VHC y ofrecer una aproximacion que pudiera contribuir al disefio
de estrategias terapéuticas para el control de la infeccion crénica y al desarro-
llo de inmunidad protectora contra el virus.
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Impaired activation and costimulation of T CD4' lymphocytes
during chronic Hepatitis C infection.
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Abstract. Hepatitis C chronic infection occurs in 80% of the cases and
eventually leads to cirrhosis and hepatocellular carcinoma. A deficient adap-
tive immune response has been described during chronic infection which con-
tributes to viral persistence. This altered T cell response could be associated
to deficient costimulation signals during priming of T cells. We have con-
ducted an in vitro study to explore the activation phenomenon of CD4* T cells
focusing on costimulation via the CD28 receptor, associated to stimulation
with purified Hepatitis G (HCV) core antigen. Our study involved the induc-
tion of CD69, CD25 and CD40L activation receptors, along with detection of
intracellular cytokines such as IFN-y, TGF-B and IL-10. Analysis was performed
in chronically HCV infected patients, intrafamilial members of HCV-infected
patients and healthy individuals. HCV core antigen induced CD40L expression
in CD4+* cells from intrafamilial members, in contrast to chronically infected
patients and control individuals. Association of CD28 crosslinking increased
CD69 and IFN-y expression in chronically infected patients, suggesting a det-
riment in this signaling pathway. Additionally, an increased TGF-f expression
was observed in CD4+ cells from HCV-infected patients, which was corrected
by addition of CD28 crosslinking. Our results may contribute to understand
the underlying mechanism of T cell tolerance against HCV during chronic in-
fection, and to provide new targets for the designing of therapeutic strategies
to control the infection and to offer protective immunity against the virus.

Recibido: 31-07-2007. Aceptado: 27-02-2008.

INTRODUCCION

El virus de la Hepatitis C (VHC) causan-
te de la hepatitis infecciosa originalmente
identificada como no-A no-B (1), afecta alre-
dedor de 170 millones de personas en el
mundo (2). En Venezuela los datos epide-
miolégicos reportan que la prevalencia de la
infeccion por el VHC es de 1,5% (3). Sélo el
20% de los casos se resuelve espontdneamen-
te y en el 80% la infeccion aguda evoluciona
hacia la hepatitis crénica (4), que progresa
lentamente en dos o tres décadas hacia la fi-
brosis hepatica y cirrosis y en un 4% se desa-
rrolla carcinoma hepatocelular (5).

Existe una variabilidad notoria en la
respuesta inmunitaria contra el VHC. Du-
rante la infeccion por este agente viral se
produce una respuesta proliferativa vigoro-
sa y multiespecifica de las células T CD4+
que es mantenida indefinidamente luego de
la recuperacién de la infeccién, mientras
que es débil y limitada en los pacientes que
evolucionan hacia la hepatitis crénica (6),
siendo el balance entre la eliminaciéon del
virus y el dano hepatocelular el resultado de
la actividad de las células CD4+ y CD8* (7).
El patron de citocinas dominante durante
la infeccion y su significado fisiopatologico
no esté del todo esclarecido. Se ha reporta-
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do que la presencia de citocinas tipo Thl
puede incrementar la inflamacion y necro-
sis tisular, en contraste con una mayor acti-
vidad anti-viral (8); mientras que el perfil
de tipo Th2 se relaciona con persistencia vi-
ral (1). En todo caso, la respuesta celular
asociada a la resolucion de la infeccion se
caracteriza por la produccion de IFN-y por
linfocitos T citotoxicos CD8* y linfocitos T
colaboradores CD4+* (9).

Por otro lado, existen evidencias que
demuestran la existencia de una respuesta
inmunitaria celular contra antigenos del vi-
rus de la hepatitis C en individuos seronega-
tivos para VHC, evidenciado a través de la
produccion de IFN-y (10-13). Este fenémeno
se ha descrito entre personal de laboratorio
con riesgo ocupacional (12), familiares de
pacientes infectados y contactos sexuales de
pacientes infectados que no presentan nin-
gun otro factor de riesgo de transmision
(11). Si el VHC puede ser completamente
erradicado o no, es atn debatible pero se
cree que este resultado puede ser logrado
por al menos un grupo de individuos (14).

Dentro de las posibles causas que ex-
pliquen la persistencia viral se encuentran
defectos en la presentacion antigénica, que
pudiera conducir a activacion inapropiada
de los linfocitos T CD4* con repercusiones
en la diferenciacion y funciones efectoras
de este importante grupo celular. Estudios
previos han demostrado que la expresion in
vitro de proteinas virales en células dendri-
ticas (core y envoltura E1), conduce a acti-
vacion incompleta de poblaciones de linfo-
citos T CD4* (15). Por otro lado, reportes
recientes revelan que existe un patrén de-
fectuoso en la activacion y diferenciacion
de linfocitos T, caracterizado por la expre-
sion incrementada de CD25 y produccion
reducida de IL-2 (16, 17), asociado a un in-
cremento de células T con fenotipo regula-
dor, CD4+CD25+ (Treg), productoras de
IL-10 y TGF-B (18).

La activacion efectiva de los linfocitos
requiere de senales coestimuladoras que
contribuyan con la sefial generada a través
del receptor antigénico. Entre las molécu-
las coestimuladoras primordiales para la ac-
tivacion de los linfocitos T se encuentra
CD28 (19). La unién de CD28 con sus li-
gandos expresados en las células presenta-
doras de antigeno (CD80/B7.1, CD86/B7.2
/B70, B7.3) regula el destino de la respues-
ta de las células T, el patron de produccion
de citocinas y la expresién de receptores
para citocinas, incluyendo la cadena a del
receptor de la IL-2 CD25 (20). Adicional-
mente se ha evidenciado que CD28 intervie-
ne en el desarrollo de células T reguladoras
inducidas en la periferia, controlando la ex-
presion de Foxp3 y su funcién inhibitoria
(21).

En este trabajo se abordan aspectos
relacionados con la activacion de linfocitos
T CD4+ con especial énfasis en el papel de
la coestimulaciéon via CD28, con la finali-
dad de profundizar en elementos clave que
participan en el desarrollo de la respuesta
inmunitaria adaptativa especifica contra ¢l
VHC, y que pudieran ser responsables de la
respuesta inmunitaria celular deficiente
observada durante la infecciéon crénica. El
disefio experimental esta dirigido a anali-
zar la expresion e induccion de las molécu-
las CD25, CD69 y CD40L vy la produccion
de citocinas intracitoplasmaticas en linfo-
citos T CD4+ de pacientes infectados con
VHC, personas contactos familiares de es-
tos pacientes ¢ individuos sanos, en res-
puesta al antigeno del core del VHC, aso-
ciado al entrecruzamiento de la molécula
CD28. Los resultados obtenidos pueden
contribuir a comprender en parte el estado
de tolerancia especifica observado en estos
pacientes incapaces de climinar el virus y
de evocar una respuesta inmunitaria pro-
tectora.
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MATERIALES Y METODOS

Medios y reactivos

El medio de cultivo utilizado RPMI
1640 y los suplementos (medio completo):
2 mM L-glutamina, 10% suero bovino fetal
(SBF), 100 U/mL penicilina, y 100 mg/mL
estreptomicina, fueron obtenidos de GIBCO
Life Technologies Inc, (Grand Island, NY.
USA). Lymphoprep fue adquirido de Nyco-
med Pharma (Oslo, Norway). Phytohema-
glutinina (PHA), estreptavidina y estreptavi-
dina-PE, fueron adquiridos de Calbiochem
(San Diego, CA). Los anticuerpos raton
anti- CD4-humano-FITC (clona RPA-T4), ra-
ton anti-CD40L-humano-PE (clona TRAP1),
ratébn anti- CD25-humano- PE (clona
M-A251), ratén anti-IFN-y-humano-PE (clo-
na 4SB3), rata anti-IL-10-humano-PE (clona
JES3-9D7) fueron adquiridos de BD Bios-
ciences Pharmingen™. El anticuerpo bioti-
nilado anti- TGF-B-humano fue adquirido de
R&D Systems. El anticuerpo anti-CD28
(clona 9.3) fue proporcionado gentilmente
por el Dr. Carl June (University of
Pennsylvania, Philadelphia, USA). Los con-
troles de isotipo IgG1 de ratén conjugados
con FITC, PE y PerCp, fueron adquiridos de
Becton & Dickinson, Co, (San Jose CA,
USA). El antigeno del core del VHC, genoti-
po 1la, sintetizado en Escherichia coli, fue
donado gentilmente por el Dr. Darrell Pe-
terson del Departamento de Bioquimica de
Virginia Commonwealth University, Rich-
mond, Virginia, USA.

Grupos en estudio

Pacientes: Se incluyeron en el estudio
11 individuos con hepatitis C crénica diag-
nosticados y valorados clinicamente en la
consulta de gastroenterologia de la Clinica
Ambulatoria de Medicina Integral de la ULA
(CAMIULA), que cumplieron con los si-
guientes requisitos de admision para el es-
tudio: serologia positiva para el VHC detec-
tada mediante ELISA de IV generacion y se-

rologia negativa para el VIH, virus de la he-
patitis B (VHB), citomegalovirus (CMV) y
virus de Epstein Barr (VEB). El ARN del
VHC fue detectado mediante PCR anidado
(“Nested RT-PCR”) como se explica mas
adelante.

Familiares: Cada paciente acudio
acompaniado de un contacto quien convivia
con el paciente sin sintomas hepaticos evi-
dentes.

Controles: se incluyeron 8 individuos
sanos no relacionados con los pacientes.
Los controles y familiares admitidos fueron
negativos para el VHC, VIH, VHB, CMV y
VEB. Los pacientes no se encontraban bajo
tratamiento anti-viral para el momento del
estudio. Todas las personas incluidas en
este trabajo fueron notificadas del proposi-
to del estudio y dieron su consentimiento
por escrito siguiendo las normas del comité
de ética de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Los Andes.

Pruebas serolégicas

El diagnostico de la infeccion por el
VHC se realiz6 mediante la deteccion de I[gG
contra los antigenos del core, NS3, NS4 y
NS5 mediante el ensayo inmunoenzimatico
(EIA) de IV generacion (Innotest™ Innoge-
netics NV). La deteccion de la infeccion por
VIH se realiz6 mediante un ensayo inmu-
noenzimatico de IV generacion. La detec-
cién de anticuerpos anti-VHB se realizé me-
diante ELISA (Organon Teknike, Boxtel, NL,
USA) vy las infecciones recientes por CMV y
EBV se descartaron mediante inmunoensa-
yos para detectar IgM especifica para cada
virus (Organon Teknike, Boxtel, NL, USA).

Amplificacion del genoma viral mediante
“Nested-RT-PCR”

El genoma del VHC fue amplificado a
partir de muestras de suero. La extraccion
del ARN viral se realiz6 utilizando proteina-
sa K, fenol/cloroformo y precipitacion con
etanol (22). Para la sintesis de la cadena de
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ADN complementario (ADNc¢) se siguio el
protocolo de la casa comercial empleando
la transcriptasa reversa de M-MLV (SuperS-
cript™ III, Invitrogen), utilizando como ini-
ciador antisentido la secuencia 5° ATA CTC
GAG GTC CAC GGT CTA CGA GAC CT 3.
La amplificacion se realizé en dos rondas de
PCR empleando los iniciadores: 939 (senti-
do, 5° CTG TGA GGA ACT ACT GTC TT 3%)
y 209 (anti-sentido, 5° ATA CTC GAG GTC
CAC GGT CTA CGA GAC CT 3%) para la
primera ronda de PCR y los iniciadores 940
(sentido, 5° TTC ACG CAG AAA GCG TCT
AG 3%) y 211 (anti-sentido, 5° CAC TCT
CGA GCA CCC TAT CAG GCA GT3") para
la segunda ronda de PCR (23). Las dos ron-
das de amplificacién se realizaron en un
termociclador programable (PTC-0150 Mini
Cycler™ MJ Research) y consistieron en 10
min de denaturacion a 94°C seguidos de 24
ciclos de alineamiento y extensién en tres
pasos de 94°C durante 25 seg, 50°C durante
35 seg y 68°C durante 2 min, para finalizar
con un paso de 68°C durante 7 min (24).
Los productos de la PCR se separaron y ana-
lizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa. Controles negativos y positivos
apropiados fueron utilizados en las dos ron-
das de amplificacién.

Purificacion de células mononucleares
de sangre periférica

Las células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) se purificaron mediante
gradiente de densidad en Ficoll-Hypaque
1,077. Las CMSP extraidas se lavaron tres
veces con RPMI para luego resuspenderlas
en RPMI, cuantificarlas y determinar su via-
bilidad por el método de exclusion del colo-
rante azul de tripano. Las células fueron
ajustadas con RPMI-suero bovino fetal
(SBF) al 10% a 7x105 células/200 uL.

Condiciones de cultivo
Las CMSP (7x10° cel/mL) fueron cul-
tivadas (37°C y 5% de CO,) en medio com-

pleto solo o en presencia del antigeno del
core del VHC (2,5 ug/mL) con o sin
anti-CD28 (1 ug/mL) durante 48 h para in-
ducir la expresion de los marcadores de su-
perticie CD40L, CD25 y CD69 y durante 72
h para determinar la produccion intracelu-
lar de citocinas, en cuyo caso se afiadi6 ade-
mas 1 ug/mL de Brefeldina 6 h antes de la
cosecha. Como control positivo de la esti-
mulacién celular se utilizaron mitégenos,
cultivando las células con: PMA (200
ng/mL) e Ionomicina (500 ng/mL) durante
6 h para determinar la expresién de CD40L;
PMA (50 ng/mL) e lonomicina (1 w/mL)
durante 6 h para determinar la produccion
intracelular de citocinas y PHA (20 wg/mL)
durante 20 horas para determinar la expre-
sion de CD69 y CD25.

Medicion de la expresion de CD40L, CD25
y CD69 en la superficie celular

Las CMSP fueron lavadas con
PBS-EDTA y resuspendidas en PBS-BSA al
1%, para luego marcarlas con 1 ug/mL de
anti CD4- FITC, anti CD40L-PE, anti
CD25-PE y anti CD69-PerCp. Se incubaron
a 4°C durante 30 min en la oscuridad y lue-
go de tres lavados mediante centrifugacion
fueron fijadas con paraformaldehido (PAF)
al 3% en PBS y analizadas en el citometro
de flujo.

Medicion de la produccion intracelular de
citocinas

Las CMSP estimuladas fueron resus-
pendidas en PBS/BSA 1% y marcadas con
anti-CD4-FITC durante 30 min a 4°C, lava-
das tres veces, fijadas con PAF al 3% en PBS
a temperatura ambiente durante 10 min,
permeabilizadas con saponina al 0,09% a
4°C durante 10 min y luego tenidas con 1
ug/mL de los anticuerpos contra las citoci-
nas respectivas (IFN-y e IL-10) marcados
con PE, a 4°C durante 30 minutos en oscu-
ridad. En el caso del marcaje con
anti-TGF-f biotinilado, las c¢élulas fueron la-
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vadas, fijadas, permeabilizadas ¢ incubadas
durante 1h a 4°C con 10 ug/mL de estrep-
tavidina a fin de bloquear la biotina enddge-
na, posterior a tres lavados, las células fue-
ron incubadas con anti-TGF-f biotinilado,
lavadas y seguidamente tefiidas con estrep-
tavidina-PE. Luego de tres lavados las célu-
las fueron analizadas mediante el citémetro
de flujo. Para analizar la expresion de cito-
cinas intracelulares en los linfocitos CD4+
se sigui6 la metodologia que se describe en
la seccion Andlisis por citometria de flujo.

Anilisis por citometria de flujo

Las muestras fueron analizadas en un
citometro de flujo FACsort mediante el pro-
grama Cell Quest (Becton Dickinson). Fue-
ron capturados 10.000 eventos y mediante
un grafico tipo “dot-plot”, se establecio la
region donde se ubican las células linfoides
en un grafico de FSC (Forward scatter) y
SSC (Side scatter), de esta region se selec-
cionaron aquellas células con marcaje posi-
tivo para CD4. La expresion de marcadores
de superficie y citocinas intracitoplasmati-
cas fue analizada solamente en este grupo
celular mediante dobles marcajes. Las lec-
turas fueron realizadas mediante porcenta-
jes de expresion de las moléculas en estu-
dio. Los datos son expresados como diferen-
cias entre células estimuladas o no con los
antigenos indicados.

Anilisis estadistico

El porcentaje de expresion de cada
marcador de superficie o de la produccion
de citocinas intracelulares se analiz6 usan-
do la prueba t-student calculada con el pro-

grama GraphPad PRISM (version 4.00). Los
resultados se expresan como la media =+
desviacion estandar (DS). Se consideraron
estadisticamente significativos a los valores

de p < 0,05.
RESULTADOS

Valoracién clinica, serolégica y virol6gica
de los individuos infectados

En la Tabla I se resumen los datos de
la valoracién clinica de los individuos infec-
tados crénicos. Como puede observarse en
general la poblacion estudiada presentaba
un cuadro inflamatorio hepatico a juzgar
por los niveles elevados de las enzimas he-
paticas. La infeccion por el virus VHC pudo
ser corroborada mediante el “Nested RT-
PCR” en todos los individuos diagnostica-
dos mediante técnicas inmunoenzimaticas.

El entrecruzamiento de CD28 favorece
la activacion antigeno especifica
de los linfocitos T CD4+ en pacientes
infectados con VHC

Para analizar la respuesta de células T
cooperadoras contra el antigeno del core
del VHC vy el efecto de la coestimulaciéon
mediada por CD28 analizada a través del
entrecruzamiento de CD28 en la membrana
celular (lo cual es comparable al acopla-
miento con sus ligandos en las células pre-
sentadoras de antigeno), se compararon la
respuesta de los controles, de los familia-
res/contacto seronegativos y la de los indi-
viduos seropositivos infectados crénicos. La
Fig. 1a muestra que en respuesta al antige-
no del core del VHC, existe una tendencia

TABLA 1
CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS INDIVIDUOS CRONICAMENTE INFECTADOS
Edad Sexo ALT AST GGT
(anos) (F/M) (U/L) (U/L) (U/mL)
Pacientes 59,5 + 11,80 6/5 73 + 352 56,6 + 29,9 84 + 439

Los valores representan la media mds o menos la desviacion estandar (DS).
AST Aspartato amino transferasa. Valores normales: 9-40 U/L.

lores normales: 5-45 U/L.
transpeptidasa. Valores normales: 75-200 U/L.

ALT Alanina amino transferasa. Va-
GGT y-Glutamil
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Fig. 1. Efecto del estimulo anti-CD28 mas core,
sobre la expresion de CD69 y CD40L en
los linfocitos CD4+ de pacientes infecta-
dos croénicos con VHC. La Fig. 1a mues-
tra la expresion de CD69 en respuesta a
la estimulaciéon con antigeno del core
del VHC (2,5 ug/mL) solo o en combi-
naciéon con el anticuerpo anti-CD28 (1
ug/mL) durante 48 h, en controles sa-
nos (izquierda), pacientes infectados
créonicos (medio) y familiares/contactos
(derecha). La Fig. 1b muestra la expre-
sién de CD40L en respuesta a la estimu-
lacion con antigeno del core del VHC o
en combinacién con el anticuerpo
anti-CD28 durante 48 h, en controles
sanos (izquierda), pacientes infectados
créonicos (medio) y familiares/contactos
(derecha). *Se refiere ap < 0,05.

al incremento del marcador de activacion
CD69 en linfocitos CD4* de los familiares
contacto (aunque estas diferencias no son
estadisticamente significativas); mientras
que en los pacientes infectados crénicos
este incremento solo es observado al co-es-
timular con anti-CD28 (p < 0,05). En lo

que respecta a la molécula CD40L, la Figu-
ra 1b muestra un incremento en su expre-
sion en linfocitos CD4+ de familiares con-
tacto (p < 0,05), en respuesta tanto al core
solo o en asociacién con anti-CD28; mien-
tras que en los pacientes infectados no se
evidencié un incremento significativo en la
expresion de esta molécula en respuesta a
ninguno de los estimulos mencionados.

En el caso de la molécula CD25 se evi-
denci6 un incremento significativo en la ex-
presion del receptor en la superficie de los
linfocitos CD4+ de los infectados cronicos y
Familiares/contactos, al compararlo con los
controles (p < 0,05), que no sufrié6 cambios
cuando se utilizé el anticuerpo anti-CD28

(Fig. 2).

La coestimulaciéon via CD28 compensa
la produccion deficiente de IFN-y
en linfocitos CD4+ de pacientes infectados
cronicos con VHC

Se ha descrito previamente que los in-
dividuos infectados crénicos producen IFN-y
en forma deficiente en respuesta a la esti-
mulacion con Ag del VHC (25). En este estu-
dio se evalud si esta alteracion esta relacio-
nada con déficit en senales a través de la
molécula CD28. En la Fig. 3 se evidencia
una tendencia que muestra un incremento
en la produccion de IFN-y en respuesta al an-
tigeno del core del VHC en familiares/con-
tactos (aunque no estadisticamente signifi-
cativa), mientras que en los pacientes infec-
tados croénicos dicha induccion requiere de
la coestimulacion con anti-CD28 (p < 0,05).

La co-estimulaciéon via CD28 reduce
la produccion de TGF-B en los linfocitos
de los individuos infectados crénicos
con ¢l VHC

Adicionalmente se evalué la respuesta
de los linfocitos T CD4* al antigeno del
core del VHC a través de la medicién intra-
celular de IL-10 y TGF-B. Los resultados de-
muestran que tanto los pacientes infecta-
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Fig. 2. Efecto del estimulo anti-CD28 mds core, sobre la expresion de CD25 en los linfocitos CD4+ de
pacientes infectados crénicos con VHC. La Fig. 2 muestra la expresion de CD25 en respuesta
a la estimulacion con antigeno del core del VHC solo o en combinacion con el anticuerpo
anti-CD28 durante 48 h, en controles sanos (izquierda), pacientes infectados cronicos (me-
dio) y familiares/contactos (derecha). *Se refiere a p < 0,05.

— Controles — Pacientes g Familiares

30
z
& 20 A
=
=]
w
&
=10
[+H]
L]
=
EN I s B
Core + +
anti-CD28 - +

+ o+ + o+

+ -+

Fig. 3. La coestimulacion via CD28 compensa la produccién deficiente de IFN-y en los linfocitos
CD4+ de pacientes infectados cronicos con VHC. La Fig. 3 muestra la produccién de IFN-y en
respuesta a la estimulacion con antigeno del core del VHC solo o en combinacién con el anti-
cuerpo anti-CD28 durante 72 h, en controles sanos (izquierda), pacientes infectados crénicos
(medio) y familiares/contactos (derecha). *Se refiere a p < 0,05.

dos como los familiares contactos producen
niveles comparables de 1L-10 frente al anti-
geno, independientemente del entrecruza-
miento de CD28 (Fig. 4a). Sin embargo, la
estimulacién con antigeno del core induce
un incremento significativo en la produc-
cion de TGF-B solo en los pacientes infecta-
dos crénicos (p < 0,05) (Fig. 4b). Este in-
cremento especifico en la produccion de
TGF-B es abolido cuando ademas del esti-
mulo antigénico se entrecruza la molécula

CD28 en los linfocitos CD4* de los pacien-
tes infectados cronicos (p < 0,05).

Con la finalidad de descartar la posibili-
dad de una supresion generalizada de la res-
puesta en los individuos infectados crénicos,
las CMSP fueron estimuladas con mitogenos
policlonales, evidenciandose que los indivi-
duos infectados respondieron expresando los
marcadores de activacion y las citocinas me-
didas en cantidades comparables a las de los
controles (datos no mostrados).
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Fig. 4. La co-estimulacién via CD28 reduce la
produccion de TGF-B en los linfocitos
CD4+ de los individuos infectados croéni-
cos con el VHC. La Fig. 4a muestra la
expresion de IL-10 en respuesta a la es-
timulacion con antigeno del core del
VHC solo o en combinacion con el anti-
cuerpo anti-CD28 durante 72 h, en con-
troles sanos (izquierda), pacientes infec-
tados cromicos (medio) vy familia-
res/contactos (derecha). La Fig. 4b
muestra la expresion de TGF-f en res-
puesta a la estimulacion con antigeno
del core del VHC o en combinacién con
el anticuerpo anti-CD28 durante 72 h,
en controles sanos (izquierda), pacien-
tes infectados crénicos (medio) y fami-
liares/contactos (derecha). *Se refiere a
p < 0,05.

DISCUSION

Las bases moleculares de la variabili-
dad en la respuesta inmunitaria contra el
VHC no han sido del todo esclarecidas. Para
que un virus no citopatico como el VHC
pueda persistir en el hospedador, una de es-

tas dos eventualidades debe ocurrir: el virus
debe escapar del reconocimiento por los
elementos de la respuesta inmunitaria o
promover una respuesta inmunitaria anti-vi-
ral de naturaleza inhibitoria.

Se desconoce si la respuesta adaptativa
deficiente observada en sujetos que persis-
ten con la infeccién es una consecuencia de
sobrecarga antigénica durante la primoin-
feccién, de defectos en la presentacién anti-
génica inducidos por el virus, de induccion
de células T reguladoras, de restriccion ge-
nética del repertorio de linfocitos T
anti-VHC u otras causas (26). Cualquiera de
los mecanismos anteriormente expuestos
esta estrechamente vinculado con eventos
tempranos en la activacion y diferenciacion
de poblaciones de linfocitos T cooperadoras
antigeno especificas.

En este trabajo se exploraron fenéme-
nos relacionados con la activacion de linfo-
citos T CD4+ y la produccion de citocinas
en respuesta a la estimulacion antigénica
en sujetos infectados crénicos con el VHC,
individuos familiares contactos de los pa-
cientes infectados y controles sanos. Nues-
tro estudio se concentr6 en los siguientes
aspectos: 1) deteccion de marcadores de
activacion en poblaciones T cooperadoras y
2) estudio de la expresion de citocinas in-
tracelulares en estas mismas poblaciones
celulares. El analisis se realizé frente al es-
timulo con antigeno del core del VHC solo
o en asociacién al entrecruzamiento de la
molécula CD28 como senal coestimuladora.

Existen varios factores que determinan
el destino de una célula T virgen en res-
puesta al desafio antigénico (27), estos in-
cluyen: la fuerza de las senales mediadas
por el TCR, o la densidad antigénica, el mi-
croambiente de citocinas y las vias coesti-
muladoras. Por lo tanto exploramos la in-
duccion y expresion de dos marcadores
tempranos de activacion (CD69 y CD25) y
un ligando clave en la coestimulacion de
linfocitos T denominado CD40L. Nuestros
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resultados muestran que los linfocitos
CD4+* de los pacientes infectados cronicos
incrementaron la expresion de CD69 en for-
ma significativa solo cuando las células fue-
ron estimuladas con antigeno del core aso-
ciado al entrecruzamiento de CD28. Este
incremento en CD69 no fue significativo en
los familiares contacto aunque se observd
una tendencia positiva, que probablemente
amerita el analisis de un mayor ntiimero de
muestras. Estos datos sugieren que existe
un déficit en la senalizacién de esta princi-
pal via de coestimulacién requerida para la
activacion de los linfocitos T.

Por otro lado se evidencié que no hubo
incremento en la expresion de CD40L en las
células CD4* de los pacientes infectados
crénicos en respuesta al core del virus, a di-
ferencia de lo que se observa en los familia-
res contacto. Por cuanto la molécula CD40L
es necesaria para la maduracion de células T
y células dendriticas, su déficit podria con-
ducir a un circulo vicioso que mantiene una
poblacion de células T anérgicas, parcial-
mente activadas o simplemente reguladoras
durante la infeccion cronica (28, 29). Estas
observaciones requieren de experimentos
adicionales que incluyan un mayor ndmero
de pacientes para obtener conclusiones defi-
nitivas. Sin embargo, cabe destacar que las
tendencias reflejadas en este trabajo, sugie-
ren un déficit en sefiales de coestimulacion
en células CD4* en respuesta al core de
VHC en pacientes infectados cronicos.

Aunque nuestros resultados no lo
muestran en forma definitiva, el patrén de
respuesta observado en los familiares con-
tactos de los pacientes infectados se corres-
ponde con el reportado para los individuos
que se han recuperado de la infeccion agu-
da, en quicenes se detecta una respuesta ce-
lular persistente significativamente mas
alta que para los individuos cronicamente
infectados (30).

Al utilizar la proteina purificada del
core del VHC como estimulo para los linfo-

citos T CD4+ de sangre periférica, no se evi-
dencio respuesta entre los controles, lo que
indica que el producto recombinante no
contiene ningdn elemento adicional que
pudiera estimular de forma inespecifica a
las células T y que las observaciones anali-
zadas en los distintos grupos son antigeno
especificas. Adicionalmente, se evidencia
que bajo las condiciones experimentales
empleadas en este estudio, no se estimulan
las células T virgenes, atin empleando anti-
CD28 como seifial coestimuladora, y que la
respuesta observada en los pacientes infec-
tados y contactos corresponde a la estimu-
lacion de células de memoria y/o efectoras.

Hay varias alternativas para explicar la
presencia de respuesta inmunitaria celular
en personas seronegativas: 1) Que se trate
de respuesta de estimulacion de células vir-
genes, o respuesta inmunitaria primaria in
vitro. Esta alternativa puede ser descartada
pues de ser asi se observaria también en los
controles sanos (12, 13) y ademas la esti-
mulacion in vitro de células virgenes re-
quiere de varias rondas de estimulacién en
presencia de citocinas como la IL-2 y de cé-
lulas dendriticas maduras, lo que sugiere
que se trata mas bien de respuestas de célu-
las T de memoria tal como se ha reportado
entre los casos recuperados (9). 2) Algunos
sugieren que estos individuos nunca estu-
vieron infectados o simplemente tuvieron
contacto con virus “muertos” o no infeccio-
sos, pero de ser asi no habria respuesta po-
liclonal ante las proteinas no estructurales
que necesariamente deben producirse en el
transcurso de la replicacién viral, lo que in-
dica que hubo una infeccion subcelinica y no
un simple contacto con antigenos virales no
infecciosos (11, 13). 3) Que la respuesta re-
presente una etapa muy temprana de la in-
feccién, alternativa que puede ser descarta-
da porque la respuesta se conserva en indi-
viduos que han sido seguidos por mas de un
afio sin observarse seroconversion ni pre-
sencia del ARN viral en sangre (10). Ade-
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mas existen evidencias de produccion de
IFN-y por parte de linfocitos T CD8+ CTL de
fenotipo CD45RO*CD28- en individuos se-
ronegativos sanos familiares de individuos
infectados, que se derivan de la reestimula-
cion de linfocitos T de memoria (CD45RO*
CD28%*) precursores y no de linfocitos T vir-
genes; lo que sugiere que existe memoria
inmune a una infeccion pasada (13).
4) Que la respuesta represente a individuos
que han estado expuestos al virus pero que
han logrado aclarar definitivamente la in-
feccion (12). En este caso se estaria so-
breestimando la verdadera tasa de infeccion
y se estaria pasando por alto ademds una
valiosa informacion sobre la naturaleza de
la inmunidad protectora.

En lo que respecta a la producciéon de
citocinas queremos destacar dos observa-
ciones muy importantes: 1) Cuando se esti-
mula con el core del VHC se observa una
tendencia, aunque no estadisticamente sig-
nificativa, en el incremento de los niveles
de IFN-y en los familiares contacto, a dife-
rencia de lo que se observo en los pacientes
infectados crénicos y controles sanos. Este
escenario se adapta a las observaciones ya
realizadas en otras investigaciones, donde
los pacientes con hepatitis C cronica mues-
tran una baja produccion de IFN-y en res-
puesta al antigeno del core en relacion a los
pacientes con una infeccion limitada (31-
33). Este déficit en la produccion de IFN-y,
una citocina del patrén Thl clave en el con-
trol de la replicacion viral, es recuperado
cuando las células son coestimuladas via
CD28 (en forma estadisticamente significa-
tiva), lo que sustenta la sugerencia anterior
sobre un déficit en esta importante via de
senalizacion frente al VHC. 2) El estimulo
con el core del VHC induce un incremento
significativo en la produccion de TGF-B solo
en los pacientes infectados crénicos y dicho
incremento es suprimido al coestimular via
CD28. Este dato es muy significativo en el
contexto del papel que CD28 juega en el

desarrollo de poblaciones T reguladoras in-
ducidas en la periferia, evidenciado por el
hecho que células T antigeno especificas
mutantes doble negativos de CD28 expre-
san niveles elevados de Foxp3, evidenciando
su papel en el control de la tolerancia peri-
férica (21). Por otro lado se ha descrito am-
pliamente la contraparte funcional entre
las moléculas de senalizacion CD28 vy
CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen
4), por cuanto ambas moléculas compiten
por los mismos ligandos y sus efectos son
opuestos (34). Se ha descrito que la molé-
cula CTLA-4 es un mediador importante de
la produccion de TGF-B y ademds es una
molécula distintiva de poblaciones de T re-
guladoras naturales (35) y es requerida
para el desarrollo de células T reguladoras
inducidas en la periferia (36). Por otro lado
existen reportes previos que demuestran un
incremento de células T CTLA-4 positivas
en pacientes infectados por VHC (37, 38).
Lo anteriormente expuesto sugiere que al
incrementar la estimulacion via CD28 se es-
taria probablemente compitiendo la senali-
zacion supresora dominante de CTLA-4 en
poblaciones T reguladoras durante la infec-
cién crénica por VHC, observaciéon que re-
quiere estudios posteriores.

A fin de descartar un defecto generali-
zado de la respuesta inmunitaria en los pa-
cientes infectados cronicos, las CMSP se es-
timularon con mitégenos policlonales. La
mayoria de los individuos infectados mos-
traron una expresiéon de marcadores de ac-
tivacion y produccion de citocinas intracito-
plasmaticas dentro del rango de valores ex-
presados por los controles, lo que permite
descartar que durante la infeccion crénica
con el VHC se produzeca un estado de inmu-
nosupresion generalizada, que pudiera usar-
se como argumento para explicar la incapa-
cidad para resolver la infeccion y el consi-
guiente establecimiento del estado infec-
cioso cronico. A pesar de que la respuesta a
los mitogenos no necesariamente es repre-
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sentativa de la respuesta fisiol6gica normal-
mente mediada por el TCR, se ha observado
que durante la infeccién crénica con el
VHC se conserva la capacidad de responder
a otros antigenos como citomegalovirus, to-
xoide tetanico, virus de Epstein Barr o Can-
dida albicans (30, 39-41).

Las diferencias existentes entre los in-
fectados crénicos y los contactos que pare-
cen haber resuelto o al menos tener bajo
control el proceso infeccioso, constituyen
una clave fundamental para comprender los
procesos que conducen a la cronicidad. Los
diferentes comportamientos ante las sefa-
les coestimuladoras pueden analizarse
como alteraciones de las células encargadas
de expresar estas senales a los linfocitos T:
las células dendriticas. Numerosos autores
argumentan que la incapacidad de los suje-
tos cronicamente infectados para resolver
el cuadro infeccioso se debe a las deficien-
cias estimuladoras de las células dendriti-
cas (15, 16, 42-44). Como objecion a este
argumento resalta el hecho que los indivi-
duos infectados conservan la capacidad
para responder a otros antigenos, a la vez
que se ha mostrado evidencias de células
dendriticas maduras competentes en pa-
cientes crénicamente infectados (45, 46).
Una de las maneras de explicar esta discre-
pancia es que las deficiencias de las células
dendriticas dependen de la infeccién de és-
tas células por el virus. Se ha demostrado
que el virus puede infectar ademads de las
células hepaticas a monocitos, linfocitos y
plaquetas y que la expresion de las protei-
nas estructurales del core, NS3 y de la en-
voltura por parte de células dendriticas
transfectadas, disminuye su capacidad de
presentacion antigénica y de expresion de
senales coestimuladoras. Esta disfuncion es-
taria limitada a una baja proporcién de las
células dendriticas sin afectar la respuesta
a otros patogenos (15, 16, 42, 44). Sin em-
bargo es posible que las alteraciones funcio-
nales de las células dendriticas secan una

consecuencia directa del estado cronico y la
alta tasa de replicacion viral en vez de ser
un prerrequisito de su establecimiento
(46). Bajo este contexto, la insuficiencia de
las células dendriticas serviria de manteni-
miento del estado cronico, que involucraria
a las células T, que como se sabe pueden
afectar el proceso de maduracién de las cé-
lulas dendriticas mediante la expresién de
CD40L (15).

Los resultados de este trabajo sopor-
tan numerosos reportes previos en donde se
demuestra claramente que existe una defi-
ciente respuesta inmunitaria adaptativa du-
rante la infeccién crénica por VHC, respon-
sable en parte de la persistencia viral gene-
rando una respuesta inflamatoria cronica.
Adicionalmente, nuestros resultados sugie-
ren que existe una activacion deficiente de
poblaciones de linfocitos T cooperadoras
que pudiera estar condicionada en parte
por un déficit en senales de coestimulacion.
Siendo CD28 la molécula coestimuladora
mayormente estudiada y comprendida, el
poder profundizar en el funcionamiento de
esta via de sefializacion y su papel durante
la activacion y diferenciacion de poblacio-
nes de linfocitos T efectoras contra el VHC,
representa un punto clave para el diseno de
estrategias terapéuticas que permitan re-
vertir o controlar la respuesta inmunitaria
inhibitoria antigeno especifica durante la
hepatitis C cronica.
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