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Th  Helper T cells; cèl·lules T col·laboradores 

TLR  Toll Like Receptor; receptor del tipus “toll like” 

TMA  Transciption-Mediated Amplification; Amplificació mitjançant transcripció 

TNF  Tumor Necrosis Factor; Factor de necrosi tumoral 
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VIH  Virus de la immunodeficiència humana                  



ÍNDEX  

 

               Agraïments _____________________________________________________________________ 1 

               Pròleg _________________________________________________________________________ 4 

               Abreviatures ____________________________________________________________________ 5 

 

1. INFECCIÓ PEL VIRUS DE L’HEPATITIS C __________________________ 10 

 

1.1. Genoma viral ___________________________________________________________________ 11 

1.2. Prevalença i vies de transmissió del virus _____________________________________________ 13 

1.3. Epidemiologia __________________________________________________________________ 13 

1.4. Història natural de la infecció _______________________________________________________ 14 

1.5. Història natural de la reinfecció de l’empelt postrasplantament hepàtic_______________________ 15 

1.6. Diagnòstic i monitorització de la infecció per virus de l’hepatitis C __________________________ 16 

1.6.1. Mètodes de detecció dels marcadors virals _____________________________________ 17 

1.6.2. Mètodes d’avaluació del dany hepàtic _________________________________________ 19 

1.6.3. Algoritme de cribatge pel VHC al Banc de Sang i Teixits de Catalunya _______________ 19 

1.7. Immunitat innata i adquirida en la infecció pel VHC ______________________________________ 21 

1.7.1. Immunitat innata: sistema de l’interferó ________________________________________ 21 

1.7.2. Immunitat adaptativa ______________________________________________________ 22 

1.8. Mecanismes de persistència viral ___________________________________________________ 25 

1.8.1. Mecanismes d’evasió de la resposta immune innata ______________________________ 25 

1.8.2. Mecanismes d’evasió de la resposta immune adaptativa _________________________  26 

1.9. Mecanismes de tolerància dels limfòcits T CD4
+
 i VHC __________________________________  30 

1.10. Altres aspectes immunològics rellevants en la infecció pel VHC ___________________________  31 

1.10.1. Activació de limfòcits T CD4
+
 _______________________________________________  32 

1.10.2. Regulació de l’homeòstasi de les cèl·lules T ___________________________________  33 

1.10.3. Caracterització fenotípica de les cèl·lules T _____________________________________ 34 

1.11. Tractament antiviral del VHC ______________________________________________________  36 

1.11.1. Tractament antiviral estàndard en pacients naïve _______________________________  36 

1.11.2. Tractament antiviral en pacients no responedors o amb recidives __________________  38 

1.11.3. Tractament de l’hepatitis C després del trasplantament hepàtic _____________________ 38 

1.11.4. Noves teràpies __________________________________________________________  39 

1.11.4.1. Inhibidors específics del VHC _________________________________________  39 

1.11.4.2. Agents immunomoduladors __________________________________________  44 

1.11.4.3. Immunoteràpia amb cèl·lules humanes _________________________________  49 

 
  



2. ESTUDI 1: Resposta de les cèl·lules T específiques del virus de l’hepatitis 

C en donants de sang amb patró de RIBA-3 indeterminat: proves 

confirmatòries d’exposició al VHC _______________________________ 52 

 
2.1. Hipòtesi, objectius i disseny de l’estudi ______________________________________________  53 

2.2. Resum dels resultats ____________________________________________________________  55 

2.3. Manuscrit original _______________________________________________________________  58 

 

3. ESTUDI 2: Reversió de l’estat disfuncional de les cèl·lules T CD4+ 

específiques de NS3 en pacients amb infecció persistent pel VHC _____ 68 

 
3.1. Hipòtesi, objectius i disseny de l’estudi ______________________________________________  69 

3.2. Resum dels resultats ____________________________________________________________  72 

3.3. Manuscrit original ________________________________________________________________ 78 

 

4. DISCUSSIÓ __________________________________________________ 90 

 

4.1. Problemàtica dels donants de sang amb patró d’immunoblot pel VHC indeterminat _____________ 91 

4.2. ELISpot IFN-γ: prova confirmatòria d’exposició viral _____________________________________ 92 

4.3. Rellevància de la curació espontània de la infecció detectada per memòria immune cel·lular _____ 94 

4.4. Mecanismes immunològics de persistència viral i reversió de l’anèrgia de les cèl·lules T _________ 95 

4.5. Potencial ús de cèl·lules T CD4
+
 específiques de NS3 en immunoteràpia adaptativa ___________  99 

4.6. Projectes en desenvolupament i futurs ______________________________________________ 100 

 

5. CONCLUSIONS ______________________________________________ 102 

 

6. MATERIALS I MÈTODES ______________________________________ 104 

 

6.1. Tests serològics ________________________________________________________________ 105 

6.2. Determinació de l’ARN viral _______________________________________________________ 109 

6.3. Determinació del genotip i del serotip viral ___________________________________________ 109 

6.4. Genotipatge HLA de classe I i II ___________________________________________________ 110 

6.5. Pèptids sintètics i proteïnes recombinants del VHC ____________________________________ 111 

6.6. Cèl·lules emprades _____________________________________________________________ 112 

6.6.1. Purificació de cèl·lules mononuclears de sang perifèrica _________________________ 112 

6.6.2. Purificació de cèl·lules CD4
+
 i cèl·lules presentadores d’antigen ____________________ 113 



6.7. Cultius cel·lulars ________________________________________________________________ 114 

6.7.1. Cultius limfocitaris _______________________________________________________ 114 

6.7.2. Cultius de cèl·lules presentadores d’antigen ___________________________________ 115 

6.8. Identificació, selecció i expansió de cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 específiques del VHC ___________ 115 

6.8.1. Expressió de la molècula CD154 en superfície dels limfòcits CD4
+
 _________________ 115 

6.8.2. Selecció de cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 específiques del VHC per FACS _______________ 116 

6.8.3. Expansió de cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 específiques del VHC_______________________ 116 

6.9. Assaig d’ELISpot IFN-γ __________________________________________________________ 117 

6.10. Citometria de flux _______________________________________________________________ 119 

6.10.1. Marcatge de superfície ___________________________________________________ 121 

6.10.2. Quantificació de citocines solubles mitjançant CBA _____________________________ 122 

6.10.3. Assajos de proliferació cel·lular per dilució del CFSE ____________________________ 124 

6.10.4. Reexpressió de CD154 i detecció de citocines intracel·lulars ______________________ 126 

6.11. Anàlisi estadística ______________________________________________________________ 126 

6.12. Aspectes ètics _________________________________________________________________ 126 

 

7. BIBLIOGRAFIA ______________________________________________ 127 

 

8. ANNEX _____________________________________________________ 154 

 
8.1. ESTUDI 3: IL28B genetic variation and hepatitis C virus specific CD4

+
 T cell responses in anti-HCV 

positive blood donors __________________________________________________________ 155 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUCCIÓ:  

INFECCIÓ PEL VIRUS DE LA HEPATITIS C 



Introducció 

11 

 

La infecció pel virus de l‟hepatitis C (VHC) és una de les principals causes de malaltia hepàtica 

crònica amb una estimació de 180 milions de persones infectades al món. El virus de l‟hepatitis 

C no es va descobrir fins a la dècada dels 80, possiblement degut al caràcter silenciós de la 

primoinfecció, l‟evolució asimptomàtica cap a la cronificació o bé degut a què les vies de 

contagi més comuns (transfusions de productes hematològics i l‟ús de drogues intravenoses) 

existeixen des de fa relativament poc temps. Al 1989, i gràcies a tècniques de clonació 

molecular, es va caracteritzar el genoma del VHC 
1
. Des de llavors s‟han realitzat molts 

progressos en l‟epidemiologia, la patogènia, el diagnòstic, i la teràpia del virus. 

 

1.1. Genoma viral 

 
El VHC és un virus ARN de cadena simple (ssARN) pertanyent al gènere dels Hepadnavirus i a 

la família dels Flaviviridae. El genoma del VHC conté 9.600 nucleòtids i un fragment obert de 

lectura que codifica per a una poliproteïna de 3011 aminoàcids, la qual és proteolíticament 

digerida per proteases virals i de l‟hoste, donant lloc a 10 proteïnes virals (Fig. 1).  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

L‟extrem amino terminal codifica per les proteïnes estructurals del core i les glicoproteïnes E1 i 

E2. A continuació hi ha una petita proteïna integral de membrana, la p7, la qual sembla que 

actua com a canal iònic. La resta del genoma viral codifica per les proteïnes no estructurals 

Figura 1: Gens i proteïnes del VHC 

Proteïnes de 

l’envolta 
Canal iònic 

Serina proteasa/ 

NTPasa/helicasa 
Regulador de la 

replicación de l’ARN 
Nucleocàpside 

Proteïnes estructurals Proteïnes no estructurals 

Cofactor de la NS3 
ARN-polimerasa 

depenent d’ARN 
Metal·loproteïnasa 

o tiol proteasa 

3’UTR 

 
p7 

 

NS2 

 

NS3 

 

5’UTR 

 IRES 

 

C 

 
E1 

 

E2 

 

NS5A 

 

NS4B 

 

NS5B 

 

NS4A 

 

       Digestió peptidases hoste 
 
       Digestió peptidasa NS2 
 
       Digestió NS3-NS5A 

 

 



Introducció 

12 

 

(NS) NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A i NS5B, les quals coordinen els processos intracel·lulars 

del cicle de vida del virus. Les proteïnes estructurals madures s‟obtenen per digestions de 

peptidases entre C/E1, E1/E2 i E2/p7. Per tal d‟obtenir la regió no estructural, la digestió entre 

p7/NS2 també és duta a terme per senyals de peptidases. El processament proteolític de la 

regió NS té lloc per l‟acció de dos enzims virals, la NS2 autoproteasa; la NS3-4A serina 

proteasa (Fig. 1). La proteïna NS3 és una serina proteasa i una helicasa i la proteïna NS5B és 

una ARN polimerasa depenent d‟ARN, que no presenta activitat correctora, donant lloc a una 

elevada diversitat genètica del virus, dins dels quals podem diferenciar quatre estats jeràrquics: 

genotips, subtipus, aïllats i quasiespècies 
2
. 

En el VHC es distingeixen 6 genotips principals (1 - 6), les seqüències dels quals difereixen 

entre ells un 20 - 35%. A la vegada, hi ha més de 80 subtipus (10 - 25% de diferències en 

seqüència) i en cada individu infectat el virus circula en forma de quasiespècies virals, que són 

el conjunt de seqüències genòmiques semblants però no idèntiques, degut a la elevada taxa 

mutacional (1 de cada 1000 bases per any) 
3
. La distribució genotípica del VHC depèn 

principalment de la via de transmissió viral i de l‟àrea geogràfica. Els genotips 1a, 1b, 2a, 2b i 

3a del VHC constitueixen el 90% de les infeccions pel VHC en Amèrica, Europa, Xina, antiga 

Unió Soviètica, Japó, Austràlia i Nova Zelanda. A Espanya, s‟ha descrit que un 65,5 % de la 

població infectada presenta un genotip 1 (el subtipus 1b amb més freqüència)
 4

. El genotip 3 és 

altament prevalent a les zones del Nepal, Bangladesh, Índia i Pakistan. A Egipte existeix una 

elevada prevalença de genotip 4 a l‟igual que a l‟Àfrica central. A Sud-àfrica, el genotip 5 és el 

causant del 50% de les infeccions pel VHC. Per últim, el genotip 6 es troba especialment al 

sud-est asiàtic. Cal remarcar també l‟existència de diferències dins de la mateixa àrea segons 

els diferents grups poblacionals. Un clar exemple és que als països occidentals destaca la 

prevalença del genotip 3a entre els joves, especialment entre aquells que són usuaris de droga 

via parenteral 
5
.  

El VHC replica principalment al citoplasma de l‟hepatòcit infectat, tot i que s‟ha aïllat seqüències 

procedents del VHC en cèl·lules dendrítiques 
6 
i s‟ha demostrat l‟existència de replicació viral en 

cèl·lules limfoides 
7
. 
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1.2. Prevalença i vies de transmissió del virus 

 
La prevalença d‟infecció per virus C a Espanya és del 2,5% 

8
 i les vies de transmissió més 

habitual són per via parenteral (sang, hemoderivats, ús compartit de xeringues entre 

drogoaddictes, transmissió nosocomial intra-hospitalària); transmissió vertical (mare-fill) on 

s‟estima que hi ha un 5-10% de risc de transmissió viral en cas de mares portadores (anti-VHC 

positiu i ARN positiu en sang); transmissió horitzontal (contacte amb individus infectats) amb 

una seroprevalença de 3-4%; transmissió sexual amb un 5% de seroprevalença 
8
.  

 

1.3. Epidemiologia  

 
Abans dels anys 90, les transfusions sanguínies i l‟ús d‟hemoderivats eren les principals causes 

de transmissió del VHC (2-10% de les unitats sanguínies estaven infectades pel VHC) 
9
. 

Conseqüentment, molts receptors de productes i pacients hemofílics que rebien concentrats de 

factors de coagulació van ser infectats (a Catalunya el 80% dels pacients amb coagulopaties 

congènites que van rebre factors de coagulació abans dels anys 90 es van infectar pel VHC). 

No obstant, la implementació dels processos d‟inactivació viral (1987) i el cribatge de les unitats 

sanguínies amb tests anti-VHC de primera generació (1990) i segona generació (1992) van 

reduir dràsticament la transmissió associada a transfusió en països desenvolupats. 
8 

Actualment amb la implementació de les tècniques NAT per la detecció de l‟ARN viral el risc 

residual de transmetre una hepatitis C per hemoderivats sanguinis s‟estima que és de 0,1-2,33 

per milió de donacions.
10

  

Un altre factor de risc molt important als anys 80 va ser l‟ús de drogues intravenoses 

(prevalença del 50-90% d‟exposició viral en drogoaddictes) 
11,12

. Actualment, la prevalença 

d‟infecció dins d‟aquesta població ha disminuït degut possiblement als programes de metadona 

i es situa al voltant del 40% 
8
. Pel que respecta a les infeccions nosocomials, hi ha un risc 

important associat a diferents procediments mèdics (endoscòpies gastrointestinals, vials 

multidosi contaminats, intervencions quirúrgiques invasives...) 
13,14

. L‟any 2008 es va publicar 

un estudi epidemiològic retrospectiu de 109 casos d‟infecció aguda pel VHC diagnosticats a 18 

centres hospitalaris espanyols entre 1998 i 2005 on van observar que el 67% de les infeccions 
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agudes pel VHC s‟havien originat durant un període d‟ingrés hospitalari, 9% per ús de drogues 

intravenoses, 6% per ferides accidentals i 5% per contactes sexuals.14  

1.4. Història natural de la infecció  

Després de l‟exposició viral es produeix la fase aguda de la infecció, la qual és asimptomàtica 

en el 80% dels casos fet que dificulta el diagnòstic. Normalment la infecció es detecta en la 

fase crònica mitjançant anàlisi clínics rutinaris o bé en el moment de fer una donació de sang. 15

El VHC evadeix amb èxit la resposta immunitària multiespecífica en el 80% dels pacients, els 

quals evolucionen cap a una cronificació de la infecció (20% restant eliminen espontàniament el 

virus). De fet, l‟hepatitis crònica C no és conseqüència de la destrucció directa dels hepatòcits 

per part del virus, sinó més bé es deu a una resposta immunitària dèbil que no és suficientment 

efectiva com per a eliminar els virus del seu reservori, però sí que és capaç de desenvolupar la 

progressiva inflamació crònica del fetge. En el 30-40% dels pacients, la lesió hepàtica 

evoluciona cap a cirrosi, malaltia hepàtica terminal i/o hepatocarcinoma entre els 20 - 40 anys 

posteriors a la infecció 15
, mentre que la resta dels pacients s‟estabilitzen i l‟evolució de la lesió 

hepàtica és mínima (Fig. 2).  

Figura 2: Història natural de la infecció pel VHC. Lim J K. Yale J Biol Med. 2001; 74: 229-237
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Actualment, l‟hepatocarcinoma degut a infecció pel VHC s‟ha convertit en una de les principals 

causes de trasplantament hepàtic a Europa i als Estats Units.
16,17

 Això es deu en part, a la falta 

d‟un tractament antiviral eficaç, principalment en pacients amb el genotip 1 i a la inexistència 

d‟una vacuna protectora. 

La història natural de la infecció és difícil d‟estudiar degut a una sèrie de factors: 1) el moment 

de l‟exposició viral; 2) la infecció crònica és normalment asimptomàtica; 3) és una malaltia de 

llarga evolució i, per tant, requereix vàries dècades per determinar els “endpoints”; 4) manca de 

biòpsies hepàtiques abans de les evidències clíniques de dany hepàtic; 5) la majoria de 

pacients estan sotmesos a teràpia antiviral. No obstant, si que s‟han pogut realitzar diversos 

estudis retrospectius i prospectius per tal d‟entendre millor la variabilitat entre individus pel que 

respecta al “timing” entre la infecció viral i el desenvolupament de la cirrosi hepàtica. S‟han 

determinat molts factors, alguns virals i d‟altres relacionats amb l‟hoste, que estan clarament 

associats amb la progressió de la fibrosi hepàtica: l‟edat d‟infecció, el sexe masculí, l‟edat del 

pacient, el consum d‟alcohol, la coinfecció amb el VIH, nivells baixos de CD4
+
 (<200 cèl/µl), 

coinfecció amb el VHB i la raça afroamericana 
18-19

. Pel que respecta als factors virals, a 

diferència de la resposta al tractament antiviral, no sembla que hi hagi una relació directa entre 

el dany hepàtic i la càrrega viral, el genotip viral o la presència de quasiespècies virals
 18,19

. 

 

1.5. Història natural de la reinfecció de l’empelt postrasplantament hepàtic  

 
Tal i com hem mencionat anteriorment, la cirrosi deguda a la infecció pel VHC suposa la 

principal indicació de trasplantament hepàtic a Europa (30-50%).
20

 La recurrència de la infecció 

viral i reinfecció de l‟empelt es produeix de forma universal i precoç
 21

. Això no és d‟estranyar ja 

que la majoria dels pacients tenen, en el moment del trasplantament, nivells de virèmia elevats, 

bé perquè no han estat tractats o be degut a la manca d‟una resposta viral sostinguda al 

tractament antiviral. La reinfecció ja es produeix a partir de la reperfusió de l‟empelt, i a les 72 

hores del postrasplantament ja s‟aconsegueixen nivells d‟ARN viral similars als observats 

abans del trasplantament 
21

. Un 20-30% dels pacients, desenvolupen cirrosi durant els 5 

primers anys de la cirurgia 
20

, sent la taxa de descompensació de la cirrosi del 65% en 3 anys 

22,23
.  
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A l‟igual que en individus immunocompetents, en individus immunosuprimits existeixen una 

sèrie de factors implicats en la progressió de la lesió hepàtica i en la recidiva agressiva 
24

; 1) 

fetges procedents de donants cadavèrics majors de 50 anys; 2) temps prolongat d‟isquèmia 

durant la intervenció quirúrgica; 3) infecció per citomegalovirus; 4) diabetis mellitus; 5) 

immunosupresió; 6) coinfecció amb el VIH. En canvi, no s‟ha observat una associació entre el 

genotip del VHC o la càrrega viral i la gravetat de la recidiva.
 24

  

 

1.6. Diagnòstic i monitorització de la infecció per virus de l’hepatitis C 

 
La fase aguda de la infecció pel VHC és difícil de diagnosticar degut a l‟evolució asimptomàtica 

en el 70% dels pacients, la inexistència d‟una prova serològica fiable i específica per a la 

quantificació d‟anticossos IgM i degut a què la majoria dels marcadors virals són comuns entre 

l‟hepatitis aguda i la crònica. Aproximadament el 25% dels pacients amb hepatitis C aguda 

presenten ictericia i del 10-20% desenvolupen símptomes gastrointestinals (nàusees, vòmits o 

dolor abdominal) acompanyats d‟elevació de les transaminases. 

Dels individus infectats pel VHC, el 70-80% evolucionen cap a infecció persistent mentre que el 

20-30% restant resolen espontàniament la infecció. La figura 3 mostra la seqüència temporal 

d‟aparició d‟anticossos, marcadors de replicació i l‟alteració enzimàtica durant la infecció aguda 

amb evolució cap a resolució espontània (a) o amb evolució cap a persistència viral (b).  

 

     

 

 

Figura 3. Cinètica dels marcadors del VHC després de la infecció. Seqüència temporal d’anticossos 

anti-VHC, ARN VHC i ALT durant la infecció aguda amb evolució cap a resolució espontània (a) o cap a  

persistència viral (b). [Rehermann B and Nascimbeni M . Nature Immunology Reviews 2005; 5: 215-229]. 

(a) 

 

(b) 

 



Introducció 

17 

 

Els anticossos anti-VHC es detecten entre la setmana 6-8 després de l‟exposició viral, 

generalment coincidint amb una elevació de les transaminases, tot i que cal destacar que fins a 

un 3% dels pacients amb hepatitis crònica C poden no seroconvertir. La presència d‟ARN 

circulant es pot detectar ja a partir de la segona setmana de l‟exposició aconseguint nivells de 

replicació màxims abans de l‟aparició dels signes biològics d‟hepatitis aguda. L‟ARN viral 

desapareix ràpidament en pacients que resolen espontàniament la infecció o descendeix fins a 

estabilitzar-se en pacients que evolucionen cap a hepatitis crònica. Durant la infecció crònica 

els nivells d‟ARN són molt estables i no mantenen cap relació amb la gravetat de la lesió 

hepàtica
 27,28

. En pacients que experimenten una resolució espontània els nivells d‟anticossos 

van disminuint gradualment al llarg del temps, fins desaparèixer al cap d‟una dècada de 

l‟exposició viral. 

 

1.6.1. Mètodes de detecció dels marcadors virals 

 
A. Detecció d’anticossos anti-VHC 

 
La detecció d‟anticossos en sèrum es realitza mitjançant tècniques d‟immunoassaig enzimàtic 

(EIA) de tercera generació basats en captura d‟anticossos enfront a epítops presents a les 

proteïnes recombinants virals (core, NS3, NS4 i NS5) fixades a microplaques o microesferes 

25,26
. En individus immunocompetents amb hepatitis crònica la sensibilitat i l‟especificitat 

d‟aquesta tècnica és >99%
 25

. No obstant, existeix un període finestra de 4-8 setmanes des de 

l‟exposició viral fins a la seroconversió que no poden detectar els immunoassajos enzimàtics. A 

part, aquests tests poden generar falsos negatius en pacients immunodeprimits degut a la 

disminució del títol d‟anticossos 
26

. Els resultats positius d‟EIA es confirmen mitjançant assajos 

específics d‟immunoblot, els quals contenen els mateixos antígens del VHC que el test EIA, 

disposats separadament sobre una tira junt amb superòxid dismutasa per a detectar anticossos 

no específics. Un resultat positiu d‟immunoblot queda definit per la reactivitat enfront a dos o 

més antígens del VHC. La reactivitat enfront a un únic antigen es considera un resultat 

indeterminat, mentre que l‟absència de reactivitat enfront als antígens virals o la reactivitat 

solament enfront a SOD es considera un resultat negatiu. Els immunoblots presenten 
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generalment menor sensibilitat però major especificitat que el mètode EIA, per tant, resulta 

perfecte com a test confirmatori 
26

. 

 

B. Determinació de l’ARN VHC circulant 

 
L‟assaig més específic per a la determinació de la infecció viral és la detecció de l‟ARN VHC 

mitjançant tècniques de PCR o d‟amplificació isotèrmica mitjançant transcripció (TMA) 
26-30

. La 

determinació de l‟ARN circulant pot ser qualitativa (present o absent) o quantitativa (nombre de 

còpies virals expressat en unitats internacionals). Existeixen dos tècniques d‟amplificació per a 

la detecció qualitativa de l‟ARN viral, basades en PCR i TMA
 26,27,30

. Degut a la seva elevada 

especificitat (>99%) i el baix límit de detecció que presenten (50 UI/ml i 10 UI/ml, 

respectivament), són tècniques especialment útils per detectar períodes finestra (presència 

d‟ARN VHC sense seroconversió) o presència de virèmia en pacients immunodeprimits.  

El mètode de la PCR quantitativa és útil per a predir la resposta al tractament i les recurrències, 

tot i que la virèmia no correlaciona amb la severitat de l‟hepatitis i la progressió de la fibrosi 
28

. 

Existeixen diferents tècniques comercials disponibles per a la quantificació de l‟ARN viral amb 

un límit inferior de detecció de 20-615 UI/ml, una especificitat >98-99% i normalment són 

independents del genotip viral 
29-30

. 

 

C. Determinació del genotip viral 

 
El coneixement del genotip viral és essencial per a la predicció de la resposta i la monitorització 

del tractament antiviral. El mètode de referència és la seqüenciació directa de les regions 

NS5B, E1 o E2 del genoma viral circulant, seguit de l‟alineament i l‟anàlisi filogenètic amb 

seqüències consens. No obstant, en clínica s‟utilitza mètodes comercials basats en la 

seqüenciació de la regió 5‟ no codificant o en la hibridació inversa del producte amplificat amb 

sondes específiques de genotip de la mateixa regió fixada a un suport de nitrocel·lulosa. Els 

dos mètodes detecten correctament els 6 genotips principals, tot i que no aconsegueixen 

identificar el subtipus en el 10-25% dels casos (a la pràctica clínica no té rellevància). També hi 

ha tècniques de detecció de serotip del VHC basades en EIA competitius. No obstant, aquesta 

tècnica només permet identificar el genotip en el 90% dels pacients immunocompetents, tot i 
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que no és infreqüent la reactivitat mixta enfront a més d‟un serotip i la tècnica no permet 

identificar el genotip real del virus circulant
 25,26,29

. 

 

1.6.2. Mètodes d’avaluació del dany hepàtic 

 
Per a determinar el grau de dany hepàtic normalment s‟utilitza la biòpsia hepàtica tot i que 

presenta limitacions tals com la variabilitat entre mostres i la severitat entre els possibles 

efectes secundaris, principalment en pacients amb coagulopaties o ascitis
 31-33

. Actualment 

s‟estan avaluant altres tècniques no invasives per determinar el dany hepàtic, tals com els 

marcador serològics, els mètodes radiològics o els estudis genètics 
34

. Els marcadors 

bioquímics utilitzats per a l‟avaluació del dany hepàtic són la bilirubina i l‟albúmina 
35

. Pel que 

respecta als mètodes d‟imatges cal destacar l‟elastografia hepàtica (Fibroscan) 
36

.  

 

1.6.3. Algoritme de cribatge pel VHC al Banc de Sang i Teixits de Catalunya 

 
Actualment, el mètode de cribatge pel VHC al Banc de Sang i Teixits de Catalunya és la 

determinació d‟anticossos anti-VHC per EIA i, en cas positiu, la realització del RIBA com a 

tècnica confirmatòria. Simultàniament es determina l‟ARN VHC en mostra individual mitjançant 

la tecnologia TMA (límit de detecció 3,6 UI/ml). Un resultat positiu de TMA és confirmat 

mitjançant una PCR “in house” específica del VHC amb un límit de detecció de 17 IU/ml. 

L‟algoritme utilitzat en el Banc de sang i Teixits de Catalunya pel cribatge de VHC està 

especificat a la figura 4. 

 
Interpretació de l’algoritme: 

 
1. Resultats negatius d‟anti-VHC i d‟ARN VHC, el donant no presenta infecció pel VHC i el 

producte és apte per a la transfusió. 

2. Resultats positius d‟anticossos per EIA acompanyats d‟una càrrega viral positiva (TMA 

positiu) estem davant d‟una infecció crònica pel VHC. Només en els casos amb resultats de 

donacions prèvies de laboratori negatius i ALT elevades estarem parlant d‟una infecció aguda 

pel VHC. Al donant se l‟exclou definitivament com a donant de sang. 
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3. Resultats positius d‟EIA amb càrrega viral negativa (TMA negatiu). En aquests casos es 

realitza un test confirmatori de RIBA: 

a) Si el RIBA és negatiu, el pacient es considera no infectat pel VHC i fals positiu 

d‟EIA. Pot tornar a donar sang.

b) Si el RIBA és positiu el pacient representa un dels 20-30% dels casos de 

resolució espontània de la infecció. S‟exclou definitivament de la donació.

c) Si el RIBA és indeterminat pot ser una resolució espontània del VHC amb 

pèrdua d‟anticossos o bé un fals positiu de la tècnica. S‟exclou permanentment 

al donant de sang. 

4. Resultats negatiu d‟anticossos (EIA negatiu) i ARN VHC positiu estem davant d‟un 

període finestra de VHC, és a dir, d‟una infecció recent que encara no ha seroconvertit i 

s‟exclou definitivament al donant.

Els punt 2, 3 i 4 anteriorment citats segueixen la normativa dels Bancs de Sang del Real Decret 

1088/2005 i es confirmen, amb la mesura del possible, amb una segona mostra del donant. 
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anti VHC 
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                 Figura 4. Algoritme de cribatge pel VHC al Banc de Sang i Teixits de Catalunya  



Introducció 

21

1.7. Immunitat innata i adquirida en la infecció pel VHC 

La relació entre el VHC i l‟hoste és dinàmica; el virus intenta silenciar la seva presència per 

poder coexistir, mentre que el sistema immune de l‟hoste intenta eliminar la infecció viral sense 

autolesionar-se. El balanç entre aquestes dos forces biològiques depèn de la cinètica de 

replicació del virus, així com de la qualitat i la quantitat de la resposta del sistema immune. 

1.7.1. Immunitat innata: sistema de l’interferó

El sistema del interferó tipus I, el qual involucra principalment IFN-α i IFN-β, és un sistema de 

defensa intracel·lular universal i poderós enfront als diferents virus 37 (Fig. 5). La via de 

senyalització dels IFN-α/β activa l‟expressió de més de 300 gens implicats en l‟estimulació 

d‟IFN (ISGs) els quals presenten funcions antivirals, antiproliferatives i immunomoduladores.

Les proteïnes induïdes per l‟IFN inclou enzims, factors de transcripció, glicoproteïnes de 

superfície cel·lular, citocines, quimiocines i un elevat nombre de factors que encara no han 

estat caracteritzats 38
. En la figura 5 s‟esquematitza el procés d‟activació del sistema de 

l‟interferó tipus I com a resposta inicial hepàtica de l‟hoste enfront la infecció pel VHC 38-40.
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Figura 5: Resposta immune innata. Via senyalització de l’IFN-α/β.
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1.7.2. Immunitat adaptativa  

Diversos estudis han demostrat que les respostes de les cèl·lules CD4+ i CD8+ específiques del 

VHC són essencials per a l‟eliminació viral (Fig. 6) 
41-45. Les cèl·lules CD8+ són les principals 

cèl·lules efectores amb capacitat antiviral. Aquestes reconeixen de manera antigen específica 

els pèptids virals presentats per les molècules HLA de classe I, presents a la superfície de les 

cèl·lules infectades, i activen tant els mecanismes antivirals amb capacitat citolítica (eliminació 

dels hepatòcits infectats) com no citolítica (secreció d‟IFN-γ i de TNF-α, que eliminen o 

suprimeixen la replicació viral sense generar la mort de l‟hepatòcit infectat). Per altra banda,  

les cèl·lules CD4+ reconeixen els pèptids virals presentats per les molècules HLA de classe II, 

presents a la superfície de les cèl·lules presentadores d‟antigen, tot començant un procés 

d‟expansió i diferenciació clonal cap a cèl·lules CD4
+

helper tipus Th1 (productores d‟IL-2, 

d‟IFN-γ i de TNF-α) i Th2 (productores d‟IL-4, d‟IL-5, d‟IL-6 i d‟IL-10). Les citocines Th1 

produïdes pels limfòcits CD4+ són essencials per a la inducció i el manteniment de les 

respostes CD8+ citotòxiques, mentre que les citocines tipus Th2 estimulen la producció 

d‟anticossos per part de les cèl·lules B. En individus immunocompetents, tot i la presència 

d‟anticossos enfront a les proteïnes virals, aquests no són neutralitzants i, per tant, no poden 

eliminar el virus ni protegir de reexposicions futures.  
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Figura 6: Immunitat adaptativa en la infección pel VHC
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A. Fase aguda en la infecció pel VHC  

 
El perfil de resposta immune enfront al VHC ha estat àmpliament estudiat en humans i 

ximpanzés, i ha permès determinar la correlació entre el tipus i el vigor de la resposta i la 

persistència o resolució de la infecció 
41-63

 (Fig. 7).  

 

 

 

 

 

En l‟hepatitis aguda, la replicació es detecta ja des de la primera setmana de la infecció, 

arribant al seu pic màxim a les quatre setmanes. La resposta CD8 citotòxica coincideix amb 

l‟elevació de les transaminases (ALT) a les 6 – 8 setmanes de la infecció. Inicialment es tracta 

de limfòcits CD8
+
/CD38

+
 que no produeixen interferó, molt eficaços en la destrucció dels 

hepatòcits infectats però, per si sols, incapaços de controlar el nivell de replicació viral i acabar 

amb la infecció. Quasi simultàniament, apareix una resposta CD4
+
 potent i multiespecífica, 

productora de citocines tipus Th1 (IFN- γ i IL-2), que coincideix amb una disminució de la 

càrrega viral, normalització de les transaminases i un canvi fenotípic (pèrdua d‟expressió de 

CD38) i funcional (producció d‟IFN-γ) en els limfòcits CD8
+
 

43,49
. Els perfils d‟activació gènica 

dels hepatòcits en fase aguda de ximpanzés infectats, mostren una correlació directa entre 

l‟expressió de gens induïts per l‟IFN-γ e l‟inhibició de la replicació viral, que suggereix que el 

Figura 7: Curs clínic i virològic de la infecció aguda per VHC. a) Evolució cap a la resolució 

espontània de la infecció. b) Evolució cap a la persistència viral. [Rehermann B. J Clin Invest 2009; 

119(7): 1745-1754]. 
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VHC és susceptible a les citocines alliberades pels limfòcits CD4
+
 i CD8

+
, i especialment a 

l‟IFN-γ 
47,51

. La persistència de la resposta CD4
+
 Th1 s‟associa amb l‟erradicació completa de la 

infecció i, per tant, la resolució espontània (Fig. 7a), mentre que l‟absència d‟una resposta CD4
+
 

Th1 o una marcada reducció en la intensitat de resposta genera la reaparició viral i la 

instauració de la infecció persistent (Fig. 7b)
 37

. 

En els pacients que resolen la infecció, tant la resposta CD4
+
 Th1 com la resposta CD8

+
, es 

manté de forma indefinida, mentre que el nivell d‟anticossos anti-VHC disminueix 

progressivament fins desaparèixer durant la primera o la segona dècada postexposició 
37

. Això 

explica la freqüent detecció de resposta immune cel·lular en pacients seronegatius amb elevat 

risc d‟exposició viral 
60,61

 i especialment en dones de pacients portadors (anti-VHC positiu i ARN 

VHC positiu) 
61,62

, confirmant que l‟exposició i resolució espontània de la infecció pel VHC és 

molt més freqüent del que els tests serològics poden detectar. La immunitat generada en 

individus amb infecció resolta espontàniament no protegeix totalment de la reinfecció, tot i que 

sembla que presenten menys risc a la reinfecció que els individus que mai han estat infectats 

pel virus 
63

. 

    

B.  Infecció crònica C 

 
La infecció persistent es caracteritza per la compartimentarització intrahepàtica de limfòcits 

CD8
+
/CD28

-
 disfuncionals 

64
, amb fenotip anèrgic 

65-67
 (incapacitat de produir IFN-γ i IL-2) 

capaços de reconèixer i destruir els hepatòcits infectats, i la presència de limfòcits T CD8
+
 

específics d‟antigen amb funció reguladora / inhibidora 
65

. En sang perifèrica i fetge, hi ha 

presència de limfòcits CD4
+
 anèrgics amb poca resposta secretora Th1 (IFN-γ i IL-2) o Th2 (IL-

10 i IL-4) 
52, 66

, i poca capacitat proliferativa per l‟alteració de la producció d‟IL-2 
59

, i un excés de 

limfòcits T CD4
+
CD25

+
 amb activitat reguladora 

67
. La incapacitat de l‟hoste per controlar la 

replicació viral en la infecció crònica C és sorprenent, ja que l‟expressió hepàtica de molècules 

d‟HLA, molècules d‟adhesió i Fas està augmentada i hauria d‟afavorir la citòlisi dels hepatòcits 

infectats. Tot i que la resposta immune específica és massa dèbil per eliminar la infecció, és 

suficientment activa per induir lesió hepatocel·lular de lenta evolució. Això és possible ja que la 

capacitat citolítica de les cèl·lules T específiques del VHC és relativament fàcil d‟induir amb 

petites dosi d‟antigen i no requereix l‟activació completa dels limfòcits T 
65

.  
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1.8. Mecanismes de persistència viral    

El mecanismes determinants de la persistència del VHC és desconeixen. El VHC utilitza 

diverses estratègies per evadir els mecanismes de defensa intracel·lular entre ells l‟acció de 

l‟interferó α/β, tant endogen com exogen, mitjançant una complexa combinació de processos 

que inclouen la interferència de les cascades de senyalització, la modulació de l‟acció efectora i 

la contínua variació genètica (quasiespècies virals). Això permet la persistència i replicació 

intracel·lular del virus sense la destrucció de l‟hepatòcit infectat, tot i que no explica la 

persistència de la infecció després de la instauració de la resposta immune adaptativa.  

1.8.1. Mecanismes d’evasió de la resposta immune innata

Una de les estratègies que utilitza el VHC per evadir els mecanismes de defensa intracel·lular 

és la inhibició de la via de síntesis de l‟interferó α/β mitjançant una complexa combinació de 

processos 37-40 (Fig. 8).  
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Figura 8: Mecanismes d’evasió de la resposta immune innata pel virus
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Totes aquestes estratègies d‟escapament viral s‟han identificat bioquímicament o mitjançant 

cultius cel·lulars transfectats, i per tant, s‟hauria de comprovar directament al fetge infectat. Tal i 

com explicarem posteriorment, els nous inhibidors de les proteïnes virals que estan actualment 

en fases de desenvolupament podrien no solament inhibir el processament de la poliproteïna 

viral, sinó que també podrien restaurar la resposta immune innata. 

 

1.8.2. Mecanismes d’evasió de la resposta immune adaptativa 

 
A. Mecanismes d’escapament mutacional 

 
El VHC presenta una elevada taxa mutacional degut a l‟elevada velocitat de replicació i la 

carència d‟activitat correctora de l‟ARN polimerasa viral. Això genera que el virus aïllat d‟un sol 

individu presenti una gran diversitat de subtipus virals anomenades quasiespècies, les 

seqüències de les quals varien en pocs nucleòtids. Aquest fet provoca canvis en els epítops 

reconeguts tant per les cèl·lules B com per les cèl·lules T, i en conseqüència, els anticossos i 

els limfòcits CD4
+
 i CD8

+
 específics del virus no són capaços de reconèixer i neutralitzar els 

nous mutants 
68, 69

 (Fig. 9). Un estudi molt recent mostra que les mutacions virals es produeixen 

més freqüentment en epítops MHC de classe I 
70

.  Molts estudis han demostrat l‟aparició de 

mutants d‟escapament enfront a la resposta CD8
+
 

71-74
, tot i que aquests apareixen i queden 

fixats durant la infecció aguda degut a l‟alteració funcional precoç de la resposta citotòxica 
74

. 

A més, la glicoproteïna E2 es caracteritza per presentar a l‟extrem N-terminal una regió amb 

una taxa mutacional altíssima, anomenada regió hipervariable (HVR-1), la qual confereix 

propietats d‟escapament del sistema immunitari de l‟hoste
 70

. 

 

B. Exhauriment de la resposta de les cèl·lules T 

 
Un altre dels mecanismes d‟evasió del VHC a la resposta immune adaptativa pot ser l‟alteració 

primària en la inducció de la resposta de les cèl·lules T, o l‟esgotament d‟una resposta cel·lular 

inicialment vigorosa 
42-55

. Els mecanismes responsables d‟ambdós alteracions no estan clars, 

tot i que es suggereix que la presentació de l‟antigen per part de les cèl·lules dendrítiques i els 

macròfags estaria deteriorada resultant en l‟activació poc efectiva de les cèl·lules T 
75,76

. 

Recordar que les cèl·lules dendrítiques reconeixen els antígens estranys i propis als teixits 
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perifèrics, els capturen i els processen, migren cap als teixits limfoides, expressen les 

molècules coestimuladores, i presenten els pèptids a través de les molècules HLA de classe I i 

II generant l‟activació de la resposta CD8
+
 o CD4

+
 respectivament. Aquests antígens exògens 

provinents de patògens indueixen a les cèl·lules dendrítiques un procés de maduració 

caracteritzat per gran capacitat migratòria, la presentació de l‟antigen i l‟activació dels limfòcits 

T. Les CD madures a part d‟expressar les molècules coestimuladores necessàries per 

presentar correctament l‟antigen e induir una resposta cel·lular eficaç, són capaces de secretar 

TNF-α i IL-12 que facilita la polarització de la resposta cel·lular del tipus Th1, és a dir, 

productora d‟IFN-γ i d‟IL-2 
77, 78

, i resistència a la infecció viral 
79

.
 
Estudis realitzats in vivo amb 

cèl·lules dendrítiques de sang perifèrica de pacients amb la infecció persistent, demostren una 

capacitat alloestimuladora deficient, correlacionada amb la disminució en la secreció d‟IFN-γ i 

d‟IL-12
 80-82

. Varis estudis també demostren que la proteïna del core bloqueja la maduració de 

les CD i provoca una activació anormal dels limfòcits CD4
+ 80

, al igual que suprimeix la inducció 

de la resposta T citotòxica. A més, la proteïna del core s‟uneix al receptor del complement C1q 

present a les cèl·lules T i als macròfags, disminuint la síntesi d‟IL-12 en macròfags i disminuint 

la proliferació, producció d‟IL-2 i d‟IFN-γ per part dels limfòcits T específics 
83

. Altres estudis han 

demostrat que aquestes cèl·lules T específiques disfuncionals expressen el receptor d‟inhibició 

PD-1 a la superfície 
84

, el qual és el resultat de l‟estimulació antigènica persistent i disminueix 

quan apareixen canvis en els epítops de les cèl·lules T degut a mutants del VHC. La interacció 

del PD-1 amb el seu lligand, PD-L1 (expressat en cèl·lules endotelials, cèl·lules Kupffer, 

cèl·lules estrellades i hepatòcits exposats a IFN tipus I en el fetge), inhibeix la seva funció 

efectora i indueix l‟apoptosi de les cèl·lules T
  85

. Per altra banda un excés de l‟estímul antigènic 

en condicions subòptimes de coestimulació podria donar lloc a la depleció de cèl·lules T 

específiques del virus  com ja s‟ha demostrat en el cas del virus de la coriomeningitis limfocítica 

(LCMV)
 86

 en ratolins adults o la ràpida inducció de la mort cel·lular induïda per activació, en 

aquest cas en el fetge
 87

.  
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C. Anèrgia funcional  

 
El mecanisme possiblement més important d‟evasió del sistema immune és l‟anèrgia funcional 

de les cèl·lules T específiques del VHC. Les cèl·lules T CD8
+
 presenten alteracions en la 

capacitat de proliferació, citotòxica, i de secreció d‟IFN-γ i de TNF-α després de l‟estimulació 

antigènica, presentant un fenotip “atordit” (de l‟anglès, stunned). Aquesta disfunció dels 

limfòcits CD8
+
 ja s‟observa des de les primeres etapes de la fase aguda independentment de 

l‟evolució de la infecció 
88-92

. No obstant, en pacients amb un curs autolimitat de la infecció, la 

recuperació de les funcions de les CD8
+
 s‟associen en el temps amb un significant descens de 

la virèmia i la resolució de la malaltia. En contra, la funció de les CD8
+
 es manté suprimida en 

pacients que evolucionen cap a la cronificació
 92

. De forma interessant, aquestes alteracions 

funcionals de les CD8
+
 específiques del VHC també s‟associen amb un fenotip de diferenciació 

immadur 
93

. A més, les cèl·lules CD8
+
 intrahepàtiques específiques del VHC també estan 

alterades en la seva capacitat de síntesi d‟IFN-γ, tot i que s‟acumulen en grans quantitats al 

fetge
 58

. Hi ha més evidències de què les cèl·lules T reguladores (CD4
+
FoxP3

+
CD25

+
) 

contribueixen a la disfunció de les cèl·lules T CD8
+
 específiques del VHC, tot i que es 

desconeix el mecanisme
 65, 67

. També s‟ha identificat una població de cèl·lules T reguladores 

CD8
+
 intrahepàtiques productores d‟IL-10 les quals podrien afavorir la persistència viral, però 

evitant la progressió de la fibrosi
 65, 94

. 

 
En resum, diferents mecanismes poden contribuir a l‟evasió de la resposta immune adaptativa 

per part del virus. No obstant, hi ha evidències de què la instauració precoç de la tolerància de 

la resposta CD4
+
 juga un paper molt important en la persistència viral. De fet, les 

característiques de la resposta immune durant la infecció crònica (persistència CD8
+
 de 

memòria amb alteració funcional i fenotip anèrgic incapaces d‟induir noves respostes 

citotòxiques i esgotament de les respostes CD8
+
) són similars a les d‟altres infeccions 

cròniques establertes en absència de limfòcits T CD4
+
 helper, la presència i activitat dels quals 

és imprescindible per mantenir una resposta CD8
+
 efectora, mantenir la supervivència cel·lular 

en presència de l‟antigen persistent i permetre l‟expansió d‟una resposta de memòria enfront a 

la reexposició de l‟antigen
 95-102

. En ximpanzés curats espontàniament, s‟ha demostrat que la 

neutralització de limfòcits CD8
+
 mitjançant anticossos monoclonals allarga la virèmia després 
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de la reinoculació, però la infecció es resol després de la reaparició espontània al fetge de 

CD8+ específics del virus 103
. En canvi, en el mateix model experimental, l‟ablació dels CD4

+

dóna lloc a la infecció persistent després de la reinoculació viral 104.

                                  

Les causes que podrien determinar l‟absència d‟una resposta CD4
+ eficaç podrien ser diverses:   

1. La presentació de l‟antigen per cèl·lules no professionals en absència d‟una 

coestimulació apropiada donaria lloc a un defecte primari en la inducció d‟una resposta Th 

adequada, tot i que en la majoria de les infeccions agudes sembla desenvolupar-se una 

resposta Th amb capacitat de controlar la replicació de forma transitòria 42, 44, 50. 

DISFUNCIÓ DE  
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2.  L‟excés d‟estimulació antigènica en condicions subòptimes de coestimulació donaria 

lloc a la delecció de la resposta Th específica d‟antigen 
100

. No obstant, la dèbil resposta Th 

in vitro durant la infecció persistent no es deu a la delecció o ignorància de la resposta 

CD4
+
. La disminució de la càrrega viral durant el tractament antiviral 

105-108
 o durant les 

primeres fases després del transplantament hepàtic 
109, 110

 és suficient per a la ràpida 

reaparició de la resposta efectora CD4
+
 Th1 en la majoria dels casos.  

 

1.9. Mecanismes de tolerància dels limfòcits T CD4
+
 i VHC 

 
S‟ha descrit que l‟inducció de la tolerància perifèrica enfront a l‟antigen exogen podria instaurar-

se per dos mecanismes 
111-115

:  

 
1. Expansió de limfòcits T reguladors (Treg) específics d‟antigen  

2. Inducció d‟anèrgia perifèrica específica d‟antigen
  

 
En el cas de la infecció pel VHC, una de les hipòtesi és que l‟anèrgia perifèrica es produeix per 

la interacció del receptor antigènic del limfòcit CD4
+
 amb lligands peptídics alterats (LPA) 

116
. 

Aquests no són més que mutants agonistes parcials o antagonistes d‟epítops antigènics en els 

que un canvi d‟aminoàcid permet la seva unió al receptor però no l‟activació completa de la 

cèl·lula. L‟activació incompleta dóna lloc a un estat d‟anèrgia caracteritzat per la pèrdua de 

capacitat proliferativa i de secreció d‟IL-2, que impedeix l‟expansió clonal de la cèl·lula tot i la 

presència d‟IL-2 exògena. Les cèl·lules anèrgiques, tot i la seva incapacitat per a l‟expansió 

clonal, poden mantenir certa funció efectora (secreció d‟IL-10), i mantenir capacitat citolítica 

116,117
. Per altra banda, els limfòcits CD4

+
 toleritzats per epítops mutats tenen capacitat 

reguladora i suprimeixen la resposta de les cèl·lules naïve o de memòria de forma antigen-

específica i dosis-dependent. També poden exercir supressió creuada i suprimir la resposta de 

limfòcits T enfront a altres epítops copresentats per la mateixa cèl·lula presentadora d‟antigen 

118,119  
i la cèl·lula anèrgica pot adquirir fenotip regulador o induir-lo a altres cèl·lules durant la 

seva interacció amb la cèl·lula dendrítica. 
 

Tenint en compte la ràpida replicació del VHC i la seva extrema variabilitat genètica, l‟estructura 

en quasiespècies, i la contínua generació d‟epítops mutants amb activitat agonista parcial o 

antagonista, la instauració de la tolerància adaptativa de la resposta CD4
+
 en la infecció pel 
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VHC sembla inevitable. De fet, sembla existir una correlació evident entre el tamany del inòcul 

infectant i, per tant, el grau de la seva complexitat genètica i l‟evolució de la infecció, de forma 

que un elevat percentatge de pacients exposats a inòculs petits, redueixen al màxim la 

diversitat de la població viral infectant i resolen la infecció espontàniament. Així, s‟ha observat 

resposta immune cel·lular específica d‟antígens (principalment proteïnes no estructurals virals), 

en absència de seroconversió o virèmia en drogoaddictes, personal sanitari, nou-nats de mares 

portadores o contactes sexuals de persones infectades 
120,121

. En aquestes situacions, 

l‟homogeneïtat de la població viral que inicia la infecció impediria generar la diversitat suficient 

per a induir tolerància enfront a una resposta CD4
+
 multiespecífica que eradicaria la infecció 

ràpidament. 

S‟han descrit epítops mutants antagonistes o inductors de secreció d‟IL-10 tant en proteïnes 

estructurals com en no estructurals del VHC així com presència de limfòcits T reguladors, tant 

CD4
+
 com CD8

+
, en pacients amb infecció persistent 

122
. L‟aparició de mutants inductors 

d‟anèrgia en algun dels epítops immunodominant d‟una proteïna estructural com la NS3 té un 

efecte dramàtic sobre la resposta Th1 global enfront al virus 
123-126

.  

 

1.10. Altres aspectes immunològics rellevants en la infecció pel VHC 

 
1.10.1. Activació de limfòcits T CD4

+
 

 
L‟activació dels limfòcits T naïve es produeix després del reconeixement per part del TCR/CD3 

de la molècula HLA i el pèptid presentat per les cèl·lules presentadores d‟antigen  juntament 

amb altres processos, com són l‟activació d‟altres molècules coestimuladores presents a la 

membrana, les quals són necessàries per a la correcta activació del limfòcit T (Fig. 10) 
126-128

. 

                        

 
Figura 10: Molècules que participen en la sinapsis entre el limfòcit T i la cèl·lula 

presentadora d’antigen. [Muñoz E, Peña J]. 
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Per a l‟activació del limfòcit T CD4
+
 són necessàries dues senyals; la primera senyal, és la que 

indueix el receptor del limfòcit T (TCR) amb el complex MHC-Ag, que juntament amb la 

molècula d‟adhesió LFA-1, indueix l‟expressió del CD154 (CD40L) a la cèl·lula T responedora; 

en segon lloc, el CD40L interacciona amb el CD40 present a la membrana de les CPA generant 

l‟estimulació bidireccional, és a dir, transmeten senyals d‟activació al limfòcit T i activant la 

cèl·lula presentadora d‟antigen i induint la síntesi de molècules B7 (CD80 i CD86). Les 

molècules B7 s‟uneixen amb el CD28 de les cèl·lules T 
128-133

 i produeixen la segona senyal 

necessària per a l‟activació completa del limfòcit i evitar així la inducció d‟anèrgia cel·lular. No 

obstant, hi ha molècules relacionades amb el CD28, tals com el CTLA-4 (CD152), que també 

s‟expressen a la superfície del limfòcit T i són lligands de les molècules B7. El CTLA-4 s‟uneix a 

les molècules B7 amb una afinitat 20 vegades superior al CD28, i indueix senyals inhibitòries a 

les cèl·lules T activades. Aquesta interacció fa que les cèl·lules T siguin menys sensibles a ser 

estimulades i limita la producció d‟IL-2, evitant així la seva proliferació.  

   La interacció CD40/CD40L és imprescindible per l‟activació de les CD4
+
, ja que la carència 

d‟interacció resulta en una expansió ineficient de cèl·lules T específiques d‟antigen, en una 

reducció en la producció d‟IL-12 per cèl·lules dendrítiques i macròfags i la polarització  de la 

resposta immune cap a un tipus Th2
 134-137

. Estudis in vivo han demostrat que els limfòcits T 

CD4
+
 dels pacients en tractament amb RBV presenten un augment de l‟expressió del CD154 en 

la superfície, fet que es correlaciona amb l‟augment de l‟activitat CTL així com l‟efecte antiviral 

important
  
de la ribavirina 

138
.  

 



Introducció 

33 

 

1.10.2. Regulació de l’homeòstasi de les cèl·lules T 

 
Els mecanismes homeostàtics controlen el tamany del pool de cèl·lules T madures, originant un 

progressiu augment del nombre de limfòcits T en l‟etapa de joventut seguit d‟un manteniment 

constant en l‟etapa adulta, per tant, la proporció de cèl·lules T amb fenotip naïve vs. madur 

reverteix gradualment amb l‟edat degut a l‟exposició antigènica. La proliferació de les cèl·lules T 

perifèriques es pot produir inclús en absència d‟activació per tal de mantenir el steady-stage, i 

s‟anomena proliferació basal o espontània . Pel manteniment de l‟homeòstasi es requereix un 

equilibri molt delicat entre els mecanismes que regulen la proliferació i la mort cel·lular. Les 

citocines amb cadena γc, concretament la IL-7 i la IL-15, i els contactes amb els complexos 

MHC que presenta pèptids propis juguen un paper decisiu en l‟homeòstasi, tant de cèl·lules T 

CD4
+
 com de CD8

+
, i tant en cèl·lules de memòria com en naïve 

139-143
.  

Els antígens patogènics activen els limfòcits T naïve induint l‟expansió massiva durant uns dies, 

la qual va acompanyada de l‟adquisició de les funcions efectores requerides per l‟eliminació del 

patogen. Les cèl·lules T naïve (CD4
+
 i CD8

+
) abans de veure l‟antigen presenten un elevat 

nombre de receptors de la IL-7 (IL-7Rα) a la superfície cel·lular a través del quals mantenen la 

supervivència cel·lular. Amb l‟activació antigènica, s‟indueix la producció de la IL-2 la qual 

inhibeix la transcripció i traducció del IL-7Rα, tot i que indueix la síntesi d‟altres receptors de 

citocines, tals com la IL-2Rα (CD25), la IL-4Rα (CD124) i la IL-15Rα. Per tant, durant l‟etapa de 

resposta cel·lular efectora per part de les cèl·lules T, aquestes sobreviuen gràcies a la IL-2 i la 

IL-15, i no pas per la via de senyalització de la IL-7. La majoria de cèl·lules efectores moren al 

cap de poques setmanes, coincidint amb la resolució de la infecció, però una petita fracció 

sobreviuen gairebé indefinidament com a cèl·lules T de memòria
 139, 140

. Aquestes cèl·lules T de 

memòria, tornen a presentar un elevat nombre d‟IL-7R i una disminució del IL-15R. 
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Cèl·lules T CD8
+ 

de memòria 

 
L‟estimulació antigènica via TCR no sembla ser important en la supervivència de les cèl·lules 

CD8
+
 de memòria. En canvi, si sembla estar regulada per les citocina IL-15 i en menys 

freqüència, per la IL-7. Estudis recents han demostrat que la proliferació homeostàtica basal 

està controlada principalment per la IL-15 
144

. Aquest model s‟ha confirmat en tres estudis, on la 

inhibició selectiva de la via de senyalització del receptor de la IL-7 en les cèl·lules CD8
+
 

madures, no permetia l‟activació del dímer STAT5 i conseqüentment la transcripció i expressió 

del Bcl-2, i en canvi, les cèl·lules CD8
+
 antigen específiques i de memòria proliferaven 

igualment 
143-146

.  

 

A. Cèl·lules T CD4
+
de memòria 

 
A l‟igual que en les CD8

+
 de memòria i a diferència de les cèl·lules CD4

+
 i CD8

+
 naïve, la senyal 

del TCR pel contacte amb les MHC és irrellevant per mantenir l‟homeòstasi de les cèl·lules 

CD4
+
 específiques d‟antigen i de memòria 

144
. Tot i que al principi les cèl·lules CD4

+
 de 

memòria es creia que proliferaven independentment de les citocines γc, actualment es coneix 

amb certesa que la IL-7 manté la supervivència d‟aquestes i sembla ser imprescindible pel 

manteniment de la homeòstasi en condicions de limfopènia
 144,146

. Estudis recents mostren que 

les cèl·lules T CD4
+
 específiques d‟antigen necessiten contacte amb la IL-7 i la IL-15 per 

mantenir la proliferació homeostàtica basal i també la supervivència a llarg temps
 141,146,148

.  

 

1.10.3. Caracterització fenotípica de les cèl·lules T  

 
L‟expressió de les molècules de superfície de les cèl·lules T naïve es veuen alterades a mesura 

que esdevenen cèl·lules de memòria (Taula 1). Aquests canvis inclouen molècules d‟adhesió, 

receptors de citocines que afecten la migració limfocitària, factors i receptors que promouen la 

supervivència de les cèl·lules de memòria, proteïnes involucrades en funcions efectores 
151

. 

Alguns canvis també incrementen la sensibilitat de les cèl·lules T de memòria específiques 

d‟antigen.  
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Les cèl·lules CD4
+
 i CD8

+
 de memòria es poden diferenciar en dos tipus de subpoblacions; 

cèl·lules de memòria central i cèl·lules de memòria efectora 
149-151

. 

 
1. Cèl·lules de memòria central (TCM), caracteritzades per presenta la molècula 

CD45RO
 
en superfície i expressar els receptors de homing als nodes limfàtics, el CCR7 i la 

integrina CD62L
  152-155

. Aquestes cèl·lules de memòria central són molt sensibles a 

l‟activació pel TCR, i per tant, ràpidament expressen el CD40L com a resposta. No obstant, 

tarden més temps a diferenciar-se cap a cèl·lules efectores (en el cas de les CD4 no estan 

polaritzades cap al tipus Th1 o Th2), tot i que de seguida expressen IL-2 i tenen una vida 

mitja molt més llarga que les cèl·lules de memòria efectora 
153

.  

 
2. Cèl·lules de memòria efectora (TEM), caracteritzades per madurar ràpidament cap a 

cèl·lules T efectores i secreten grans quantitats d‟IL-4, d‟IL-5 i d‟IFN-γ en resposta a 

l‟estimulació antigènica. No presenten el receptor de citocines CCR7 i progressivament 

Molècula Cèl. naïve 
Cèl. memòria 

central 
Cèl. memòria 

efectora 
Comentaris 

CD44 + +++ +++ Molècula d’adhesió cel·lular 

CD45RO + +++ +++ 
Modula la via senyalització del 

receptor TCR 

CD45RA +++ +++ + 
Modula la via senyalització del 

receptor TCR 

CD62L +++ +++ - 
Receptor per a buscar nòduls 

limfàtics 

CCR7 +++ +++ - 
Receptor de citocina per a buscar 

nòduls limfàtics 

CD69 - - +++ Antigen d’activació 

Bcl-2 ++ +++ +/- Promou la supervivència cel·lular 

FasL - + +++ 
Molècula efectora en cèl·lules 

assassines 

CD122 +/- ++ ++ 
Part del receptor de la IL-2 i la IL-

15 

CD25 - - ++ Part del receptor de la IL-2 

CD127 ++ +++ - Part del receptor de la IL-7 

CXCR4 + ++ + 
Receptor de la quimiocina 

CXCL12; controla la migració 
tissular 

CCR5 + +++ ++ 
Receptor de les quimiocines CCL3 

i CCL4; migració tissular 

Taula 1. Fenotipatge de les cèl·lules T naïve i de memòria (central i efectora) 
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també van perdent la molècula d‟adhesió CD62L. No obstant, expressen nivells elevats 

d‟integrines β1 i β2, així com receptors de citocines inflamatòries. Les cèl·lules efectores, 

presenten un temps de vida mitja més curt. 

 
Un estudi molt recent en el qual comparen perfils d‟expressió gènica en cèl·lules TCM 

purificades versus cèl·lules TEM de sang perifèrica humana, revela que les cèl·lules TEM  

mostren una sobreexpressió dels gens implicats en la resposta immune (IFN-γ, el IL-17R, el 

graenzim A, B i K, el CCL4 i el CCL20) així com dels gens pro-apopòtics (FasL i galectina-1), 

mentre que les cèl·lules TCM expressen més gens anti-apoptòtics (RelA, TOSO, CD27, 

STAT5a I pim-2) així com gens implicats en la supervivència i quiescència (LKLF i el ING1). 
15

 

 

1.11. Tractament antiviral del VHC  

 
1.11.1. Tractament antiviral estàndard en pacients naïve 

 
El tractament estàndard actual de l‟hepatitis C consisteix en l‟administració d‟interferó alfa 

pegilat (Peg-IFN-α) i ribavirina (RBV; dosi depenent del pes). La taxa de resposta depèn, entre 

d‟altres factors, del genotip viral. Així doncs, els pacients amb genotips 1 i 4 són els més 

resistents al tractament combinat, amb un 40-60% de resposta viral sostinguda (RVS) després 

de 48 setmanes de tractament
 155-156

 (la resposta viral sostinguda es defineix com l‟absència de 

ARN VHC en sèrum i normalització de les transaminases després de 6 mesos postractament, 

figura 11). Els genotips 2 i 3 són més sensibles, amb taxes de RVS properes al 80-90% i 

pautes de tractament més curtes (24 setmanes) 
155,156

. La resposta al tractament depèn també 

d‟altres factors virològics (la càrrega viral basal, les quasiespècies virals i les mutacions en les 

regions genòmiques del VHC) i de factors de l‟hoste (l‟edat, el sexe, l‟estadi de fibrosi, factors 

metabòlics, l‟origen ètnic, factors ambientals, coinfecció amb el VIH, alcoholisme, nivells de 

ALT, adherència al tractament...) 
157

.  

Els efectes secundaris són freqüents i obliguen a modificar les dosi dels antivirals en 

aproximadament un 42% dels individus, i fins un 14% han de suspendre el tractament 

definitivament 
155,156

. Els efectes secundaris més freqüentment associats a l‟IFN són el 

síndrome pseudo-gripal, l‟alopècia, la depressió i l‟hipertiroïdisme sostingut. Pel que respecta a 
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la ribavirina, són l„anèmia, i en menor freqüència, la faringitis, l‟insomni, el prurito, el rash i les 

nàusees.  

Recentment, la tecnologia dels microxips ha permès identificar un polimorfisme en el gen IL-

28B del cromosoma 19, rs12979860, el qual codifica per a l‟IFN lambda 3, com a factor 

predictiu de resposta al tractament antiviral combinat 158,159. El genotip CC del polimorfisme 

rs12979860 s‟associa a nivells de RVS superior als genotips TT o CT en pacients amb genotip 

1, tant en caucàsics com en hispànics (82% i 78% RVS respectivament en pacients 

homozigòtics CC vs. 33% i 22% respectivament de RVS en pacients homozigòtics TT). En 

pacients afroamericans, tot i que la taxa de RVS ja és inferior als caucàsic i hispànics, el 

genotip CC també s‟associa a factor predictiu positiu (52% d‟afroamericans amb genotip CC pel 

polimorfisme rs12979860 presenten RVS respecte al 18% dels genotips CT i 16% dels genotips 

TT) 158,159. Per tant, la detecció del polimorfisme en el gen IL28B serà una nova eina decisòria 

per al tractament dels pacients no cirròtics.  

Figura 11: Patrons de resposta viral durant el tractament amb PegIFN-α i ribavirina. La línia gris 
representa un perfil de resposta viral sostinguda al tractament antiviral (RVS), és a dir, ARN viral 
indetectable durant el tractament i durant els 6 mesos posteriors; la línia verd clar representa un perfil 
de resposta recidivant, és a dir, negativització de l’ARN durant el temps del tractament i reaparició de 

la replicació viral durant els 6 primers mesos postractament, i les línies verda i vermella representen 
perfils de pacients no-responedors al tractament (no responedors totals i parcials respectivament), ja 
que no consegueixen negativitzar l’ARN viral. [Feld J. Nature 2005; 436: 967-972].
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1.11.2. Tractament antiviral en pacients no responedors o amb recidives  

 
Actualment no existeixen unes recomanacions terapèutiques clares a l‟hora de plantejar el 

retractament de pacients NR i recidivants al tractament estàndard. S‟han realitzat estudis on 

pacients NR a monoteràpia amb IFN-α presenten unes taxes de 28-35% de RVS al retractar-se 

amb PEG-IFN-α i ribavirina i del 10-12% de RVS en pacients tractats anteriorment amb teràpia 

combinada amb IFN-α no pegilat i ribavirina
 160,161

. No obstant, aquests valors són molt 

variables en funció del genotip viral i del dany hepàtic. Aquests pacients retractats amb PEG-

IFN-α i RBV amb genotip 2 i 3 presenten taxes de RVS del 37%, mentre que els individus 

infectats amb el genotip 1 la taxa de RVS és nul·la. A més, les taxes de RVS en pacients NR no 

cirròtics són significativament superiors a les observades en cirròtics (32% vs 0%, 

respectivament) 
162

. Si la recurrència va ocórrer després de tractaments de PEG-IFN + RBV, no 

es té clara quina és la millor estratègia. Instaurar un tractament més llarg podria ser una opció 

vàlida, especialment amb pacients amb fibrosi hepàtica avançada, tot i que les taxes de RVS 

són minses, del 14-16% 
163

.  

 

1.11.3. Tractament de l’hepatitis C després del trasplantament hepàtic 

 
La reinfecció de l‟empelt es produeix de forma universal en pacients amb transplantament 

hepàtic, i degut a la immunosupressió, la resolució espontània de la infecció és molt 

excepcional. Una de les estratègies consisteix en el tractament precoç postrasplantament 

durant les 2-6 primeres setmanes després de la cirurgia, quan no hi ha evidències clíniques ni 

histològiques d‟hepatitis sobre l‟empelt. Des d‟un punt de vista teòric aquesta seria una bona 

opció de tractament ja que intentaria eliminar la infecció abans de l‟aparició de la lesió 

histològica, la qual progressa molt ràpidament cap a cirrosi en aquest grup de pacients. El 

tractament antiviral amb PEG-IFN-α + RBV és molt poc eficaç en la fase aguda de la infecció 

en aquests individus immunosuprimits, obtenint taxes de RVS al voltant del 18% en pautes de 

tractament de 48 setmanes 
164

. Aquests nivells de resposta tant baixos es deuen principalment 

a la baixa tolerabilitat (dosi subòptimes) i als nombrosos efectes secundaris (anèmia hemolítica, 

leucopènia, plaquetopènia i astènia) 
164

.   
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Degut als resultats poc esperançadors, el tractament s‟inicia després de varis mesos 

postrasplantament, quan ja s‟ha constatat una lesió histològica significativa, la tolerància 

sembla ser major després del primer any postrasplantament, els nivells d‟immunosupressió són 

menors i la càrrega viral més baixa, obtenint unes taxes de RVS del 39% (rang del 26-50%)
 

amb tractaments de 48 setmanes amb PEG-IFN + RBV 
165,166

.  

 

1.11.4. Noves teràpies  

 
Degut a l‟eficàcia limitada del tractament actualment disponible (principalment enfront al genotip 

1 i 4) i els efectes secundaris que genera, s‟estan investigant activament nous tractaments que 

substitueixin o reforcin el tractament estàndard actual. Els estudis es troben en diferents fases 

de desenvolupament, des de l‟etapa preclínica més preliminars, fins a la fase IV els més 

avançats. 

 

1.11.4.1 Inhibidors específics del VHC 

 
Els avenços en el coneixement de l‟estructura cristal·lina, la funcionalitat de vàries de les 

proteïnes virals així com el coneixement de les diferents fases de replicació viral, han permès el 

desenvolupament de molècules petites amb capacitat d‟inhibir l‟activitat dels enzims vírics, de 

bloquejar proteïnes estructurals del virus o d‟inhibir la traducció viral. Les dianes han estat 

preferentment la regió IRES, molt conservada, on s‟uneix el ribosoma per tal d‟iniciar la 

traducció de la poliproteïna, les proteïnes de l‟envolta (E1/E2), la NS3 proteasa amb el seu 

cofactor (NS4A), i la NS5B, corresponent a l‟ARN polimerasa, tot i que també s‟han realitzat 

estudis per bloquejar la proteïna p7, que té capacitat de formar canals iònics o la NS5A (Fig. 

12).  

També s‟han desenvolupat inhibidors de les ciclosporines, que són proteïnes essencials per a 

la replicació viral ja que actuen com a cofactors de la NS5B ARN polimerasa. 
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A. Agents antivirals basats en àcids nucleics 

 
Actualment s‟estan dissenyant àcids nucleics sintètics (riboenzims, oligonucleòtids antisentit i 

ARN d‟interferència) amb diana a diferents parts del genoma del VHC, tot i que els resultats 

preliminars són poc prometedors degut a la poca eficàcia antiviral que presenten 
167-170

. 

 

B. Inhibidors de la NS3/4A proteasa  

 
Tal i com hem explicat anteriorment, la NS3/4A proteasa és un membre de la família de les 

quimiotripsines serines proteases i té la funció de digerir proteolíticament la poliproteïna per tal 

de generar els components virals implicats en la replicació de l‟ARN. Hi ha varis inhibidors de la 

NS3/4 serina proteasa en desenvolupament clínic amb elevat potencial antiviral i dos d‟ells en 

fases de comercialització (Taula 2). 

El Telaprevir (VX-950) és un inhibidor específic de la proteasa que mostra una activitat antiviral 

molt potent, tant sol com en combinació amb el PEG-IFN-α i ribavirina 
171

. La triple teràpia 

(Telaprevir/PEG-IFN-α/RBV) presenta una taxa de RVS 25% superior a la observada amb el 

tractament estàndard (PEG-IFN-α/RBV) durant 48 setmanes (triple teràpia 67% RVS i doble 

teràpia sense Telaprevir 41% RVS) i del 20% en tractaments de 24 setmanes (triple teràpia 

61% i doble teràpia 41%) en pacients naïve i genotip 1
172,173

. El telaprevir és pot utilitzar com a 

teràpia de rescat en pacients genotip 1 no responedors o recidivants al tractament 

convencional amb Peg-IFN + RBV 
174,175

. Així els pacients recidivants a la teràpia convencional 
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Figura 12: Principals dianes terapèutiques del VHC. 
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presenten un 88% de RVS amb la triple teràpia Telaprevir/IFN/RBV (24% grup control 

IFN/RBV); els pacients no responedors a tractament previ presentaven una taxa de RVS del 

33% (5% retractament IFN/RBV)
 174

. Pel que respecta al genotip 2 i 3 del VHC, el tractament 

convencional ja és molt eficaç i sembla que el telepravir únicament és eficaç en pacients 

genotip 2
 176

. Tot i els resultats prometedors del telaprevir en quant a l‟activitat antiviral, tant en 

pacients naïve com no responedors o recidivants, s‟hauria de tenir en compte que un 21% dels 

pacients abandonen el tractament degut a efectes secundaris importants, com és el rash de 

grau 3 (en 4% pacients), problemes gastrointestinals o anèmies
 
(11% d‟abandonament en 

tractament PR) i és un inhibidor específic del genotip 1 viral 
172-176

.  

El Boceprevir (SCH 503034) és un altre inhibidor específic de la NS3/4A proteasa 

d‟administració oral en fase de comercialització
 177-181

. Presenta una activitat antiviral molt 

potent en pacients VHC genotip 1. L‟estudi en fase clínica SPRINT-2 demostra que la triple 

teràpia Boceprevir/PEG-IFN-α/RBV en pacients naïve genotip 1 presenta una taxa de RVS del 

68% en pacients d‟origen caucàssic i un 53% en pacients afroamericans (40% i 23% de RVS 

en el grup control respectivament) 
179

. En pacients no responedors al tractament convencional, 

la taxa de RVS és del 66% en tractaments triple (21% RVS en grup control) 
178

, 
189

. A l‟igual que 

el telaprevir, el boceprevir presenta molts efectes secundaris 
178,179

, genera resistències durant 

la primera setmana de tractament antiviral 
181 

 i és un inhibidor específic de genotip 1. Tant el 

telaprevir com el boceprevir actuen independentment del polimorfisme IL28B, per tant són una 

bona teràpia de rescat per aquells pacients crònics naïve amb polimorfisme no-CC pel gen 

IL28B rs12979860. 

A part d‟aquests dos inhibidors existeixen una bateria de fàrmacs inhibidors de la NS3/4A 

proteasa que estan en fases més o menys avançades (Taula 2). El problema principal dels 

inhibidors de la NS3/4A proteasa és que, tot i que presenten una activitat antiviral molt potent, 

presenten una barrera genètica molt dèbil, i moltes vegades, una única mutació en el genoma 

viral confereix resistència al fàrmac. A més, són específics de genotip 1 i, tot i què és el genotip 

predominant i el més resistent a la teràpia estàndard, impossibilita el retractament de pacients 

amb altres genotip. A part, efectes adversos important tals com el rash s‟haurien de controlar, 

ja que és produeix, i no amb percentatges insignificants. 
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C. Inhibidors de la NS5A 

 
La NS5A és una proteïna no estructural del VHC essencial per a la replicació viral i està molt 

conservada en els diferents genotips viral, fent que teòricament un inhibidor d‟aquesta proteïna 

pugui ser eficaç en tots els pacients
 187

. 

 

D. Inhibidors de la NS5B 

 
L‟ARN polimerasa depenent d‟ARN és una altra diana terapèutica molt atractiva i actualment 

s‟estan desenvolupant inhibidors anàlegs de nucleòsids/nucleòtids o molècules no anàlegs de 

nucleòsids. 

 
- Anàlegs de nucleòsids 

 
R7128 s‟administra com a pro-fàrmac i és un potent inhibidor selectiu de la NS5B polimerasa. 

Dades preliminars del tractament triple (R7128/PEG-IFN-α/RBV) en fase II, mostren una 

disminució de la càrrega viral de 5,1 log al cap de 28 dies, en pacients naïve i genotip 1, i no 

sembla que generi efectes adversos importants 
188

.  

 
- No anàlegs de nucleòsids 

 
Els inhibidors de l‟ARN-polimerasa no anàlegs de nucleòsids s‟uneixen al·lostèricament a 

diferents llocs de la superfície enzimàtica alterant la seva estructura i funcionalitat. Actualment 

hi ha diferents fàrmacs en fase II (Taula 2), els quals han demostrat eficàcia antiviral elevada 

durant els primers dies de tractament, especialment el HCV-796 i el BI 207127 
190-193

. Tots 

estan ben tolerats i presenten pocs efectes secundaris a curt termini. No obstant, sí que s‟ha 

observat rash moderat en pacients tractats amb BI 207127
 193

. En contra del que es podia 

esperar, la majoria dels inhibidors no anàlegs de nucleòsids, presenten una eficàcia selectiva 

cap al genotip 1 del VHC, i especialment cap al genotip 1b
 190-193

. 

 

E. Inhibidors de ciclosporines 

 
Les ciclosporines són proteïnes intracel·lulars ubiquitinitzades involucrades en el procés de 

plegament proteic. El DEBIO-25 és el inhibidor de la CsB (cofactor de la NS5B ARN depenent 
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de l‟ARN polimerasa) en fase de desenvolupament més avançada (Taula 2)
 194

. No presenta 

activitat immunosupresiva i és d‟administració oral. Els resultats dels estudis en fase IIa 

mostren una disminució de la càrrega viral de 4,7 log en el dia 29 de la triple teràpia PEG-

IFNα/Ribavirina i DEBIO-25 en pacients naïve i genotip 1, i una disminució de 5,9 log en 

genotip 3 
195

. També existeix un derivat de la ciclosporina A, el SCY-635 amb bons resultats 

preliminars 
196

. El SCY-635 presenta una forta activitat sinèrgica amb els inhibidors de 

proteasa, amb inhibidors de polimerasa i amb el IFN-α i la ribavirina 
196

. Per tant, els inhibidors 

de les ciclosporines serien bons candidats per a pacients amb genotip viral 3 no responedors al 

tractament estàndard degut a què no són selectius de genotip. 

 

Taula 2: Inhibidors específics del VHC 

Nom del fàrmac Companyia Farmacèutica Fase clínica Referència 

Agents antivirals basats en àcids nucleics   

   Ribozomes    

RPI. 13919 Ribozyme Pharmaceuticals Anul·lat 167 

   Oligonucleòtids antisentit    

ISIS  14803 ISIS Pharmaceuticals Anul·lat 168 

   ARN interferència    

siARN consens  Preclínica 169,170 

Inhibidors de la  proteasa NS3/4A    

Telaprevir (VX-950) Vertex Pharmaceuticals IV 171-176 

Boceprevir (SCH 503034) Schering-Plough IV 177-181 

TMC-435 Tibotec / Medivir II 182 

MK 7009 Merck Sharpe and Dohme II 183 

Danoprevir (ITMN-191) Intermune / Roche II 184 

BI-201335 Boehringer Ingeheim II 185 

Narlaprevir (SCH 900518) Schering-Plough II 186 

Inhibidors de la NS5A    

BMS-790052 Bristol-Myers Squibb II 187 

Inhibidors de la NS5B    

   Inhibidors nucleòsids    

R7128 (PSI6130) Roche / Pharmasset II 188 

IDX184 Idenix II 189 

   Inhibidors no nucleòsids    

HCV-796  II 190 

PF-868554 Pfizer II 191 

GS 9190 Gilead II 192 

BI 207127 Boehringer Ingeheim II 193 

Inhibidors de les ciclosporines   

DEBIO 025 Debiopharm II 194,195 

SCY-635 Scynexis I 196 
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1.11.4.2 Agents immunomoduladors 

Actualment està cobrant especial rellevància l‟estudi d‟immunoteràpies que puguin modular la 

resposta immune de l‟hoste o restaurar l‟estat funcional de les cèl·lules T per tal de modificar el 

curs clínic de la infecció (Fig. 13).  

Les principals estratègies d‟immunoteràpia són:

a) Vacunes terapèutiques realitzades amb antígens i epítops immunodominants del VHC. 

b) Antagonistes dels factors inhibidors de les cèl·lules T. 

c) Anticossos neutralitzants anti-VHC per bloquejar la infecció de novo dels hepatòcits. 

d) Administració de citocines recombinants amb activitat antiviral i/o immunomoduladora. 

e) Agonistes dels receptors “Toll like”.

f) Altres agents immunomoduladors. 

CD8+CD8+

CD4+

VHC

VHC

VHC

HepatòcitHepatòcitHepatòcit

VHC

CD4+CD4

CD8+

TCR
MHC+ pèptid

Citoquines

Anticossos
PD-1

TLRCD

MHC+ pèptid

Vacunes terapèutiques: 
pèptids VHC, ADN

Agonistes dels receptors “Toll-like”:
lligand del TLR7 i TLR9

Citoquines:
IFN-γ, IL-12

Anticossos anti-VHC 
neutralitzants

Antagonistes de molècules
inhibidores de les cèl·lules T: 

inhibidor PD-1 o IL-10R

Figura 13. Estratègies d’immunoteràpia pel tractament de l’hepatitis crònica C. 
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A. Vacunes terapèutiques 

 
En la infecció pel VHC els anticossos anti-VHC no són neutralitzants (a diferència de la infecció 

per VHB), mentre que la resposta immune cel·lular tipus Th1 potent i multiespecífica 

(principalment enfront a les proteïnes no estructurals) és essencial pel control de la infecció. 

Amb aquestes premisses, es podria pensar que la inducció de la resposta cel·lular específica 

del VHC abans de la infecció viral seria una estratègia ideal per protegir-nos de la cronificació 

de la infecció. Per altra banda, també es pot buscar una vacuna terapèutica pel tractament de 

persones ja infectades, la qual hauria de tenir la capacitat de revertir el fenotip disfuncional de 

les cèl·lules T dels pacients amb infecció persistent. Per a desenvolupar vacunes terapèutiques 

primerament s‟han d‟identificar els antígens del VHC o epítops de les cèl·lules CD4
+
 i CD8

+
 

apropiats així com el vector. Per la qual cosa, s‟han estudiat diferents estratègies: subunitats 

proteiques, partícules similars als virus, vacunació amb anticossos, vacunació peptídica i 

vectors virals recombinants. 

Actualment, les vacunes amb fase clínica més avançada són les formades per pèptids virals. El 

IC41, és una vacuna formada per 7 pèptids sintètics del VHC que inclou epítops 

immunodominants de les cèl·lules T (4 MHC classe I i 3 MHC de classe II) 
197-199

. El IC41 ha 

demostrat seguretat en 128 individus sans (HLA-A2
+
) i capacitat d‟induir tant la resposta 

específica del VHC de memòria central, com la resposta de les cèl·lules CD8
+
 efectores

 

(producció d‟IFN-γ) 
197

. Adicionalment, pot generar la reversió del fenotip CD8
+
 anèrgic en 

pacients amb infecció persistent tot i que no disminueix la replicació viral ni en monoteràpia ni 

amb tractaments combinats amb PEG-IFN-α i ribavirina 
198,199

. En fase clínica II, també està en 

desenvolupament la vacuna peptídica GI-5005. Estudis preclínics amb ratolins van mostrar que 

la immunització amb el llevat recombinant (Saccharomyces cerevisiae) que expressa la 

proteïna de fusió NS3-Core (GI-5005), és capaç d‟induir limfoproliferació específica de VHC així 

com la resposta CTL associada a un patró Th1 de secreció de citocines
 200

. Després de 

comprovar la seguretat i la tolerabilitat de la vacuna en pacients amb hepatitis crònica C i 

genotip 1, es va observar l‟eficàcia de la vacuna en pacients naïve (70% negativització de 

l‟ARN a la finalització del tractament antiviral triple a la setmana 48 vs. 50% RVS 48 en 

placebo), però no en pacients no responedors al tractament estàndard (32% resposta en 

ambdós grups) 
201

.  
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B. Antagonistes de les molècules inhibidores presents a les cèl·lules T 

 
Les cèl·lules T reguladores (Treg), les citocines inhibidores (IL-10), i els receptors inhibidors 

expressats en la superfície de les cèl·lules T (PD-1 i Tim-3) sembla que són factors que 

indueixen l‟estat anèrgic o disfuncional dels limfòcits T específics de VHC en infecció crònica
 

205
. Amb aquest plantejament, el bloqueig d‟aquests factors inhibidors és una estratègia 

interessant pel tractament de les infeccions virals. Tal i com hem explicat anteriorment el PD-1 

és una molècula que s‟expressa en grans quantitats als limfòcits T disfuncionals degut a què la 

interacció del PD-1 amb el seu lligand (PD-L1) inhibeix la proliferació de les cèl·lules T així com 

la seva funció efectora 
205-207

. El bloqueig de la senyalització de PD-1 pot restaurar 

funcionalment les cèl·lules T CD8
+
 específiques d‟antigen disfuncionals i reduir la càrrega viral 

amb ratolins que presenten la infecció pel LCMV 
208

. Tot i que encara no s‟han realitzat estudis 

d‟immunoteràpia en pacients o en ximpanzés amb infecció crònica C, si que hi ha varis estudis 

que demostren que el bloqueig de PD-1 in vitro augmenta la intensitat de les respostes de les 

cèl·lules T específiques del VHC 
208-212

, que l‟expressió de PD-1 és reversible en absència 

d‟estimulació antigènica 
210

 i que el bloqueig simultani de PD-1 i CTLA-4 exerceix un efecte 

sinèrgic en la restauració funcional de les cèl·lules CD8
+
 específiques del VHC intrahepàtiques 

210
.  

Un altre factor inhibitori és la IL-10, la qual suprimeix la resposta efectora de les cèl·lules T, així 

doncs el bloqueig de la IL-10 és una altra possible diana terapèutica d‟interès 
213

. Aquesta 

estratègia s‟ha provat en un model de ratolí amb infecció per LCMV, i l‟administració d‟anti-IL-

10L resulta en un increment de producció d‟IFN-γ i la resolució de la infecció viral 
213-215

.   

Recentment s‟ha identificat un altre marcador, el Tim-3 que està sobreexpressat en cèl·lules 

CTL PD-1
+
 específiques de VHC, i el bloqueig simultani d‟aquestes dos molècules resulta en un 

augment de la capacitat citotòxica dels limfòcits T citotòxics específics del VHC en línies 

cel·lulars d‟hepatòcits 
216

. 



Introducció 

47 

 

C. Anticossos neutralitzants del VHC 

 
Actualment també estan en marxa assajos en pacients trasplantats per evitar la recurrència del 

VHC amb l‟ús d‟anticossos, tot i que estudis amb el HepXtm-C i el HCV-AB68 ja s‟han 

cancel·lat degut a la poca eficàcia 
217,218

. Actualment s‟estan desenvolupant el bavituximab, que 

és un anticòs monoclonal anti-fosfoserines, i actua estimulant les cèl·lules del sistema immune, 

destruir les partícules virals i les cèl·lules infectades. Estudis en fase clínica realitzats en 

població coinfectada VHC i VIH mostren bona tolerabilitat i seguretar del fàrmac 
219

. 

 

D. Citocines: Nous interferons 

 
Actualment, l‟interferó α2a/2b pegilat juntament amb la ribavirina és el tractament estàndard per 

la infecció pel VHC tot i que els baixos nivells resposta en pacients genotip 1 o trasplantats 

hepàtics i els efectes secundaris que genera complicant l‟adherència al tractament, fan 

necessari el desenvolupament de formes d‟interferó més efectives i menys tòxiques (Taula 2). 

El interferó consensus (CIFN) semblava que fos una bona alternativa tot i que estudis 

comparatius realitzats en pacients naïve genotip 1 no mostren diferències significatives en quan 

a l‟activitat antiviral i el perfil de seguretat entre els dos tipus d‟inferferons
 220,221

. A més, no 

representa cap avantatge respecte a l‟interferó pegilat en quant a efectes adversos. En fase 

clínica avançada també hi ha l‟albinterferó-α-2b, molècula d‟interferó-α-2b fusionada a una 

molècula d‟albúmina. Diferents estudis mostren que l‟activitat antiviral de l‟albinterferó és similar 

o inclús menor que la PEG-IFN (48% vs 51% RVS, respectivament)
 
en pacients naïve genotip 1 

222,223
, i l‟únic avantatge que mostra respecte a l‟IFN-α convencional, és que presenta un temps 

de vida mitja de 150 hores, fet que permetria l‟administració d‟una única dosi cada 2-4 

setmanes i no setmanalment. També s‟estan realitzant estudis per determinar l‟activitat antiviral 

i la seguretat de l‟IL-29, interferó lambda tipus III 
225 

, així com d‟interferons gamma 
226

. 
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E.  Agonistes dels receptors “Toll-like” 

 
Els receptors “toll like” (TLR) són molècules expressades principalment en les cèl·lules del 

sistema immune que reconeixen patrons moleculars de microorganismes invasors i indueixen 

la síntesi de citocines i quimiocines pro-inflamatòries. Fins ara es coneixen 10 molècules (TLR 

1-10) i 4 d‟elles sembla que estan implicades en processos virals. El TLR 3 detecta l‟ADN de 

doble cadena, els TLR 7 i 8 detecten cadenes d‟ARN viral i el TLR 9 detecta seqüències d‟ADN 

metil·lat (CpG). L‟estimulació del TLR apropiat mitjançant agonistes podria induir i restaurar la 

resposta innata i adaptativa específica del virus. No obstant, tot i les perspectives inicials, 

molècules activadores del TLR7, TLR8 i el TLR9 tals com el CPG 10101 i el ANA245 s‟estan 

desenvolupant sense èxit (Taula 3) 
227-231

.   

 

F.  Altres agents immunomoduladors 

 
A part de la bateria d‟immunomoduladors que hem descrit anteriorment, n‟hi ha d‟altres tals 

com el thymalfasin que és un pèptid de 28 aas tímic que actua estimulant la producció de 

cèl·lules sanguínies blanques i la polarització cap a cèl·lules CD4
+
 Th1, tot i que no s‟han 

obtingut bons resultats en pacients NR al tractament convencional 
232

. La “ALINIA” 

(nitrazoxanida) és un fàrmac aprovat per tractar la diarrea i augmenta l‟activitat antiviral de 

l‟interferó en un sistema de replicó del VHC 
233

. Inicialment, l‟activitat antiviral de l‟alinia es va 

observar en pacients genotip 4 del virus augmentant la taxa de RVS en triple tractament sense 

percebre efectes adversos addicionals 
234

. També estan en estudis clínics activadors de la via 

de l‟IFN
 
(ME-3738) 

235
, activadors de les cèl·lules Th via STAT-3 (SCV-07), estimuladors de la 

síntesi de cèl·lules immunes (IM862) i d‟altres (Taula 3). 
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Taula 3: Agents immunomoduladors de la infecció pel VHC 

Nom del fàrmac Companyia Farmacèutica Fase clínica Referència 

   Vacunació terapèutica    

IC41 Intercell II 197-199 

GI-5005 GlobeImmune II 200,201 

TG4040 Transgene I 202 

HCV Core ISCOMATRIX
TM

 Chiron / Novartis I 203 

CIGB-230  I 204 

   Anticossos    

Bavituximab  Peregrine Pharmaceuticals I 219 

   Nous Interferons    

Interferó consensus (CIFN) Intermune IV 220,221 

Albinterferon α-2b Novartis III 222,223 

Locteron (BLX-883) Octopus/Biolex II 224 

Interferon lambda (IL-29) Bristol-Myers II 225 

Interferon gamma 1b Actinmune/Intermune II 226 

   Agonistes dels toll-like receptors   

Resiquimod (R-848) InvivoGen II 229 

ANA773 Anadys II 230 

IMO-2125 Idera Pharmaceuticals I 231 

   Altres agents immunomoduladors   

Thymalfasin (tymosin alfa-1) SciClone / Sigma III 232 

ALINIA (nitazoxanide) Romark II 233,234 

ME-3738 Merck II 235 

SCV-07 SciClone II  

Oglufanide disodium (IM862) Implicit Bioscience II  

EMZ720 Transition Therapeutics II  

CF102  I 236 

CYT-107 Cytheris I  

 

 

1.11.4.3 Immunoteràpia amb cèl·lules humanes  

 
En els últims anys s‟ha avançat molt en l‟ús d‟immunoteràpies adaptatives basades en la 

transferència de cèl·lules virus-específiques seleccionades i expandides in vitro pel tractament 

del CMV i el Epstein Barr Virus 
237,238

, així com pel tractament d‟alguns tipus de càncer 
239-241

.  

 

A. Immunoteràpia amb cèl·lules dendrítiques pulsades amb antígens del VHC 

 
Actualment s‟estan avaluant diferents estratègies innovadores mitjançant la vacunació 

terapèutica amb cèl·lules dendrítiques. L‟estimulació ex vivo i la maduració de les cèl·lules 

dendrítiques en presència de la proteïna del core, alguns pèptids o de la NS3, indueix una 

resposta cel·lular i humoral molt potent en ratolins.
 242,243

 També s‟estan realitzant estudis 
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preclínics de vacunes amb cèl·lules dendrítiques transfectades amb un adenovirus que conté 

els gens que codifiquen per a la proteïna NS3, la qual indueix una resposta cel·lular CD4
+
 

helper
 
tipus Th1 i una resposta CD8

+ 
citotòxica en ratolins i disminueix els nivells d‟ARN viral en 

fetge
 244

. No obstant, un estudi en fase clínica I realitzat en pacients amb infecció crònica C 

mostra que, tot i que la seguretat de la immunoteràpia amb cèl·lules dendrítiques pulsades amb 

pèptids del VHC, aquesta és incapaç de disminuir la virèmia i d‟induir respostes CD8
+
 efectores 

245
. 

 

B. Immunoteràpia adaptativa amb cèl·lules CD56
+
  

 
Estudis recents han demostrat que les cèl·lules CD56

+
 tenen un paper essencial en el control 

de la infecció pel VHC, ja que són limfòcits especialment abundants al fetge i poden inhibir la 

replicació del VHC en hepatòcits humans mitjançant la síntesi d‟IFN-γ i l‟activació de la via 

JAK/STAT 
246,247

. Estudis in vitro també  han demostrat que les cèl·lules CD56
+
 obtingudes de 

CMSP es poden expandir durant 28 dies en presència d‟IL-2 i anticòs anti-CD3  amb medi X-

VIVO 15 i sèrum autòleg i que aquestes cèl·lules inhibeixen la replicació viral i mostren 

capacitat anti-HCC 
247

. Aquestes troballes han permès el disseny d‟un estudi en fase clínica I, 

que consisteix en la reinfusió de cèl·lules CD56
+
 (NK i NKT) extretes prèviament del fetge 

trasplantat i expandides in vitro per tal d‟evitar la recurrència agressiva del VHC 

postrasplantament hepàtic 
248

. L‟article descriu una metodologia d‟immunoteràpia que 

consisteix en extreure els limfòcits del fetge del donant a través de la vena porta per perfusió 

abans de realitzar la cirurgia, i expandir-los 3 dies in vitro en presència d‟IL-2. Tres dies 

després del trasplantament hepàtic s‟inoculen, al receptor, 2-5x10
8
 limfòcits expandits del 

donant, en els quals s‟havia afegit OKT3 (anticòs monoclonal anti-CD3) un dia abans de la 

inoculació per tal d‟inactivar les cèl·lules CD3
+ 

alloreactives i prevenir el rebuig graft-vs-host. 14 

pacients van rebre la immunoteràpia, no van presentar efectes secundaris addicionals als 

normals i no es va observar recurrència de l‟hepatocarcinoma durant els 23 mesos de 

seguiment. Els 5 pacients que van rebutjar la immunoteràpia es van considerar controls 

negatius. 

Els limfòcits de sang perifèrica dels pacients trasplantats immunitzats presentaven una activitat 

citotòxica significativament superior als pacients controls. Addicionalment, el pacient immunitzat 
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amb la càrrega viral pretrasplantament més baixa, va controlar la infecció pel VHC (l‟ARN VHC 

es va mantenir negatiu durant els 23 mesos de seguiment), mentre que un altre pacient va 

negativitzar l‟ARN durant els primers 2 mesos postrasplantament però després va recidivar (en 

el grup control cap pacient va controlar la reinfecció viral). La resta de pacients immunitzats 

presentaven una càrrega viral inferior a la dels controls després de la reinfecció 
248

.  

 

C. Immunoteràpia amb cèl·lules T CD4
+
 i CD8

+
 autòlogues 

 
Recentment s‟ha publicat un article basat en teràpia gènica pel desenvolupament de 

tractaments antivirals, on explica com les cèl·lules immunes poden ser alterades genèticament 

per reconèixer cèl·lules autòlogues que expressen proteïnes virals 
249

. La metodologia 

consisteix en la transfecció de CD4
+
 i CD8

+
 amb un vector adenoviral que conté el receptor de 

cèl·lules T  NS3: 1073-1081 del VHC. Ambdós cèl·lules CD4
+
 i CD8

+
 transfectades presenten 

capacitat efectora i citotòxica, és a dir, sota estimulació peptídica o en cultius de cèl·lules 

hepàtiques VHC positives són capaces
 
d‟induir producció d‟IFN-γ, de TNF-α i d‟IL-2 de manera 

antigen específica 
249

.  

Així doncs, tot i que s‟està investigant activament en el desenvolupament d‟antivirals i 

estratègies d‟immunoteràpia per disminuir les infeccions cròniques pel VHC, encara queda molt 

camí per recórrer. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ESTUDI 1 
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2. ESTUDI 1: RESPOSTA DE LES CÈL·LULES T ESPECÍFIQUES DEL VIRUS DE 

L’HEPATITIS C EN DONANTS DE SANG AMB PATRÓ DE RIBA-3 

INDETERMINAT: PROVES CONFIRMATÒRIES D’EXPOSICIÓ AL VHC 

 

2.1. Hipòtesi, objectius i disseny de l’estudi 

 
   Introducció  

 
Els donants de sang són cribrats de rutina pel VHC, tant amb proves serològiques (detecció 

d’anticossos anti-VHC) com moleculars (ARN viral), permitint disminur molt el risc de 

transmissió del VHC associat a transfusió. Hi ha un subgrup de donants que presenten 

respostes humorals dèbils (enfront a un únic antigen, ELISA positiu/RIBA-3 indeterminat) en 

absència de virèmia detectable. Aquest resultat d’immunoblot indeterminat es desconeix si es 

degut a una reacció creuada amb anticossos no específics del virus i, per tant, considerar al 

donant com a fals positiu de la tècnica de cribatge, o per contra, la presència d’anticossos 

residuals són indicatius d’exposicions virals passades. En front aquesta situació, els Bancs de 

Sang es veuen obligats a rebutjar els productes sanguinis dels donants amb RIBA-3 

indeterminat / ARN VHC negatiu i excloure al donant definitivament de la donació sense donar 

una raó versemblant del motiu d’exclusió. 

Considerant que la resposta de les cèl·lules T CD4
+
 i CD8

+
 específica del virus és essencial per 

a la curació espontània de la infecció i que aquesta es manté indefinidament al llarg del temps 

(a diferència dels anticossos) 
41-46, 52-53

, creiem que es poden realitzar estudis funcionals 

addicionals que permetin discernir si els donants amb RIBA-3 indeterminat representen 

curacions espontànies amb pèrdua d’anticossos, o per contra, representen falsos positius de la 

tècnica de cribatge.  

 

   Hipòtesi 

 
La detecció de resposta immune de les cèl·lules T específiques del VHC en donants de sang 

amb RIBA-3 indeterminat mitjançant la tècnica d’ELISpot IFN-γ permetent diferenciar donants 

amb RIBA-3 indeterminat amb prèvies exposicions virals de falsos positius de la tècnica de 

cribatge d’anticossos.  
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Objectius 

1. Determinar la prevalença i el perfil de donant amb patró RIBA-3 indeterminat pel VHC. 

2. Determinar la resposta immune cel·lular específica del VHC dels donants amb RIBA-3

indeterminat amb comparació amb individus en diferents estatus d’infecció pel VHC. 

3. Establir un perfil de resposta CD4+ Th associada a curació de la infecció i determinar 

l’antigen viral que permet discriminar millor entre resolució de la infecció i persistència viral. 

4. Avaluar la utilitat de la tècnica d’ELISpot IFN-γ com a prova confirmatòria d’exposició 

viral. 

Disseny de l’estudi

L’estudi de prevalença de donants amb patró de RIBA-3 indeterminat es va realitzar 

sobre una població de 555488 donants de sang de Catalunya inclosos durant un 

període de dos anys (2006-2007) al Banc de Sang i Teixits de Catalunya. 

La resposta immune de les cèl·lules T CD4+
específiques d’antigen (core, NS3, NS3 

helicasa) es va determinar en les cèl·lules mononuclears de sang perifèrica d’una 

subpoblació de 27 donants amb patró de RIBA-3 indeterminat / ARN negatiu, 48

individus amb RIBA-3 positiu / ARN positiu (infecció persistent), 12 individus amb RIBA-

3 positiu/ARN negatiu (curats espontanis) i 30 controls RIBA-3 negatius, mitjançant la 

tècnica d’ELISpot IFN-γ.

 Per tal de complir amb el quart objectiu, els resultats obtinguts per ELISpot IFN-γ es 

van confirmar mitjançant la quantificació de citocines solubles (IL-2, IFN-γ, IL-10) dels 

sobrenedants dels cultius estimulats mitjançant citometria de flux (CBA). Amb aquesta 

finalitat les comparacions es van realitzar en el grup de RIBA-3 indeterminats amb o 

sense resposta a ELISpot IFN-γ.
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2.2. Resum dels resultats  

1. Al Banc de Sang i Teixits de Catalunya, la prevalença de donants amb patró de RIBA-3

indeterminat pel VHC va ser del 0,043%, és a dir, significativament superior a la obtinguda 

en donants amb RIBA-3 positiu independentment de l’evolució de la infecció (0,029%, 

p<0,001). El patró més comú va ser la reactivitat enfront a la proteïna no estructural NS3 

(c33) i enfront a la proteïna estructural del core (c22) en un 73% i 22,4% dels casos 

respectivament (Fig. 14).

2. Únicament 1 donant dels 27 RIBA-3 indeterminats (4%) inclosos a l’estudi de resposta 

cel·lular presentava algun factor de risc associat a exposició viral a diferència del 42% dels 

donants RIBA-3 positius / ARN negatius (p=0,007) o del 46% dels RIBA-3 positius / ARN 

positiu (p<0,001). 

3. Els resultats de RIBA-3 indeterminat es van confirmar per l’assaig d’INNO-LIA obtenint 

una concordança del 89%. 

DONANTS DE SANG TOTALS
555488 

ELISA anti-VHC positiu
1024 (0,18%)

RIBA-3 VHC positiu
162 (15,8%)

ARN VHC positiu
119 (73,5%)

ARN VHC negatiu
43 (26,5%)

RIBA-3 VHC negatiu
625 (61,0%) 

RIBA-3 VHC indeterminat
237 (23,1%)

Indeterminat c22
53 (22,4%)

Indeterminat c33
173 (73,0%)

Indeterminat c100
6 (2,5%)

Indeterminat NS5
5 (2,1%)

ELISA anti-VHC negatiu
554464 (99,82%)

Figura 14. Prevalença de la infecció pel VHC al Banc de Sang i Teixits de Catalunya.
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4. El 48% dels donants amb RIBA-3 indeterminat eren capaços d’induir la producció 

d’IFN-γ, enfront a una o més proteïnes virals, a diferència del 13% dels controls RIBA-3 

negatius (p=0,008), confirmant que aproximadament la meitat dels donants amb patró de 

RIBA-3 indeterminat i absència de virèmia representaven exposicions virals passades amb 

evolució cap a resolució espontània de la infecció i no pas falsos positius de la tècnica de 

cribatge (Fig. 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Les respostes de les cèl·lules T específiques del VHC es van produir tant en donants 

amb RIBA-3 indeterminat amb presència de reactivitat enfront a l’antigen c22 (core, 50%) 

com en donants amb anticossos reactius enfront a l’antigen c33 (NS3; 47%) tot i que la 

correlació entre la producció d’IFN-γ induïda per l’antigen i el patró d’anticossos del RIBA-3 

va ser baixa. 

 
6.  La magnitud de la resposta immune cel·lular (nombre cèl·lules productores d’IFN-γ) 

dels donants amb RIBA-3 indeterminat va ser similar a la obtinguda en RIBA-3 positius, 

independentment de l’absència o la presència de virèmia (Fig. 16). 
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Figura 15. Freqüència de resposta a ELISpot IFN-γ dels diferents grups d’estudi.  
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7.  Els donants amb RIBA-3 positiu / ARN negatiu presenten un nombre de cèl·lules 

productores d’IFN-γ enfront a les proteïnes no estructurals del virus significativament 

superior als individus amb infecció persistent (RIBA-3 positiu / ARN negatiu) (mitjana CFS-

IFN-γ/10
6
 CMSP: 245 vs. 80 enfront la NS3, p=0,014 i 180 vs. 65 enfront a la NS3 helicasa, 

p=0,012). Per la qual cosa, la producció d’IFN-γ enfront a la NS3, i concretament al domini 

de l’helicasa, és el factor discriminant entre resolució i persistència viral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.  Els resultats de citometria de flux van confirmar i validar la tècnica d’ELIpot IFN-γ com 

a prova confirmatòria d’exposició viral ja que la quantitat d’IFN-γ soluble en cultius de CMSP 

de donants amb RIBA-3 indeterminat i sense resposta a ELISpot va ser pràcticament nul·la 

comparada amb els indeterminats amb resposta a ELISpot, tant per a core (0 vs. 14,1 pg/ml 

respectivament, p=0,029) com per a NS3 (7,7 vs. 12,2 pg/ml, p=0,048).  

 
En resum, la meitat dels donants amb patró de RIBA-3 indeterminat i ARN negatiu representen 

resolucions espontànies de la infecció pel VHC amb pèrdua d’anticossos i no falsos positius de 

la tècnica de cribatge i la tècnica d’ELISpot IFN-γ és pot utilitzar com a prova confirmatòria 

d’exposició viral. 
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Figura 16. Determinació de la resposta de les cèl·lules T específiques del VHC mitjançant 
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6
 CMSP es van comparar amb el test 

no paramètric de U Mann-Whitney.  
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Hepatitis C virus (HCV)-specific T-cell responses among
recombinant immunoblot assay-3–indeterminate blood donors:

a confirmatory evidence of HCV exposure

Marta Bes, Juan Ignacio Esteban, Natàlia Casamitjana, Maria Piron, Josep Quer, María Cubero,

Lluís Puig, Jaime Guardia, and Sílvia Sauleda

BACKGROUND: Blood donors are routinely screened
for hepatitis C virus (HCV) infection. Some show weak
anti-HCV responses, often restricted to a single antigen
on confirmatory immunoblot (recombinant immunoblot
assay [RIBA]) testing. The aim of this study was to
investigate the extent to which such RIBA-indeterminate
donors had previously been exposed to HCV.
STUDY DESIGN AND METHODS: T-cell responses to
HCV recombinant proteins (core, NS3, and NS3 heli-
case) were analyzed using an interferon-g (IFN-g)
enzyme-linked immunospot (ELISpot) assay and quanti-
fication of cytokines in culture supernatants in 27 RIBA-
indeterminate donors, 60 RIBA-confirmed donors (48
with and 12 without HCV RNA), and 30 RIBA-negative
donors.
RESULTS: HCV-specific T-cell responses were identi-
fied in 13 (48%) RIBA-indeterminate donors, 33 (55%)
RIBA-confirmed donors, and 4 (13%) RIBA-negative
controls (p = 0.008 and p < 0.001, respectively). The
magnitude of the T-cell response among indeterminate
donors was similar to that of RIBA-confirmed donors for
all HCV antigens and the specificity of the ELISpot
results was confirmed by antigen-specific cytokine pro-
duction (interleukin-2 and IFN-g) in short-term culture
supernatants.
CONCLUSIONS: These findings confirm that approxi-
mately half of RIBA-indeterminate donors have resolved
a previous HCV infection and suggest that ELISpot
might be a useful tool to clarify the status of such
donors and help in their counseling and management.

T
he hepatitis C virus (HCV) is one of the leading
causes of chronic liver disease with an estimated
200 million HCV-infected people worldwide.
Since early 1990s, screening of blood products

has prevented further spreading of the infection.1
_02103 1296..1305

Screening for HCV infection is based on enzyme
immunoassays (EIAs) for qualitative detection of serum
antibodies to HCV (anti-HCV). Positive EIA results are
subsequently confirmed by a specific recombinant immu-
noblot assay (RIBA), in which antibody reactivity to four
individual viral antigens immobilized on nitrocellulose
strip is investigated. A positive result is defined when anti-
bodies to two or more antigens are detected.

ABBREVIATIONS: CBA = cytometric bead array; ELISpot

assay = enzyme-linked immunospot assay;

PHA = phytohemagglutinin; S/CO = sample-to-cutoff;

SFC(s) = spot-forming cell(s).
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Blood donors with chronic HCV infection remain
positive by antibody testing (EIA and RIBA) and have
detectable viral RNA in their blood. Positive antibody tests
in the absence of circulating virus are seen in spontaneous
resolvers who often lack a clinical history of acute infec-
tion. Finally, some blood donors are EIA positive but
RIBA indeterminate, defined as response to a single HCV
antigen usually in the absence of serum viral RNA.
Whether such indeterminate donors have nonspecific
antibodies cross-reactive to other viral antigens, or
whether their responses represent a past recovered HCV
infection, is unclear. In current practice, nonviremic RIBA-
3–indeterminate donors are not further investigated, and
although deemed noninfectious and likely false positive,
they are not counseled but are permanently deferred from
further donations.

Depending on the setting (inoculum’s size, patient’s
age, sex, and immune status) acute HCV infection leads to
persistent infection in 50 to 80 percent of patients. Both
HCV-specific CD4 and CD8 T cells are considered essen-
tial for spontaneous HCV clearance.2,3 Gene activation
profiles of acute infected chimpanzee’s liver4-7 have shown
a direct correlation between upregulation of interferon-g
(IFN-g)-induced genes and inhibition of viral replication,
confirming the essential role of this cytokine in viral
clearance. Sustained persistence of multispecific CD4+
Th1 response, targeting dominant epitopes within non-
structural proteins, leads to viral eradication and resolu-
tion of infection.8-20 After spontaneous resolution of
infection, specific T-cell responses are maintained indefi-
nitely, while antibodies progressively decline and eventu-
ally wane, decades after exposure.21 This partially explains
the frequent detection of cellular immune responses in
seronegative individuals at risk.22-26

The aims of this study were to investigate to what
extent RIBA-3–indeterminate results among Catalonian
blood donors represent prior resolved HCV infection and
to determine the utility of enzyme-linked immunospot
(ELISpot) assay as a simple method to identify those with
previous HCV exposure.

MATERIALS AND METHODS

Serologic tests
Since January 2006 blood units collected at the Catalonian
Blood Bank are screened for the presence of serum
anti-HCV using a commercial chemiluminescent im-
munoassay (PRISM HCV ChLIA, Abbott Diagnostics,
Wiesbaden-Delkenheim, Germany). Specimens repeat-
edly reactive on the screening test are confirmed with a
third-generation immunoblot assay (RIBA HCV 3.0 SIA,
Chiron Corp., Emeryville, CA), which detects antibodies
directed to recombinant antigens c33c (from the NS3
region), NS5, synthetic peptides c100p and 5.-1-1 (both
from the NS4 region), and c22p (from the core region).

According to the manufacturer’s instructions a sample
was considered RIBA-3 positive when antibody reactivity
(1+ or greater) to two or more antigens was present, inde-
terminate when reactivity was restricted to a single
antigen, and negative when no antigen-specific reactivity
was observed. Specimens with RIBA-3–indeterminate
results were further tested with another third-generation
line immunoassay (INNO-LIA HCV Score, Innogenetics,
Ghent, Belgium), which incorporates HCV antigens
derived from structural (core: C1 and C2 and envelope 2
proteins), and nonstructural regions (NS3 helicase, NS4A,
and NS5A recombinant proteins).

HCV RNA detection and HCV genotyping and
serotyping
Between January 2006 and March 2007, all blood dona-
tions were routinely tested for HCV RNA with an in-house
real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) in plasma
minipools of 48 samples (low-end detection limit,
approx. 816 IU/mL). Between April and December 2007, a
commercial HCV transcription-mediated amplification
system (Procleix Ultrio assay, Novartis, Emeryville, CA)
was implemented (low-end detection limit, 3.6 IU/mL).
Specimens initially reactive on screening were retested
individually with the in-house RT-PCR (low-end detection
limit, approx. 17 IU/mL).

In RIBA-3–positive and HCV RNA–positive donations,
HCV genotype was determined using a commercial line-
probe assay (INNO-LIPA HCV kit, Innogenetics) while in
those with undetectable RNA the HCV serotype was tested
using the Murex HCV Serotyping 1-6 assay (Abbott)
according to the manufacturer’s instructions.

Subjects included for cellular immunity
assessment
Of the entire donor population screened between January
2006 and December 2007, we selected 117 blood donors to
study their HCV-specific T-cell response. This subset
included 27 RIBA-3–indeterminate blood donors (ChLIA
positive, RIBA-3 indeterminate, and HCV RNA negative),
48 blood donors with chronic infection (ChLIA positive,
RIBA-3 positive, and HCV RNA positive), and 12 sponta-
neous resolvers (ChLIA positive, RIBA-3 positive but con-
sistently negative for HCV RNA). As control subjects we
enrolled 30 blood donors (12 repeatedly reactive on the
screening test but who tested consistently negative on the
two confirmatory tests [RIBA-3 and INNO-LIA] and 18
who tested negative on the screening test). None of the
patients was coinfected with HIV or HBV. All subjects
gave their written informed consent and the study was
approved by the Institutional Review Board on Clinical
Research.
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HCV antigens
Purified recombinant HCV proteins, derived from geno-
type 1a sequence and expressed in Escherichia coli (core,
amino acids 1-115; NS3, amino acids 1007-1534; and NS3
helicase, amino acids 1207-1488) were purchased from
Mikrogen (Munich, Germany).

Cell culture and cytokine analysis
Peripheral blood mononuclear cells (PBMNCs) were iso-
lated on ficoll density gradients (BD Biosciences, San
Diego, CA), washed twice in Hanks’ buffered salt solution
(GIBCO BRL, Grand Island, NY), and cryopreserved in
medium containing 90 percent fetal calf serum (GIBCO
BRL) and 10 percent dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO). All functional assays were performed with
cryopreserved PBMNCs. After being thawed, cells were
cultured at 106 cells per mL in R10 (RPMI 1640 [GIBCO]
supplemented with 10% heat-inactivated human AB
serum, 2 mmol/L l-glutamine, 100 U/mL penicillin,
and 100 mg/mL streptomycin). After overnight rest at
37°C and 5 percent CO2, HCV antigens (2 mg/mL) were
added and cells were further incubated for 72 hours
before testing for cytokine production. Control cultures
included phytohemagglutinin (PHA) at 2 mg per mL or
medium alone.

After 72 hours, cell-free supernatants from HCV
antigen-stimulated cells and controls were collected, ali-
quoted, and stored at -80°C. We used a cytometric bead
array (CBA, Becton Dickinson, San Jose, CA) assay to
quantify interleukin (IL)-2, IL-10, and IFN-g in culture
supernatants. Data acquisition was performed by flow
cytometry using a fluorescence-activated cell sorting
machine (FACSCalibur, BD Biosciences), and data were
analyzed with CBA software. Cytokine concentrations
were determined by comparison with standard curves.
Lower detection limits for the three cytokines were less
than 3 pg per mL for IL-2 and IL-10 and less than 8 pg per
mL for IFN-g.

ELISpot assay
For IFN-g ELISpot assay, duplicates of 1 ¥ 105 PBMNCs per
well were cultured in 96-well round-bottomed plates
coated with anti-IFN-g monoclonal antibody (MoAb;
1-D1K, Mabtech, Nacka, Sweden) in R10 and with 2 mg per
mL HCV antigens, 2 mg per mL PHA, or buffer control.
After 48 hours at 37°C and 5 percent CO2, cells were
removed by washing the plates five times with phosphate-
buffered saline (PBS). One-hundred microliters of alkaline
phosphatase–conjugated MoAb (7-B6-1, Mabtech) was
added to each well (final concentration 1 mg/mL) and
incubated for 2 hours at room temperature. Unbound
conjugate was removed by washing plates with PBS and

developed by incubating for 15 minutes with substrate
solution (BCIP/NBT-plus, Mabtech). The color reaction
was stopped by rinsing with tap water. After being dried,
antigen-specific spot-forming cells (SFCs; in the presence
of antigen minus SFC in buffer controls) were counted
with an ELISpot reader (Autoimmun Diagnostika GmbH,
Strassberg, Germany). Results were expressed as the
number of IFN-g SFCs per 106 PBMNCs (IFN-g SFCs/106

PBMNCs). Assays with high background (mean 10 SFCs/
well in buffer control wells) or no PHA response were
excluded. A response was scored as positive when the
number of IFN-g SFCs was greater than the mean
response in the controls plus 2 standard deviations (SDs)
for each protein and more than threefold above the back-
ground response (buffer control).

Statistical analysis
Results are presented as means and SDs or medians and
ranges. Fisher’s exact test or the chi-square and t test were
use for statistical comparison of rates and of means of
normally distributed quantitative measures, respectively.
Medians of IFN-g SFCs among groups and medians of
cytokines concentration as measured by CBA were com-
pared with nonparametric test (Mann-Whitney U test). p
Values of less than 0.05 were considered significant. All
calculations were performed with computer software
(SPSS, Version 15.0, SPSS, Inc., Chicago, IL).

RESULTS

Prevalence of anti-HCV–positive/RIBA-3–
indeterminate blood donors
Between January 2006 and December 2007, a total of
555,488 blood donors were screened for HCV antibodies
and HCV RNA at the Catalonian Blood Bank (Fig. 1). A total
of 1,024 donations were initially reactive by PRISM assay,
but only 162 were confirmed as anti-HCV positive by RIBA
3.0 (16%). However, an indeterminate RIBA-3 pattern
(reactivity to a single antigen) was found in 237 samples
(23%). Hence, the prevalence of RIBA-3–indeterminate
patterns in our blood donor population was 0.043 percent,
significantly higher than that of RIBA-3–positive donors
(0.029%, p < 0.001). The most common indeterminate pat-
terns were isolated reactivity to NS3 (c33c) or core (c22p),
in 73.0 and 22.4 percent of the cases, respectively, while
single reactivities to NS4 (c100p/5-1-1) or NS5 were much
less frequent (2.5 and 2.1%, respectively).

Characteristics of RIBA-3–indeterminate blood
donors
Twenty-seven (19 c33c reactive only and 8 with isolated
c22p reactivity) of the 226 (12%) NS3 or core RIBA-3–
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indeterminate donors identified during the 2-year interval
were enrolled in the present study and their results were
compared to those observed among 60 RIBA-3–positive
donors (12 with spontaneously resolved infection and 48
with chronic HCV infection) and to 30 RIBA-3–negative
control donors (12 of them repeatedly reactive on the anti-
HCV screening assay and 18 negative on both screening
and confirmatory tests). As shown in Table 1, indetermi-
nate donors did not differ from RIBA-confirmed or RIBA-
negative donors with regard to age and sex.

Only 1 (4%) of the 27 indeterminate donors reported a
potential risk factor for HCV exposure compared to 42
percent of the 12 RIBA-3–positive/HCV RNA–negative
donors (p = 0.007) and 46 percent of the HCV RNA–
positive donors (p < 0.001). Nine of the 12 (75%) sponta-
neous resolvers (RIBA-3 positive/HCV RNA negative) had
been infected with serotype 1; no reactivity was found on
the serotyping assay in the remainder. Among the 48 per-
sistently infected donors (RIBA-3 positive/HCV RNA
positive), HCV genotype 1 was found in 29 cases (60%),
genotype 2 in 4 cases (8%), genotype 3 in 6 (13%), geno-
type 4 in 7 (15%), and genotype 6 in the remaining 2
donors (4%). Fifteen of the 27 indeterminate donors (56%)
were followed up for at least 12 months and all remained
RIBA-3 indeterminate, with the same antigen reactivity
and with undetectable viral RNA.

When the samples from the 27 RIBA-3–indeterminate
donors were tested with the INNO-LIA confirmatory
assay, 3 gave discordant results, 2 of them being negative
on INNO-LIA (1 c33c reactive and 1 c22p reactive only on
RIBA-3) and 1 c22p reactive only being positive on INNO-
LIA because of additional 1+ reactivity toward NS3 and
NS4 antigens. The remainder gave the same indetermi-
nate pattern (core or NS3 reactive only), for an overall
concordance of 89 percent.

HCV-specific CD4+ T-cell responses

IFN-g ELISpot responses
The threshold for a positive IFN-g ELISpot response was
calculated with the seronegative controls (mean response
plus 2 SD) and differed slightly for the different HCV pro-
teins. It was set at 97 SFCs per 106 PBMNCs for the core
protein, 129 for the NS3, and 164 for NS3 helicase. As
shown in Fig. 2, positive IFN-g response to at least one
HCV protein was found in 13 of the 27 RIBA-3–
indeterminate donors (48%) and in 4 of the 30 anti-HCV–
reactive or nonreactive/RIBA-3–negative donors used as
controls (13%; p = 0.008). The difference between RIBA-3–
indeterminate and RIBA-3–negative donors was more
evident when the latter were separated according to
whether they had been reactive on the screening test,

TOTAL BLOOD DONATIONS
555,488

anti-HCV ELISA positive 
1,024 (0.18%) 

anti-HCV ELISA negative 
554,464 (99.82%) 

HCV RIBA-3 positive 
162 (15.8%) 

HCV RIBA-3 negative 
625 (61.0%) 

HCV RIBA-3 indeterminate 
237 (23.1%) 

HCV RNA positive 
119 (73.5%) 

HCV RNA negative 
43 (26.5%) 

c22 indeterminate  
53 (22.4%) 

c33 indeterminate 
173 (73.0%) 

c100 indeterminate 
6 (2.5%) 

NS5 indeterminate 
5 (2.1%) 

Fig. 1. Prevalence of HCV infection in the Catalonian Blood Bank. Blood donations were screened with HCV enzyme-linked immu-

nosorbent assay (ELISA) and positive results were confirmed by HCV RIBA-3. Viral RNA was tested by PCR and transcription-

mediated amplification system. All indeterminate blood donations were HCV RNA negative.
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TABLE 1. Baseline characteristics of study subjects at time of blood donation

Characteristic
RIBA-3 indeterminate,

HCV RNA negative
RIBA-3 positive,

HCV RNA negative
RIBA-3 positive,

HCV RNA positive
RIBA-3–negative

controls

Number 27 12 48 30
Mean age (range), years 42 (21-64) 45 (27-61) 43 (23-63) 44 (19-63)
Sex males (%) 14 (61) 8 (67) 29 (60) 18 (60)
HCV RNA Negative Negative Positive Negative
Mean S/CO* (SD) 2.21 � 0.8 4.88 � 1.7† 6.80 � 1.5† 1.88 � 0.8‡
RIBA-3 Indeterminate Positive Positive Negative

c22p 8 11 44
1+ 1 0 0
2+ 3 2 1
3+ 1 0 0
4+ 3 9 43

c33c 19 10 45
1+ 2 0 1
2+ 12 7 1
3+ 1 1 3
4+ 4 2 40

Risk factor
IDU 0 3 15 0
Blood/blood products§ 1 1 3 1
Surgical intervention� 0 1 3 1
Sexual¶ 0 0 0 0
Tattoo/piercing 0 0 1 0
No known risk factor reported 26 7 26 28

* S/CO of the chemiluminescent anti-HCV screening test.
† Differences between RIBA-3–indeterminate, spontaneous resolvers and persistently infected blood donors were significant (p < 0.001).
‡ Mean S/CO (�SD) of 12 blood donors repeatedly reactive on screening test but negative on RIBA-3.
§ Transfusion of blood or blood products before 1991.
� Major surgical or invasive diagnostic or therapeutic procedure during hospitalization.
¶ Sexual intercourse with known HCV-infected partner.
IDU = intravenous drug use.
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Fig. 2. Frequency of ELISpot responses (IFN-g production) in RIBA-3–indeterminate, RIBA-3–positive (HCV RNA–negative or

–positive), and RIBA-3–negative blood donors in front of HCV recombinant antigens. Only p values for significant differences are

depicted. The different proportion of positive ELISpot responses between RIBA-3–indeterminate donors (48%) and RIBA-3–positive

HCV RNA–negative donors (83%) did not reach significance (p = 0.076).
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since a positive ELISpot response was detected in only one
(6%) of those negative for anti-HCV in the screening test
(p = 0.003) and in 3 of the 12 (25%) anti-HCV–reactive/
RIBA–negative donors (p = 0.291). Among the 60 anti-
HCV–confirmed donors (RIBA-3 positive), a positive
ELISpot response was detected in 10 of the 12 HCV RNA–
negative donors with a past resolved infection (83%)
(p < 0.001) and in 46 percent of persistently infected (HCV
RNA–positive) donors (p = 0.003).

The HCV-specific T-cell responses in the ELISpot were
as frequent in c22p (core)-reactive-only donors (50%) as in
those with isolated reactivity to c33c (NS3; 47%). Five of 13
RIBA-3–indeterminate donors with a positive ELISpot test
produced IFN-g in response to core protein only, another 5
to NS3 only, and 3 to both structural and nonstructural
antigens. The antigen-inducing IFN-g production corre-
lated poorly with the antibody pattern on RIBA-3. Of the 4
c22p-reactive-only donors with a positive ELISpot test, 1
responded to core antigen and 3 to NS3 antigens, and of
the 9 c33c-reactive-only donors, 4 responded only to core,
2 to NS3, and 3 to both antigens. None of the two RIBA-3–
indeterminate donors, who tested negative on INNO-LIA,
had a positive ELISpot response. Interestingly, the only
RIBA-3 c22p reactive only, who tested positive on INNO-
LIA, showed a positive ELISpot response to NS3 but not
to core.

As shown in Fig. 3, although the median number of
SFCs per 106 PBMNCs to nonstructural proteins was
significantly greater among RIBA-3–positive/HCV RNA–

negative donors than in persistently infected donors
(median, 245 vs. 80 and 180 vs. 65, to NS3 and NS3 heli-
case, respectively; p = 0.014 and p = 0.012), the magnitude
of the IFN-g response to the different HCV antigens used
in the ELISpot test was not different between the RIBA-3–
indeterminate and RIBA-3–positive donors (irrespective
of the HCV RNA status of the latter). Among indeterminate
donors with positive ELISpot results, median numbers of
IFN-g SFCs per 106 PBMNCs were 110 (50-240) for the core
protein, 140 (40-210) for NS3, and 110 (50-180) for the NS3
helicase. On the other hand, the breadth of the ELISpot
response did not differ between RIBA-3 indeterminate,
RIBA-3 positive/HCV RNA negative, and RIBA-3 positive/
HCV RNA positive, since a multispecific ELISpot response
(to both structural and nonstructural antigens) was seen
in 23, 50, and 27 percent of donors in the three groups,
respectively.

Soluble cytokine production assessed by CBA
To confirm and extend the results of the ELISpot testing,
we quantified cytokine levels in cell culture supernatants
after 72 hours of stimulation with HCV antigens or
medium alone in all study subjects. Among RIBA-3–
indeterminate donors, levels of IFN-g, IL-2, and IL-10 were
compared between those with and without a positive
ELISpot response. As shown in Fig. 4, no significant IFN-g
production was detected among indeterminate donors
without an ELISpot response, whereas in those with a posi-
tive ELISpot response, significant IFN-g production was

detected in response to core (14.1 pg/
mL, 0-44) and NS3 (12.2 pg/mL, 0-140).
Response to NS3 helicase antigens was
higher in ELISpot responders without
significance (21.5 pg/mL, 0-142). IL-2
levels were significantly higher among
indeterminate donors with ELISpot
response only after core stimulation
(17.1 pg/mL, 0-36 vs. 7 pg/mL, 0-11,
respectively; p = 0.014). Levels of the
immunosuppressive cytokine IL-10 did
not differ significantly between indeter-
minate donors with or without ELISpot
response, although the overall produc-
tion of IL-10 after stimulation with core
and NS3 antigens tended to be higher
among ELISpot responders than in
ELISpot nonresponder donors.

DISCUSSION

In low-risk populations, such as volun-
teer blood donors, screening tests for
anti-HCV have a low specificity with
close to 60 percent of reactive samples
representing false-positive test results.
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Therefore, anti-HCV confirmatory testing is required for
samples reactive on the screening test. Testing of reactive
samples with an immunoblot assay is a widely imple-
mented confirmatory strategy, commonly used in addi-
tion to or after HCV RNA testing. The problem with
immunoblot assays is that, in low-risk populations, such
tests often yield indeterminate (isolated reactivity to a
single antigen) results. RIBA-3–indeterminate results
may occur during early seroconversion, even in the
absence of detectable HCV RNA,27 and might potentially
occur during chronic infection with HCV genotypes other
than 1.27-30 However, since most RIBA-3–indeterminate
volunteer donors are consistently HCV RNA negative
and do not change their antibody pattern over time,
this suggests that the vast majority of cases represent
resolved HCV infections31-34 or false-positive antibody
reactivities.35,36

Several strategies have been used to clarify the signifi-
cance of anti-HCV–indeterminate results in the absence
of serum HCV RNA, including the analysis of risk factors,
alanine aminotransferase levels, sample-to-cutoff (S/CO)
ratios on the screening test, prior donation history, and
intensity of single band reactivity on the confirmatory
immunoblot assay,34,37 as well as the use of synthetic pep-
tides and/or anti-E2 assays.38-40 More recently, Semmo
and colleagues41 have shown that 50 percent of RIBA-3–
indeterminate blood donors had HCV-specific T-cell
responses when their PBMNCs were tested by ELISpot
assay. When compared with individuals with spontane-
ously recovered infection, these responses were more nar-
rowly focused (restricted mostly to core peptides) but of
similar magnitude, suggesting that close to half of such
donors had been exposed to the virus and that their
antibody reactivity was a footprint of a prior recovered
infection.

In this study, RIBA-3–indeterminate blood donors
represented 0.043 percent of the 555,488 blood donors
screened at the Catalonian Blood Bank over 2 years or 23
percent of the 1024 donors who tested positive for the
presence of anti-HCV on the screening test over that inter-
val. In a subset of 27 RIBA-3–indeterminate blood donors
with single-band reactivity to either c22p (core) or c33c
(NS3), we detected HCV-specific T-cell responses on
IFN-g ELISpot in 48 percent thus confirming the findings
reported by Semmo and colleagues.41 In contrast to the
above-mentioned study, however, we also found viral-
specific ELISpot responses in 4 (13%) of the 30 RIBA-
3–negative controls, mostly at the expense of 12
EIA-reactive/RIBA-3–negative donors. Since screening
tests are more sensitive than confirmatory immunoblot
assays, this finding might imply that there is a wide spec-
trum of individuals with past recovered subclinical HCV
infection ranging from those with no detectable anti-HCV,
others with a very low-level anti-HCV that cannot be
detected with immunoblot tests or whose anti-HCV can
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only be detected as single antigen reactivity on confirma-
tory testing, and finally, those with unequivocal anti-HCV
positivity readily confirmed by immunoblot testing. The
lower proportion of IFN-g responses and risk factors for
HCV infection among the RIBA-3–indeterminate donors
compared to those of clear-cut spontaneous resolvers
(RIBA-3 positive, HCV RNA-negative) might be explained
by a combination of timing and inocula size. Older expo-
sures might explain a weaker antibody response and a
waning T-cell response, as well as failure to recall a poten-
tial risk factor. Seemingly, lower inocula size or less fre-
quent exposure might also contribute to faster antibody
clearance or a blunted humoral response. Our results also
differ from those previously reported,41 in that 8 of the 13
(62%) RIBA-3–indeterminate donors with HCV-specific
T-cell reactivity had ELISpot responses to NS3 antigens,
compared to 90 percent of spontaneous resolvers, sug-
gesting that memory T cells had developed in response to
actual viral infection rather than to exposure to non-
infectious viral particles or a variant protective immune
response to prior infection. This finding, supported by the
production of significant levels of IFN-g after short-term
culture in the presence of both core and NS3 antigens,
rules out the possibility that the observed T-cell responses
were due to cross-reactivity with other viruses or nonviral
antigens, since cross-reactivity has been found to target
certain core-derived peptides and to involve CD8 rather
than CD4 T-cell responses, as previously reported.42

Interestingly, we did not find a correlation between
antibody specificity on RIBA and T-cell reactivity on
ELISpot, with c22p single-band reactive donors showing
T-cell responses only to NS3 antigens and c33c (NS3)-
indeterminate donors with positive ELISpot results
restricted to core antigen, suggesting that the dynamics of
B- and T-cell responses after spontaneous HCV clearance
may be different in a substantial proportion of cases.
Although the limited number of patients precludes
statistical differences from being uncovered, spontaneous
resolvers (RIBA-3 positive/HCV RNA negative) tended to
show a stronger and broader IFN-g response toward non-
structural antigens than both chronic carriers (RIBA-3
positive/HCV RNA positive) and RIBA-3–indeterminate
donors. Remarkably, the latter tended to have a T-cell
response toward NS3 of higher magnitude than that of
chronic carriers, again suggesting that although lower
in scope and magnitude the T-cell response pattern
observed among RIBA-3–indeterminate donors more
closely mirrors that of spontaneous resolvers.5,11 This
observation is also supported by the cytokine production
after short-term culture, which was similar in RIBA-3–
indeterminate donors with a positive ELISpot response
and spontaneous resolvers (data not shown).

Whether some indeterminate blood donors without
an HCV-specific ELISpot response had also been exposed
to HCV remains to be determined. Had we used additional

HCV antigens or overlapping peptides spanning the entire
HCV polyprotein, additional donors with specific T-cell
responses might have been found. In addition, the
ELISpot and CBA analyses might have been limited by the
use of genotype 1a–based HCV antigens, which might not
detect responses elicited by other genotypes. Finally,
although ELISpot is a very sensitive technique, even more
sensitive techniques, such as Class II tetrameric com-
plexes,43 and CD154-based capture and enrichment
assays,44 might have revealed additional specificities in
some donors. In any event, our results strongly suggest
that spontaneous recovery rates after HCV infection might
be much higher than the 15 to 25 percent figures generally
quoted (mostly derived from prospectively followed
transfusion-associated infections) and could even reach
50 percent of exposed individuals especially when consid-
ering that up to 50 percent of seronegative sexual partners
of chronic carriers show specific T-cell reactivity toward
HCV.22-25

Our results support, as previously suggested41

that IFN-g ELISpot might be useful in the diagnostic
armament for resolved HCV infection and that RIBA-3–
indeterminate blood donors should be appropriately
counseled with regard to potential prior HCV exposure.
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3.1. Hipòtesi, objectius i disseny de l’estudi  

 
   Introducció  

 
El VHC utilitza diferents mecanismes d’evasió del sistema immune generant que el 80% dels 

pacients amb exposició al virus evolucionin cap a persistència viral. Tot i l’eficàcia del 

tractament antiviral actual (Peg-IFN-α + RBV) en individus amb infecció persistent 
155-158

, 

existeixen grups especials de pacients en els quals la teràpia actualment disponible està 

contraindicaca o és francament insuficient per eliminar el virus, pel que la millor comprensió 

dels mecanimes de persistència viral o resolució espontània de la infecció poden ser 

clínicament rellevants. 

Com hem explicat anteriorment, el VHC utilitza diferents mecanismes d’evasió del sistema 

immune tals com interferències en les vies de senyalització, modulació de l’activitat efectora del 

sistema immune, mutacions virals contínues i inducció d’un estat tolerogènic 
72-104

. Tot i que el 

mecanisme d’inducció de la persistència viral no es coneix amb claredat, està ben establert que 

la resposta immune de les cèl·lules T és determinant en l’evolució de la infecció. Com ja s’havia 

demostrat i hem pogut corroborar en l’estudi anterior, les respostes immunes tipus Th1 de les 

cèl·lules T CD4
+
 i CD8

+
 enfront a proteïnes no estructurals del virus són essencial per a la 

resolució de la infecció mentre que la infecció persistent està associada a una resposta 

inadequada i dèbil de les cèl·lules T CD4
+
 i l’alteració funcional de la resposta CD8 (disminució 

en la producció de citocines, incapacitat d’induir respostes citotòxiques i de proliferar i 

sobreexpressió de Tim-3 i PD1). 

Estudis experimentals en ximpanzés han demostrat que l’absència de col·laboració per part 

dels limfòcits T CD4
+
  específics condiciona la persistència viral, per la qual cosa és possible 

que la infecció crònica en l’ésser humà  sigui deguda a una disminució de la resposta CD4
+
.
 

Les causes d’aquesta disfunció poden ser vàries incloent la inducció d’anèrgia a través de 

lligands peptídics alterats tal com s’ha postulat en el cas de la tolerància a cèl·lules tumorals. 
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Hipòtesi 

L’estat disfuncional de les cèl·lules T CD4
+

específiques d’antigen dels individus amb infecció 

persistent és reversible in vitro en absència d’estimulació antigènica.

Objectius 

1. Identificar les cèl·lules T CD4+ específiques del VHC de sang perifèrica de pacients 

amb infecció persistent i resolta espontàniament.

2. Dissenyar un protocol de selecció i expansió ex vivo de cèl·lules T CD4+ específiques 

del VHC amb les condicions òptimes per restaurar la funcionalitat cel·lular en individus amb 

infecció persistent. 

3. Caracteritzar fenotípicament i funcionalment les cèl·lules T CD4+ específiques de VHC 

expandides per determinar el grau de restauració funcional. 

4. Intentar comprendre els mecanismes de persistència viral en individus amb infecció 

persistent. 

Disseny de l’estudi

L’estudi de reversió de l’estat disfuncional de les cèl·lules T CD4
+

específiques d’antigen es va 

realitzar sobre una cohort de 8 pacients amb infecció persistent pel VHC, 8 pacients amb 

curació espontània de la infecció i 9 controls sans, el procés del qual està esquematitzat en la 

figura 17. 

 Identificació de cèl·lules T CD4+ específiques del VHC de sang perifèrica mitjançant 

l’activació específica d’antigen i transitòria de la molècula CD154 255, 256 (segona senyal 

en la via d’activació limfocitària).

 Selecció de cèl·lules T CD4+CD154+
específiques d’antigen per sorting (citometria de 

flux) i expansió in vitro durant 21 dies en absència d’antigen viral i en presència de 

citocines homeostàtiques (IL-7/IL-15) 257. 
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Tot el procés de selecció i expansió està parcialment explicat en l’article i completament detallat 

en l’apartat de material i mètodes d’aquesta tesi degut a la seva rellevància dins de l’estudi.

Caracterització fenotípica (TCM, TEM) de les cèl·lules T CD4+CD154+ específiques 

expandides determinant l’expressió de CD45RO, CCR7 i CD62L en superfície per 

citometria de flux. 

Caracterització funcional mitjançant l’anàlisi de la producció de citocines Th1 / Th2 

(ELISpot IFN-γ, CBA, secreció de citocines intracel·lulars), la capacitat proliferativa  

(assajos de CFSE 258) i la capacitat de reexpressió de CD154. 

Els estudis de caracterització fenotípica i funcional es van realitzar simultàniament en cèl·lules 

T CD4+CD154+ específiques de VHC expandides i en cèl·lules T CD4+ ex vivo autòlogues de 

cadascun dels pacients per poder realitzar les comparacions oportunes. 

SANG CMSP + antigen VHC (2 µg/ml) o pèptids (10 µg/ml) + 
anticòs anti-CD40 (1 µg/ml) + anticòs anti-CD28 (1 µg/ml)

12 h, 37 °C, 5% CO2

Estimulació antigènica específica

Marcatge cel·lular:
mAc anti-CD4-FITC i mAc anti-CD154-PE

Plasma i plaquetes

Limfòcits

Granulòcits i eritròcits

Buffy Coat
+ 

HANKs

FicollTM
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300xg 

30 min

Separaració CMSP per gradient de Ficol
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Expansió ex vivo cèl·lules 
T CD4+CD154+

Cultius cèl·lules T CD4+CD154+ durant 21 dies amb medi 
R10, anticossos anti-CD3/CD28, IL-7 i IL-15 (10 ng/ml).

SANGSANG CMSP + antigen VHC (2 µg/ml) o pèptids (10 µg/ml) + 
anticòs anti-CD40 (1 µg/ml) + anticòs anti-CD28 (1 µg/ml)

12 h, 37 °C, 5% CO2

Estimulació antigènica específica

CMSP + antigen VHC (2 µg/ml) o pèptids (10 µg/ml) + 
anticòs anti-CD40 (1 µg/ml) + anticòs anti-CD28 (1 µg/ml)

12 h, 37 °C, 5% CO2

Estimulació antigènica específica

Marcatge cel·lular:
mAc anti-CD4-FITC i mAc anti-CD154-PE

Marcatge cel·lular:
mAc anti-CD4-FITC i mAc anti-CD154-PE

Plasma i plaquetes

Limfòcits

Granulòcits i eritròcits

Buffy Coat
+ 

HANKs

FicollTM
LymphoprepTM 1077 

Centr.
300xg 

30 min

Separaració CMSP per gradient de Ficol

Plasma i plaquetes

Limfòcits

Granulòcits i eritròcits

Buffy Coat
+ 

HANKs

FicollTM
LymphoprepTM 1077 

Centr.
300xg 

30 min
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Buffy Coat
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Expansió ex vivo cèl·lules 
T CD4+CD154+

Cultius cèl·lules T CD4+CD154+ durant 21 dies amb medi 
R10, anticossos anti-CD3/CD28, IL-7 i IL-15 (10 ng/ml).

Expansió ex vivo cèl·lules 
T CD4+CD154+

Cultius cèl·lules T CD4+CD154+ durant 21 dies amb medi 
R10, anticossos anti-CD3/CD28, IL-7 i IL-15 (10 ng/ml).

Figura 17. Esquema del procés d’identificació, selecció i expansió de cèl·lules T CD4
+CD154+

específiques del VHC
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3.2. Resum dels resultats  

 
1. Els pacients amb infecció persistent presentaven cèl·lules T CD4

+
 específiques de NS3 

helicasa capaces d’activar-se (expressar CD154 en superfície) tot i la seva incapacitat 

d’induir respostes immunes efectives [mitjana de cèl·lules T CD4
+
CD154

+
: 0,107% (0,019-

0,386%) vs. 0,409% (0,030-0,546%), individus amb infecció persistent i curats espontanis 

respectivament,  p=0,015] (Fig. 18). L’expressió de CD154 sota l’estimulació amb l’antigen 

del core en individus amb infecció persistent va ser pràcticament nul·la (mitjana: 0,023% vs. 

0,020%, core i absència antigènica; p=0,312) (Fig. 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. La selecció de les cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 específiques es va realitzar mitjançant 

sorting, previ marcatge cel·lular amb anticossos anti-CD4-FITC i anti-CD154-PE, 

aconseguint separar de 10
3
 a 10

4
 cèl·lules T CD4

+
CD154

+
 (en funció dels percentatges 

d’expressió de CD154) amb una puresa superior al 90%. (Fig. 19). 
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Figura 18. Freqüències d’expressió del CD154 en cèl·lules T CD4
+
 ex vivo enfront a les 

diferents proteïnes virals. Les freqüències de cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 estan calculades sobre 

la població de cèl·lules T CD4
+
 totals (eix y). Els valors de P estan calculats amb el test de U-

Mann Whitney. CH: infecció persistent per VHC; SR: resolució espontània del VHC; C: controls 

sans. 
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3. Les cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 es van expandir 3 logaritmes en 21 dies de cultiu policlonal 

amb medi R10 en presència d’anticòs anti-CD3/CD28, citocines homeostàtiques IL-7 i IL-15 

(garantir la supervivència cel·lular), i en absència de NS3 helicasa, és a dir, l’antigen 

inductor de l’anèrgia (Fig. 20). 
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4.  El 97% de les cèl·lules T CD4
+
 expandides van presentar un fenotip de memòria 

efectora (CD4
+
CD45RO

+
CCR7

-
CD62L

baix
), tant en pacients amb curació espontània com 

individus amb infecció persistent.  
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Figura 19. Model d’anàlisi de la puresa de les cèl·lules CD4
+
CD154

+
 seleccionades per FACS  

Figura 20. Cultius d’expansió in vitro de cèl·lules T CD4
+
CD154

+ 
específiques de NS3 helicasa 

seleccionades per FACS. 
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5. Les cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 específiques de NS3 helicasa dels individus amb infecció 

persistent havien restaurat la capacitat funcional (capacitat d’inducció citocines tipus Th1, de 

proliferar i de reexpressar CD154 i induir noves respostes efectores) després del procés 

d’expansió in vitro en absència antigènica. 

 

Citocines Th1 i Th2 (ELISpot IFN-γ i CBA) 

Les cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 expandides dels individus amb infecció persistent van restaurar 

la capacitat de produir IFN-γ aconseguint nivells similars als obtinguts en individus amb 

resolució espontània de la infecció (mitjana: 429 CFS-IFNγ/10
5
 CD4

+
CD154

+
 expandides vs. 

408 CFS-IFN-γ/10
5
 CD4

+
CD154

+
, respectivament), i 50 vegades superior als produïts per 

les cèl·lules les CD4
+
 ex vivo (429 CFS/10

5
 CD4

+
CD154

+
 expandides vs. 8 CFS/10

5
 CD4

+
 ex 

vivo; p<0,001). Els resultats d’ELISpot es van confirmar amb la quantificació de citocines 

solubles per citometria de flux (mitjana: 465,9 pg/ml IFN-γ vs. 43,5 pg/ml, cèl·lules T 

CD4
+
CD154

+
 expandides vs. CD4

+
 ex vivo respectivament; p<0,001, Fig. 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La producció de TNF-α i d’IL-4 per part de les cèl·lules T CD4
+
 dels individus amb infecció 

persistent s’incrementava significativament després del procés d’expansió (108 pg/ml vs. 

0,52 per al TNF-α p=0,021 i 61 pg/ml vs. 0,19 pg/ml per la IL-4, p=0,038), mentre que la 

producció d’IL-10 es va mantenir constant (26 vs. 6,8 pg/ml, respectivament; p=0,382) (Fig. 

22). 

En individus amb infecció curada espontàniament, la producció d’IFN-γ, de TNF-α, d’IL-4 i 

d’IL-10 va ser pràcticament la mateixa abans i després del procés d’expansió. 
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Figura 21. Resultats de l’assaig d’ELISpot IFN-γ de les cèl·lules CD4
+ 

ex vivo i 

expandides dels pacients i dels controls. 
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Capacitat de proliferació (CFSE) 

Les cèl·lules T CD4
+
 específiques de NS3 helicasa dels individus amb infecció persistent 

van recuperar la capacitat de proliferació després del procés d’expansió in vitro en absència 

antigènica. La freqüència mitjana de proliferació de les cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 expandides 

en individus amb infecció persistent va ser de 11,3% (rang: 0-21,4%), 10 vegades superior a 

la proliferació de les cèl·lules T CD4
+
 ex vivo (1,08%), i similars als obtinguts en individus 

amb infecció resolta espontàniament (7% CD4
+
 ex vivo i 10,5% cèl·lules CD4

+
CD154

+
 

expandides). No obstant, els pacients amb infecció persistent presenten un menor nombre 

de divisions cel·lulars que els individus curats espontàniament amb el mateix temps 

d’estimulació. 

 

Reexpressió de CD154 i citocines intracel·lulars (ICS) 

Les cèl·lules T CD4
+
 seleccionades i expandides dels individus amb infecció persistent eren 

capaces d’induir la reexpressió del CD154 i de generar noves respostes immunes efectores 

Th1 (Fig. 23).  

En ambdós grups, crònics i curats espontanis, més del 50% de les cèl·lules T CD4
+
 

expandides reexpressaven CD154 de manera antigen específica després de 12h 

d’estimulació amb la NS3 helicasa. Addicionalment  es va correlacionar l’expressió de 
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Figura 22. Producció de citocines específiques del VHC per part de les cèl·lules T 
CD4

+
 ex vivo i expandides dels individus amb infecció persistent.
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CD154 amb perfils funcionals productors de múltiples citocines. Fins un 21,7% de les 

cèl·lules T CD154
+
 expandides dels individus amb infecció persistent expressaven IFN-γ 

intracel·lular, 19,1% IL-2 i fins al 4,9% expressaven simultàniament les dos citocines sota 

l’estimulació amb la NS3 helicasa o els pools de pèptids virals corresponents a la regió de la 

NS3, mentre que la producció de citocines intracel·lulars en cèl·lules CD4
+
 ex vivo va ser 

pràcticament nul·la.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Reexpressió de CD154 i producció de citocines específiques del VHC per part 

de les cèl·lules T CD4
+
 ex vivo i expandides dels individus amb infecció persistent.
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6. El procés de selecció i expansió va ser específic. Les cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 

específiques de NS3 helicasa expandides eren incapaces d’induir la producció de citocines 

(IFN-γ, IL-10, IL-4 i TNF-α) i de proliferar sota l’estimulació amb l’antigen del core (Fig. 22 i 

23).  

7. No va haver correlació entre l’haplotip MHC de classe II i l’expressió de CD154 ni el 

grau de restauració funcional de les cèl·lules expandides. 

 
En resum, en aquest segon estudi de la tesi es va demostrar que els pacients amb infecció 

persistent presenten cèl·lules T CD4
+
 específiques de VHC i en segon lloc, es va dissenyar un 

protocol de selecció i expansió in vitro de cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 específiques de NS3 

helicasa en absència de l’estímul antigènic inductor de l’anèrgia i en presència de citocines 

homeostàtiques per tal de revertir l’estat disfuncional. 
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Teixits, Servei Català de la Salut, Barcelona; 2Universitat Autònoma de Barcelona, Bellaterra; 3Centro de investigación biomédica en red de enfermedades
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SUMMARY. Hepatitis C virus (HCV)-specific T cell responses

are essential for HCV control, and chronic infection is

characterized by functionally altered antigen-specific T cells.

It has been proposed that the early inactivation of specific

CD4+ T cell responses may be involved in establishment of

HCV persistence. We have investigated whether HCV-specific

CD4+ T cells dysfunction can be reversed in vitro. Non-

structural protein 3 (NS3) and core-specific CD4+ T cells

from eight chronically infected and eight spontaneously

resolved HCV individuals were selected through transient

CD154 (CD40 ligand) expression, and their functional profile

(IFN-c, IL-2, TNF-a, IL-10 and IL-4 production by enzyme-

linked immunospot assay, cytometric bead array and

intracellular cytokine staining, and proliferation by carboxy-

fluorescein diacetate succinimidyl ester dilution assay) was

determined both ex vivo and after in vitro expansion of sorted

CD154-expressing cells in the absence of specific antigen in

IL-7/IL-15-supplemented medium. Ex vivo bulk CD4+ T cells

from chronic patients expressed CD154 in most cases, albeit

at lower frequencies than those of resolved patients (0.11%

vs 0.41%; P = 0.01), when stimulated with NS3, but not

core, although they had a markedly impaired capacity to

produce IL-2 and IFN-c. Antigen-free in vitro expansion of

NS3-specific CD154+ cells from chronic patients restored

IFN-c and IL-2 production and proliferation to levels similar

to those of patients with spontaneously resolved infection.

Hence, NS3-specific CD4+ T cell response can be rescued in

most chronic HCV patients by in vitro expansion in the

absence of HCV-specific antigen. These results might provide

a rationale for adoptive immunotherapy.

Keywords: CD154, CD4 T cells, hepatitis C virus, interferon-c,

T cell response.

INTRODUCTION

Hepatitis C virus (HCV) persistence occurs in 60–85% of

HCV-infected individuals, and although the precise mecha-

nism(s) of viral persistence remain unclear, it is well known

that T cell responses play a critical role in the outcome of

infection. Several observations in humans and experimen-

tally inoculated chimpanzees have shown that HCV-specific

CD4+ T cells are essential for spontaneous HCV clearance

[1–4]. Individuals with self-limiting infection demonstrate

polyfunctional CD4+ and CD8+ T cells, mostly targeting

dominant epitopes within nonstructural proteins [1–3],

which appear critical for protective immunity. In contrast,

persistent infection is associated with failure to mount or

sustain an adequate CD4+ T cell response, followed by defi-

cient maturation and generation of HCV-specific memory

CD8+ T cells [5–10].

Recently Mueller et al. [11], based on the antigen-specific

upregulation of CD154, have demonstrated that polyclonal

HCV-specific CD4+ T cells, although dysfunctional, are

present in peripheral blood and liver of most patients with

persistent HCV infection, confirming previous reports

Abbreviations: APC, antigen presenting cells; CBA, cytometric bead

array; CFSE, carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester; CMV,

cytomegalovirus; ELISpot, enzyme-linked immunospot assay; FACS,

fluorescence-activated cell sorting; HCV, hepatitis C virus; HLA,

human leucocyte antigen; ICS, intracellular cytokine staining; IFN,

interferon; IL-15, interleukin 15; IL-7, interleukin 7; NS3, non-

structural protein 3; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells;

PHA, phytohemagglutinin; SEB, Staphylococcus aureus enterotoxin B;

SFC(s), spot-forming cell(s); TCR, T cell receptor; Treg, regulatory T

cells.
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showing that exhausted virus-specific CD4+ T cells are not

completely deleted during chronic infection [7,8]. Accord-

ingly, it is possible that the CD8+ T cell exhausted phenotype

found in persistent HCV infection (decreased cytokine pro-

duction, proliferation and cytotoxicity and overexpression of

inhibitory receptor molecules such as PD-1 and Tim-3)

[4–6] might be a consequence of insufficient help from

functionally impaired CD4+ T cells, as previously suggested

[5–11].

We hypothesized that if the exhaustion of the HCV-specific

CD4+ response is associated with persistent high-level viral

replication during chronic infection, it could be restored by

in vitro culture of HCV-specific CD4+ T cells in the absence of

the cognate antigens. Our results show that NS3-specific

CD4+ T cells can be readily selected from peripheral blood in

most chronic patients and their impaired capacity to produce

IFN-c, IL-2 and proliferate can be reversed after expansion

with anti-CD3/CD28-coated beads, in IL-7 and IL-15-

supplemented medium [12,13].

PATIENTS AND METHODS

Subjects

As shown in Table 1, blood was obtained from eight-first-

time blood donors with persistent HCV infection (CH1–CH8),

HCV RNA+ (Ampliprep-Cobas Taqman HCV test�; Roche

Molecular Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland), eight con-

firmed (RIBA3 HCVSIA�; Chiron, Emeryville, CA, USA) anti-

HCV-positive blood donors with persistently undetectable

HCV RNA (SR1–SR8) and nine healthy seronegative donors

included as controls. All HCV individuals had been exposed

to HCV genotype 1 as confirmed by serological (Murex HCV

1-6 serotyping assay�; Abbot, Abbot Park, IL, USA) or

molecular (Inno-LiPA HCV�; Innogenetics, Ghent, Belgium)

tests, in HCV RNA negative and positive individuals,

respectively. No selection criteria other than genotype were

used, and all donors were included during 2008. Class I and

II MHC typing was performed by polymerase chain reaction

Table 1 Baseline characteristics of patients with chronic HCV infection (CH1–CH8), spontaneously resolved infection (SR1–

SR8) and healthy controls (C1–C9)

Patient Sex Age

HCV RNA

(log10 IU/mL) ALT (U/L)

MHC I MHC II

HLA-A HLA-B HLA-DR B1 HLA-DQ B1

CH1 M 43 5.6 45

CH2 F 53 6.9 33 A*24, A*30 B*18, B*35 B1*03, B1*11 B1*02, B1*03

CH3 M 37 6.5 29 A*02, A*30 B*13, B*13 B1*07, B1*07 B1*02, B1*02

CH4 F 51 5.9 44 A*02, A*11 B*15, B*44 B1*11, B1*13 B1*03, B1*06

CH5 F 37 5.7 48 A*02, A*02 B*40, B*41 B1*13, B1*13 B1*03, B1*06

CH6 M 35 6.6 35 A*02, A*03 B*18, B*49 B1*11, B1*11 B1*03, B1*03

CH7 M 44 6.4 27 A*02, A*02 B*18, B*44 B1*03, B1*07 B1*02, B1*02

CH8 F 40 6.2 104 A*02, A*68 B*14, B*18 B1*01, B1*04 B1*03, B1*05

SR1 F 41 Und 7 A*66, A*69 B*41, B*55 B1*04, B1*11 B1*03, B1*03

SR2 F 45 Und 14 A*02, A*33 B*08, B*49 B1*01, B1*03 B1*02, B1*05

SR3 M 48 Und 23 A*29, A*74 B*35, B*44 B1*15, B1*16 B1*05, B1*06

SR4 M 50 Und 12 A*01, A*26 B*15, B*51 B1*04, B1*15 B1*03, B1*06

SR5 F 34 Und 11 A*24, A*24 B*14, B*35 B1*11, B1*15 B1*03, B1*06

SR6 M 56 Und 21 A*02, A*32 B*14, B*49 B1*04, B1*15 B1*03, B1*06

SR7 M 40 Und 33 A*02, A*02 B*44, B*44 B1*07, B1*16 B1*02, B1*05

SR8 F 33 Und 7 A*68, A*68 B*08, B*44 B1*03, B1*07 B1*02, B1*02

C1 M 53 A*01, A*02 B*15, B*35 B1*03, B1*08 B1*02, B1*04

C2 F 23 A*01, A*30 B*37, B*51 B1*11, B1*11 B1*03, B1*06

C3 M 31 A*11, A*24 B*13, B*35 B1*01, B1*15 B1*05, B1*06

C4 F 47 A*24, A*29 B*35, B*51 B1*13, B1*14 B1*05, B1*06

C5 F 28 A*03, A*33 B*07, B*35 B1*01, B1*04 B1*04, B1*05

C6 F 36

C7 M 41

C8 M 29

C9 F 52

CH, chronic hepatitis C; HCV, hepatitis C virus; SR, spontaneously resolved HCV infection; C, healthy control; M, male; F,

female; ALT, alanine aminotransferase; MHC, major histocompatibility complex; HLA, human leucocyte antigen; Und,

undetectable, <50 UI/mL.
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sequence-specific oligonucleotide testing on Luminex

microbead arrays (Tepnel Lifecodes, Stamford, CT, USA). All

subjects gave written informed consent, and the study

protocol was performed according to the 1975 Declaration

of Helsinki guidelines after approval by the Institutional

Review Board on Clinical Research.

Separation of lymphocytes

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated

from whole blood by density gradient centrifugation and

cryopreserved in 90% foetal calf serum and 10% DMSO. All

assays were performed with cryopreserved PBMCs. Whole

PBMCs were used for ex vivo antigen-specific expression of

CD154. For functional studies, CD4+ T cells were isolated

using Dynal CD4 isolation kit (Invitrogen Dynal AS, Oslo,

Norway) and autologous CD4-depleted PBMCs were irradi-

ated (30 Gy) and used as feeder and antigen presenting cells

(APC).

Synthetic peptides and recombinant proteins

The 28 and 98 peptides (15–19-mers with 11–12 amino

acid overlaps) spanning the core and NS3 proteins of HCV

genotype 1a were obtained through the NIH Biodefense and

Emerging Infectious Research Resources Repository, NIAID,

NIH (peptide arrays, HCV, H77, core and NS3 proteins,

NR-3747 and NR-3752) and used at a final concentration of

10 lg/mL. Purified recombinant HCV core (aa: 1–115) and

NS3-helicase (aa: 1207–1488) proteins, derived from a

genotype 1a sequence, were purchased from Mikrogen

(Neuried, Germany) and used at a final concentration of

2 lg/mL. An additional recombinant NS3 helicase protein,

derived from a genotype 1b sequence expressed in the yeast

Pichia pastoris, was also used in some experiments. Staphy-

lococcus aureus enterotoxin B (SEB; Sigma-Aldrich, Deisen-

hofen, Germany) and phytohemagglutinin (PHA) were used

as positive controls. A cytomegalovirus (CMV) peptide pool

(Peptivator-CMV pp65; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Germany) at the final concentration of 1 lg/mL was also

used as an additional positive control in CMV-antibody

positive individuals.

Ex vivo antigen-specific induction of CD154 expression on
CD4+ T cells

After thawing, 108 PBMCs from each patient were rested at

1 · 106 cells/mL in R10 (RPMI 1640; Gibco BRL, NY, USA,

supplemented with 10% heat-inactivated human AB serum,

2 mmol/mL L-glutamine, 100 U/mL penicillin and 100 lg/

mL streptomycin) at 37 �C and 5% CO2 for 8 h. After

washed with PBS, they were stimulated (in 20 mL at

1 · 106 cells/mL) with recombinant NS3 and core antigens

and NS3 and core peptide pools, CMV peptides, SEB or

medium alone (containing dimethyl sulfoxide, at the same

final concentration as that of HCV peptides, when applica-

ble), for 12 h, in R10 containing 1 lg/mL anti-CD28 (clone

28.2; BD Pharmingen, Heidelberg, Germany) and 1 lg/mL

anti-CD40 (clone 5C3; e-Bioscience, San Diego, CA, USA)

antibodies [11,14,15]. After stimulation, cells were stained

with anti-CD4-FITC, anti-CD154-PE and 7-amino-actino-

mycin D (all from BD Pharmingen) to exclude dead cells.

Sorting and expansion of CD154-expressing CD4+ T cells

After induction of CD154 expression, the CD4+CD154+ and

CD4+CD154) cell fractions were sorted with a FACSAria

cell sorter (BD Immunocytometry Systems, San Jose, CA,

USA) into 96-well plates and cultured with anti-CD3/

CD28-coated beads (Invitrogen Dynal AS), at a 3:1 ratio, in

R10 medium supplemented with 10 ng/mL each of IL-7

and IL-15 (both from e-Bioscience) for 21 days [12,13].

Cells were given fresh IL-7/IL-15-supplemented R10 med-

ium every day and split and transferred to culture flasks

(Cellstar, Monroe, NC, USA) to maintain the cell concen-

tration at 0.5–1 · 106 cells/mL throughout the expansion

period. No interleukin was added during the last week of

culture to avoid the over-stimulation of T cells immediately

before re-testing.

Phenotypic analysis

The phenotype of ex vivo Dynabead-sorted and in vitro-

expanded CD4+CD154+ T cells was determined by

multi-colour flow cytometry after staining 2 · 106 cells with

CD4-FITC, CD45RO-PE, CCR7-PE-Cy7 and CD62L-APC

antibodies and the corresponding isotype controls (all from

BD Pharmingen).

Functional analyses

Antigen-induced cytokine production

Cytokine production was quantified on supernatants of

1 · 104 Dynabead-sorted unexpanded ex vivo CD4+ or cul-

ture-expanded CD4+CD154+ T cells, cultured at a 1:4 ratio

with autologous feeder cells (CD4-depleted PBMCs) prepulsed

with recombinant HCV proteins and peptide pools, PHA, SEB

or medium alone (with DMSO when applicable) for 20 h.

After 48 h of culture, cell-free supernatants were stored at

)80 �C until testing. Cytokine (IL-2, IFN-c, TNF-a, IL-10 and

IL-4) concentrations were measured simultaneously in cul-

ture supernatants using a cytometric bead array (CBA;

Becton & Dickinson, San Jose, CA, USA). Data were acquired

by flow cytometry (FACSCalibur; BD Biosciences, San Jose,

CA, USA) and analyzed with CBA software. Standard curves

for each cytokine were generated to calculate their concen-

tration in the tested samples. Low-end detection limits of

CBA were: 3 pg/mL for IL-2, IL-10, IL-4 and TNF-a and

8 pg/mL for IFN-c.
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Interferon-c enzyme-linked immunospot assay

Duplicates of Dynabead-sorted unexpanded ex vivo CD4+ T

cells and cell-culture-expanded CD4+CD154+ and CD4+

CD154) T cells were tested by interferon-c enzyme-linked

immunospot (ELISpot) assay (MABTECH, Stockholm, Swe-

den) as previously described [16]. Briefly, 1 · 105 cells/well

were plated at a 1:4 ratio with irradiated autologous feeder

cells in 96-well ELISpot plates precoated with anti-IFN-c and

incubated for 48 h. Recombinant core and NS3 proteins and

peptide pools were used as antigens, while CMV pp65, SEB

and PHA or medium alone were used as positive and neg-

ative controls, respectively. For each sample, the number of

antigen-specific spot-forming cells (SFCs) was calculated

after subtracting the number of SFCs in the absence of

antigen from that in the presence of antigen and results

expressed as the number of IFN-c SFCs per 105 CD4+ T cells.

Assays with high background (average 20 SFCs/well in

buffer control wells) or with no PHA/SEB response were

excluded.

Carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester-based cell

proliferation assay

Antigen-specific T cell proliferation was determined in four

chronic patients, four spontaneous resolvers and two con-

trols by carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester

(CFSE) dilution assay as previously described [11,17].

Briefly, 1 · 107 Dynabead-sorted unexpanded ex vivo CD4+

or in vitro-expanded CD4+CD154+ in 1 mL PBS were incu-

bated with 0.5 lm CFSE (Molecular Probes, Eugene, OR,

USA) at 37 �C for 7 min and then washed with PBS-10%

human AB serum and PBS alone. Subsequently, CFSE-la-

belled T cells were cultured with autologous APC prepulsed

with medium alone (negative control) recombinants HCV

proteins or HCV peptide pools, or CMV peptide pool. After

5 days, cells were washed and stained with anti-CD4-PE and

7-amino-actinomycin D and analyzed by flow cytometry on

a FACSCalibur using CellQuest software (BD Biosciences,

San Jose, CA, USA). The number of cells that had proliferated

was determined by gating on the CD4+CFSElow and CD4+

CFSEhigh subsets after adjusting for the positive CD4-PE,

CFSE and isotype controls for each patient. As CFSEhighCD4+

T cell populations were not constant among patients, stim-

ulation indexes (SI) were calculated by dividing CD4+ pro-

liferative frequency (%) in the presence of specific antigen by

that in the absence of antigen, as previously reported [17].

SI > 2 were considered positive responses.

NS3-specific CD154 re-expression and intracellular cytokine

staining in expanded NS3-specific CD4+CD154+ T cells

To further confirm reversal of CD4+ T cell dysfunction,

expanded CD4+CD154+ T cells from four chronic patients,

four spontaneous resolvers and two control patients were

re-stimulated with NS3 helicase antigen, NS3 peptides

pools, core antigen or medium alone for 12 h with irradi-

ated autologous feeder cells at a 1:4 ratio in R10 supple-

mented with 1 lg/mL CD28-specific antibody, 2 lm

monensin and 1 lg/mL anti-CD40 (all BD Pharmingen)

[14,15]. After culture, cells were stained with surface

anti-CD4-FITC and anti-CD154-PE, fixed, permeabilized

(CytoPerm Kit; BD Pharmingen) and stained with anti-IL-2-

PerCp-Cy5 and anti-IFN-c-APC (both BD Pharmingen). The

same procedure was performed in parallel with Dynabead-

sorted unexpanded ex vivo CD4+ T cells from the same

patients.

Statistical analysis

Qualitative variables were compared with the Fisher�s or Chi-

Square tests. Quantitative data were compared by Mann–

Whitney test. P-values < 0.05 were considered significant.

All calculations were performed with SPSS software 15.0

(SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

RESULTS

Frequency of hepatitis C virus antigen-specific CD154
expression

Peripheral blood mononuclear cells from patients and

controls were stimulated with recombinant NS3 and core

proteins or core and NS3 peptide pools in the presence of

CD28 co-stimulation and anti-CD40 monoclonal antibody

to prevent the internalization of surface CD154. After 12 h

of stimulation with NS3 helicase, the median frequency of

CD4+CD154+ T cells in the eight chronic patients was

0.107% (range: 0.019–0.386%), as compared with a

median frequency of 0.409% (range: 0.03–0.546%) in the

eight subjects with spontaneously resolved infection

(P = 0.015) (see Fig. 1a). As expected, in both patients

and controls, the proportion of CD4+ T cells expressing

CD154 to SEB was always higher than 1% (median: 1.9%;

range: 1–3.5%) and frequencies of CD154 expressing cells

in the absence of antigen were always below 0.02%. None

of the control subjects up-regulated CD154 when stimu-

lated with HCV antigens. Remarkably, core antigen

induced low-level CD154 expression in all but one spon-

taneous resolver (0.040% vs 0.016% for core and no

antigen, respectively, P < 0.001), while no significant

response was obtained in chronic patients (0.023% vs

0.020%, respectively, P = 0.312). Albeit low, CD154

expression in response to core was significantly higher

ex vivo among spontaneous resolvers than among chronic

patients (median 0.040% vs 0.023%, respectively,

P = 0.01). Identical results were seen when core peptide

pools were used. Of note, NS3 peptide pools induced

CD154 upregulation in a higher proportion of CD4+ cells

than recombinant NS3 as exemplified in one representative

chronic patient in Fig. 1b.
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Expansion of NS3-specific CD4+CD154+ T cells generates
CD4+ T cells with effector memory phenotype

Antigen-specific CD4+CD154+ T cells as well as

CD4+CD154) T cells were sorted by flow cytometry to >90%

purity and subsequently expanded in vitro with anti-CD3/

CD28-coated beads, in medium supplemented with IL-7 and

IL-15 but with no specific antigen. After 21 days,

CD4+CD154+ T cells could be expanded >3 logs (from �103

to ‡3 · 106 cells) in all cases, including the chronic patient

(CH1) with the lowest frequency of NS3-specific

CD4+CD154+ T cells at baseline (0.019% or 103 cells). At

the end of the expansion procedure, 97% of CD4+ T cells

displayed an effector memory phenotype (CD4+

CD45RO+CCR7)CD62Llow) in all cases.

Reversal of NS3-specific CD4+CD154+ T cells dysfunction
in patients with persistent hepatitis C virus infection

We next investigated the functional profile of expanded

CD4+CD154+ T cells as compared with that of bulk Dyna-

bead-sorted ex vivo CD4+ T cells with regard to cytokine

production, proliferative capacity and ability to re-express

CD154 in response to HCV antigens.

(a)

(b)

Fig. 1 Analysis of hepatitis C virus (HCV)-specific CD154 expression by CD4+ T cells ex vivo. (a) Frequency of NS3 and core-

specific CD154 expression in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from eight chronic HCV patients (CH), eight with

resolved infection (SR) and nine healthy controls (left panel). As positive control, Staphylococcus aureus enterotoxin B (SEB)-

induced expression of CD154 in the same groups is shown in the right panel. No significant CD154 expression was detected in

the absence of antigen, and response to SEB was similar in all groups. Frequencies of CD4+CD154+ T cells are given as

percentage of the CD4+ T cell population (y-axis). P-values were calculated using Mann–Whitney test. (b) FACS plots of ex vivo

analysis of antigen-induced CD154 expression in one representative individual with chronic infection (CH5). Upper plots:

PBMCs cultured with no antigen, core or NS3 helicase; lower plots: PBMCs were cultured with cytomegalovirus (CMV) peptide

pool (positive control), a single core peptide pool and NS3-peptide pools 2 and 3 (both corresponding to the NS3 helicase

domain). In the plots shown, gated on CD4+ cells, CD4+CD154+ T cells are represented in the upper right quadrant of each

plot, and CD4+CD154) T cells in the upper left quadrant.
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Interferon-c enzyme-linked immunospot assay

As expected, the number of NS3-specific IFN-c producing cells

in bulk ex vivo CD4+ T cells was significantly higher in spon-

taneous resolvers that in chronically infected patients (med-

ian: 98 SFC/105 CD4+ cells; range: 40–925, vs 8 SFC/105

CD4+ cells; range: 0–40, respectively; P < 0.001). As shown

in Fig. 2, IFN-c-producing antigen-free expansion of NS3-

specific CD4+CD154+ cells restored IFN-c production, in all

persistently infected patients to levels similar to those seen in

recovered patients (median: 429 SFC/105 CD4+ cells; range:

85–1188, vs 408 IFN-c SFU/105 CD4+; range: 118–1475,

respectively), a 50-fold increase in the median number of NS3-

specific IFN-c producing cells among chronic patients (429 vs

8 SFC/105 CD4+; P < 0.001). No NS3-specific IFN-c produc-

tion was detected in any control subject ex vivo or after

expansion of CD4+ cells. Similar results were obtained when ex

vivo or expanded cells were stimulated with the recombinant

genotype 1b NS3 helicase and with the NS3 peptide pools

(data not shown). As expected, expanded CD154-negative T

cells did not produce IFN-c when stimulated with NS3.

Short-term culture cytokine production

As shown in Fig. 3a, IFN-c production by ex vivo CD4+ T

cells in response to NS3 antigen was significantly higher

among spontaneous resolvers than in persistently infected

patients (median: 278 pg/mL; range: 20–741 vs 43.5 pg/

mL, range: 0–108, respectively; P = 0.035). The CBA of

culture supernatants of expanded CD4+CD154+ T cells

produced a 10-fold higher amount of IFN-c than Dynabead-

sorted ex vivo CD4+ T cells among chronic patients (median:

465.9 pg/mL; range: 252–911, vs 43.5 pg/mL, range:

0–108, respectively; P < 0.001). Similarly, production of

TNF-a and IL-4 increased significantly after expansion

(median: 108 pg/mL of TNF-a and 61 pg/mL of IL-4 vs 0.52

and 0.19 pg/mL, respectively), while no significant differ-

ence in IL-10 production was found after expansion (26 vs

6.8 pg/mL, respectively; P = 0.382). No IL-2 could be

measured in culture supernatants probably due to the self-

consumption of the cytokine. In contrast, IFN-c production

by expanded cells was not significantly different from that of

ex vivo CD4+ T cells among patients with resolved infection

(median: 609 pg/mL; range: 30–1414 vs 278 pg/mL; range:

20–741; P = 0.234) (see Fig. 3b). Similarly, no differences

in TNF-a and IL-4 production were seen among spontaneous

resolvers before and after expansion (24.32 vs 12.41 pg/mL,

respectively, P = 0.279, for TNF-a and 11.14 vs 12.56 pg/

mL, respectively, P = 0.878, for IL-4). As expected, no

cytokine production was induced by core antigen stimula-

tion, (nor to NS3 stimulation of expanded CD4+CD154) T

cells), confirming the NS3 specificity of the selection and

sorting procedures in both chronic and resolved HCV groups.

Proliferative capacity of expanded NS3-specific CD4+ T cells

Proliferative capacity of expanded CD4+CD154+ T cells was

analyzed by CFSE dilution assay in four chronic (CH4, CH5,

CH6 and CH8) and four resolved patients (SR4, SR5, SR6

and SR8), which were chosen based on the number of

available baseline cells, after 5-day stimulation with NS3.

The median frequency of proliferating CD4+CD154+ T cells

was 11.3% (range: 0–21.4%) among chronically infected

patients, a 10-fold increase over ex vivo CD4+ T cell prolif-

eration (1.08%). In contrast, among patients with resolved

infection, proliferative frequency of expanded cells was sim-

ilar to that of ex vivo CD4+ T cells (7%; range: 0–15% vs

10.5%; range: 0.95–29%, respectively). Mean fluorescence

level of proliferating cells from chronic patients was, how-

ever, higher than that of spontaneous resolvers, suggesting a

lower number of cell divisions among the former. No NS3-

specific proliferative responses were detected among

controls. Figure 4 shows a representative example of NS3-

specific proliferative responses by ex vivo CD4+ and expanded

CD4+CD154+ T cells in one HCV RNA+ patient (CH4) and

one spontaneous resolver (SR6). No apparent correlation

was observed between T cell proliferation and cytokine

production among the studied patients.

Specific re-expression of CD154 and intracellular cytokine

production in expanded NS3-specific CD4+ T cells

Because expression of CD154 by CD4+ T cells has been

shown to allow effector memory cells (TEM) to migrate into

Fig. 2 IFN-c enzyme-linked immunospot assay results in ex vivo and expanded CD4+ T cells in patients and controls. Average

number of IFN-c spot-forming cells per 105 Dynabead-sorted unexpanded ex vivo CD4+ T cells (black bars) and expanded

CD4+CD154+ T cells (grey bars) in chronic (CH1–CH8), resolved patients (SR1–SR8) and controls (C1–C4), after stimulation

with subtype 1a recombinant NS3 helicase antigen.
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(a)

(b)

Fig. 3 Hepatitis C virus (HCV)-specific cytokine production by ex vivo and expanded CD4+ T cells. IFN-c, TNF-a, IL-2, IL-10

and IL-4 concentrations as assessed by cytometric bead array in culture supernatants of Dynabead-sorted unexpanded ex vivo

CD4+ T cells (black bars) and expanded NS3-specific CD4+CD154+ T cells (grey bars) after stimulation with recombinant core

and NS3 helicase are shown as error bars. Median cytokine concentrations after stimulation with NS3 helicase (left) and core

antigen (right) in HCV RNA-positive individuals (a) and patients with spontaneously resolved infection (b). Medians were

compared by Mann–Whitney U-test.

Fig. 4 Hepatitis C virus (HCV)-specific CD4+CD154+ proliferative responses. HCV-specific CD4+ T cell proliferative response

from one spontaneously resolver individual (SR6) (left panel) and one chronic patient (CH4) (right panel) is shown. Flow

cytometry plots from Dynabead-sorted unexpanded ex vivo CD4+ T cells (upper plots) and expanded CD4+CD154+ T cells

(lower plots) stained with carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) and cultured for 5 days with autologous

antigen presenting cells pulsed with NS3 (right plots) or medium alone (left plots) are depicted. Numbers in the upper left

quadrants of each plot represent the percentage of CD4+ T cells that have proliferated during the 5-day culture. Cells were

gated on CD4+ and 7-AAD negative cells.
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lymph nodes (licensing dendritic cells for T cell priming) [18]

and to correlate with multiple-cytokine producing functional

profiles [19], we examined the proportion and intensity of

CD154 re-expression in NS3-specific expanded cells after

12 h of stimulation with NS3 or no antigen. In both chronic

and resolved patients, more than 50% of expanded cells

re-expressed CD154 in an antigen-specific manner. ICS was

performed in Dynabead-sorted unexpanded ex vivo CD4+ and

expanded CD4+CD154+ T cells in four chronic, four resolved

patients and two healthy controls. Both IFN-c and IL-2

expression were increased in expanded cells as compared

with ex vivo CD4+ T cells in chronic patients from unde-

tectable to up to 21.7% for IFN-c 19.1% for IL-2, and up to

4.9% of cells producing both cytokines. Most specific cyto-

kine production was elicited by recombinant NS3 and NS3

peptide pools 2 and 3, known to contain strong immuno-

dominant T helper epitopes [20], but not core. Similar results

were observed in the spontaneous resolvers, although the

frequency of ex vivo IFN-c-producing CD4+ cells was higher

than among chronic patients (median 2.89% vs 0.32%

among spontaneous resolvers and chronic patients, respec-

tively; P = 0.002). Figure 5a,b show IL-2 and IFN-c pro-

duction in ex vivo and CD154+ expanded CD4+ T cells from

two representative chronic patients (CH4 and CH5), one

spontaneous resolver (SR7) and one control (C4).

Selection and reversal of NS3-specific CD4+ T cells dysfunction is

independent of class II MHC haplotype

We investigated whether MHC class II haplotype, which has

been associated with HCV infection outcome [21], influenced

antigen-specific CD154 expression. No correlation was found

between MHC haplotype and ex vivo NS3-specific CD154

expression or subsequent functional restoration of expanded

cells.

DISCUSSION

Despite the limited number of patients included, this study

confirms previous findings [11] that HCV-specific CD4+ T

cells, although dysfunctional, are present in the peripheral

blood in most patients with chronic HCV infection and can be

easily detected, irrespective of their functional profile, by the

transient antigen-specific upregulation of CD154. Remark-

ably, CD154 upregulation on virus-specific CD4+ T cells

could be elicited by different NS3 peptide pools in chronic and

recovered patients, supporting previous findings [11] and

suggesting that CD4+ T cells with broad specificities may

readily be found in the peripheral blood after bulk expansion

in IL-2-containing medium. Our study also shows that NS3-

specific CD4+CD154+ cells can be sorted and expanded (in

the absence of the cognate antigen) by more than three logs

while restoring their capacity to produce IFN-c and IL-2,

proliferate and re-express CD154 upon stimulation with NS3.

Although our study cannot exclude the expansion of small

numbers of functional HCV-specific T cells rather than

reversal of previously dysfunctional CD4 T cells, the multi-

specific nature and strength of the response after expansion

and its similarity to that of ex vivo CD4+ cells from individuals

with spontaneously resolved infection would support reversal

of dysfunction rather than expansion of a small number of

fully functional T cells. These selection and expansion was

possible even from the chronic patient whose ex vivo NS3-

specific CD154-expression was lowest (0.019% of bulk CD4+

T cells), and no difference was found in functional restoration

according to the proportion of CD154-expressing T cells.

Unfortunately, given the low proportion of HCV-specific

CD4+CD154+ T cells, these cells could not be used as controls

to compare phenotype and functional profile of IL-7/IL-15-

expanded cells. Hence, we can only infer functional resto-

ration through antigen-free expansion of HCV-specific T cells

by comparing the profile of expanded cells from chronic pa-

tients with that of ex vivo CD4+ T cells from spontaneously

recovered patients. As in the latter, T cell function was not

increased after expansion, and this comparison further sup-

ports that expansion of specific T cells from chronic patients

reversed their dysfunctional state and was not a nonspecific

activated effector state associated with the in vitro expansion

process. The reason why the expansion process did not in-

crease IFN-c production over ex vivo cells among spontane-

ous resolvers is unclear, although a potential explanation

would be that specific CD4+ T cells are already fully func-

tional memory cells that cannot be over-expanded in the

absence of their cognate antigen.

The finding that core antigen, contrary to NS3, failed to

induce CD154 expression in CD4+ T cells, or only low-level

expression in recovered patients might be related to the

reported property of core to induce FoxP3+CD4+ regulatory

T cells capable of inhibiting Th1 responses through IL-10

production [22,23]. However, further phenotypic charac-

terization of core-specific CD4+ T cells, including Treg-spe-

cific markers, as well as functional studies using smaller core

peptide pools should be conducted to address this issue. In

any event, it has been suggested that NS3-specific responses,

rather than those to core or other antigens, are character-

istic of spontaneous recovery [16,24].

Several studies [6,23,25] have identified characteristic

features of the dysfunctional T cell immune response during

chronic infection, including high-level expression of pro-

grammed death receptor 1 (PD-1), low-levels of CD127 in

CD8+ and CD4+ HCV-specific T cells, along with expansion

of virus-specific FoxP3+CD4+ and CD8+ regulatory T cells

(capable of decreasing effector functions in a dose dependent

manner) [23,26]. Although these findings suggest the

potential for the immunotherapeutic restoration of T cell

function [27,28], their causative role in viral persistence is a

matter of debate as they could rather reflect adaptive

mechanisms to limit liver cell damage during acute and

chronic infection [29–31].

� 2011 Blackwell Publishing Ltd
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(a)

(b)

Fig. 5 Analysis of intracellular IFN-c and IL-2 in ex vivo and expanded CD4+CD154+ T cells by intracellular cytokine staining

method. Dynabead-sorted unexpanded ex vivo CD4+ T cells and expanded NS3-specific CD4+CD154+ T cells were re-stimu-

lated for 12 h with autologous feeder cells prepulsed with recombinant antigens, NS3 peptide pools or medium alone, in the

presence of monensin, anti-CD28 and anti-CD40. FACS plots of intracellular IFN-c, IL-2 or both, by ex vivo CD4+ T cells (upper

plots) and expanded-CD4+CD154+ T cells (lower plots) are shown from two representative chronic patients (CH4 and CH5) in

(a), and from one patient with spontaneously resolved infection (SR7) and one healthy control (b). Proportion of IFN-c
expressing CD4+ T cells are shown in upper left quadrants, IL-2-expressing cells in lower right quadrants and those expressing

both cytokines in right upper quadrants.

� 2011 Blackwell Publishing Ltd
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As previously suggested [1,2,8,9,32], the current study

would rather support that an early functional inactivation of

the HCV-specific CD4+ T cell response may play a major role

in establishing viral persistence. The triggering of such

inactivation remains unknown because, in contrast to con-

tinuous CD8 epitope escape during acute and chronic

infection, selection-driven immune escape does not appear to

have a relevant role in CD4+ T cell failure during chronic

infection [33]. Nonetheless, during acute infection, few CD4

epitope variants within well-conserved nonstructural pro-

teins, such as NS3 (likely to be co-presented with other

dominant epitopes by dendritic cells), might induce wide-

spread CD4+ T cell anergy and impair effective CD8+ T cell

memory generation and maturation thus preventing viral

clearance [32,34]. Specific variants of NS3 epitopes have

been proposed to cause CD4+ T cell anergy or induce CD4+

Treg phenotypes [35,36].

Studies in mice shown that CD4+ T cell functional inac-

tivation occurs (at the cellular level and independently of

regulatory T cells or APC) early during the transition into

viral persistence leading to subsequent inability to sustain

cytotoxic T cell function and facilitating persistence, al-

though a small reservoir of CD4+ T cells resist inactivation

and persist during chronicity [37]. Furthermore, such dys-

functional T cells can be functionally reactivated during

persistent infection even after an initial programme of

inactivation has been instituted [38]. The possibility of

expanding and functionally restoring virus-specific memory

CD4+ T cells suggests their potential use in adaptive

immunotherapy. Adoptive immunotherapy after bone mar-

row transplantation has been shown to induce recovery

from chronic hepatitis B virus infection [39]. In the current

study, the features of the expanded CD4+ T cells appear to

fulfil the requirements to provide efficient help to restore in

vivo exhausted HCV-specific CD8+ T cells [40,41], a rescue

that has been proven in animal models [42]. In addition,

memory CD4+ T cells can also induce innate immune

responses [43], which might indirectly provide additional

help to CD8+ T cells. However, a major potential draw-back

for the use of autologous CD4+ T cells in adaptive immu-

notherapy might be that the same mechanisms leading to

CD4+ T cell failure and viral persistence might again inac-

tivate restored CD4+ T cells. Hence, such an approach,

which is being explored in cancer immunotherapy [44],

might only be feasible as an adjuvant to current and future

antiviral treatments [45], capable of suppressing viral repli-

cation enough to prevent the inactivation of functionally

restored cells, or to prevent HCV reinfection of the graft

during the first hours after liver transplantation, when viral

load dramatically decreases [46].

In summary, our results strongly suggest that NS3-specific

CD4+ T cells can be selected, expanded and functionally

restored in vitro in most patients with chronic hepatitis C,

providing a promising new tool to further understand the

mechanisms of viral persistence and to investigate potential

immune-therapeutic interventions.
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4.1. Problemàtica dels donants de sang amb patró d’immunoblot pel VHC indeterminat  

 
Actualment els Bancs de Sang estan utilitzant tests d’ELISA de 3ª generació com a mètode de 

cribatge d’anticossos anti-VHC i tècniques moleculars (PCR o TMA) per a la detecció de l’ARN 

viral, fet que ha permès pràcticament eliminar el risc de transmissió del VHC associat a la 

trasfusió. En poblacions de baix risc d’infecció pel VHC, tal com són els donants de sang 

voluntaris, les proves d’ELISA presenten una elevada sensibilitat però poca especificitat, 

generant que aproximadament el 60% de les mostres inicialment reactives representin falsos 

positius de la tècnica de cribatge. Per la qual cosa, la realització de proves confirmatòries és 

essencial tant pel diagnòstic com per la correcta informació del donant. Actualment, la tècnica 

confirmatòria més utilitzada, conjuntament amb les proves moleculars de detecció de l’ARN 

viral, són els assajos d’immunoblot. El problema dels assajos d’immunoblot és que 

freqüentment generen resultats indeterminats, és a dir, reactivitat enfront a un únic antigen, 

dificultant la seva interpretació. En alguns casos aquests resultats indeterminats es poden 

associar a seroconversions precoces, inclús en absència d’ARN detectable 
259

, o bé a pacients 

o donants de sang que presenten una infecció crònica i que s’han infectat amb genotips virals 

diferents del genotip 1. 
259-262 

No obstant, en la majoria dels casos són donants voluntaris que 

presenten consistentment ARN VHC negatiu i el seu patró d’anticossos no varia en funció del 

temps, suggerint que la majoria dels casos poden ser curacions espontànies de la infecció pel 

VHC amb pèrdua d’anticossos 
263-266

 o bé reaccions serològiques inespecífiques i, per tant, 

falsos positius de la tècnica de cribatge. 
267,268 

  Al Banc de Sang i Teixits de Catalunya la prevalença de donants de sang amb RIBA-3 

indeterminat és del 0,043% o el que és el mateix, el 23% dels donants amb anti-VHC positiu en 

el test de cribatge. Això suposa que anualment aproximadament 120 donants són rebutjats 

permanentment com a donants de sang, sent informats per defecte com a falsos positius de la 

tècnica de cribatge. 

Durant anys s’han estudiat diferents estratègies per poder classificar els donants i els pacients 

amb patró de RIBA indeterminat en absència virèmia, incloent anàlisi dels factors de risc 

d’exposició viral, nivells d’ALT, analitzant les densitats òptiques de les mostres (S/CO) del test 

de cribatge, l’historial previ de donacions de sang, la intensitat de la banda reactiva així com 

l’ús de pèptids sintètics i/o assajos d’anti-E2 
263, 268-272

. D’aquests estudis s’ha pogut deduir que 
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els patrons RIBA-3 indeterminat c100 i NS5 (els menys freqüents en la nostra població de 

donants) són falsos positius de les tècniques de cribatge, mentre que els RIBA-3 indeterminats 

c22/c33 poden representar veritables exposicions virals. No obstant, en el nostre estudi aquests 

factors no ens serveixen per categoritzar els donants amb RIBA-3 indeterminat, ja que aquests 

no reporten factors de risc associats a exposició viral i els nivells de transaminases són 

normals, per la qual cosa, s’ha de buscar una nova estratègia per classificar-los. 

 

4.2. ELISpot IFN-γ: prova confirmatòria d’exposició viral  

 
La determinació de la capacitat de les cèl·lules T d’induir respostes immunes específiques del 

VHC es va plantejar com una estratègia per diferenciar prèvies exposicions virals de falsos 

positius en individus RIBA-3 indeterminats c22/c33. Aquesta hipòtesi es va plantejar basant-nos 

en l’evidència de què la resposta immune cel·lular específica del VHC en individus amb infecció 

resolta espontàniament es manté indefinidament mentre que els anticossos disminueixen 

progressivament fins a desaparèixer al cap de vàries dècades de l’exposició viral 
46

. A més, es 

va decidir utilitzar la tècnica d’ELISpot IFN-γ per mesurar la resposta immune cel·lular degut a 

l’elevada sensibilitat que presenta (es pot detectar de l’ordre d’una cèl·lula productora d’antigen 

per cada 100.000 cèl·lules totals), la facilitat d’execució i la possible automatització.   

En l'estudi realitzat sobre 27 donants amb patró indeterminat amb una única banda enfront a 

c22 (core) o enfront c33 (NS3), es va observar que el 48% d’aquest donants presenten 

respostes de cèl·lules T específiques de VHC (producció d’IFN-γ) tant enfront a les proteïnes 

del core com enfront a la NS3, demostrant que com a mínim la meitat d’aquests individus 

representen curacions espontànies passades de la infecció i no falsos positius de la tècnica de 

cribatge d'anticossos, confirmant resultats publicats anteriorment per grup de Semmo i 

col·laboradors, tot i que ells van observar respostes immunes principalment enfront a l'antigen 

del core.
 273

 Simultàniament al mateix volum de publicació de l’article un grup de viròlegs 

alemanys van publicar una article molt semblant, realitzat igualment en donants amb RIBA-3 

indeterminat, obtenint resultats pràcticament idèntics i, per tant, verificant encara més els 

resultats obtinguts 
274

.  Tal i com hem esmentat anteriorment, estudis anteriors havien reportat 

que els individus amb RIBA-3 indeterminat presenten immunitat cel·lular enfront a l’antigen del 

core, 
273

 mentre que nosaltres observem que 8 dels 13 (62%) donants amb RIBA-3 
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indeterminat presenten cèl·lules T específiques de NS3 amb comparació al 90% dels curats 

espontanis, suggerint que les cèl·lules T de memòria es van desenvolupar en resposta a una 

infecció viral actual i no pas a una exposició amb partícules virals no-infeccioses o a una 

resposta immune protectora d’una infecció anterior. Addicionalment, la producció d’IFN-γ 

després de cultius a curt termini en presència tant d’antígens del core com d’antígens no 

estructurals (NS3) descarta la possibilitat de què la resposta de cèl·lules T es degui a reactivitat 

creuada amb altres virus o antígens no-virals donat que les reactivitats creuades només s’han 

descrit enfront a core i en respostes CTL 
275

. 

Curiosament, en aquest estudi no hem trobat una correlació entre l’especificitat dels anticossos 

en el RIBA i la reactivitat de les cèl·lules T en l’ELISpot, podent identificar donants reactius amb 

una única banda c22p del RIBA amb presència de cèl·lules T específiques de NS3 i, per altra 

banda, donants indeterminats c33c (NS3) amb resultats positius d’ELISpot restringits a l’antigen 

del core, suggerint que la dinàmica de resposta de les cèl·lules B i T després de l’eliminació 

espontània del VHC és diferent en la majoria dels casos. El que sí que està clar és que, tot i el 

baix nombre d’individus participants en l’estudi, els donants amb patró de RIBA-3 indeterminat 

tendeixen a presentar una resposta específica enfront a la NS3 de major magnitud que els 

donants amb infecció crònica C, suggerint de nou que el patró de resposta de les cèl·lules T en 

RIBA indeterminats és més semblant al de resolució espontània que la obtinguda en pacients 

amb infecció persistent. 
44,50

 Per últim, cal destacar que els individus amb resolució espontània 

(RIBA-3 positiu / ARN VHC negatiu) presenten una major producció d’IFN-γ enfront als 

antígens no estructurals que els portadors crònics (RIBA-3 positiu / ARN VHC negatiu), sent per 

tant la resposta cel·lular enfront a la NS3 i especialment al domini de l’helicasa el factor 

discriminant entre resolució i persistència viral.  

Aquest estudi està limitat pel fet de què no podem concloure si els donants de sang amb patró 

RIBA-3 indeterminat sense resposta a ELISpot han estat o no exposats al virus. Possiblement 

la utilització d’altres antígens virals o pools de pèptids solapats corresponents a tota la 

poliproteïna viral ens hagués ajudat a trobar més respostes específiques del virus i, per tant, 

augmentar els percentatges de resposta dins d’aquesta població. A més a més, les proteïnes 

utilitzades corresponen al genotip 1a del VHC limitant la detecció de respostes induïdes per 

altres genotips virals. Per últim, tot i que la tècnica d’ELISpot és molt sensible, algunes 
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tècniques més sensibles encara tals com són els complexos tetramèrics de classe II 
276

 
 
i 

assajos de captura i expansió de cèl·lules CD154
+
 

255,256
 podrien ser d’utilitat per detectar 

especificitats addicionals en aquests donants. No obstant, la tècnica d'ELISpot IFN-γ pot 

identificar que la meitat dels donants de sang amb patró RIBA-3 indeterminat (ARN VHC 

negatiu) representen resolucions passades de la infecció pel VHC, sent una eina útil pel 

diagnòstic de la infecció. Proves funcionals addicionals tals com l'ELISpot IFN-γ s'haurien de 

realitzar als Bancs de Sang per poder informar degudament als donants i donant una raó més 

versemblant del perquè són rebutjats definitivament com a donants de sang. 

 

4.3. Rellevància de la curació espontània de la infecció detectada per memòria immune 

cel·lular 

 
La fase aguda de la infecció pel VHC és asimptomàtica en el 80% dels casos d'exposició viral 

fet que dificulta el diagnòstic i, normalment, la infecció es detecta ja en la fase crònica 

mitjançant anàlisi clínics rutinaris o bé en el moment de fer una donació de sang. Estudis 

prospectius d'infeccions postransfusionals mostren que després de l'exposició viral, la curació 

espontània de la infecció es produeix únicament en el 15-25% dels casos. Tenint en compte 

que el volum del inòcul, el nombre d'exposicions virals i l'estat del sistema immune són factors 

importants en l'evolució de la infecció, segurament les taxes de resolució espontània de la 

infecció estan infravalorades. En el nostre estudi hem observat que inclús 4 (13%) donants amb 

RIBA-3 negatiu (tres d'ells amb resultats d'ELISA VHC positius dèbils) presenten resposta a 

ELISpot, mostrant que en la població de donants de baix risc, els tests de cribatge són 

possiblement més sensibles que els tests confirmatoris i segurament el percentatge de 

persones exposades al VHC amb un evolució cap a curació espontània és superior a les taxes 

reportades fins ara i havent-hi un espectre més ampli de persones amb resolució subclínica de 

la infecció. En l’estudi podem trobar individus amb resolucions espontànies del VHC amb 

absència d’anti-VHC detectable, d’altres amb baixos nivells d’anti-VHC (detectats amb ELISA) 

els quals no es poden detectar amb les proves d’immunoblot, individus amb anti-VHC en els 

quals únicament se’ls detecta reactivitat enfront a un únic antigen en els tests confirmatoris de 

RIBA i, finalment, individus amb anti-VHC positiu i RIBA-3 positiu (ARN VHC negatiu). Aquest 

resultats evidencien que les taxes de curació espontània després de la infecció pel VHC poden 
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ser superiors al 15-25% tradicionalment descrit i inclús poden arribar al 50% de les persones 

exposades, especialment considerant que el 50% de les parelles sexuals seronegatives dels 

portadors crònics mostren reactivitat específica de les cèl·lules T enfront al VHC. 
60-62

  

Per altra banda cal tenir amb compte que la magnitud de la resposta d’IFN-γ i els factors de risc 

d’exposició viral són menys freqüents en donants amb RIBA-3 indeterminat que en donants 

amb resolució espontània confirmada, fet que es podria explicar pel temps transcorregut des de 

l’exposició viral i/o el volum del inòcul en el moment de la infecció. Així doncs, un major temps 

des de l’exposició viral podria explicar la resposta més dèbil dels anticossos i la disminució en 

la resposta de les cèl·lules T, així com la dificultat per part del donant de recordar un factor de 

risc potencial. Similarment, un volum menor d’inòcul o menys exposicions al virus pot contribuir 

també a la ràpida desaparició d’anticossos o inclús debilitar la inducció de la resposta humoral. 

Així doncs, l'assaig d'ELISpot pot ajudar a identificar individus amb resolució subclínica de la 

infecció pel VHC i ajudar a comprendre els mecanismes que intervenen en la resolució de la 

infecció.  

 

4.4. Mecanismes immunològics de persistència viral i reversió de l’anèrgia de les 

cèl·lules T 

 
Tal i com hem explicat anteriorment, la relació entre el VHC i l’hoste és dinàmica, el virus 

intenta silenciar la seva presència per poder coexistir, mentre que el sistema immune de l’hoste 

intenta eliminar el virus sense autolesionar-se. El balanç entre aquestes dues forces 

biològiques depèn de la cinètica de replicació viral i la quantitat i la qualitat de la resposta 

immune. En el primer estudi presentat en aquesta tesi  hem demostrat que la resposta vigorosa 

i multiespecífica dels limfòcits T CD4
+
 i CD8

+
, especialment enfront a proteïnes no estructurals 

del virus, s’associa a reduccions de la càrrega viral i curació de la infecció. En canvi, l’absència 

de resposta específica per part dels limfòcits T o la incapacitat de mantenir-la durant el temps 

suficient es relaciona amb la infecció persistent. S'han postulat diferents mecanismes que 

sembla que poden contribuir a l’absència d’una resposta adaptativa eficaç, sent probablement 

les mutacions d’escapament i l’anèrgia funcional els mecanismes més importants, els quals 

impedirien la correcta activació de les cèl·lules T CD4
+
 i CD8

+
 específiques del VHC 

72-74, 101-104, 

116-119
.  
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Sempre hi ha hagut molta controvèrsia de si l’absència de resposta immune eficaç en pacients 

amb infecció persistent es deu a una delecció de les cèl·lules T CD4
+
 o més bé a l’alteració 

funcional de la resposta CD4
+
. Durant aquests últims anys, diversos estudis han demostrat que 

es deu mes bé a l’alteració funcional de les cèl·lules T CD4
+
 ja que la disminució de la càrrega 

viral durant el tractament antiviral o durant les primeres setmanes del transplantament hepàtic 

és suficient per a la ràpida reaparició de la resposta CD4
+
 Th1 efectora 

107-110, 277
. En el segon 

estudi ens vàrem proposar el disseny d’un protocol in vitro per identificar i seleccionar cèl·lules 

específiques del VHC disfuncionals en pacients amb infecció crònica C i poder revertir el seu 

fenotip disfuncional mitjançant cultius in vitro en absència de l’estímul inductor d’anèrgia. 

Primerament vàrem demostrar que els pacients amb infecció persistent presenten cèl·lules T 

CD4
+
 específiques del VHC en sang perifèrica i que aquestes cèl·lules es poden detectar 

fàcilment, independentment del seu perfil funcional, mitjançant l’expressió en superfície de 

l’antigen CD154, molècula d’expressió antigen-específica i transitòria. Es va escollir la molècula 

CD154 ja que, tal i com hem explicat anteriorment, s’expressa específicament a la superfície 

del limfòcit T CD4
+
 després de la interacció del TCR amb el complex MHC-antigen present a les 

CPA, i per tant, ens assegurem de seleccionar cèl·lules específiques de l’antigen viral amb un 

únic pas de citometria. Cal remarcar que l’expressió del CD154 es dóna principalment sota 

l’estimulació amb l’antigen o pools de pèptids de la NS3, tant en pacients crònics com en 

pacients amb resolució espontània de la infecció, confirmant els resultats obtinguts en l’estudi 1 

i verificant que la resposta immune de les cèl·lules T CD4
+
 específiques de NS3 helicasa i Th1 

són essencials per a la resolució espontània de la infecció. En segon lloc, aquest estudi també 

demostra que les cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 específiques de NS3 es poden seleccionar i expandir 

més de 3 logaritmes en 21 dies de cultiu en absència antigènica amb pèptids alterats tot 

restaurant la capacitat de produir IFN-γ i IL-2, proliferar i de reexpressar CD154, demostrant 

que la contínua estimulació antigènica en individus amb infecció persistent pot ser un dels 

mecanismes de disfuncionalitat de les cèl·lules T CD4
+
 específiques i de la inducció de l'estat 

tolerogènic.  

Un altre aspecte a tenir en compte en aquest segon estudi és que l’antigen del core, 

contràriament al de la NS3, no és capaç d’induir l’expressió de CD154, i si ho fa, és en individus 

amb infecció curada espontàniament i a freqüències baixes. Aquest fet pot estar relacionat amb 
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que l’antigen del core indueix les cèl·lules T CD4
+
FoxPE

+
 reguladores les quals inhibeixen les 

respostes immunes Th1 a través de la producció d’IL-10. 
278, 279 

No obstant, per tal de confirmar 

aquests resultats s’haurien de caracteritzar funcionalment les cèl·lules T CD4
+
 específiques del 

core incloent marcadors específics de Treg. 

Un dels dubtes que van sorgir al principi de l’estudi va ser creure realment que durant el procés 

d’expansió es produís la reversió de l’estat funcional de les cèl·lules T CD4
+
 preexistents i 

disfuncionals en individus amb infecció persistent, i no pas que representés l’expansió d’un 

nombre petit de cèl·lules T específiques de VHC ja funcionals. Tot i que no es pot excloure amb 

la seva totalitat aquesta última reflexió, la naturalesa multiespecífica i la intensitat de la resposta 

després de l’expansió i la semblança en quant al tipus de resposta immune amb les cèl·lules 

CD4
+
 ex vivo observada en els individus amb resolució espontània, dóna suport a què el procés 

d’expansió genera la reversió de l’estat disfuncional de les cèl·lules T CD4
+
 i no pas l’expansió 

d’un petit nombre de cèl·lules T totalment funcional. Addicionalment, la selecció i expansió 

cel·lular va ser possible inclús en el pacient amb infecció persistent que presentava menor 

expressió de CD154 sota l’estimulació amb NS3 (0,019% de les CD4
+
 totals), i tampoc hi va 

haver diferències entre el grau de restauració funcional i les freqüències d’expressió de CD154. 

A l’hora de determinar la funcionalitat d’aquestes cèl·lules la situació ideal hagués sigut poder 

comparar el fenotip i la funcionalitat de les cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 expandides amb la població 

de cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 autòlogues no expandides. Desafortunadament, degut al baix 

nombre de limfòcits CD154
+
 específics de VHC en sang perifèrica aquestes cèl·lules no es 

poden utilitzar com a control i, per tant, únicament es va poder determinar el grau de reversió 

funcional per comparació del perfil de producció de citocines en cèl·lules T CD4
+
 ex vivo 

autòlogues. En individus amb infecció curada espontàniament, la funcionalitat de les cèl·lules T 

no es va veure incrementada significativament després del procés d’expansió, donant suport a 

la teoria de què l’expansió de les cèl·lules T específiques dels pacients amb infecció persistent 

permet revertir l’estat disfuncional i no es deu a un estat d’activació inespecífica associat al 

procés d’expansió in vitro. A més, les cèl·lules T CD4
+
 ex vivo específiques de NS3 presents als 

individus amb infecció curada espontàniament sembla que presentin un fenotip complet de 

memòria efectora i, en part, no poden ser sobreexpandides en absència de l’antigen afí. 
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Per altra banda, i tal com s’havia suggerit prèviament 
41, 44,  253, 280

, el nostre estudi dóna suport a 

la teoria de què la inactivació funcional precoç de la resposta immune de les cèl·lules T CD4
+
 

específiques del VHC juga un paper essencial en l’establiment de la persistència viral. El 

desencadenant de la inactivació cel·lular encara es desconeix, però a diferència de les cèl·lules 

CD8
+
, la selecció de mutants d’escapament sembla que no té un paper rellevant amb la pèrdua 

de funcionalitat de les cèl·lules T CD4
+
 durant la infecció crònica 

69
. No obstant, tot i que s’han 

proposat algunes variants dels epítops de la NS3 com a responsables de causar l’anèrgia de 

les cèl·lules T CD4
+
 o d’induir el fenotip Treg, durant la fase aguda de la infecció, sembla que 

pocs d’ells són capaços d’induir l’anèrgia de les cèl·lules T CD4
+
 i perjudicar la generació i la 

maduració de les cèl·lules T CD8
+
 de memòria i per tant, impedint l’eliminació del vius. 

281, 282 

Estudis en ratolins han demostrat que la inactivació funcional de les cèl·lules T CD4
+ 

es 

produeix precoçment durant la transició cap a la persistència viral, és independent de la 

presència de cèl·lules Treg, i aquestes cèl·lules T CD4
+
 disfuncionals generades actuen 

dificultant el manteniment de la funcionalitat de les cèl·lules T CD8
+
 citotòxiques i facilitant la 

persistència viral. No obstant, s’ha observat que resta un petit reservori de cèl·lules T CD4
+
 

resistents a la inactivació les quals es mantenen durant la cronicitat 
102

. 
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4.5. Potencial ús de cèl·lules T CD4
+
 específiques de NS3 en immunoteràpia adaptativa 

 
Diversos estudis han identificat patrons característics de cèl·lules T disfuncionals en individus 

amb infecció persistent tals com la sobreexpressió de PD-1, els nivells baixos de CD127 en 

superfície, així com l’expansió de cèl·lules Treg CD4
+
 i CD8

+ 
capaces de disminuir la funció 

efectora), sent dianes perfectes per immunoteràpia. 
279, 283-285

 Actualment s’estan estudiant 

diferents immunomoduladors bloquejants d’aquestes molècules inhibidores que podrien 

restaurar l’estat funcional de les cèl·lules T 
208-210

, tot i que el seu paper en la persistència viral 

és motiu de debat ja que aquestes cèl·lules podrien actuar també com un mecanismes 

d’adaptació per evitar o limitar el dany de les cèl·lules hepàtiques durant la infecció aguda i 

crònica 
286-288

. 

En el segon estudi presentat en aquesta tesi hem demostrat que les cèl·lules T disfuncionals es 

poden reactivar funcionalment durant la infecció persistent 
289

. Per tant, la possibilitat de 

seleccionar, expandir i restaurar la capacitat funcional de les cèl·lules T CD4
+
 de memòria 

específiques del VHC en individus amb infecció persistent suggereix l’ús potencial de les 

cèl·lules T CD154
+
 específiques expandides autòlogues per a immunoteràpia adaptativa. 

Durant els últims anys s’estan investigant estratègies d’immunoteràpia adaptativa tant per a 

l’eliminació del virus com per a evitar la reinfecció de l’empelt després del trasplantament 

hepàtic. Recentment s’ha descrit un estudi d'immunoteràpia cel·lular per tal d’evitar la 

recurrència agressiva de la infecció pel VHC després del trasplantament hepàtic i que 

consisteix en la infusió de limfòcits del donant demostrant que el tractament immunosupressor 

gairebé no afecta la capacitat dels limfòcits T per controlar la replicació viral. 
248

 En el nostre 

estudi, les característiques que presenten les cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 expandides sembla que 

compleixen els requisits necessaris per proporcionar l’ajuda suficient i eficaç per restaurar in 

vivo les cèl·lules T CD8
+
 específiques del VHC esgotades 

152, 290
, un rescat que ja s’ha 

demostrat en models animals 
291

. Addicionalment, les cèl·lules T CD4
+
 de memòria també 

poden activar la resposta immune innata 
292

, la qual indirectament també proporciona ajuda 

addicional a les cèl·lules T CD8
+ 

per tal de controlar la infecció viral. No obstant, el gran dubte 

que podria presentar l’ús de cèl·lules T CD4
+
 autòlogues expandides en la immunoteràpia 

adaptativa seria que els mateixos mecanismes que condueixen la disfuncionalitat de les 

cèl·lules T CD4
+
 i la persistència viral podrien tornar a desactivar les cèl·lules T CD4

+
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restaurades funcionalment. En aquest cas, aquests tipus d’immunoteràpia únicament seria 

factible com adjuvant dels tractaments antivirals convencionals i futurs, els quals disminuirien la 

càrrega viral i s’evitaria la inactivació de les cèl·lules funcionalment restaurades, o bé per 

prevenir la novo infecció de l’empelt durant les primeres hores posteriors al trasplantament 

hepàtic, quan la càrrega viral disminueix dràsticament. 

 

4.6. Projectes en desenvolupament i futurs 

 
Els dos estudis presentats en aquesta tesi han donat lloc a nous projectes respectivament.  

Per una banda, s’ha intentat aprofundir en els mecanismes implicats en la curació espontània 

de la infecció pel VHC correlacionant l’evolució de la infecció, el polimorfisme rs12979860 del 

gen de la IL-28B i la resposta immune cel·lular. Efectivament, hem trobat una correlació directa 

entre l’haplotip favorable del polimorfisme rs12979860 de la IL28B (CC) i curació espontània de 

la infecció en la nostra població de donants, tot i que les respostes immunes de les cèl·lules T 

CD4
+
 enfront a l’antigen NS3 és un factor més potent de predicció de resolució en individus 

amb genotips desfavorables per a la IL28B (CT/TT). Els resultats i les conclusions d’aquest 

estudi estan en revisió al Journal of Viral Hepatitis (veure l’article original a l’annex). 

Per altra banda, la possibilitat de seleccionar i expandir in vitro cèl·lules T CD4
+ 

específiques de 

NS3 i restaurar la capacitat funcional en la majoria d'individus amb infecció persistent, ha donat 

lloc a un segon estudi, el qual està en vies de desenvolupament, per tal d’identificar el(s) 

pèptid(s) responsables de la inducció d’anèrgia així com determinar la capacitat dels limfòcits T 

CD4
+
 específics de NS3 restaurats funcionalment ex vivo per reprogramar la resposta CD8

+
 

citotòxica autòloga, i en segon lloc, adaptar el procés d'expansió i restauració funcional segons 

normativa GMP i la legislació espanyola vigent sobre teràpies cel·lulars avançades per la seva 

aplicació en investigació humana. Si aquests objectius es compleixen, l'ús de cèl·lules T CD4
+
 

específiques autòlogues restaurades funcionalment podria ser una bona estratègia 

d'immunoteràpia adaptativa en el tractament de la recurrència de la infecció pel VHC 

postrasplantament, ja que en la fase precoç es produeix una dràstica disminució de la càrrega 

viral, seguida de replicació viral a un títol elevat d'una població viral molt homogènia durant 

vàries setmanes, factors que facilitarien la restauració de la resposta CD8
+
 disfuncional 

mitjançant la transferència precoç de limfòcits CD4
+
 Th1 funcionals, que podrien generar 
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l’eradicació de la infecció o modificar el curs clínic de la mateixa i la resposta als tractaments 

antivirals convencionals. A més, l'ús de cèl·lules T CD4
+
 específiques de NS3 autòlogues i 

restaurades funcionalment podria ser una bona estratègia ja que s'evitarien els potencials 

efectes col·laterals associats a d'altres estratègies d'immunoteràpia tals com són la inhibició de 

l'activitat de les cèl·lules Treg amb anticossos anti-IL10R, el bloqueig de la interacció PD1-PD-

L1 amb anticossos anti-PD-1L i/o anti-CTL4, ja que presenten seriosos inconvenients per a la 

seva aplicació in vivo degut al seu caràcter indiscriminats per a suprimir els mecanismes 

moduladors dels fenòmens autoimmunes o les reaccions immuno-citotòxiques exagerades, en 

comparació a la simple reinoculació de CD4
+
 autòlogues específiques i restaurades 

funcionalment. 
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1. La meitat dels donants amb patró de RIBA-3 indeterminat (ARN VHC negatiu) 

presenten cèl·lules T específiques del VHC capaces de produir citocines Th1 sota estimulació 

antigènica i, per tant, representen curacions espontànies de la infecció. 

 
2. La tecnologia d’ELISpot ajuda a identificar individus amb infecció subclínica evidenciant 

que les taxes de resolució espontània de la infecció per VHC poden ser superiors al 15-25% 

descrit fins ara. 

 
3. La tècnica d’ELISpot IFN-γ pot ser una eina útil pel diagnòstic de la infecció viral ja que 

permet discriminar els donants amb patró de RIBA-3 indeterminat entre resolucions 

espontànies de la infecció i falsos positius de la tècnica de cribatge, permetent que els 

donants siguin degudament informats i donant una raó més versemblant del perquè són 

rebutjats definitivament com a donants de sang. 

 
4. La resposta immune enfront a la proteïna no estructural NS3 i, especialment al domini 

de l’helicasa, és el factor discriminant entre resolució de la infecció i persistència viral.  

 
5. Els pacients amb infecció persistent presenten cèl·lules T CD4

+
 específiques del VHC 

en sang perifèrica i aquestes cèl·lules es poden identificar fàcilment, independentment del seu 

perfil funcional, mitjançant l’expressió en superfície de l’antigen CD154, molècula d’expressió 

específica d’antigen i transitòria. La manca o la debilitat de la resposta immune en individus 

amb infecció persistent es deu a l’alteració funcional de la resposta de les cèl·lules T i no pas 

a la delecció de la resposta CD4
+
. 

 
6. Es poden seleccionar i expandir les cèl·lules T CD4

+
 específiques de NS3 i restaurar la 

capacitat funcional en la majoria d’individus amb infecció persistent pel VHC, proporcionant un 

nou instrument per ajudar a entendre els mecanismes implicats en la persistència viral i 

investigar l’ús d’aquestes cèl·lules per a estratègies d’immunoteràpia adaptativa. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. MATERIALS I MÈTODES 
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6.1. Tests serològics 

Els anticossos enfront al VHC es van determinar mitjançant immunoassajos de tercera 

generació (PRISM HCV ChLIA, Abbott Diagnostics, Alemanya). El PRISM HCV ChLIA és un 

immunoassaig quimioluminiscent in vitro, una variació de la tècnica d’EIA, el qual presenta una 

fase sòlida amb micropartícules recobertes amb antígens recombinants del VHC, que 

reconeixen els anticossos presents a les mostres de sèrum o plasma humà. La detecció es 

realitza amb la immunoglobulina anti-humana biotinilada i l’anticòs anti-biotina conjugat amb 

acridini. El senyal quimioluminiscent és generat per l’addició del peròxid d’hidrogen que genera 

l’oxidació de l’acridini tot alliberant fotons que són detectats pel tub fotomultiplicador (Fig. 24). 

La quantitat de fotons alliberada és proporcional a la quantitat d’anticòs anti-VHC present a la 

mostra. La presència o absència d’anti-VHC es determina per comparació amb els fotons 

alliberats pels calibradors (cutoff). Si el nombre de fotons recol·lectats per la mostra és inferior 

al cutoff, aquesta mostra no és reactiva, mentre que si és igual o superior la mostra es reactiva.  
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Figura 24. Esquema de l’assaig de ChLIA (quimioluminiscència) 
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La tècnica de ChLIA utilitza tres antígens recombinants del VHC (HCr43, c100-3 i el NS5). La 

HCr43 està formada per una regió del core (aminoàcids 1 al 150) i una regió de la NS3 (aas 

1192-1497). La proteïna c100-3, és una proteïna de fusió amb la superòxid dismutasa (SOD), i 

inclou una part de la poliproteïna que codifica per a la NS3 i la NS4 del VHC (aminoàcids 1569-

1931). Per últim, la NS5 també està sintetitzada unida a la SOD i inclou els aminoàcids 2054-

2995 de la seqüència de la poliproteïna del VHC. La sensibilitat i la especificitat d’aquesta 

tècnica és molt elevada (>99%). 

Les mostres reactives per ChLIA es van confirmar per assajos d’immunoblot (RIBA HCV 3.0 

SIA, Chiron Corp, USA). El RIBA (Recombinant immunoblot assay) es basa en la detecció 

d’anticossos que reaccionen amb antigen recombinant i pèptids sintètics que estan adherits a 

una membrana de nitrocel·lulosa. Els antígens utilitzats són el c33c (regió NS3 del virus), el 

NS5, els pèptids sintètics, c100p i 5.-1-1, (regió NS4), i el c22p (regió del core). A més, conté 

una banda amb SOD com a control negatiu (evitar reaccions inespecífiques), així com dos 

bandes (una més concentrada que l’altra) amb IgG com a control positiu. Seran aquestes 

últimes bandes les que, per comparació d’intensitats, permetran realitzar una semiquantificació 

dels anticossos específics del VHC presents a la mostra.  

Primerament s’incuba la tira de nitrocel·lulosa amb la mostra de sèrum o plasma per tal de què 

es produeixi el reconeixement específic antigen-anticòs. El revelat es realitza amb una 

immunoglobulina anti-humana conjugada amb l’enzim peroxidasa i l’addició del substrat, el 

peròxid d’hidrogen i 4-cloro-1-naftol, el qual dóna lloc a un producte insoluble de color blau fosc 

podent-se visualitzar les bandes sobre la tira de nitrocel·lulosa (Fig. 25).  

              

                  

    

  

Figura 25. Tira immunoreactiva de l’assaig de RIBA-3 del VHC  

http://www.clinchem.org/content/vol43/issue8/images/large/cy0871308002.jpeg
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La intensitat de la reacció de les bandes control en cada tira s’utilitza per assignar els índex de 

reactivitat a cada antigen present a la tira seguint la interpretació descrita a la Taula 4. 

 

                                   Taula 4. Interpretació dels resultats del RIBA-3 del VHC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Un RIBA positiu queda definit per la reactivitat enfront a dos o més antígens del VHC amb 

absència de reactivitat enfront a la SOD. La reactivitat enfront a un únic antigen es considera 

un resultat indeterminat, mentre que l’absència de reactivitat enfront als antígens virals o 

reactivitat únicament enfront a la SOD es considera un resultat negatiu. El test de RIBA té 

menor especificitat però major sensibilitat que el mètode d’EIA. 

Les mostres amb un resultat de RIBA-3 indeterminat es van retestar amb un kit addicional 

d’immunoblot (INNO-LIA HCV Score, Innogenetics, Ghent, Bèlgica), el qual incorpora antígens 

del VHC derivats de la proteïna estructural del core (C1 i C2 i E2), i de les regions no 

estructurals del virus (NS3 helicasa, NS4A i NS5A) a una membrana de niló (Fig. 26). A cada 

tira hi ha quatre bandes control: una banda de control de l’estreptavidina, control positiu 3+ 

(anti-Ig humà), que també s’utilitza com a banda de control d’addició de mostra i control positiu 

1+ (IgG humà). L’INNO-LIA HCV Score utilitza la mateixa tecnologia que el RIBA de Chiron, 

però en aquest cas l’enzim utilitzat per a la detecció és la fosfatasa alcalina i el substrat 

enzimàtic és el 5-bromo-4cloro-3-indoilfosfat/nitroblau de tetrazol en dimetilformamida 

(BCIP/NBT), i la reacció es para amb l’àcid sulfúric.  

Intensitat de la reacció de les 

bandes de l’antigen (R) 
Interpretació 

Absència  neg 

Menor que control IgG nivell I +/- 

Igual que control IgG nivell I 1+ 

>IgG nivell II i <IgG nivell II 2+ 

Igual que control IgG nivell II  3+ 

Major que control IgG nivell II 4+ 
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La intensitat de la reacció de les bandes control en cada tira s’utilitza per assignar els índex de 

reactivitat a cada antigen present a la tira seguint la interpretació descrita a la Taula 5. 

                          

      Taula 5. Interpretació dels resultats del INNO-LIA HCV Score 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’INNO-LIA HCV Score presenta una sensibilitat del 100% i una especificitat del 94,5%. 

  

Intensitat de la reacció de les 

bandes de l’antigen (R) 
Interpretació 

Absència  neg 

Igual que el control IgG +/- +/- 

>IgG nivell +/- i/o igual a IgG nivell 1+ 1+ 

>IgG nivell 1+ però < IgG nivell 3+ 2+ 

Igual IgG nivell 3+  3+ 

Major que IgG nivell 3+ 4+ 

Figura 26. Tira immunoreactiva de l’assaig de INNO-LIA HCV Score  
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6.2. Determinació de l’ARN viral 

 
Del Gener de 2006 al Març de 2007, el cribatge de l’ARN del VHC de totes les donacions de 

sang del Banc de Sang i Teixits de Catalunya es va realitzar en pools de 48 mostres mitjançant 

RT-PCR “in house” (límit de detecció de 816 UI/ml). A partir de l’Abril de 2007 es va 

implementar la tècnica de TMA en mostra individual (TMA; Procleix Ultrio assay, Novartis, 

Emervylle, CA) (límit de detecció 3,6 UI/ml). El principi del TMA es basa en l’amplificació a 

temperatura constant (37 °C) de l’ARN viral fins a obtenir-ne milions de còpies. En la reacció 

intervenen diversos enzims (RNasa H, retrotranscriptasa, ARN polimerasa) i la detecció del 

producte amplificat es realitza per hidròlisi química d’una sonda específica i detecció per 

quimioluminiscència. Les mostres inicialment reactives en el test de cribatge es van confirmar 

en mostra individual mitjançant RT-PCR in house (límit de detecció de 17 UI/ml). 

 

6.3. Determinació del genotip i del serotip viral 

 
Els genotips del VHC dels donants amb RIBA-3 positiu i virèmia detectable es van determinat 

mitjançant assajos moleculars (VERSANT HCV Genotype 2.0 LIPA; Innogenetics, Ghent, 

Bèlgica). Aquest assaig permet identificar els genotips 1-6 del VHC i els subtipus 1a i 1b 

basant-se en la tècnica d’hibridació inversa (Fig. 27). Després de l’extracció de l’ARN viral a 

partir de 200 µl de plasma (Kit Qiagen), es genera un producte de PCR biotinilat de les regions 

5’UTR i core. Després de comprovar la correcta amplificació en gels d’agarosa al 1%, s’hibrida 

el producte de PCR amb les tires de nitrocel·lulosa les quals porten immobilitzades sondes 

específiques de la regió 5’UTR i del core. El revelat es realitza amb el conjugat format per 

l’estreptavidina i la fosfatasa alcalina i el substrat enzimàtic (cromògen BCIP/NBT). 

 

 

 

 

 

  

Figura 27. Esquema del principi 
d’hibridació inversa del LIPA   
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La interpretació dels resultats es realitza amb la taula de patró de bandes característica de 

cada genotip proporcionada per la casa comercial. 

En les mostres que presentaven anticossos en absència de virèmia (RIBA-3 Positiu / ARN VHC 

negatiu) es va determinar el serotip a través d’un assaig que es basa en la resposta 

diferenciada dels antisèrums enfront a les regions de la NS4 (Murex HCV 1-6 serotyping assay, 

Abbott, Abbott Park, IL, USA).  

La mostra diluïda s’incuba, en presència de pèptids competitius, als micropous recoberts de 

pèptids específics pels serotips del VHC. Durant aquesta primera incubació, els anticossos 

específics enfront als serotips s’uneixen als antígens immobilitzats. Després del rentat per 

eliminar el material no unit, els anticossos anti-VHC s’incuben amb anticossos monoclonals 

anti-IgG humans conjugats amb peroxidasa. Durant la segona incubació, es forma un complex 

antigen-anticòs humà-anticòs anti-IgG humà/enzim als pous que contenen mostres amb 

anticossos enfront a un serotip específic del VHC. El revelat es realitza amb el substrat 

3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) i peròxid d’hidrogen. Als pous que contenen mostres 

reactives per anti-VHC es desenvolupa un color violeta i la reacció enzimàtica es para amb àcid 

sulfúric, que canvia el color a taronja, i es mesura espectofotomètricament. La intensitat de 

color és directament proporcional a la concentració d’anticossos específics en la mostra.  

 

6.4. Genotipatge HLA de classe I i II 

 
La tipificació del HLA de classe I i II es va realitzar al Laboratori d’Immunologia per a la Recerca 

i les Aplicacions Diagnòstiques (LIRAD) del Banc de Sang i Teixits de Catalunya. El tipatge es 

va realitzar mitjançant PCR amb oligonucleòtids específics de cada regió utilitzant la tecnologia 

Luminex (Tepnel Lifecodes, Stamford, CT, USA). 
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6.5. Pèptids sintètics i proteïnes recombinants del VHC 

 
Els antígens virals emprats en l’estimulació antigènica van ser la proteïna estructural del core 

(aas 1 – 115) i les proteïnes no estructurals NS3 total (aas 1007 – 1534) i NS3 Helicasa (aas 

1207 – 1488), totes elles de Mikrogen (Neuried, Alemanya). Les proteïnes es van obtenir a 

partir de la seqüència del genotip viral 1a, expressades en Escherichia coli i dissoltes en 

Tris/glicina i es van utilitzar a una concentració final de 2 µg/ml. En el segon estudi es va 

utilitzar addicionalment pools de 14-30 pèptids sintètics amb 11-12 aas solapats que codifiquen 

per a la regió del core i NS3 del VHC genotip 1a (Taula 6). Aquests pèptids van ser 

proporcionats pel National Institute of Health (Biodefense and Emerging Infectious Research 

Resources Repository, NIAID, NIH) i es van utilitzar a una concentració final de 10 µg/ml. En 

alguns experiments es va emprar una NS3 helicasa derivada del genotip 1b del VHC i 

expressada en Pichia pastoris. 

Com a controls positius es va utilitzar la fitohematoglutinina (PHA, Gibco) i la endotoxina B del 

Staphylococcus aureus (SEB), ambdós a una concentració final de 1µg/ml. En individus 

seropositius per citomegalovirus (CMV) es va utilitzar un pool de pèptids (Peptivator-CMV pp65; 

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemanya) com a control addicional a una concentració 

final de 1µg/ml. Com a control negatiu, es va utilitzar medi RPMI 1640 complet sense 

estimulació antigènica o amb DMSO quant fou convenient. 

 

     Taula 6. Pools de pèptids amb 11-12 amino àcids solapats que codifiquen per a la regió del core i la 

proteïna no estructural NS3 del VHC 

 

 

 

 

 

 

 

Pool 

Pèptid 
Pèptids 

Nombre de 

pèptids 

Posició dels 

amino àcids 

Proteïna viral 

codificant 

Core-1 1 – 28 28 1 – 191 Core 

NS3-1 1 – 30 30 1027 – 1214 NS3 

NS3-2 31 – 44 14 1215 – 1301 NS3 

NS3-3 45 – 61 17 1302 – 1415 NS3 

NS3-4 62 – 82 21 1416 – 1546 NS3 

NS3-5 83 – 98 16 1547 – 1647 NS3 
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6.6. Cèl·lules emprades 

 
La totalitat del treball es va realitzar utilitzant cultius primaris de cèl·lules mononuclears de sang 

perifèrica humana (CMSPs) purificades a partir de concentrats leucocitaris (“buffy coats”). Els 

buffy coats utilitzats són concentrats de cèl·lules sanguínies, leucòcits i plaquetes, resultant del 

fraccionament de donacions de sang amb VHC positiu o controls seronegatius cedides 

generosament pel Banc de Sang i Teixits de Catalunya, després de l’obtenció dels permisos 

pertinents i d’obtenir l’aprovació del comitè ètic de l’empresa.  

 

6.6.1. Purificació de cèl·lules mononuclears de sang perifèrica  

 
La separació de CMSP es va realitzar mitjançant gradient de densitat aprofitant característiques 

cel·lulars tals com la densitat i el tamany per fer efectiva la separació. En aquest treball es va 

utilitzar el gradient de Ficoll Lymphoprep
TM

 1077 (Axis-Shield PacAS, Oslo, Norway), el qual és 

un medi de separació isosmòtic de densitat igual a 1,077 g/ml, el que permet la separació de 

limfòcits i monòcits (cèl·lules mononuclears) de la resta de cèl·lules sanguínies en funció de la 

seva densitat.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Degut a l’elevada concentració cel·lular present al buffy coat, primerament es va realitzar la 

dilució 1:2 del buffy coat amb solució salina HANKs (Gibco BRL, Gaithersburg, MD). A 

continuació, es va dipositar al fons dels tubs Falcon estèrils, de 50 ml, un volum de 15 ml de 

Ficoll Lymphoprep
TM

 a temperatura ambient. És important que la temperatura sigui el més 

propera possible a 20° per mantenir la densitat adequada. Sobre el Ficoll es van dipositar 30 ml 

Plasma i plaquetes

Limfòcits

Granulòcits i eritròcits

Buffy Coat
+ 

HANKs

FicollTM

LymphoprepTM 1077 

Centrifugació

300xg 

30 min

Plasma i plaquetes

Limfòcits

Granulòcits i eritròcits

Buffy Coat
+ 

HANKs
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LymphoprepTM 1077 

Centrifugació

300xg 
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Figura 28. Esquema del gradient de Ficol  
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de sang diluïda, mantenint un flux lent i constant per tal d’evitar que les dos fases es mesclin 

(fet que impediria la correcta separació dels components cel·lulars). El gradient es centrifuga a 

300xg durant 30 min a 20 °C i sense fre. Després de la centrifugació, podem observar al fons 

del tub un dipòsit vermell, en la qual es troben els eritròcits i les cèl·lules polimorfonuclears, una 

banda transparent corresponent al Ficoll Lymphoprep
TM

, una banda amb tonalitat blanca que 

correspon als limfòcits, i una gran capa superior, o sobrenedant, que bàsicament està formada 

per plasma sanguini, plaquetes i medi HANKs (Fig. 28). La banda dels limfòcits es va recullir 

amb una pipeta pasteur i es va dipositar a un nou tub Falcon estèril. Posteriorment, es van 

rentar 3 vegades amb medi HANKs a 750xg, durant 10 min per tal d’eliminar les restes de Ficoll 

que poden haver sigut arrastrades al recollir la banda. Després de rentar-les es va realitzar el 

recompte cel·lular amb el comptador hematològic Coulter ACT Diff (IZASA) i el càlcul viabilitat 

cel·lular mitjançant la dilució d’una alíquota de volum conegut de les cèl·lules amb Blau de Tripà 

(0.1% pes/volum en PBS: 137mM NaCl, 10 mM tampó fosfat sòdic pH 7,4 i 2,7 mM KCl). 

Aquest mètode permet conèixer les cèl·lules danyades ja que el colorant penetrarà a dins 

d’aquelles que presentin la membrana permeabilitzada i es reconeixeran pel seu interior de 

color blau. Les cèl·lules mononuclears es van resuspendre en sèrum fetal boví (FCS, Gibco, 

Invitrogen) i 10% de DMSO (Sigma) i es van congelar a  -80°C o -196°C en N2 (l) a una 

concentració de 10-20x10
6 
cèl/ml 

250
.  

 

6.6.2. Purificació de cèl·lules CD4
+
 i cèl·lules presentadores d’antigen 

 
Les cèl·lules  CD4

+
 es van obtenir a partir de les CMSPs amb un kit comercial, el Dynal CD4 

isolation kit (Invitrogen Dynal AS, Oslo, Noruega). El principi d’aquesta separació consisteix 

amb el marcatge cel·lular amb microesferes magnètiques conjugades amb anticossos 

específics i la retenció de les mateixes a les parets del tub a l’aplicar el camp magnètic. Primer 

s’obté la fracció no marcada i, una vegada separat el tub del camp magnètic, s’obtenen les 

cèl·lules marcades. Les Dynabeads CD4 són unes boletes de poliestirè recobertes de material 

superparamagnètic (γFe2O3 i Fe3O4) de 4,5 µm de diàmetre les quals porten fixades un anticòs 

monoclonal primari específic per a l’antigen de membrana CD4
+
 de cèl·lules humanes. Per al 

procès de separació, es van diluir 4x10
7
 CMSP en 1 ml de PBS amb 1 % de sèrum AB humà 

inactivat i s’hi va afegir 400 µl de CD4-Dynabeads, per tal de formar els complexes entre les 
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partícules magnètiques i les cèl·lules CD4
+
. Després de la incubació, els complexos formats 

(cèl·lula CD4 – boleta) es van separar amb l’iman 15-MPC de Dynal Biotech, obtenint així dos 

fraccions cel·lulars: el sobrenedant que contenia les cèl·lules mononuclears amb delecció de 

CD4
+
 (CD8

+
, monòcits, macròfags, limfòcits B...) i les cèl·lules CD4

+
 unides a les boletes. 

Per tal de mantenir la viabilitat i el fenotip es van alliberar les boletes paramagnètiques de les 

cèl·lules CD4
+
 seleccionades amb Detachabeads® (Dynal Biotech, Oslo, Noruega), que són 

anticossos policlonals anti-Fab específics dels anticossos CD4 de les Dynabeads. Anàlisi per 

citometria de flux indicaven que la població de cèl·lules CD4
+
 seleccionada presentava una 

puresa >95%.  

La fracció cel·lular que conté les cèl·lules mononuclears amb delecció de les CD4
+
 es van 

irradiar a 30 Gy i es van utilitzar com a feeders i cèl·lules presentadores d’antigen (CPA).  

 

6.7. Cultius cel·lulars 

 
Pels diferents experiments va ser necessari la realització de cultius cel·lulars. En tots ells, es va 

utilitzar medi complet R10 (RPMI 1640 complementat 10 % Sèrum AB humà inactivat, 2 mM L-

glutamina, 100 U/ml penicil·lina, 100 µg/ml estreptomicina, 25 mM Hepes). Tots els experiments 

es van realitzar en cèl·lules criopreservades descongelades al bany maria (37 ºC) i rentades 

amb medi HANKs (Gibco BRL, Gaithersburg, MD). El recompte limfocitari es va realitzar 

mitjançant el comptador cel·lular Coulter ACT Diff (Becman Coulter) i la viabilitat mitjançant 

marcatge amb blau de Tripà. 

 

6.7.1. Cultius limfocitaris 

 
L’activació dels limfòcits específics del VHC es va realitzar cultivant CMSPs descongelades 

amb medi complet R10 sota estimulació antigènica de les proteïnes recombinants del VHC 

(Core, NS3 i NS3 Helicasa), pools de pèptids virals, o controls positius CMV, SEB o PHA. Com 

a control negatiu es va utilitzar medi sol o amb DMSO a una concentració final igual a la dels 

pools de pèptids.  

Pels cultius d’estimulació de la molècula d’activació CD154, es va addicionar anticossos 

monoclonals anti-CD40L i anti-CD28 (BD Biosciences) i en el cultiu d’expansió de cèl·lules T 
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CD4
+
CD154

+
 específiques del VHC també es va addicionar interleuquines homeostàtiques IL-7 

i IL-15 (ambdós de PeproTech) i boletes amb anticòs anti-CD3 (Dynal). Aquest procediment el 

descriurem més detalladament posteriorment degut a la seva importància dins del protocol 

dissenyat. 

 

6.7.2. Cultius de cèl·lules presentadores d’antigen  

 
Pels experiments de caracterització funcional de les cèl·lules T CD4

+
 i les cèl·lules  

CD4
+
CD154

+
 seleccionades i expandides, es va realitzar cocultius d’aquestes amb CPA 

autòlogues. Aquestes últimes es van pulsar durant 20h amb 2 µg/ml de les proteïnes del VHC 

(core, NS3 i NS3 Helicasa), amb 10 µg/ml de pools de pèptids, amb 1 µg/ml de SEB o amb 

absència d’estimulació antigènica (control negatiu). Els cultius es van realitzar amb medi R10 i 

1 µg/ml d’anticòs específic anti-CD40. Després de la incubació i abans de realitzar els cocultius, 

es van irradiar  les CPA pulsades a 30 Gy.  

 
Les condicions ambientals de cultiu es van fixar en un incubador a 37°C que mantenia una 

atmosfera humida amb 5% de CO2. La duració dels cultius va variar en funció de les condicions 

requerides de cada experiment. 

 

6.8. Identificació, selecció i expansió de cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 específiques del VHC  

 
6.8.1. Expressió de la molècula CD154 en superfície dels limfòcits CD4

+
 

 
Per tal de determinar l’expressió de CD154 en superfície dels limfòcits CD4

+
, primerament es 

van cultivar 10
8
 CMSPs durant 8h a 37 °C i 5% CO2 amb medi R10 per tal d’eliminar les restes 

cèl·lulars i les cèl·lules apoptòtiques. Després de rentar-les, es van estimular a una 

concentració de 2x10
6 

cèl/ml amb els antígens del core i NS3, amb els pools de pèptids virals, 

amb els pèptids del CMV, amb l’antigen SEB o amb medi sol (amb presència de DMSO a la 

mateixa concentració final que els pèptids de VHC quan fou necessari) durant 12h a 37 °C i 5% 

CO2. Els cultius es van realitzar en medi R10 en presència de 1 µg/ml d’anticòs anti-CD28 (cló 

28.2, BD Pharmingen) com a molècula coestimuladora i 1 µg/ml d’anticòs anti-CD40 (cló 5C3, 

eBioscience) per a bloquejar la ràpida internalització del CD154. Estudis previs havien 
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demostrat que el pic màxim d’expressió del CD154 corresponia a les 6h de l’estimulació tot i 

que es mantenia estable fins a les 12h, ja que temps superior suposava la internalització de la 

molècula. 
255,256 

 

 

6.8.2. Selecció de cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 específiques del VHC per FACS  

 
Es va utilitzar el mètode d’immunofluorescència directa (citometria de flux) per detectar cèl·lules 

que expressaven els antígens de membrana CD4 i CD154 i poder així seleccionar les cèl·lules 

específiques d’antigen. El marcatge cel·lular es va realitzar sobre 1 ml de CMSP estimulades a 

una concentració de 1x10
7
 cel/ml. Els anticossos anti-CD4 conjugat amb fluoresceïna 

isotiocianat (FITC) (cló RPA-TA, BD Pharmingen) i anti-CD154 conjugat amb ficoeritrina (PE) 

(cló TRAP1, BD Pharmingen) es van utilitzar a una titulació de 0,5 μg/10
6
cèl. Les cèl·lules es 

van  incubar a 4°C i a la foscor durant 20 minuts i posteriorment es van rentar i resuspendre 

amb PBS i 0,5% de sèrum AB humà a una concentració final de 1x10
7 
cèl/ml. 

 La població de cèl·lules CD4
+
CD154

+
 específiques de NS3 helicasa i les cèl·lules control 

(CD4
+
CD154

-
) es van seleccionar amb el separador cel·lular FACSAria (BD Immunocytometry 

Systems, San José). Les dos fraccions cel·lulars es van recollir en plaques de 96 pous amb 

medi R10. Per fixar els voltatges i les compensacions es va utilitzar un kit comercial, anti-Mouse 

Ig,κ/Negative control (FBS) Compensation Particles Set (Becton Dickinson) i es van marcar 

amb els anticossos d’interès. La velocitat del flux laminar es va fixar en 2000 cèl·lules/seg.  

De tots els pacients es va aconseguir seleccionar de 3000 a 10000 cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 (en 

funció dels percentatges d’expressió de CD154) i 1x10
6
 cèl·lules T CD4

+
CD154

-
 amb una 

puresa >90%. 

 

6.8.3. Expansió de cèl·lules T CD4
+
CD154

+
 específiques del VHC 

 
Les cèl·lules CD4

+
CD154

+
 específiques de NS3 Helicasa i les cèl·lules T CD4

+
CD154

-
 

separades per sorting es van expandir in vitro durant 21 dies a 37 °C i 5 % CO2 en plaques de 

cultiu de 96 pous amb fons rodó (Cultek), amb medi R10 complementat amb 10 ng/ml d’IL-7 i 

IL-15 (R&D Systems) i microesferes anti-CD3/CD28 (Dynabeads®CD3 / CD28 T Cell 

Expander, Dynal Biotech, Oslo, Noruega), a una relació de 3:1 (microesfera:cèl·lula)
 255-257

. El 
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medi es va canviar diàriament i es van fer les dilucions pertinents al llarg del cultiu per tal de 

mantenir les cèl·lules a una concentració de 0,5x10
6
 - 1x10

6
cel/ml. Durant la tercera setmana 

d’expansió no es van afegir interleuquines per tal d’evitar la sobreestimulació i mantenir les 

cèl·lules en repòs just abans de la realització dels assajos funcionals.  

 

6.9. Assaig d’ELISpot IFN-γ 

 
El nombre de cèl·lules T CD4

+
 productores d’IFN-γ es va determinar mitjançant la tècnica 

d’ELISpot (Mabtech, Suècia), tècnica àmpliament utilitzada per a monitoritzar la resposta 

immune ja que permet observar cadascuna de les cèl·lules secretores o activades en base a la 

visualització del producte secretat, proporcionant tant informació quantitativa (nombre de 

cèl·lules secretores) com qualitativa (tipus de proteïna secretada). La tècnica és una versió 

modificada de l’ELISA convencional en que utilitza una placa amb 96 pouets recoberts amb una 

membrana amb anticossos immobilitazats (monoclonals o policlonals) específics de la citocina 

d’estudi. Després del cultiu les cèl·lules d’interès amb l’antigen estimulador, la citocina és 

reconeguda per l’anticòs i immobilitzada a la membrana. El revelat es realitza amb l’addició 

d’un segon anticòs específic conjugat amb l’enzim d’interès, el qual forma un producte colorejat 

que precipita i permet veure on estava localitzada la cèl·lula productora de la citocina (Fig. 29). 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Placa preincubada 

amb l’anticòs anti-

IFN-γ humà 

Cultiu de CMSP amb la 

proteïna recombinant 

del VHC 

Producció cel·lular 

d’IFN-γ enfront als 

antígens 

Anticòs anti IFN-γ 

conjugat amb la 

fosfatasa alcalina 

Substrat de la 

fosfatasa alcalina  

Figura 29. Esquema de l’assaig d’ELISpot IFN-γ humà (dalt). Imatge d’un pou de 

la placa d’ELISpot de 96 pous (dreta). Cada punt blau representa una única cèl·lula 

productora d’IFN-γ. 
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En aquesta tesi, la tècnica d’ELISpot IFN-γ es va utilitzar tant per a la detecció de respostes 

immunes en donants amb RIBA-3 indeterminat (Estudi 1), com per a detectar la magnitud de la 

resposta immune i el grau de restauració funcional de la resposta CD4
+
 específica de VHC 

(Estudi 2).  

En l’estudi 1, es van incubar 1 x 10
5 

CMSP estimulades amb 2 µg/ml d’antígens virals, 1 µg/ml 

PHA (com a control de viabilitat cel·lular) o medi sol (background) en plaques de 96 pous 

preincubades amb l’anticòs monoclonal anti-IFN-γ humà (mAb 1-D1K) i bloquejades amb medi 

complet, durant 48 hores a 37 ºC i 5% CO2. Després de la incubació i el posterior rentat, es van 

incubar les plaques amb l’anticòs de detecció anti-IFN-γ conjugat amb fosfatasa alcalina (mAb 

7-B6-1-ALP). Després de 2 hores d’incubació a temperatura ambient, les cèl·lules productores 

d’IFN-γ es van revelar amb el substrat de la fosfatasa alcalina (BCIP/NBT-plus). La reacció es 

va parar als 15 minuts amb aigua destil·lada i es va deixar assecar la placa a 4 ºC abans de 

procedir al recompte. 

El nombre de cèl·lules productores d’IFN-γ es va comptar automàticament amb l’ELISpot 

Reader (AID Diagnostika, Alemanya) i els resultats es van expressar com a nombre de cèl·lules 

productores d’IFN-γ per 10
6
 CMSP (IFN-γ CFS/10

6 
CMSP). Es van excloure els assajos en els 

quals la producció d’IFN-γ en medi sol (control negatiu) era superior a 10 CFS/10
6 

CMSP. Un 

resultat negatiu de PHA també era motiu d’exclusió. El punt de tall de resposta positiva es va 

calcular amb els controls seronegatius (mitja de la resposta per a cada proteïna més 2 

desviacions estàndards).  

   En l’estudi 2 es van realitzar els cultius de les cèl·lules CD4
+
CD154

+
 específiques expandides 

o els limfòcits CD4
+
 ex vivo seleccionats per Dynabeads amb les cèl·lules presentadores 

d’antigen autòlogues prepulsades amb les diferents proteïnes/pool pèptids del VHC (o dels 

controls, SEB i CMV) a una concentració final de 1x10
6
 cèl·lules/ml i una relació de 1:4. Es van 

incubar 1x10
5
 cèl·lules per cada pou (100 µl) i per duplicat en la placa d’ELIspot IFN-γ. El 

nombre de cèl·lules CD4
+
 específiques d’antigen formadores d’IFN-γ es va obtenir restant el 

nombre de cèl·lules produtores d’IFN-γ obtingudes en absència de les obtingudes en presència 

antigènica. Els resultats es van donar com a nombre de cèl·lules CD4
+
 productores d’IFN-γ per 

cada 100.000 CD4
+
 totals. 
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6.10. Citometria de flux 

 
La citometria de flux és una tècnica d’estudi i de detecció ràpida i senzilla de paràmetres (o 

molècules) quan passen a través d’un punt on es creuen amb un làser. Aquesta característica 

permet que la detecció i la mesura d’aquests paràmetres es realitzi individualment per a 

cadascuna de les cèl·lules implicades conferint gran solides a la tècnica degut al gran nombre 

de cèl·lules analitzades simultàniament. La citometria també permet la separació física de 

subpoblacions cel·lulars en funció de les característiques antigèniques. 

La utilització de fluorocroms es basa en la particularitat de certes molècules per emetre llum a 

una longitud d’ona determinada al ser excitades per un feix de llum amb menys longitud d’ona (i 

per tant, amb major capacitat energètica). Aquestes propietats es poden trobar en molècules 

com la fluoresceïna (FITC) o la ficoeritrina (PE), o altres compostos de nova generació com 

poden ser el PE-Cy7. Habitualment aquestes molècules s’utilitzen unides covalentment a 

anticossos que reconeixen específicament la molècula d’interés. A més, la combinació 

adequada dels fluorocroms i la detecció de molècules a les cèl·lules permeten l’anàlisi de varies 

molècules simultàniament. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quan les cèl·lules passen a través del punt de detecció, la llum del làser es dispersada per la 

pròpia cèl·lula podent detectar tant la dispersió frontal (“Forward Scatter” o FSC), que ens 

informa del volum, com la dispersió lateral (“Side Scatter” o SSC), donant informació de la 

complexitat cel·lular. La representació gràfica d’aquests dos paràmetres permet diferenciar les 

poblacions a analitzar i, en tot cas, permet descartar la informació procedent de restes 

Sistema 

informàtic

Detectors

Lents i primes

Fluid

Làser

Sistema 

informàtic

Detectors

Lents i primes

Fluid

Làser

Figura 30. Esquema del procés de 
citometria de flux. 
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cel·lulars, agregats del medi extracel·lular o cèl·lules apoptòtiques que poden alterar l’anàlisi. Si 

volem detectar una molècula determinada, solament necessitem un anticòs marcat amb un 

fluorocrom. El citòmetre detecta emissió de llum del fluorocrom, quan és activat per la llum del 

làser. Aquesta senyal és filtrada, amplificada i detectada a diferents longituds d’ona, i tota 

aquesta informació és processada per un sistema informàtic (Fig. 30).  

En aquesta tesi la citometria de flux ha sigut de gran utilitat ja que ens ha permès separar 

poblacions limfocitàries, detectar antígens de superfície, quantificar citocines solubles, 

determinar el grau de la resposta proliferativa així com detectar citocines intracel·lulars. 
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6.10.1. Marcatge de superfície 

 
Per a la caracterització fenotípica, es van marcar 0,5x10

6
 cèl·lules CD4

+
CD154

+
 expandides 21 

dies i CD4
+
 separades per Dynabeads amb els anticossos monoclonals anti-CD4-FITC (cló 

RPA-TA), anti-CD45RO-PE (cló UCHL1), anti-CCR7-PE Cy7 (cló 3D12) i anti-CD62L-APC (cló 

DREG-56) (conc. 5 μg/ml) durant 20 min, temperatura ambient. Com a controls isotípics es van 

utilitzar els anticossos monoclonals IgG1,κ-FITC (cló MOPC-21), IgG2a,κ-PE (cló G155-178), 

IgG1,κ-APC (cló MOPC-21) (BD Pharmingen, San José, CA). Els anàlisi de citometria es van 

realitzar amb el FACSCalibur (Becton Dickinson Immunocytometry Systems; San José, CA) i es 

van adquirir 30000 limfòcits per a cada anàlisi. Els resultats es van analitzar amb el software 

CellQuest Pro (Becton Dickinson, San José, CA) tal com es mostra a la figura 31. 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 31: Model d’anàlisi de la caracterització immunofenotípica de les cèl·lules T CD4
+
 ex vivo i 

de les cèl·lules CD4
+
CD154

+
 específiques de NS3 Helicasa expandides. L’anàlisi està realitzat sobre 

la població de cèl·lules de memòria (CD4
+
CD45RO

+
) (plots esquerra). Percentatges de cèl·lules de 

memòria central (TCM, CCR7
+
CD62L

+
) i memòria efectora (TEM, CCR7

-
CD62L

-
) (plots dreta). 
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6.10.2. Quantificació de citocines solubles mitjançant CBA  

 
Les citocines solubles dels sobrenedant dels cultius estimulats es van quantificar per citometria 

de flux (CBA; Cytometric Bead Assay, BD Biosciences). La tècnica de CBA es basa en l’ús de 

microesferes de la mateixa mida amb diferents intensitats de fluorescència i on cada 

micropartícula, amb una intensitat de fluorescència concreta, porta fixat un anticòs de captura 

anti-citocina (IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-4 o IL-10). Les citocines són directament detectades en 

immunoassajos utilitzant 5 anticossos diferents (anti-IFN-γ, anti-TNF-α, anti-IL-2, anti-IL-4 i anti-

IL-10) marcats amb ficoeritrina (PE), el qual emet a una longitud d’ona de 585 nm (FL2). Aquest 

pool d’anticossos detectors s’utilitzen per completar el sandwitch sent la mitja d’intensitat en 

FL2 proporcional a la concentració de citocines de la mostra. La quantificació es realitza a partir 

de les corbes estàndards (amb un rang de 20 a 5000 pg/ml) sent una tècnica molt sensible. A 

la figura 32 es mostra un esquema del procés. 

En l’estudi 1, es van cultivar 8x10
5
 CMSP (a una concentració de 1x10

6
 CMSP/ml) amb 2 µg/ml 

de proteïnes virals o control. Després de 72 hores d’estimulació a 37 ºC i 5% CO2 es va 

realitzar la quantificació afegint 50 µl dels sobrenedant dels cultius estimulats o dels estàndards 

a una barreja formada per 50 µl de la barreja de les boletes conjugades amb els diferents 

anticossos de captura i 50 µl de l’anticòs detector (conté una mescla d’anti-citocines) conjugat 

amb PE. La barreja (150 µl) es va incubar durant 3 hores a la foscor, es va eliminar l’excés 

d’anticòs, es van adquirir 500 microesferes de cada citocina amb el FACSCalibur i es van 

analitzar amb el software FACSArray (Becton Dickinson). El dot plot forward vs. side scatter es 

va utilitzar per diferenciar les partícules i detectar les boletes amb les citocines, mentre que la 

quantificació es va realitzar amb el dot plot de fluorescències FL2 vs. FL3 i les corbes dels 

estàndards (Fig. 32). 

En l’estudi 2 també es va utilitzar aquesta tècnica per a quantificar les citocines solubles de les 

cèl·lules CD4
+
 totals com de les cèl·lules T CD4

+
CD154

+
 seleccionades i expandides en cultiu. 

En aquest cas es van cultivar 40.000 CD4
+
 (separades per Dynabeads o CD154

+
 expandides) 

amb 160.000 CPA prepulsades i irradiades 30 Gy a concentració final de 1x10
6
/ml. 

  



Materials i mètodes 

123

                                                    

  

Citocina A B C D R2

IFN-γ 0,81 2,44 4,56 7,49 0,9993
TNF-α 0,73 1,58 7,76 12,87 0,9988
IL-10 0,75 1,8 5,73 9,82 0,9993
IL-4 0,6 2,19 7,47 15,22 0,9997
IL-2 0,52 1,69 5,57 10,19 0,9997

MOSTRA

FL37,5 µm

FL3 PE

IL-2

FL3
PE

IL-4

FL3
PE

IL-10
FL3

PE

IFN-γ

FL3 PE

TNF-α

Corba estàndard de detecció de la IL-10

Concentració (pg/ml)

FL
2

Model de corba: 4-Parameter Logistic

y = [(A - D) / (1 + (x /C)B)] + D

CONTROL NEGATIU

Figura 32: Quantificació de citocines solubles per citometria de flux (CBA). De dalt a baix de la 
figura, esquema de les microesferes conjugades amb els diferents anticossos i amb diferents intensitats 
de fluorescència; dot plots amb FL2 vs. FL3 per posicionar les citocines; en el control negatiu, la 
fluorescència en el canal FL2 és nul·la, mentre que a la mostra s’observa fluorescència en el canal FL2 i 

és proporcional a la concentració de citocina; dot plots per a l’obtenció de les corbes estàndard, la corba 
estàndard de la IL-10 i el model de corba utilitzat.

juntament amb els paràmetres.

Lectura dels estàndards
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6.10.3. Assajos de proliferació cel·lular per dilució del CFSE 

 
La capacitat de proliferació de les cèl·lules CD4

+
 i les cèl·lules CD4

+
CD154

+
 seleccionades i 

expandides es va determinar mitjançant assajos de dilució del CFSE, reactiu que es difon 

lliurement a l’interior de la cèl·lula, i no és fluorescent fins que els seus grups acetats són 

processats per esterases intracel·lulars per a formar un fluoroform d’alta intensitat. El CFSE (ja 

fluorescent) s’uneix de forma espontània i irreversible tant a proteïnes intracel·lulars com de 

superfície, a través d’una reacció amb les cadenes laterals de la lisina i altres grups amino 

disponibles. Quan les cèl·lules es divideixen, aquest marcatge es distribueix de forma equitativa 

entre les cèl·lules filles, de manera que la intensitat de fluorescència disminueix a la meitat 

respecte les seves “progenitores”. Com a resultat, cada generació queda marcada amb una 

fluorescència concreta dins d’una població de cèl·lules en constant proliferació que, a més, pot 

ser monitoritzada per citometria de flux (Fig. 33). El nombre de divisions només està limitat pel 

nivell d’auto-fluorescència de les cèl·lules no marcades i per la uniformitat en el tamany de la 

població marcada.  
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Divisions cel·lulars 

 No antigen                                 NS3 Helicasa 

Figura 33: Esquema de l’assaig de proliferació per dilució del CFSE. Gràfic de la base de la 

metodologia (a dalt). Exemple de cèl·lules marcades amb CFSE i CD4 sense estimulació antigènica 

i amb NS3 helicasa (sota). 
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Per aconseguir el nostre objectiu, abans de realitzar els cocultius vam marcar amb CFSE 1x10
7
 

cèl·lules CD4
+
 separades per Dynabeads i 1x10

7
 cèl·lules CD4

+
CD154

+
 seleccionades i 

expandides a una concentració final de 0,5 µM a 37 °C durant 7 min i a la foscor. Per parar la 

reacció es va afegir un volum igual però de PBS amb 10% sèrum AB humà inactivat, es van 

centrifugar a 600xg durant 5 min i es van rentar 2 vegades amb PBS. Al finalitzar els rentats, 

les cèl·lules T CD4
+
 marcades es van cultivar amb les CPA prepulsades amb proteïnes 

recombinants del VHC, pools de pèptids virals, pools de CMV o medi sol a una relació 1:4 i a 

una concentració final de 1x10
6
 cèl/ml. Després de 5 dies de cultiu, les cèl·lules es van rentar 

amb PBS i es van marcar amb anticòs anti-CD4-PE a una concentració de 5 µg/ml. Just abans 

de passar les cèl·lules pel citòmetre es va afegir el marcador de viabilitat 7-AAD a una 

concentració de 4 µg/ml. El 7-AAD s’uneix a l’ADN i té la particularitat de ser una molècula 

fluorescent. Tenint en compte que aquest reactiu sol pot travessar la membrana i arribar al nucli 

si la membrana està danyada, les cèl·lules que presenten aquest tipus de marcatge són 

cèl·lules que estan en situació apoptòtica o preapoptòtica. Les cèl·lules es van analitzar amb el 

FACSCalibur i les dades obtingudes es van analitzar amb el software FACSExpress (BD 

Biosciences).  

Per a l’anàlisi es van excloure les cèl·lules positives per 7-AAD, és a dir, únicament es van 

analitzar les cèl·lules viables. El nombre de cèl·lules que havien proliferat es va determinar 

seleccionant les subpoblacions cel·lulars CD4
+
CFSE

baix
 i CD4

+
CFSE

alt
 després d’ajustar les 

finestres d’anàlisi amb els controls positius de CD4-PE i de CFSE. Com que la població de 

cèl·lules CD4
+
CFSE

alt  
no era constant en tots els pacients es va normalitzar la capacitat de 

proliferació i l’índex de proliferació de cada tipus cel·lular sota l’estimulació de cada proteïna i 

en cadascun dels pacients seguint les següents fórmules 
258

: 

 

 

 

 

 

  

Nombre cèl·lules CD4+ CFSE baix

Nombre cèl·lules CD4+CFSE baix + Nombre cèl CD4+CFSE alt
Freqüència proliferació (%)=

Nombre cèl·lules CD4+ CFSE baix

Nombre cèl·lules CD4+CFSE baix + Nombre cèl CD4+CFSE alt
Freqüència proliferació (%)=

Índex de proliferació =
Freqüència proliferació CD4+ amb estimulació antigènica

Freqüència proliferació CD4+ sense antigen
Índex de proliferació =

Freqüència proliferació CD4+ amb estimulació antigènica

Freqüència proliferació CD4+ sense antigen
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6.10.4. Reexpressió de CD154 i detecció de citocines intracel·lulars  

 
Pel marcatge de citocines intracel·lular i reexpressió de CD154 es van cultivar les cèl·lules 

CD4
+
CD154

+
 específiques del VHC expandides o CD4

+
 separades per Dynabeads amb CPA 

autòlogues prepulsades amb NS3 helicasa, pools de pèptids, antígens del core, SEB o medi sol 

a una relació de 1:4 (conc. final 1x10
6
 cèl/ml). Els cultius es van realitzar amb medi R10 

complementat amb 1 µg/ml d’anticòs anti-CD28, 1 µg/ml d’anti-CD40 i 2µM de monesina. 

Finalitzada la incubació durant 12 hores a 37 °C i 5% CO2, es va procedir al marcatge de 

superfície de 0,5x10
6
 cèl·lules amb els anticossos anti-CD4-FITC i anti-CD154-PE (conc. 

5µg/ml) durant 30 min a 4 °C. Després dels rentats es van fixar i permeabilitzar les cèl·lules 

amb el kit Cytoperm (BD Pharmingen) i es va procedir al marcatge amb els anticossos anti-IL-2-

PerCp-Cy5 i anti-IFN-γ-APC (ambdós a 5 µg/ml), durant 30 min a 4°C. Es van adquirir el 

nombre màxim d’events amb el FACSCalibur i es va analitzar amb el software FACSExpress. 

 

6.11. Anàlisi estadística 

 
L’anàlisi estadística de les dades incloses en aquesta tesi es va realitzar amb el programa 

SPSS (versió 15.0 per a Windows, SPSS Inc, Chicago, IL, USA) per a l’estadística descriptiva i 

l’anàlisi de les variables quantitatives, i amb el SigmaStat (3.0 per a Windows) per a l’anàlisi de 

les variables qualitatives.  

Les variables quantitatives es van comparar mitjançant el test no paramètric de U de Mann-

Whitney. Per a les variables qualitatives es va aplicar el test Chi-quadrat i el de Fisher.  

La significació estadística es va marcar al 95% amb una p<0.05. 

 

6.12. Aspectes ètics 

 
Els donants de sang van donar el seu consentiment de donació de mostres al moment de la 

donació de sang. Els estudis posteriors es van realitzat de forma anònima i sense traçabilitat 

seguint la llei de protecció de dades. En qualsevol cas, aquest estudi va ser aprovat pel comitè 

ètic de l’hospital Universitari Vall d’Hebron. 
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ABSTRACT  

 
Background and Aims: Epidemiological, viral and host factors are associated with the 

outcome of HCV infection, and strong host immune responses against HCV favours viral 

clearance. Recently genome-wide associated studies have shown a strong correlation between 

single-nucleotide polymorphisms (SNPs) near the Interleukin-28B (IL28B) gene and 

spontaneous or treatment-induced HCV clearance. We have investigated whether protective 

IL28B genetic variants are associated with HCV specific T-cell responses among Spanish blood 

donors. 

Patients and Methods: The rs12979860 IL28B haplotype was determined in 69 anti-HCV 

positive blood donors (21 HCV RNA negative and 48 HCV RNA positive) and 30 seronegative 

donors. In all cases, HCV-specific CD4
+
 T cell responses to HCV recombinant proteins (core, 

NS3 and NS3 helicase) were assessed by ex vivo interferon-γ ELISpot assay. 

Results: The rs12979860-CC genotype was highly overrepresented in donors with 

spontaneous HCV clearance when compared to those with chronic infection (76.2% versus 

29.2%, p<0.001; odds ratio, 7.77; 95% confidence interval, 2.4 to 25.3, p<0.001). HCV specific 

CD4
+ 

T cell responses were detected in 16 (76.2%) spontaneous resolvers especially towards 

non-structural proteins, but with no correlation with IL28B genotype. Chronic individuals had a 

significantly lower overall T cell response again irrespective of IL28B genotype. When 

spontaneous resolvers and chronic individuals were stratified according to their IL28B genotype 

significantly stronger T cell responses were only observed among those with non-CC 

haplotypes. 

Conclusions: Although the protective rs12979860 IL28B CC genotype is associated with 

spontaneous HCV clearance, stronger CD4
+
 T cell responses towards NS3 are only evident 

among those with non-CC haplotypes. 

Keywords: Hepatitis C virus, IL28B haplotypes, Interferon-γ, Interferon- , T cell immune 

response. 
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INTRODUCTION 

The hepatitis C virus (HCV) is one of the leading causes of chronic liver disease with an 

estimated 170 million people infected worldwide. Only a minority of those infected spontaneously 

clear acute infection, whereas 70-80% of patients become chronic carriers and are at risk to 

progress to cirrhosis and hepatocellular carcinoma (1).

The factors associated with spontaneous and treatment-induced hepatitis C virus (HCV) 

clearance are not well defined, but likely involve a combination of host and viral factors. Some 

studies have reported correlations between rate of resolution and host HLA polymorphisms (2, 

3), host demographics (including age at infection, race-ethnicity and sex), coexisting viral 

infections and other cofactors (3, 4). There has also been extensive research that has led to 

compelling evidence that HCV clearance is also influenced by viral factors, including genotype, 

inocula size and quasispecies diversity (3, 4). Several studies have demonstrated that a strong 

host immune response against HCV favours viral clearance and both HCV-specific CD4+ and

CD8+ T cells are considered essential for spontaneous HCV clearance (5, 6). Gene activation 

profiles of acute infected chimpanzee’s liver have shown a direct correlation between up 

regulation of IFN-  induced genes and inhibition of viral replication, confirming the essential role 

of this cytokine in viral clearance (7, 8). Sustained persistence of multispecific CD4+ Th1 

response, targeting dominant epitopes within non-structural proteins, leads to viral eradication 

and resolution of infection (9-14). After spontaneous resolution of infection, specific T cell 

responses are maintained indefinitely, while antibodies progressively decline and eventually 

wane, decades after exposure (15-17). 

Recent genome-wide association studies have highlighted that single nucleotide polymorphisms 

within or outside the IL28B (rs12979860) coding gene (interferon IFN- 3) are strongly associated 

with both spontaneous and treatment induced resolution of HCV infection (18-21). Although it is 

unclear how the IL28B haplotypes affect HCV clearance, IFN- 3 seems to inhibit viral replication 

and some studies have shown that IFN- 3 could be implicated in both innate and adoptive 

immune responses (22-25).
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The aims of this study were to determine whether variation at the SNP rs12979860 correlates 

with spontaneous clearance in a cohort of Spanish blood donors and the extent to which the 

rs12979860 variants correlate with the magnitude of the HCV-specific CD4+ T cell responses. 

PATIENTS AND METHODS 

Serological tests 

Blood donations are routinely screened for anti-HCV antibodies using a commercial 

chemiluminescent immunoassay (PRISM HCV ChLIA ™ Abbott Diagnostics, Wiesbaden-

Delkenheim, Germany). Specimens repeatedly reactive on the screening test are confirmed with 

a third generation immunoblot assay (RIBA HCV 3.0 SIA ™; Chiron Corp., Emeryville, CA) (16).

HCV RNA detection and HCV genotyping and serotyping  

Blood donations are screened using a commercial HCV transcription-mediated amplification 

(TMA) system (Procleix Ultrio Assay, Novartis, Emeryville, CA, USA) (low-end detection limit of 

3.6 IU mL-1). Specimens initially reactive on screening were re-tested individually with the in-

house real-time (RT)-PCR (low-end detection limit 17 IU mL-1). HCV genotype was determined 

using a commercial line-probe assay (INNO-LIPA HCV Kit ™; Innogenetics, Ghent, Belgium) 

while in those with undetectable RNA the HCV serotype was tested using the Murex HCV 

Serotyping 1-6 assay ™ (Abbott, Abbott Park, IL, USA) according to the manufacturer’s 

instructions. 

Subjects  

A subset of 48 blood donors with chronic HCV infection (anti-HCV positive / HCV RNA positive) 

and 21 blood donors with spontaneous HCV resolution (anti-HCV positive / HCV RNA negative) 

were included. As control subjects we enrolled 30 blood donors with all serological HCV markers 

negative. None of the donors was co-infected with HIV or HBV. All subjects gave their written 

informed consent and the study was approved by the Institutional Review Board on Clinical 

Research. Table 1 shows the demographic characteristics. 
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IL28B genotyping 

 
Genomic DNA from donors was extracted from 5-10x10

6
 PBMCs using a QIAamp DNA Blood 

Minikit (Qiagen, Hilden, Germany). The rs12979860 IL28B C/T genotype was analyzed by 

LigthMix IL28B Kit (TIB MolBio, Berlin, Germany) based on real-time PCR with fluorescently 

labelled probes followed by melting curve analysis (26). Briefly, 5 μL (30-100 ng) of extracted 

DNA was amplified in a single step real-time (RT)-PCR, which contained 2 μL of reagent mix 

(primers and probes), 2 μL of Roche Master 10x, 1.6 μL Mg
2+

 (40 μΜ final concentration) and 

water up to a final volume of 20 μL. The assay was performed on a LightCycler
®
 2.0 (Roche 

Applied Science) under following conditions: pre-incubation at 95 °C for 10 min followed by 45 

cycles of 95 °C for 5 sec (denaturising) and 60 °C for 10 sec (annealing), and extension step of 

72 °C 15 sec. Amplification was followed by melting curves analysis of the real-time PCR 

products, consisting of a denaturising step at 95 °C for 20 sec, a cooling step at 40 °C for 20 sec 

and a continuous acquisition step from 40 °C to 85 °C. In the IL28B rs12979860 genotyping the 

melting peaks were 59 ºC for C allele and 51 ºC for T allele.  

 

HCV antigens  

 
Purified recombinant HCV proteins, derived from genotype 1a sequence and expressed in E.coli, 

(core, amino acids: 1-115; NS3: amino acids 1007-1534 and NS3-helicase: amino acids 1207-

1488) were purchased from Mikrogen (Neuried, Germany) and used at 2 µg mL
-1

 as previously 

described
 
(16). 

 

Enzyme-Linked Immunospot (ELISpot) Assay 

 
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated on Ficoll density gradients (BD 

Biosciences, San Diego, CA, USA), washed twice in PBS, and cryopreserved in media 

containing 90% fetal calf serum and 10% DMSO. All functional assays were performed with 

cryopreserved PBMCs. After thawing, cells were cultured at 10
6
 cells mL

-1
 in R10 (RPMI 1640; 

Gibco BRL, NY, USA, supplemented with 10% heat-inactivated human AB serum, 2 mmol L
-1

 L-

glutamine, 100 U mL
-1

 penicillin, and 100 µg mL
-1

 streptomycin]. After overnight rest at 37 °C and 
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5% CO2, HCV antigens were added. Control cultures included phytohemagglutinin (PHA) or 

medium alone.

Duplicates of 1x105 PBMCs per well were cultured in 96-well plates pre-coated with anti-IFN-

monoclonal antibody (MoAb; 1-D1K, Mabtech, Sockholm, Sweden) in R10 and with 2 µg mL-1

HCV antigen, 2 µg mL-1 PHA, or buffer control, as previously reported (16). Results were 

expressed as number of IFN-  spot-forming cells (SFCs) per 106 PBMCs. Assays with high 

background (mean 10 SFCs/well in buffer control wells) or no PHA responses were excluded. An 

ELISpot response was considered positive when the number of IFN-  SFCs was higher than the 

mean number in controls plus 2 standard deviations (SDs) for each protein and more than three-

fold above the background response (buffer control). The threshold for a positive IFN-  ELISpot 

response was calculated with the seronegative controls (mean response plus 2 SD) and differed 

slightly for the different HCV proteins (16). 

Statistical analysis  

Results are presented as means and standard deviations or medians and ranges. Fisher’s exact 

test or the Chi-square and Student’s t-test were use for statistical comparison of rates and of 

means of normally distributed quantitative measures, respectively. Results are expressed as 

odds ratios with 95% confidence interval (CIs) (27). Medians of IFN-  spot-forming cells (SFCs) 

among groups were compared with nonparametric test (Mann-Whitney’s U test). P values of less 

than 0.05 were considered significant. All calculations were performed with SPSS software 15.0 

(SPSS Inc, Chicago, IL). 

RESULTS 

Genetic variation in IL28B among blood donors exposed to hepatitis C virus 

Consistent with previous works (18, 28), the frequency of the protective CC genotype at the SNP 

rs12979860 among spontaneous resolvers was significantly higher than those with chronic 

infection [(76.2% versus 29.2%, respectively, p<0.001); odds ratios (OR), 7.77: 95% CI, 2.38-

25.33); p<0.001] as shown in Fig. 1.  
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Correlation between HCV-specific CD4+ T cell responses and genetic variation in IL28B 

We next investigated the potential correlation of the IL28B genotype and HCV-specific CD4+ T

cell responses according to the infection outcome. 

The threshold for a positive IFN-  ELISpot response was set at 96 SFC/106 PBMCs for the core 

protein, 129 for the NS3 and 164 for NS3 helicase, according to the criteria described in methods 

section. Using the thresholds, positive ELISpot responses were detected in 16 of the 21 

spontaneous resolvers (76.2%) and in 22 of the 48 chronic donors (45.8%; p=0.034). As 

expected, the median number of SFC/106 PBMCs to non structural proteins was significantly 

greater among spontaneous resolvers that in chronically infected patients (median IFN-γ 

SFC/106 PBMCs: 235 versus 80 and 210 versus 65, for NS3 and NS3 helicase, respectively; 

p=0.042 and p=0.005). In contrast, as previously reported (16), no significant differences in IFN-γ 

production towards core antigen were seen among spontaneous resolvers and chronic 

individuals (median: 90 versus 120, respectively; p=0.312). 

In order to determine whether IL28B genetic variation influences the capacity to induce HCV-

specific immune responses in blood donors with different HCV status, we stratified each group 

according to the rs12979860 genotype (CC versus non-CC (CT/TT)). As shown in Fig. 2, within 

each donor category (spontaneous resolvers and chronic individuals) the presence of the 

protective IL28B allele (CC homozygous) did not significantly correlate with the quality (structural 

versus non-structural HCV antigens) and magnitude of T-cell responses (number of spot forming 

cells). In blood donors with spontaneous HCV clearance, the median number of IFN-γ SFC/10
6

PBMCs in those with IL28B-CC genotype was similar to that observed in those with non-CC

genotype for structural and non structural HCV proteins (120 versus 70 for core protein, 130 

versus 260 for NS3 and 170 versus 230 for NS3 helicase, IL28B-CC and IL28B-non-CC

genotype respectively; p=NS). Similarly, among HCV RNA positive donors the breath and 

magnitude of the ELISpot response did not differ between those with IL28B-CC and those with 

IL28B-non-CC (median, 100 versus 120 for core, 110 versus 80 for NS3 and 70 versus 60 for 

NS3 helicase, IL28B-CC and IL28-non-CC respectively; p=NS for all antigens). Whereas among 

donors with rs12979860 CC genotype there was no difference in T cell responses to the different 

antigens irrespectively of the infection outcome (median IFN-γ SFC/10
6 PBMCs: 120 versus 100 
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for core, 130 versus 110 for NS3 and 170 versus 70 for NS3 helicase, spontaneous resolver and 

chronic individuals respectively, p=NS), rs12979860 non-CC HCV spontaneous resolvers donors 

had a stronger T-cell immune response to NS3 antigens than chronic donors with non-CC 

genotype (median IFN-γ SFC/10
6
 PBMCs: 260 versus 80 for NS3, respectively p=0.026 and 230 

versus 60 for NS3 helicase, respectively, p=0.020). For core antigen non-CC donors had a 

significantly stronger T cell response (median IFN-γ SFC/10
6
 PBMCs: 70 versus 120 for core, 

spontaneous resolvers and chronic individuals respectively, p=0.031). 

 

DISCUSSION 

Genome-wide association studies have identified several single nucleotide polymorphisms (SNP) 

(rs12979860) close or within the interleukin 28 (IL28B) gene (codifying for Interferon lambda 3), 

strongly associated with both spontaneous and treatment-induced HCV clearance. 
18,19

 Thomas 

et al. genotyped the rs12979860 SNP in more than 1000 people from six cohorts and found that 

the CC genotype is a strong predictor of spontaneous resolution of HCV infection among 

individuals of both European and African ancestry (18). As expected, in our study among a 

Spanish blood donors’ cohort, IL28B-CC genotype was also strongly associated with 

spontaneous HCV clearance (76.2% IL28B-CC; OR=7.77) as previously reported in another 

Spanish patients and blood donors cohort (72.5%) (28).  

There are many evidences that IL28B can determine the outcome of HCV infection, but the 

mechanisms that mediate the association between the different SNPs and HCV control are 

unclear, and innate and adoptive immune response could be implicated (20-22, 29-31). IL28B 

belongs to the newly described interferon lambda family of cytokines, which also includes IFN- 1 

(IL29) and IFN- 2 (IL28A) (32). IFN- s have potent antiviral activity observed in different cell 

culture model for HCV (29, 34) and trials of IFN- 1 in patients with chronic HCV infection (34). 

Several studies suggest a direct role for IFN-  in the control of HCV replication through the 

induction of interferon-stimulated genes (ISGs) transcription (33). In vivo studies have shown that 

favourable IL28B variants correlate with lower intrahepatic ISG expression and better treatment 

response (24, 30, 31). In contrast, IL28B has not yet been associated for its potential ability to 

influence adoptive immune responses in HCV infection. Morrow et al. have demonstrated that 
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IL28B (IFN- 3) increases the T-helper cell 1 response to HIV DNA vaccine and simultaneously 

inhibits regulatory T-cell responses
 
(34) and IL28B significantly increases CTL killing activity in 

macaques (35). In this regard, the findings of the present study that stronger CD4
+
 T cell 

responses towards NS3 were only evident among spontaneous resolvers with non-CC 

rs12979860 genotypes are intriguing. This might suggest that while innate immune response 

may largely determine infection outcome in individuals with favourable IL28B genotype (CC), the 

adoptive immune response towards non-structural antigens may become more relevant in 

individuals with heterozygous or unfavourable homozygous genotypes (CT or TT). Although 

these findings have to be interpreted with caution due to the limited number of individuals 

investigated they warrant further investigation. Additional studies with larger numbers of subjects, 

along with the use of additional techniques (i.e: intracellular cytokine staining, HLA class II 

tetramer staining, etc) and HCV-peptides pools covering the entire HCV polyprotein, are 

currently in progress to better establish the role of adoptive immune response in infection 

outcome.   

In summary, our results suggest that although the protective rs12979860 IL28B CC genotype is 

strongly associated with spontaneous HCV clearance in our Spanish blood donors’ cohort, 

stronger CD4
+
 T cell responses towards NS3 are only evident among those with non-CC 

haplotypes. This suggest that while innate immune response may determine infection outcome in 

individuals with favourable IL28B genotype, the adoptive immune response towards NS3 

antigens may become more relevant in individuals with CT or TT genotypes. 
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          Table 1. Baseline characteristics of study subjects at time of blood donation. 

 

 Spontaneous 

resolvers 
Chronic Controls 

Number 21 48 30 

Mean age (range) 46 (27-61) 43 (23-63) 44 (19-63) 

European ancestry (%) 21 (100) 48 (100) 30 (100) 

Gender males (%) 14 (67) 29 (60) 18 (60) 

HCV RNA negative positive negative 

Anti-HCV (mean S/CO, SD)
 †
 5.09 ± 1.8  6.80 ± 1.5   

Risk factor (%) 
‡ 
 7 (33) 26 (54) 2 (7) 

HCV genotype (%)    

          1 9 (43) 29 (60)  
          2  4 (8)  
          3 3 (14) 6 (13)  
          4  7 (15)  
          6  2 (4)  
          ND 9 (43)   

 

† Sample to assay cut-off of the chemiluminescent anti-HCV screening test 

‡ Intravenous drug use, transfusion of blood or blood products before 1991, major surgical or 

invasive diagnostic or therapeutic procedure during hospitalization, sexual intercourse with 

known HCV-infected partner and tattoo or piercing. 



Annex 

168

FIGURES AND LEGENDS 

Figure 1 

              

Fig. 1: Percentages of blood donors with different variants of IL28B (rs12979860) polymorphism 

according HCV status. P values were calculated with Pearson Chi-square and only p values for 

statistically significant differences are depicted.
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Fig. 2: Ex vivo IFN-γ ELISpot responses to HCV antigens in each study group in function of IL28B 

genetic variants. Only those with a positive response to at least one protein were included in the 

analysis. Spontaneous resolvers donors; IL28B-CC, n=11; IL28B-non-CC, n=5; chronic individuals; IL28B-

CC, n=7; IL28B-non-CC, n=15. The results are expressed as medians of IFN-γ SFCs/10
6
 PBMCs. Medians 

among IL28B genetic variants (IL28B-CC and IL28B-non-CC genotype) were compared with Mann-

Whitney’s U test.  
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