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Presentacio de la tesi

Aquesta tesi es presenta en forma de compendi de publicacions segons la
normativa aprovada per la Comissié de Doctorat de la Universitat Autonoma de
Barcelona.

El seu nucli principal sén tres articles originals que han estat publicats en
revistes en les que el doctorand és el primer signant de tots ells.

Aquests articles intenten fer una aproximacié a la tiroiditis induida per
I'interfer6, i més concretatament a la implicacié del sistema immunitari en la
patogénia d’aquesta entitat. Per aquest motiu s’han estudiat diverses
subpoblacions limfocitaries en pacients amb infecci6 cronica pel virus de
I'hepatitis C que desenvolupen tiroiditis induida per interfer6. També s’han
avaluat les subpoblacions limfociaries en pacients amb infeccié cronica pel virus
de I'hepatitis C i la seva relacié amb la resposta al tractament. Finalment, s"han
avaluat varies subpoblacions limfocitaries en pacients amb melanoma maligne
que desenvolupen tiroiditis induida per interfero.

Aquest estudi ha estat finangat, en part, per una beca del Fondo de
Investigaciones Sanitarias de I’ Instituto Carlos III (PI051510) concedit 'any 2005
(investigadora principal Dra. Anna Sanmarti i Sala) i per 1’Ajut per la Recerca de
la Societat Catalana d’Endocrinologia i Nutricié concedit I’any 2009 (investigador

principal Dra. Berta Soldevila i Madorell).
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Introduccio

2.1.- MALALTIA AUTOIMMUNITARIA TIROIDAL. ETIOPATOGENIA.

La malaltia autoimmunitaria tiroidal (MAT) afecta entre el 1-2% de la
poblacié® i representa més del 30% de totes les malalties autoimmunitaries
especifiques d’organ, essent la més freqiient®. La classificaci6 actual de la MAT
inclou les dues entitats principals, que son la tiroiditis cronica autoimmunitaria o
també anomenada tiroiditis de Hashimoto (TH) i la malaltia de Graves-Basedow
(MGB). Aixi mateix, també inclou variants de la TH com la tiroiditis post-part i la
tiroiditis esporadica, i la tiroiditis atrofica autoimmunitaria o mixedema
primari®. La MAT es caracteritza per una infiltracié de la glandula tiroide de
limfocits T i B que reaccionen contra antigens tiroidals propis® i que provoquen
una disfuncié de la glandula tiroidal, que pot cursar amb hiper o hipofuncié.

Com en la majoria d’altres malalties autoimmunitaries, la seva etiologia és
multifactorial. Es requereix una combinacié adequada de factors genetics,
ambientals i endogens per tal d’iniciar 1'autoimmunitat tiroidal. Tot i aixi,
actualment encara hi ha un cert desconeixement sobre la MAT, i més
concretament, sobre els mecanismes especifics del seu inici i progressio, aixi com
sobre la interacci6 concreta entre els autoantigens tiroidals i el sistema
immunitari.

En models experimentals, hi ha estudis que suggereixen que determinants
gens implicats en la immunoregulacié donen lloc a la intolerancia cap a antigens
propis®. Aquests gens determinarien la forma en que un individu és propens a
desenvolupar la MAT i podrien ser essencials pel desenvolupament de la

malaltia o per incrementar la susceptibilitat individual a desenvolupar-la. Entre
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Introduccio

els gens descrits, s'inclouen el locus del gen de les moléecules de classe II del
complex major d’histocompatibilitat o CMH (HLA o Human Leukocyte Antigen en
humans)-DR®®) aixi com gens no-HLA, més relacionats amb la regulacié del
metabolisme i la susceptibilitat del teixit tiroidal. D’aquests gens no-HLA
destaquen el del factor 4 associat a limfocits T citotoxics (cytotoxic T lymphocyte-
associated factor 4 o CTLA-4)012, el del CD40(13 14, el de la proteina tirosina
fosfatasa 22 (protein thyrosine phosphatase-22 o PTPN22)(1516), el de la tiroglobulina
(Tg)17.18) aixi com els gens del receptor de la tirotropina (TSHR)@ 20),

Basant-se en estudis realitzats a bessons homozigots, s’ha estimat que
entorn el 70-80% de la susceptibilitat per desenvolupar la MAT és de base
genetica®) i que el 20-30% restant és degut a factors ambientals. Entre aquests
ultims, s’ha descrit 'excés o el deficit de iode, el deficit de seleni, 'estrés, 1'ts
d’anticonceptius orals, el tabaquisme, les al lergies, la radiacié de la glandula
tiroide, infeccions viriques i bacterianes, toxics ambientals com per exemple els
bifenils policlorats o les isoflavones, i farmacs com l’amiodarona, que induirien
I'aparici6 de MAT en pacients geneticament susceptibles®>2?4. El tractament
immunomodulador amb interferé-alfa (IFN-o) és un altre desencadenant
implicat en la MAT, tot i que actualment encara es desconeixen els mecanismes
concrets pels quals aquest indueix aquesta resposta.

Els factors endogens poden passar desaparcebuts, tot i que per exemple, és
ben conegut que el periode post-part és un factor de risc important per
desenvolupar tant hipotiroidisme autoimmunitari com la MGB. També s’ha

descrit el genere femeni i I'edat com a factors de risc pel desenvolupament de la

MAT2 24),
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2.2.-REGULACIO DE LA RESPOSTA AUTOIMMUNITARIA

La funcié principal del sistema immunitari és distingir entre els antigens
propis i els estranys per tal de poder identificar i eliminar microorganismes i
molecules alienes que puguin agredir a les cel lules i teixits propis. En condicions
fisiologiques, els antigens propis es toleren i la resposta immunologica es dirigeix
cap als antigens estranys. Tot i aixi, a principis del segle passat, Paul Erlich va
definir per primer cop el concepte d’autoimmunitat en constatar que el sistema
immunologic podia atacar, de forma erronia, antigens propis enlloc de foranis, i
va suggerir que aquest fet podria ser el responsable de un tipus de malalties que
va anomenar malalties autoimmunitaries®), entre les quals es troba la MAT.

Actualment, I'autoimmunitat segueix essent un aspecte del funcionament
del sistma immunologic no del tot compres. L'any 1996, Isabelle André i
col laboradors van propopsar, basant-se en la diabetis del ratoli no obes diabetic
(non obese diabetic, NOD), uns punts de control o check-points que, si fallaven
successivament, podien donar lloc a la generaci6 de respostes
autoimmunitaries®. Recentment, Cristopher C. Goodnow ha ampliat aquest
concepte®). Seguint aquests plantejaments, la patogenia de les malaties
autoimmunitaries especifiques d’organ podria dividir-se en diferents etapes que
estarien regulades cadascuna d’elles per varis punts de control. Aquestes etapes i
punts de control es poden agrupar en 4 grans nivells: la tolerancia central, la
tolerancia periferica, la presentacié antigénica en el teixit diana i els mecanismes

autoperpetuadors o de cronificaci6. Aquesta tesi doctoral es centrara
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principalment en els check-points de la tolerancia, més concretament en la

tolerancia periféerica, que es definira en el segiient apartat.

2.2.1.Sistema de tolerancia immunologica

La prevenci6 de I'autoimmunitat depen dels mecansimes controladors dels
limfocits T autoreactius, entre els qué s’inclouen la tolerancia immunologica, tant
central com periférica. Les cel lules T reguladores, I'anergia clonal i 1'apoptosis

formen part dels mecanismes de tolerancia periferica® 9.

Els mecanismes de tolerancia central tenen lloc al organs limfoidals
primaris i la seva funcié és la d’eliminar els clons de limfocits T i B, al timus i al
moll d’os respectivament, que tinguin receptors que reconeguin els antigens
propis amb una alta afinitat abans de que surtin a la periféria.

El repertori de cellules T es genera en el timus. El procés de selecci6 i
maduraci6 de cel lules o limfocits T es realitza de forma seqiiencial en el cortex i
la medul la timica. Les cel lules T immadures migren des del moll de l'os al
timus, on comencen a expressar receptors per antigens. La majoria d’aquests
receptors tenen dues cadenes, alfa (o) i beta (f), i s'anomenen receptors of.
Aquests receptors reconeixen un peptid immunogenic localitzat en la molecula
de I'HLA, formant el complex peptid-antigen-HLA. En el timus, les cel lules

epitelials i altres cel lules presentadores d’antigen (CPA) mostren una amplia
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varietat de complexos compostos de peptids propis units a molecules HLAGO,
Aquesta representacié interna tan completa dels antigens propis del cos huma
s’ha anomenat expressi6 promiscua i permet mantenir un grau apropiat de
tolerancia a antigens periferics®). En la zona capsular timica, els timocits que es
generen passen per un procés de seleccio positiva que permet la supervivéncia dels
timocits amb els receptors de cellula T (RCT) capagos d’interaccionar amb
suficient afinitat amb les molecules HLA propies. Posteriorment, aquests timocits
migren a la zona medul lar del timus on es produeix una seleccio negativa,
eliminant-se les cel lules amb RCT que reconeixen molécules HLA amb peptids
propis amb una alta afinitat®?. Només el 3% dels percursors de cel lules T que
entren en el timus sobreviuen a la seleccié positiva i negativa®). Tot i aixi,
aquests mecanismes no so6n perfectes i alguns limfocits autoreactius

aconsegueixen escapar-se i arribar al organs limfoides secundaris.

Els mecanismes de tolerancia periferica sén els que s’encarreguen de la
supressio, activacié i produccié de citoquines dels limfocits T autoreactius,
impedint que reaccionin contra antigens propis. Es un fet acceptat que les
cel lules T autoreactives estan presents en individus sans i que la seva preséncia
per si sola no implica necessariament l'inici d"una malaltia autoimmunitaria. Per
tant, és probable que per tal que apareixi una malaltia autoimmunitaria es

requereixi, a més de la presencia de cel lules autoreactives, una alteraci6 en els
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mecanismes de tolerancia periférica, fet que recolzaria la hipotesi d” errades a

varis nivells o chekpoints en el procés autoimmuntiari.

2.2.1.2.1.-Cel lules T reguladores

Les cellules T reguladores (Tregs) representen el 10% dels limfocits T
CD4* periferics i formen part dels mecanismes de tolerancia periferica, prevenint
I'autoimmunitat espontania. La seva funcié principal és mantenir 1"’homeostasi
del sistema immunitari, evitant que els limfocits T autorreactius que han escapat
de la selecci6 timica, reaccionin contra els antigens propis©4.

Les Tregs van ser descrites i caracteritzades fenotipicament per S.
Sakaguchi l'any 19956. El seu grup va observar 'abséncia de la poblacié de
limfocits T CD4*CD25* en un model muri d’autoimmunitat induida per
timectomia. A més, també es va constatar que la malaltia es podia evitar si es
transferia als ratolins malalts aquest subgrup de limfocits T procedents de la
melsa d’altres animals que no patien malalties autoimmunitaries, en no estar
timectomitzats®> 36). Inicialment, les Tregs van ser definides per la coexpressi6 de
CD4 i CD25 (cadena o del receptor de la interleucina 2). Posteriorment, es va
observar que les ceél lules que realment exercien una funcié supressora eren
aquelles que tenien wuna alta expressi6 de CD25 (CD4*CD25high)(37),
Malauradament, la definicié de Tregs basada en el grau d’expressié de CD25 no
s’ha realitzat de forma universal i aquest fet dificulta la comparacié entre
diferents estudis. De fet, el CD25 no es considera un marcador especific de les

Tregs donat que també s’expressa a les céllules T durant la seva activaci6

29



Introduccio

antigenica®®, incloent aixi cel lules T efectores (Teff) en la poblaci6é de Tregs. Fa
pocs anys es va identificar un marcador que, en principi, s’expressava de forma
especifica a les Tregs. Aquest marcador és el factor de transcripcié Forkhead box P3
(FoxP3), que es caracteritza per presentar una helix amb ales (Forkhead), i és
necessari tant pel desenvolupament com per la funcionalitat de les Tregs®9). Per
tant, 'expressié de FoxP3 en els limfocits T es va convertir en el gold standard per
la definici6 de les Tregs. Les mutacions del gen que codifica el FoxP3 (FOXP3)
donen lloc, tant en humans com en ratolins, a alteracions en el desenvolupament
i la funcionalitat de les Tregs que es tradueixen en wuna patologia
autoimmunitaria inflamatoria multiorganica, letal en la majoria de casos?). La
mutacié del gen FOXP3 en humans és la responsable de la malaltia IPEX
(immunodysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked) caracteritzada per
estar lligada al cromosoma X, per la preséncia de varies patologies
autoimmunitaries (gastritis autoimmunitaria, tiroiditis i diabetis mellitus tipus 1),
de malaltia inflamatoria intestinal, de varies allérgies, i per requerir
transplantament de moll d’os a la infancia®" 42. Els estudis efectuats en pacients
amb IPEX mostren que el nombre de Tregs en sang periferica d’aquests pacients
pot variar, essent incltis normal. En canvi, en tots ells hi ha una alteraci6é de la
funcionalitat de les Tregs, el grau del qual estaria relacionat amb la gravetat de la
mutaci6 del gen®). La mutacié del gen FOXP3 en ratolins, que es tradueix en un
deficit de Tregs¥), és la responsable del ratoli scurfy9, caracteritzat per una
sindrome autoimmunitaria letal. Tot i que actualment no es coneix la funcié
especifica del FOXP3, tot sembla indicar que aquesta seria indirecta a través

d’amplificar i estabilitzar la transcripcié de diversos gens especifics de regulacio.
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Recentment, s’ha posat en dubte que el FoxP3 sigui definitori de les Tregs en
humans, ja que FoxP3 també esta present en els limfocits T memoria®. Donat
que les cellules amb major capacitat supressora que sén FoxP3 positives
presenten en la seva membrana una baixa concentraci6 de la cadena o del
receptor de la interleucina 7 (CD127)(49), es considera que la baixa expressi6
cel lular de CD127 en les Tregs permetria diferenciar-les de les cellules T
convencionals, que presentarien una alta expressi6 de CD127#). Es per aquest
motiu que alguns grups utilitzen, pel estudis de funcionalitat in vitro, la baixa
expressio cel lular de CD127 com a biomarcador per aillar i identificar les Tregs,
juntament amb FoxP3, i sovint en combinacié amb el CD25(#8). S’han descrit altres
marcadors presents a les Tregs com ara CD45RB, CD152, CTLA-4, el receptor del
factor de necrosi tumoral induit per glucocorticoids (GITR), CD134 i CD62L.
Aquests marcadors també estan presents en altres tipus cel lulars, pel que
actualment es consideren de poca utilitat(4?).

S’ha suggerit que les Tregs es sintetitzen en el timus normal com a llinatge
independent, és a dir, que exerceixen la seva funcié supressora sense necessitat
de ser activades per l'antigen. Tot i aixi, les Tregs també es poden generar a la
periferia (Tregs induides) a partir de cellules T verges o naive, que mai han
contactat amb cap antigen, i que es diferencien cap a Tregs després del seu
contacte amb l'antigen®%. D’aquesta forma, les Tregs es poden dividir en dos
grans grups: les cél lules naturals derivades del timus (nTregs) i les perifériques
induides (iTregs). Les iTregs expressen els mateixos marcadors que les nTregs i
suprimeixen les respostes immunologiques mitjancant els mateixos mecanismes.

Tot i les similituds que presenten, es poden distingir entre si ja que les nTregs
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presenten un locus FOXP3 desmetilat®!) i expressen el factor de transcripcié
Helios®?) i en canvi, les iTregs no.

El mecanisme pel qual les Tregs realitzen la supressié no es coneix de
forma precisa, pero per tal de que aquesta es realitzi, és necessari el factor de
transcripcié FoxP3(3. Es creu que la supressio s’exerciria mitjancant el contacte
cel lula a cel 1lula®¥. Aixi, els defectes en la regulaci6 de les cel lules T podrien ser
deguts tant a defectes en el nombre com en la funci6é de les Tregs, com a una
resistencia de les Teff a la supressi6 mediada per les Tregs(®3.

Estudis en models animals i en humans han mostrat que els defectes en el
nombre o la funcié de les Tregs poden contribuir a l'aparicié de les malalties
autoimmunitaries i que terapies dirigides a aquests defectes poden potencialment
prevenir i inclis curar aquestes malalties. Els pacients amb IPEX s6n un exemple
de com un nombre inadequat de Tregs permet el desenvolupament
d’autoimmunitat en humans, donat que aquests pacients presenten una mutacié
del FOXP3 i en conseqiiencia, una absencia absoluta de Tregs®). Tot i aixi, la
majoria de pacients amb malalties autoimmunitaries presenten, probablement,
una reduccié més modesta de Tregs. En aquestes patologies més comuns, el repte
és determinar si el nombre de Tregs és inadequat en el lloc de la inflamaci6 i si és
degut a factors sistemics o a factors locals tissulars. L’analisi quantitativa de les
Tregs en sang periferica de la majoria de malalties autoimmunitaries és molt
variable, estant les Tregs nomals®¢® %), disminuides®® %) o inclts augmentades(®?.
Tot i aixi, la comparaci6 entre els estudis es troba un cop més limitada pel fet que
els marcadors moleculars utilitzats per a definir les Tregs no han estat sempre els

mateixos. A més, cal valorar la manera com el nombre de Tregs en sang periferica
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reflecteix el nombre global de Tregs i, més especificament, el nombre en els teixits
inflamats. Malgrat que la majoria d’estudis realitzats en pacients amb malalties
autoimmunitaries han valorat tinicament les Tregs en sang periférica, en alguns
casos, com en l'artirtis reumatoide i la malaltia inflamatoria intestinal en fase
activa, s’han valorat també a nivell tissular, describint-se un nombre més elevat
en el teixit diana que en sang periferica® ¢1). Aquest augment del nombre de
Tregs en el teixit diana suggeriria que la falta de regulaci6 en el teixit inflamat
pogués ser deguda a alteracions en la funcionalitat de les Tregs.

De fet, el coneixement actual de les Tregs en malalties autoimmunitaries
humanes indica que probablement els defectes funcionals son els que tenen un
major impacte en la malaltia. Les causes d’aquests defectes funcionals sén
multiples i poden incloure tant defectes intrinsecs de les Tregs i les Teff com
factors extrinsecs presents en el lloc de la inflamaci6. La identificacié dels
defectes de la funcié de les Tregs comporta una gran dificultat degut als
multiples mecanismes utilitzats per les Tregs per suprimir la inflamaci6®? i pels
meétodes amb els que es mesura la seva capacitat de supressié. A més, la valoracié
de la funcionalitat de les Tregs en humans requereix 1'as d’assajos in vitro que,
donades les caracterisitiques de les Tregs en sang periferica, s’han de realitzar
amb un baix nombre de ceél lules i amb una limitacié del tipus i la qualitat dels
assajos que es poden realitzar. Finalment, degut a que el FoxP3 és una proteina
nuclear, I'avaluaci6 de la seva expressi6 en els limfocits T requereix una fixaci6 i
permeabilitzacié d’aquestes cel lules que impedeix 1’obtencié de cél lules viables
per realitzar analisis funcionals. Tot i aixi, la majoria d’estudis realitzats en

pacients amb malalties autoimmunitaries en les que s’ha valorat la funcionalitat
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de les Tregs, coincideixen en afirmar que aquesta es troba disminuida en
comparacié amb la de la poblaci6 sana®® 61,

D’altra banda, en diferents models experimentals d’autoimmunitat s’ha
observat una resisteéncia de les Teff a les Tregs. En aquests models, la inflamacio i
la destrucci6 tissular progressa, tot i la presencia de Tregs funcionals en el lloc de
la inflamacié. Aqustes troballes suggereixen que la resisténcia de Teff a les Tregs
pot contribuir a la progressi6é de la malaltia. Aquest fenomen s’ha descrit en dos
models de ratolins diabetics (el ratoli NOD®3 ¢4 i el ratoli DO-11.10 RIP-
mOVA®), en el model experimental d’esclerosi multiple, 1’encefalomielitis
experimental autoimmunitaria®) i en el model muri de lupus eritematds
sistemic, el ratoli MRL-Ipr(®”). S’han suggerit multiples mecanismes pels quals les
Teff esdevenen resistents a la supressid. Aquests mecanismes inclouen defectes
intrinsecs d’aquestes cel lules, alteracions en la seva activacio i la seva exposici6 a
factors de creixement®). Cadascun d’aquests defectes descrits anteriorment
podria contribuir, per si sol o en combinacid, al desenvolupament de malalties
autoimunitaries en humans.

Tal i com s’ha mencionat anteriorment, s’ha evienciat en models
experimentals varies malalties autoimmunitaries que les Tregs tenen un paper
important. Concretament, en el model de la tiroiditis autoimmunitaria
experimental (TAE), s’ha demostrat que canvis en la funcionalitat de les Tregs
influencien en la susceptibilitat i/o en la resisténcia a desenvolupar tiroiditis(®).
A més, en aquest model també s’ha demostrat que la disminuci6é de les Tregs
afavoreix el desenvolupament de la tiroiditis induida amb tiroglobulina de ratoli

(mouse thyroglobulin, mTg) tant en ratolins genéticament resistents com en aquells
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geneticament susceptibles(”? 71). Tot i aixi, és dificil trobar evideéncies similars en
humans degut a les diferéncies evidents que existeixen entre els models animals i
la MAT en humans. A més, hi ha pocs estudis que hagin estudiat les Tregs en
humans amb MAT, essent els resultats discordants tant els efectuats en sang
perierica com en teixit tiroidal">74. A més, la comparacid entre estudis és dificil
degut als diferents fenotips utilitzats per la valoraci6é de les Tregs i a qué la MAT

s’ha avaluat en diferents estadis evolutius.

2.2.1.2.2.-Altres cel lules reguladores

Tot i que les cel lules reguladores que més s’han estudiat han estat les
Tregs, s’han descrit una amplia varietat de poblacions de cel lules reguladores
que controlen la resposta immunologica en diferents punts i mitjancant diversos
mecanismes. Es tal la diversitat de cellules reguladores, que s’ha arribat a
comparar-la amb la varietat de gustos i olors que existeixen(. Entre les descrites
s’inclouen els limfocits T CD4*, els T CD8*, els limfocits T gamma-delta (y9), els
limfocits citolitics naturals (natural killer, NK), els limfocits T citolitics naturals
(NKT) i el seu subgrup NKT invariant (iNKT), els limfocits CD3*CD4-CD8- i els
limfocits B. La seva existencia s’ha deduit per dades funcionals degut a que
actualment no es coneix cap marcador especific que pugui distingir-les d’altres
subpoblacions cel lulars amb capacitat col laboradora o citotoxica®).

En relaci6 a les cellules T CD8* reguladores o tolerogeniques, s’han
descrit diferents subgrups(® i d’aquests, el que més s’ha estudiat és el subgrup

de ceél lules que tenen el fenotip CD8*CD28-. Aquestes cel lules realitzen la seva
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funcié a través del reconeixement d’antigens en el CMH o HLA de les cel lules
dendritiques, convertint-les en tolerogenes mitjangant el bloqueig de I'expressi6
de molécules coestimuladores, fet que impedeix a la vegada, l'activaci6é dels
limfocits T CD4* col laboradores (Th)(?). Un altre grup de cel lules reguladores
son els limfocits NKT que presenten tant caracteristiques dels limfocits T, com la
presencia a la seva superficie de RCT, com de les cel lules NK, en expressar
receptors propis de céllules NK com el CD161. Tot i que la seva funci6
toleragéncia no es coneix suficientment, sembla que aquesta esta mitjancada per
interaccions amb altres cellules reguladores i la secreci6 de citoquines
moduladores de la resposta, com la interleucina (IL)-4, IL-10 i el factor de
creixement transformant (transforming growth factor, TGF)-p("8). Per altra banda,
els limfocits B reguladors s’han relacionat amb la pérdua de la tolerancia en
models experimentals d’autoimmunitat, infeccions i cancer i sén facilment
identificables ja que sén CD1dM i CD5*®). La seva activitat reguladora sembla
estar condicionada per la produccié de citocines immunomoduladores, com IL-10
i TGF-B, i per la capacitat d'interactuar directament amb limfocits T autorreactius,

als quals sén capacos d’inhibir().

2.2.1.2.3.-Anérgia clonal

L’aneérgia clonal forma part dels mecanismes de tolerancia periférica.
Alguns limfocits T circulants autorreactius no proliferen en resposta a la
presentacié d'un autoantigen en el context apropiat i es considera que aquests

limfocits estan en una situaci6 de no resposta denominada anergia que, a
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vegades, es pot revertir experimentalment mitjancant el tractament amb altes
concentracions de IL-2. Es creu que la induccié d’aquest estat d’anérgia podria
ser degut a una activaci¢ incompleta del limfocit. Aquest concepte es basa en que
per aconseguir la plena activacié del limfocit T es requereix una segona senyal
co-estimuladora al mateix temps que la primera, derivada del reconeixement de
I'antigen. Aquesta segona senyal és proporcionada per les CPA, com ara els
macrofags i les cel lules dendritiques, i només es produeix quan les CPA entren
en contacte amb determinades moléecules presents en agents patogens o exogens.
Quan les CPA presenten exclusivament antigens propis, no expressen les
molecules coestimuladores (segona senyal) i per tant, els limfocits que reconeixen
els peptids propis no s’activen i a més, es queden en una situacié de no resposta
davant estimuls, és a dir anergia, que en molts casos és fonamental per prevenir
la resposta enfront antigens propis. Aquesta insuficent coesimulacié no permet
produir la suficient IL-2 per part del limfocit T, que és necessaria per la seva
proliferacié i aquest factor podria ser el determinant pel desenvolupament

d’aquesta situacié d’anergia®).

2.2.1.2.4.-Apoptosi

L’apoptosi o mort cel lular programada implica 'activacié seqiiencial
d’una serie de enzims proteolitics coneguts com a caspases que progressivament
digereixen la cel lula i el seu material genetic. La cascada caspasa s’activa per
dues vies: I'extrinseca i la intrinseca. La via apoptotica extrinseca es duu a terme

mitjancant la uni6 de receptors de mort cel lular amb un lligant especific.
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D’aquesta via, la que més s’ha estudiat és la unié del Fas/Fas lligand (FasL). En
canvi, la via intrinseca s'indueix en resposta a nombrosos estimuls com la
retirada de factors de creixement i hormones trofiques i esta regulada per
proteines tant de tipus antiapoptotiques, com les del grup de la proteina 2 de la
cel lula B limfoma (Bcl-2, B cell lymphoma 2), com proapoptotiques, com les
proteines Bax/Bax-like. El Bcl-2 regula I'apoptosi mitjangant la seva implicacié en
el desenvolupament dels limfocits, en 1’establiment de la tolerancia central i en el
manteniment de la tolerancia periferica. L'aparicié d’autoimmunitat, tant en
humans com en models experimentals en ratolins, s’ha relacionat amb defectes en
la senyalitzaci6 de l'apoptosi regulada per Bcl-280. A més, hi ha indicis que
I'expressié de molecules antiapoptotiques com Bcl-2 pot estar regulada tant per
les célules tiroidals com pels limfocits en un intent d’evitar la mort apoptotica®
82).

En relaci6 a la MAT, s’ha proposat que la destruccié de les cel lules
tiroidals tan caracterisitica de la TH podria ser causada per un increment de
I'apoptosi. La TH es caracteritza histologicament per una infiltraci6 massiva de
cel lules limfoidals a l'interior o al voltant de les cel lules foliculars tiroidals®.
En arees on s’observen cellules foliculars intactes proximes a les cel lules
infiltrants immunes, les cel lules de la tiroide apareixen apoptotiques, la qual
cosa suggeriria una destruccié immunologica d'aquestes cellules®). Sha
proposat que la diminucié de I'expressié de la proteina antiapoptotica Bcl-2 en
els tirocits dels pacients amb HT podria afavorir I'apoptosi de les cel lules
tiroidals. Aquest fet juntament amb la inducci6 de 1'expressi6 de Fas en els

tirocits® podria ser un dels mecanismes de la mort apoptotica de les cel lules
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tiroidals observada en la TH. En canvi, en la MGB, el grau d’infiltraci6
limfocitaria en la tiroide és menor i la taxa d’apoptosi en els tirocits també és

menor que la observada en la TH®).

2.2.2.- Ce¢l 1ules T col 1laboradores

El sistema immunitari, a través de la immunitat innata i la immunitat
adpatativa, és I'encarregat de protegir 1'organisme enfront de qualsevol tipus
d’agressi6, generalment microbianes, que poden afectar a cel lules o teixits. La
immunitat innata s’anomena aixi perque els seus components estan sempre
presents i poden actuar immediatament sense temps de latencia entre I'estimul i
el desencadenament de la seva acci6. Tot i aixi, la resposta defensiva més eficag és
la de la immunitat adaptativa, que permet la identificaci6 i eliminaci6é dels
microorganismes i molecules alienes que han aconseguit escapar de la immunitat
innata gracies a la coordinacié de diferents grups cel lulars amb funcions molt
diverses. La immunitat adaptativa és una resposta més tardana i especifica i esta
dotada de memoria immunologica, fet que permet una resposta immunologica
immediata en cas que l'organisme es torni a infectar pel mateix patogen. El
procés de la resposta immunologica adpatativa consta de cinc fases: el
reconeixement de l'antigen estrany; la identificacio, activacié i expansié de les
cel lules amb molecules que reconeixen especificament a aquest antigen, donant
lloc a clons antigen-especifics; la diferenciacié de les ceél lules en repos a ceél lules

amb fenotip efector; el desenvolupament de la resposta propiament dita: les
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cel lules o els seus productes inactiven i eliminen els patogens; i la inactivacié de
les cel lules efectores un cop resolta la situacio.

El procés de reconeixement d’antigens, activacié i inici de l’activitat
efectora dels limfocits T té lloc en els primers passos de la resposta immunologica
i requereix un intercanvi d’informacié entre la cellula que ha identificat i
processat al patogen i el limfocit T. Aquest procés es déna en una estructura
multimolecular formada entre ambdues cellules anomenada sinapsi
immunitaria.

La CPA aporta informacié al limfocit T a través de diversos tipus de
senyals: la primera és el reconeixement de l'antigen per part del receptor de la
cel lula T, quan li és presentat unit a les molecules del CMH de la CPA; la segona
o senyal de conformitat, la rep el limfocit T a través de 'antigen CD28, que
interactia amb molécules de la CPA; i la tercera esta mediada per citocines i
determina el tipus de resposta que efectuara i la intensitat d’aquesta(®o.

En la decada de 1970, les primeres cél lules encarregades de la coordinacié
de la resposta immunologica adaptativa que es van descriure van ser els limfocits
T. A finals d’aquella década se’ls va classificar en 3 subgrups segons la seva
capacitat funcional: els limfocits T CD8* o citotoxics (Tc), amb capacitat efectora;
els limfocits T CD4* o col laboradors o helper (Th), encarregats de coordinar
I'accié efectora dels diferents tipus cel lulars; i els limfocits T supressors (Ts),
encarregats de suprimir la resposta immunologica un cop s’hagués eliminat la
molecula aliena.

Durant la decada de 1980 es va profunditzar sobre el coneixement de la

funcionalitat dels limfocits T i es van identificar 2 tipus de respostes
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col laboradores: la resposta Thl o immunitat cel lular, que regula la resposta
immunologica mediada per cél lules i la induccié del dany cel lular a través de
'activaci6é del mecanisme citotoxic®” 88 i que és altament efectiva en 1'eliminacié
de patogens intracel lulars; i la resposta Th2 o immunitat humoral, que s’activa
per proporcionar ajuda als limfocits B per la producci6 d’immunoglobulina
especifica i que és de gran importancia en l'eliminacié de microorganismes
extracel lulars i parasits®?). Aquesta divisi6 en 2 subtipus es va basar en les
citocines que eren capacos de secretar un cop activats, i amb les que modulaven a
diversos tipus cel lulars. Es va denominar Th1 als limfocits secretors de IFN-y,
factor de necrosi tumoral (tumor necrosis factor, TNF)-a, IL-2; i Th2 als limfocits
que alliberen principalment IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 i IL-13. La diferenciaci6 en Th1 i
Th2 a partir dels limfocits quiascents es determina en la sianapsi immunitaria, en
funcié de les citocines presents. Aquestes funcionen com a terceres senyals
durant el procés d’activacié. Aixi, la IL-12 promou la transformacié en cel lules
Th1 i la IL-4 promou la transformacié en cel lules Th2(%0).

Aquesta classificacié de les cel lules col laboradores s’ha revisat degut a
descobriments recents, com ara la identificacié de la familia de citocines de la IL-
17 i I'estudi de les seves funcions efectores. L’existencia d'un tercer grup de
cel lules es va deduir en comprovar que les céllules T tractades amb peptids
microbians en presencia de Borrelia burgdorferi, que és l'agent de la malaltia de
Lyme, produien IL-17. Aquesta citocina no és elaborada ni per les Th1 ni per les
Th2, fet que implica la existéncia d'un nou subgrup de limfocits T (CD4*) que
secreten IL-17 i que coordinen la resposta immunologica d’una manera diferent a

les Thl i Th200. Aquestes cel lules, que es van anomendar Th17, sén el tercer
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tipus de cel lules col 1laboradores reconegut per la comunitat cientifica i juguen
un paper fonamental en la resposta contra bacteries de creixement extracel lular i
fongs. A més, s’ha descrit que tenen un efecte proinflamatori que els permet fer
de pont entre la immunitat innata i la adaptativa®> %). Les citocines implicades
en el control de l'activitat Th17 son la IL-23, el TGF-f i la IL-6. El TGF-§ i la IL-6
promouen la diferenciacié dels limfocits quiascents a Th17 i, un cop diferenciats,
la IL-23 és qui promou la seva proliferacio®). Els diferents tipus de cel lules
col laboradores s’inactiven mutuament, de manera que les Thl inhibeixen de
forma electiva l'activitat de les Th2 i Th17, a través de IFN-y. Al mateix temps, les
Th2 inhibeixen la proliferaci6é de les Th1 i Th17 mitjangant la IL-10 i la IL-4, i les
Th17 inhibeixen a les Th1 i Th202 %) (figura 1)

En relaci6 a la MAT, les diferencies entre la TH i la MGB es poden explicar,
en part, pel diferent perfil de citocines secretades en el microambient local pels
diferents tipus de limfocits infiltrants de la tiroide. En la MGB predomina la
produccié de citocines proinflamatories tipus Th2 (IL-4, IL-5, I1-10) i en canvi, en
la TH predominen les del tipus Th1l (IL-2, TNF-a, IFN-y)®® ). Un predomini de
les citocines Th2 afavoreix la immunitat humoral enlloc de la immunitat cel lular,
augmentant aixi la produccié d’autoanticossos per part dels limfocits B. A més,
els pacients amb MGB produeixen titols alts d’anticossos immunoglobulina (Ig)
G especifics pel TSHR. Aquests anticossos, que tenen una funcié similar a la
tirotropina (TSH), activen el receptor, provocant una hiperplasia de les cel lules
tiroidals i una hiperfuncié tiroidal. Aquests anticossos estimuladors del receptor
de la TSH (aTSHR) podrien tenir un paper antiapoptotic, mitjancant una

disminucié de l'expressi6 de Fas en els tirocits(®. A més, les citocines Th2 poden
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estimular la produccié de moléecules antiapoptotiques, com la proteina 2 de la
cel lula B limfoma (B cell lymphoma 2, Bcl-2), i protegir aixi als tirocits de la mort
apoptotica cel lular® 100, En canvi, en la TH, el micrambient afavoreix la
destruccié de cellules tiroidals mitjancant 'apoptosi induida pels limfocits
citotoxics invasors. Recentment, s’ha descrit un augment de les Th17 i de les
seves citocines en sang periferica, sobretot en TH, fet que podria tenir un paper

rellevant en la patogénia de I'autoimmunitat tiroidal.
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Figura 1. Desenvolupament dels limfocits T

El procés de seleccié i maduracié de cel lules o limfocits T es realitza de forma seqiiencial en el
cortex i la medul la timica. El progenitor de la cellula T (cellula pre-T) es converteix en una
cel lula T doble negativa (CD4-CDS8-). Posteriorment, comenca a expressar receptors de cel lula T
(RCT) per antigens. En la zona capsular timica, els timocits que es generen passen per un procés
de seleccié positiva que permet la supervivencia dels timocits amb els RCT per antigens capagos
d’interaccionar amb suficient afinitat amb els complexes major d’histocompatibilitat (CMH).
Posteriorment, aquests timocits migren a la zona medul 1ar del timus on es produeix una seleccié
negativa, eliminant-se les cel lules amb RCT que reconeixen molécules CMH amb peptids propis
amb alta afinitat. En funcié del RCT que expressi, es diferencien en la cel lula T y3*, si expressa
RCT y3, o en la cellula T doble positiva (CD4*CD8*), si expressa RCT af. Aquests RCT af
reconeixen un peéptid immunogenic localitzat en la molécula del CMH, formant el complex
peptid-antigen-CMH. Segons el tipus de CMH que reconegui, aquesta cel lula doble positiva es
converteix en la cel lula T CD8* naive (si reconeix el CMH tipus I), en CD4* naive (si reconeix el
CMH tipus II) o NKT (si reconeix el CD1d). Posteriorment, la cel lula T CD8* naive es converteix
en el limfocit T citotoxic (LTC) madur quan contacta amb I'antigen. Pel que fa a la cél lula T CD4*
naive, aquesta prolifera i es diferencia a la periféria en cel lules T col laboradores (Th1, Th2, Th17)
i en cel lules T reguladores en funcié de I'ambient de citocines en queé esta sotmesa.

RCT: receptor de cél lula T, CMH I: complexe major d’histocompatibilitat tipus I, CMH II: complexe major

d’histocompatibilitat tipus 11, IL: interleucina, TGF-p: factor de creixement transformant beta, LTC:
limfocit T citotoxic, Th: limfocit T col laborador, Tregs: cél lules T reguladores.
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2.2.3.-Limfocits B

La diferenciacié dels limfocits B té dues fases: una antigen-indepenent i
una altra antigen-dependent. De forma similar a la maduracié dels limfocits T,
durant la fase antigen-indepenent, que es realitza al moll d’os, té lloc la generacié
de limfocits B immunocompetents i autotolerants. Aquesta maduracio es realitza
mitjangant una seleccié positiva, on sobreviuen aquells limfocits B que tenen un
receptor funcionant (RCB), i una seleccié negativa on sobreviuen aquells limfocits
B que no reconeixen els antigens propis. En la fase antigen-depenent, hi ha una
migraci6 dels limfocits B madurs del moll d’os als organs limfoidals secundaris
on hi ha una activacié dels limfocits B madurs per contacte amb antigens externs,
proliferant i diferenciant-se en cel lules plasmatiques productores d’anticossos i
en cel lules B memoria.

Una de les funcions principals dels limfocits B és la de generar anticossos,
responsables de la immunitat humoral, aixi com limfocits B memoria amb una
capacitat millorada per respondre a antigens especifics, responsables de la
memoria immunologica humoral. Aixi mateix, els limfocits B també capturen i
presenten antigens als limfocits T i contribueixen a la especialitzacié funcional
d’aquests ultims, col laborant aixi amb la resposta immunologica adaptativa.
Aquestes funcions efectores del llinatge dels limfocits B son ben conegudes i esta
més que acceptat que defectes en la seva funci6 poden contribuir a
I"autoimmunitat, produint autoanticossos. En la darrera decada, el coneixement
d’altres funcions dels limfocits B s"ha ampliat considerablement, com és el cas del

seu el paper immunoregulador.
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El CD19 és un dels biomarcadors de superficie més fiables pel limfocits B.
S’expressa des dels limfocits pre-B fins a la diferenciacié terminal en cel lules
plasmatiques. A més, el CD19 té un paper important en el manteniment del
balang entre la resposta humoral, la induida per 'antigen i la inducci6é de la
tolerancia(%?). Varis estudis han demostrat que I’autoimmunitat en ratolins CD19
transgenics depen de I'expressié del CMH tipus 11(1%). Aquest fet ha conduit a la
hipotesi de que el CD19 pot tenir un paper important en la modulacié in vivo de
I'expressi6 i senyalitzaci6 de CMH tipus II. Aquests descobriments han conduit a
un interes creixent del CD19 com un objectiu potencial per a la immunoterapia de
diverses malalties autoimmunitaries, com ara l'artrtits reumatoide o 1’esclerosi
maltiple.

Els mecanismes que controlen diferents aspectes de la biologia dels
limfocits B inclouen la maduracié dels limfocits B, la selecci6é negativa en punts
de control de maduraci6 i l'edicié del receptor, aixi com molts aspectes de la
capacitat de resposta, com ara la generaci6 de limfocits B efectors. Aquests
mecanismes mencionats estan alterats en pacients amb malalties autoimmunaries
en comparacié amb subjectes sans. Un reflex de les anomalies en la maduraci6
dels limfocits B és el nombre d'alteracions de la poblacié de limfocits B pre-
immunes en sang periferica en pacients amb lupus eritematés sistemic. En sang
periferica, s’han detectat percentatges anormals de limfocits B no madurs,
incloent les cellules B transicionals, els limfocits B pre-naive i els naive(104).
Aquestes poblacions indiquen que les principals etapes de la maduracié dels

limfocits B es produeixen fora de la medul 1a ossia.
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Les cel lules B transicionals sén una altra subpoblacié relacionada amb el
desenvolupament de l'autoimmunitat. Aquesta subpoblacié representa un pas
crucial en la diferenciaci6 i seleccié dels limfocits B madurs. Donat que només
una petita fraccié de cel lules B immadures sobreviuen a la transici6 cap a I'etapa
naive madura, es creu que les cel lules B transicionals representen un punt de
control o checkpoint clau de la selecci6 negativa per les cellules B
autoreactives(1%). D’acord amb aquest concepte, estudis recents en humans han
suggerit que diferents malalties autoimmunitaries podrien compartir una
relaxaci6 de la seleccié negativa i positiva dels limfocits B que comportaria una
expansio de les cel lules B transicionals i que conduiria alhora a un augment de
I'autoreactivitat en el compartiment de limfocits B naive madurs(100),
Concretament, en pacients amb lupus eritematds sistémic i en pacients amb
immunodeficiencies s’han descrit expansions de cellules B transicionals
circulants(17, 108 Per tant, el coneixement de la biologia de les cellules B
transicionals té implicacions importants en la tolerancia immunologica,
I'autommunitat i la competencia immunitaria. Aquesta comprensié es basa, en
gran mesura, en la correcta caracteritzacié d’aquesta subpoblaci6 limfocitaria i de
les seves vies de diferenciaci6. En relaci6 a aquest punt, les cellules B
transicionals en humans s’ha caracteritzat fenotipicament recentment com a

cel lules CD19*, CD24hi, CD38hi i CD27-(109).
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2.3.-MECANISMES PATOGENICS DE LA MALALTIA

AUTOIMMUNITARIA TIROIDAL

La malaltia autoimmunitaria tiroidal és una malaltia autoimmunitaria
especifica d’organ complexa i poligénica. Els estudis en models experimentals
que desenvolupen tiroiditis autoimmunitaria mostren que la seva patogenia es
realitza en un procés que consta de multiples passos®. Les interaccions entre
factors geneétics, endogens i ambientals tenen un paper en la iniciaci, progressio i
manifestacio clincia de la MAT que es poden resumir en la figura 2.

Els factors ambientals poden causar un dany en les cel lules tiroidals i
permetre l'alliberament d’autoantigens potencials. Les CPA soén atretes i i
presenten els autoantigens rellevants als limfocits Th en els ganglis limfatics
tiroidals(9). Una regulaci6é de la resposta immunologica aberrant, determinada
per factors genétics o endogens, permetria una reaccid6 immunologica
inapropiada i excessiva en lloc de reforgar la tolerancia immunologica cap els
autoantigens. En aquest punt, les Tregs podrien tenir un paper rellevant ja que
son les encarregades d’eliminar els limfocits autoreactius que reconeixen antigens
propis en condicions normals. Perd en presencia d'una resposta immunologica
aberrant, amb una alteraci6 d’aquests mecanismes de tolerancia periférica,
aquests autoantigens serien presentats per les CPA als limfocits Th. En funci6 del
diferents perfil de citocines alliberades en el microambient tiroidal, variaria el
balang entre la resposta Th1l i Th2 que determina I'expressi6 fenotipica final de la
MAT. Aixi, una resposta predominant Thl afavoriria la immunitat cel lular i

facilitaria un ambient proapoptotic per part dels tirocits, podent desenvolupar-se
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aixi la TH. En canvi, una resposta predominant Th2 afavoriria la immunitat
humoral, que induiria als limfocits B a produir aTSHR, afavorint la hiperplasia de
les cel lules tiroidals i la hiperfunci6, manifestant-se d’aquesta manera la MGB.
Tot i aixi, es requereix un millor coneixement de com la resposta
immunologica aberrant contra la tiroide s’inicia i es propaga per diferents vies,

permetent I'expressié de diferents expressions fenotipiques de la MAT.
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Figura 2.- Mecanismes patogenics de la malaltia autoimmunitaria tiroidal

Els factors genetics, ambientals i endogens poden iniciar la patogeénia de la malaltia
autoimmunitaria tiroidal (MAT), mitjangant un dany cel lular a nivell tiroidal que afavoriria
I'alliberaci6 d’autoantigens. Aixi mateix aquests factors poden provocar una resposta
immunitaria aberrant amb una disminuci6 de la tolerancia immunologica cap aquests
autoantigens alliberats, per exemple mitjancant una alteraci6 de les céllules T reguladores
(Tregs). Aquests autoantigens soén presentats per les cel lules presentadores d’antigens (CPA) als
limfocits T col 1laboradors (Th). En funcié del microambient i de les citocines, aquests limfocits es
decanten cap a una resposta Thl (immunitat cel lular) o Th2 (immunitat humoral), determinant
aixi el desenvolupament de diferents tipus de MAT: la malaltia de Hasimoto en el cas d'un
augment de la resposta Thl ila malaltia de Graves-Basedow en cas d'un augment de la resposta
Th2.

Modificat de Fountoulakis, S. i Tsatsoulis, A. Clin Endocirnol 2004 i de Wang, S.H. i Baker, ].R. Thyroid
2007.
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2.4.-INFECCIO PEL VIRUS DE L'HEPATITIS C

2.4.1.-Epidemiologia

La infeccié pel virus de l'hepatitis C (VHC) afecta uns 180 milions de
persones a nivell mundial, sent la seva prevalenca en la poblaci6é occidental del
1,5-2,2%011). De fet, és una de les principals causes de malaltia cronica hepatica,
cirrosi, carcinoma hepatocel lular i la primera indicacié pel transplantament
hepatic en el mén occidental12). El factor de risc predominant actual per a
I'adquisici6 del VHC és 1'ts de drogues per via parenteral (DVP); sent la
prevalenca d’infeccié pel VHC en adults entre els 20 i els 59 anys d’edat amb
antecedents d'ts de DVP als Estats Units superior al 45%(113). Altres factors de
risc son les transfusions sanguinies abans de 1990, un elevat nombre de parelles
sexuals al llarg de la vida i la transmissi6 iatrogeénica, inclosa la dialisi o exposicié
ocupacional(4); tot i aixi, en grans series, entre el 15-30% dels pacients no

presentaven cap factor de risc dels descrits anteriorment.

2.4.2.-Virus de I'hepatitis C

La infecci6 pel VHC esta causada per un ARN virus del genere Hepacivirus
i de la familia dels Flaviviridae que es replica a gran velocitat a nivell hepatic. El
seu genoma té 9.6-kb de cadena simple positiva d’ARN que codifica 3 proteines
estructurals (core, E1, E2) i 7 proteines no-estructurals (NS1, NS2, NS3, NS4A,

NS4B, NS5A, NS5B). Les proteines de 1'embolcall es localitzen a la superficie
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externa del virus i sén el primer contacte amb les cél lules de I'hoste durant la
infecci6(9) (figura 3). Concretament, la proteina d’embolcall E2 és el component
principal de les dues proteines de I'embolcall i és el principal mediador de la
fixaci6 del virus a I'entrada cel lular(1%). En pacients infectats, la produccié diaria
de particules virals és aproximadament de 10'?, tenint aquestes un temps de vida
mitja d’aproximadament 3 hores(7 118), Existeixen com a minim 6 genotips del
VHC, que varien en la seva freqiiencia de nucleotids entre el 30-34%, i més de 50
subtipus, que difereixen en la seva seqiiéncia genomica entre el 20-23%. Tot i que
els diferents genotips del VHC causen la mateixa malaltia amb una evoluci6
similar, 'extensa heterogenicitat genetica del VHC té importants implicacions
cliniques i terapeutiques, ja que, per exemple, permet explicar les dificultats per
desenvolupar una vacuna efica¢ o la falta de resposta d’alguns pacients al
tractament(® 120, La prevalenca dels genotips difereix en funcié de la zona
geografica. Actualment, el genotip 1 és el més freqiient a Nord-America, Sud-
Ameérica i a Europa(b. La informacié del genotip viral és molt important per
prendre decisions terapeutiques ja que, tot i que amb els genotips no es pot
preveure l'evolucié de la infeccid, si que es pot preveure si hi haura millor

resposta al tractament i també la durada d’aquest(19.
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Figura 3.-Estructura i genoma del virus de 'hepatitis C

a) Estructura del virus de I'hepatitis C. Modificat de Perkins, |.A. 2001.

b) Proteines codificades pel genoma del virus de I'hepatitis C. El genoma del virus del’hepaitits C
(VHC) consisteix un dues regions no traduides (untraslated regions, UTR) i un marc obert que es
divideix en una regi6 que codifica proteines estructurals i en una altra que codifica proteines no
estructurals (nonstructural, NS). La regié estructural conté la proteina de la nucleocapsida (core) i
dues proteines de l'embolcall (E1, E2). Les regions hipervariables 1 i 2 (HVR 1 i HVR 2)
localitzades a E2 mostren una seqiiéncia d’extrema variablilitat que es pensa que és el resultats de
la pressi6 selectiva pels anticossos especifics contra el virus. E2 també conté el lloc d'unié pel
CDS81. Les proteines no estructurals tenen funcions com proteases (NS2, NS3, NS4A), helicasa
(NS3) i RNA polimerasa depenent de RNA (NS5B). S'ha relacionat una regié a NS5A amb la
repossta al tractament amb interferé-alfa que s’anomena regié determinant de la sensibilitat a
I'interferd (interferon-sensibility-determining region, ISDR). Tot i aixi, la rellevancia i importancia
d’aquesta regié encara no estan clars. No totes les funcions i caracteristiques de les proteines estan
tan ben caracteritzades com les de NS3 i NS5. Aquest és el cas de la p7 (NS1).

Modificat de Lauer, G.M i Walker, B.D. N Engl | Med 2001.
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2.4.3.- Resposta immunitaria enfront la infecci6 pel virus de 1’hepatitis C

La relaci6 entre el VHC i el seu hoste és dinamica: el virus intenta coexistir
utilitzant diverses estrategies per escapar de la resposta immunitaria i el sistema
immunitari de I'hoste intenta controlar i eliminar la infeccié sense danyar-se a ell
mateix. El resultat final de la confrontacié entre aquestes dues forces biologiques
depén de la cinetica de replicacié del VHC i de les caracteristiques quantitatives i
qualitatives de la resposta immunitaria de I"hoste(122).

De fet, la resoluci6 de la infecci6 pel VHC requereix una interacci6
coordinada entre la resposta immunologica innata i adaptativa. A nivell hepatic,
la resposta immunologica innata és deguda a les cellules NK, les NKT, els
macrofags hepatics i a una resposta rapida de les cel lules hepatiques infectades.
Les cel lules NK i NKT soén limfocits especialitzats que proporcionen una de les
primeres linies de defensa durant la infecci6 pel VHC. Reconeixen les cel lules
infectades de manera independent a l’antigen, les destrueixen amb la seva
activitat citotoxica, mitjancant 1'alliberament de granuls que contenen perforina i
proteases, i produeixen gran quantitat de IFN-L tipus II i TNF-[] per activar la
resposta immunologica cel lular(). La resposta immunologica adaptativa
consisteix en una resposta humoral, amb la produccié d’anticossos per part dels
limfocits B, i en una resposta cel lular, per part dels limfocits T CD4* Th i els
CD8* citotoxics, que tenen un paper rellevant en l'aclariment de particules del
VHC i en el control de la infecci6(1?* 125). Els limfocits T CD4* reconeixen els
antigens presentats per les molecules del CMH de classe II a la superficie de les

CPA professionals. A més, els limfocits T CD4" realitzen diverses funcions
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efectores, incloent l'activacié directa dels macrofags i dels limfocits B antigen-
especifics aixi com l'activacié dels limfocits T CD8*. Per altra banda, els limfocits
T CD8* reconeixen els antigens presentats per molecules del CMH de classe I a la
superficie de les cél lules infectades. Aquests també realitzen diferents funcions
efectores, com ara la destruccié de cel lules diana infectades i la secrecié de
citocines, com IFN-y i TNF-a, que poden inhibir la replicaci6 viral sense matar la
cel lula infectada(’?0). Per tot aix0, la deteccié de les respostes dels limfocits T
CD4* i CD8* durant la fase aguda de la infecci6é son predictores de l'evolucié de
la infeccid.

Al contrari del que passa en els pacients que aconsegueixen eliminar el
virus durant la infecci6 aguda, l'evolucié a la cronicitat s’associa amb una
disfuncié precog i persistent de la resposta immunitaria dels limfocits T. Els
limfocits T CD8* especifics contra el VHC no proliferen significativament després
de l'estimulacié in vitro amb 1’antigen, no produeixen IFN-y en resposta als
peptids del VHC i despleguen una baixa citotoxicitat especifica contra el virus in
vitro(127). A més, la resposta dels limfocits T CD4* gairebé és indetectable in vivo,
amb una capacitat molt limitada per I'expansi6é i una produccié defectuosa de
citocines Th1, com ara la IL-2 i el TNF-a(12). De fet, s"ha suggerit que una resposta
Th1 precog i persistent pot ser rellevant per a la prevencié de la infeccié cronica i,
en canvi, una resposta Thl feble o absent juntament amb una resposta Th2 més
pronunciada s'associa amb el desenvolupament i el manteniment de la infeccié
cronica®). Varis estudis han identificat alteracions en sang periférica entre els
limfocits T, B i les cel lules NKT de pacients amb HC-C en comparacié amb

subjectes sans(130-135), fet que suggereix la importancia d’aquestes subpoblacions
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limfocitaries en la infeccié pel VHC. Tot i que la resposta immunitaria contra la
HC-C és debil i defectuosa, es creu que aquesta pot ser un factor crucial pel
desenvolupament de la fibrosi hepatica i la cirrosi(%). De fet, la resposta
immunitaria cel lular podria potenciar la inflamacié hepatica en la malaltia
cronica i que les cellules T especifiques contra el VHC experimentessin
apoptosi(1®). Aquests fets podrien a la vegada activar les cel lules estrellades
hepatiques, que sén la principal font extracel lular en la fibrosi hepatica??. Tot i
aixi, aquesta hipotesi no es confirma en tots els estudis realitzats(138),

D’altra banda, les cel lules dendritiques tenen un paper crucial com a
moduladores de la resposta immunitaria antiviral ja que sén CPA
professionals(®) i desencadenen la resposta immunitaria especifica contra
I'antigen. Aixi, una alteraci6 de les céllules dendritiques durant la infecci6
primaria del VHC pot contribuir a un retard en l'aparicié de les cel lules T CD4* i
CD8*. En aquest sentit, algunes proteines del VHC, principalment core i E1,
poden provocar una maduracié defectuosa de les cél lules dendritiques, inhibint
la seva capacitat per induir les respostes immunitaries cel lulars(0. A més, la
presencia de la proteina E2 del VHC pot inhibir directament la funcié dels
limfocits citolitics (les cel lules NK) (141), els quals contribueixen a la maduracié de
les cellules dendritiques(14?. D’aquesta manera, s’inhibiria indirectament la
funcié de les cel lules dendritiques per desencadenar respostes immunitaries
adaptatives.

El CD81 és un membre de la familia de proteines de membrana
tetraspanines, que contenen quatre dominis transmembrana, dominis curts

intracel lulars i dos bucles extracel lulars(4®. Sha demostrat que les
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tetraspanines estan implicades en multiples funcions fisiologiques aixi com en
nombrosos processos, com ara les malalties infeccioses. El CD81 s’expressa en la
superficie d'una gran varietat de tipus cel lulars i té un ampli espectre d’activitats
biologiques. En els limfocits B, el CD81 és un component del complex molecular
CD19-CD21-CD81-Leu 13 que exerceix un paper en l'activacié dels limfocits B(144).
Recentment s’ha demostrat in vitro que el segon bucle extracel lular de CD81 esta
relacionat amb la glicoproteina E2 del VHC(4) i s’ha hipotetitzat que aquesta
interacci6 podria modificar les respostes immunologiques en els pacients
infectats pel VHC(143). A més, s’ha identificat el CD81 com un dels candidats dels
receptors del VHC en els limfocits B(149), facilitant la seva infeccié per part del
VHC, tot i que l'expressio del CD81 en els limfocits B dels pacients amb infeccié
pel VHC s’ha avaluat en pocs estudis i amb un nombre reduit de pacients, sent
els resultats contradictoris(130, 146-148),

En els darrers anys, s’ha evidenciat el paper de les Tregs en la supressio de
la resposta immunologica tant en contra d’antigens estranys, incloent les
infeccions virals, com en contra d’antigens propis. S’ha suggerit que les Tregs
poden tenir un paper important en la determinacié6 de la resolucié o la
persistencia de la infeccié pel VHC durant la seva fase aguda(49). La inducci6
especifica de les Tregs pot tenir varies conseqiiencies per al VHC. En primer lloc,
pot ser un procés important que es produeix per evitar l'excessiu dany
immunopatologic i, en segon lloc, pot permetre la persistencia viral(®). La relacié
entre les Tregs i la infecci6 cronica pel VHC ha estat avaluada en varis estudis. El
percentatge de Tregs en sang periférica en pacients amb infeccié cronica pel VHC

(HC-C) és similar(4% 151) 0 més elevat(152158) en comparacié amb els pacients amb
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la infeccié resolta i amb els individus no infectats. Tot i aixi, la comparaci6é entre
els diferents estudis és complicada donat que s’utilitzen diferents fenotips per
descriure les Tregs. Encara que alguns d’aquests estudis suggereixen una
correlacio entre el nombre de cel lules T reguladores i 'aclariment del VHC, no
s'ha determinat si les Tregs son induides per 1'antigen de forma especifica o si
estan elevades per inhibir el dany immunopatologic que s’associa a una infeccié
cronica.

El sistema immunitari dels pacients amb HC-C no té la mateixa eficacia
funcional que el dels pacients que han estat capacos de controlar 1'infeccié aguda
pel VHC(%). Malauradament, no es coneixen del tot bé els mecanismes precisos
que expliquen la ineficacia del sistema immunitari per controlar la replicacié viral
en la fase cronica de la infeccié. Aquesta dificultat persisteix tot i els multiples
esforcos i les troballes importants obtingudes a partir d’estudis en humans i en

models animals, aixi com en estudis in vitro(1€0).

2.4.4.-Manifestacions de la infeccid cronica pel virus de 1’hepatitis C

La historia natural de la infecci6é pel VHC és molt dificil d’avaluar a causa
de l'aparici6é silenciosa de la fase aguda en la majoria de casos aixi com de
'escassetat de simptomes durant les etapes primerenques de la infeccié cronica.
La infeccié pel VHC infreqiientment es diagnostica durant la seva fase aguda i

normalment les manifestacions cliniques apareixen entre la setena i la vuitena
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setmana després de 'exposicié al VHC, tot i que la majoria de pacients no tenen
simptomes o aquests s6on molt lleus(1®). Malgrat tot, s"han descrit alguns casos
d’hepatitis fulminant durant aquest periode, tot i que és molt infreqiient(12. En
els casos en que s’han documentat simptomes de l'hepatitis aguda, aquests
normalment consisteixen en ictericia, malestar i nausees. La resposta
immunologica de l'hoste determina en gran mesura si el VHC s’eradica
espontaniament o si persisteix, com ho fa en la majoria dels pacients, entorn al
70%(163). La infeccid cronica tipicament es caracteritza per un periode perllongat
sense simptomatologia®). L’aclariment espontani de la viremia un cop la
infecci6é cronica s’ha establert és infreqiient. La majoria d’infeccions croniques
doénen lloc a una hepatitis cronica i a un cert grau de fibrosi, que pot
acompanyar-se de simptomes relativament inespecifics com ara l'asténia. Encara
que la historia natural de la infecci6 pel VHC té una gran variabilitat
interpersonal, s’estima que entorn el 15-30% dels pacients en els quals es cronifica
I'infeccié tenen progressi6 a cirrosi durant les segiients tres decades(%4.
Normalment les complicacions greus i la mort només es produeixen en persones
amb cirrosi. La infeccié pel VHC també pot tenir efectes adversos en la qualitat

de vida, fins i tot en abséncia de malaltia greu(165).

Existeix un nombre de factors de risc per a la progressi6 de la malaltia, que
s’associen a un major risc de fibrosi. Entre aquests s'inlouen la durada de la
infecci6, I'edat avancada en el moment de l'exposicid, el génere masculi, la
ingesta enolica i la coinfeccié6 amb altres virus com per exemple, el virus de la
immunodeficiencia humana (VIH) o el virus de l'hepatitis B (VHB) (161, 166). Els

pacients amb cirrosi relacionada amb la HC-C requereixen un seguiment
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freqtient per les complicacions que poden presentar, incloent el carcinoma
hepatocel lular que es desenvolupa entre el 1 i el 3% d’aquests pacients per
any(¢”). Actualment hi ha un acord generalitzat de la indicaci6 del tractament
antiviral en aquells pacients amb fibrosi hepatica clinicament significativa pel alt

risc de cirrosi que presenten(12l).

Tot i que la replicaci6 del VHC té lloc principalment en els hepatocits,
I'existéncia de complicacions extrahepatiques en la infeccié pel VHC recolza la
idea que el VHC es pot replicar eficientment en els teixits extrahepatics(168-170),
Una de les possibles localitzacions de replicacié extrahepatica poden ser les
cel lules mononuclears de sang periférica (peripheral blood mononuclear cells,
PBMC), suggerint que el VHC també és limfotropic(171-173). De fet, la infeccié del
teixit limfoidal pot ser un reservori de replicaci6 viral important per a la
persistencia de la infeccio(68169), encara que la demostraci6 precisa de la
replicacié extrahepatica del VHC és dificil donada la manca de models solids in
vitro. Fins ara, els estudis s’han realitzat de forma gairebé exclusiva a partir de
cel lules i teixits obtinguts de pacients infectats pel VHC. La detecci6 de la cadena
positiva d”ARN del VHC no és suficient per demostrar replicacé del virus ja que
els propis virions, que son les particules viriques morfologicament completes i
infeccioses de I'hepatitis C contenen genomes d’ARN de sentit positiu. Per tant,
és necessaria la deteccié de genomes virals replicant activament mitjancant la

detecci6 de la cadena negativa de ’ARN del VHC. No obstant aix0, no s’han
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detectat els factors genetics, virologics i genetics que regulen la replicacié
extrahepatica del VHC, com en el cas de la tiroide, ni tampoc s’han identificat les

poblacions cel lulars que permeten aquesta replicaci6(174).

Entre el 38-76% dels pacients amb HC-C desenvolupen almenys una
manifestacié extrahepatical’>17?) i, inclts en alguns pacients, aquestes séon les
primeres manifestacions de la infecci6. Aquestes manifestacions extrahepatiques
(taula 1) inclouen principalment trastorns autoimmunitaris, com la
crioglobulinemia mixta, la sindrome de Sjogren o la MAT, i processos
limfoproliferatius. Aixi mateix, la HC-C és la responsable de la produccié
d’autoanticossos, tant organ com no organ-especifics(178-180). En la HC-C, alguns
autoanticossos tenen manifestacions bioquimiques, histologiques o genetiques, i
altres poden predir la resposta a tractaments antivirals, trastorns concomitants o
el pronostic d’aquests pacients(8). D'altra banda, s’ha demostrat el paper
oncogenic de la HC-C en el desenvolupament de carcinoma hepatocel lular i el
limfoma no Hodking de cel lules B(1®). L'estreta relacié entre la carcinogenesi i
l'autoimmunitat també ha estat ampliament reconeguda(”’?). Els mecanismes
responsables de l'expansié d'autoanticossos i de limfoproliferacié cronica en
pacients amb HC-C segueixen sent controvertits. Aquests poden incloure: (a)
I'expansié d'autoanticossos pels limfocits B; (b) el mimetisme molecular entre els
autoantigens i els antigens virals que pot causar una resposta immunologica
creuada; (c) la modulacié directa de la resposta immunolgica per part de
complexos immunologics, fragments d'immunoglobulines o components del
complement, que poden ser generats durant el curs de la infecci¢; (d) la induccié

d’inflamacié a nivell local, per exemple mitjangant l’alliberament de citocines,
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que es traduiria en l’activacié de cel lules autorreactives; (e) la desregulaci6é de
citocines produides per les Tregs que afavoririen un fenotip Th2, que alhora es
podria associar a un augment de la resposta immunitaria humoral i la produccié
d'autoanticossos; (f) una infeccié directa de subconjunts especifics dels limfocits T
o B i/o altres cellules mononuclears; o (g) factors genetics de I'hoste (per
exemple, HLA) que poden influir en la seva capacitat per eliminar el virus o
sostenir les respostes immunologiques humorals(168 169, 182) T a limfoproliferacié
cronica es pot potenciar per la interaccié entre la proteina E2 de 1'embolcall viral i
el receptor CD81 de les cel lules infectades, que augmenta els reordenaments
genetics en els limfocits reactius a I'antigen(168 199, A més, la posterior activacié
del protooncogen Bcl2, amb activitat antiapoptotica, és la responsable de la

prolongaci6 de la supervivencia dels limfocits(183).

Taula L. Manifestacions extrahepatigques de la infeccio pel VHT

-Crioglobilinémia mista
- Vasculitis/ Poliarterits nodosa
- Cligopoliartritis [ Artralgies
Reumatoldgiques : Fumh'mdrﬂﬁg:rm
- Sinckromse de fatiga cronaca Fibmonualgia
- Factor remmatoide positin
Ir.v.tnrlh-]mm:-]nrcsil.h"r.hril.u-,-' Limfoma mo Hndsin.in.
Prirpara tromibociioperibea sitomnmmitina

- Gammapaiies monoclonals
Andmia hemsolitica aunlodmommatiria

Slalade autotmmmmdtieia Hnoidal
- Insulinoresistencia /DM tpus 2

- Porfira cutinda tarda
Licquen pla

Dermatoldgiques Prrpaira palpabde
- Psoriasi
. Prurit
- Neuropatia periférica)/ Miopatia
- Deteriorament cogndtin sulclinic/ Desacceleracio pshoomnotnin
- Sincdrome deprressiva
- Miecardiopatia hipertrotica /. Miccardiopatia dilatada/ Miocarditis
- Arterosclerosd atrtica
- Fibyosd pulmonar idiopatica )/ Alveolitis crontcs
- Clomerubonetritits

Hematobogigues

Endocrinologiques

Miscelinia

Modificat de Zignego, A.K. i col laboradors. World Journal of Gastrentoerology 2007 i de Obermayer-
Straub, P. Journal of Autoimmunity 2001.
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2.4.5.-Infeccié pel virus de I'hepatitis C i malaltia autoimmunitaria tiroidal

S’han relacionat diversos agents infecciosos amb la patogenia de la MAT,
pero l'associacié més consistent és amb el VHC(84). Els estudis realitzats mostren
resultats discordants, alguns recolzant 1’associaci6 entre la infeccié pel VHC amb
la MAT clinica o subclinica(®-189) i altres no(1%0-192), Tot i aixi, alguns dels estudis
amb resultats negatius van utilitzar metodes poc sensibles per a la deteccié
d'anticossos antitiroidals i van tenir una manca de control dels factors que podien
afectar el desenvolupament de I'autoimmunitat tiroidal, principalment la ingesta
de iode. Recentment s’ha realitzat un estudi que ha mostrat que els nens amb
infecci6 pel VHC presentaven una major prevalenca d’hipotiroidisme no
autoimmunitari i d’anticossos anti-tiroglobulina (aTg) en comparacié amb
subjectes sans. Aquest augment de la prevalenca no es va associar amb altres
parametres com ara una historia familiar de malalties autoimmunitaries, la
durada de la infecci6 pel VHC, el genotip viral, la carrega viral o la funcié
hepatica; a excepcié de la infecci6é activa pel VHC(%). Per tant, aquest estudi
suggereix que la infecci6 pel VHC és un factor de risc tant per la tiroiditis
autoimmunitaria com per la no autoimmunitaria.

Tal i com s’ha comentat anteriorment, existeixen multiples possibles
mecanismes per explicar 1'associacié entre la infecci6é pel VHC i I'autoimmunitat.
Entre aquestes hipotesis destaca la de l'activacié de I” “observador” que es basa
en el fet que la infeccié viral d'un cert teixit pot induir inflamaci6é local, per
exemple, mitjangant l'alliberament de citocines. Aquesta inflamacié de baix nivell

podria causar l'activacié de limfocits T autorreactius que estaven suprimits per
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mecanismes de tolerancia periferica, com sén les Tregs(199. Hi ha dades recents
sobre el mecanisme principal a través del qual els agents virals poden
desencadenar l'autoimmunitat en la tiroiditis autoimmunitaria@®® que donen
suport a aquesta hipotesi. Per tant, és possible que el VHC pugui desencadenar
tiroiditis autoimmunitaria mitjancant la infeccié de cellules de la tiroide i
l'alliberament de mediadors proinflamatoris. La possibilitat que el VHC pugui
infectar les cel lules tiroidals es recolza en un estudi recent on es va demostrar la
presencia de virions del VHC a l'interior de les cel lules fol liculars tiroidals(%).
No obstant aix0, encara que el VHC no pogués infectar les cel lules de la tiroide,
les proteines virals que es desprenen dels virions del VHC també podrien tenir
importants conseqiiencies fisiologiques. Per exemple, s’ha demostrat que la
proteina E2 del VHC pot induir apoptosi@®” 1%9) i regular a l'alca la IL-8, que és
proinflamatoria®) Aquestes dades suggereixen que les proteines de l'embolcall
del VHC podrien afectar significativament el medi tiroidal i contribuir a la seva
disfunci6é. A més, recentment s’ha demostrat que el VHC pot activar la secreci6
de citocines per part de les cel lules tiroidals?%). Concretament, s’ha evidenciat
concentracions significatives de 1’ARN missatger (ARNm) de CD81 en les
cel lules tiroidals humanes en cultius primaris. D'altra banda, la incubacié de les
cel lules tiroidals humanes amb la glicoproteina d'embolcall E2 del VHC
afavoreix la uni6 de E2 a les cel lules de la tiroide i la secreci6é d'IL-8(200). Aquestes
troballes suggereixen que la propia unié de les proteines de I'embolcall del VHC
a les cel lules tiroidals és suficient per desencadenar la secrecié de citocines i

l'activaci6 dels limfocits T. Aquesta activacid, en individus geneéticament
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susceptibles, podria desencadenar tiroiditis autoimmunitaria a través d'aquest

mecanisme de ' “observador”.

2.4.6.-Diagnostic de la infecci6 pel virus de ’hepatitis C

El diagnostic de la infecci6 pel VHC es basa en la deteccié d’anticossos
anti-VHC per enzim-immunoassaig (EIA) i del ARN del VHC mitjangant un
metode molecular sensible. El diagnostic de la infeccié aguda pel VHC requereix
la determinaci6é del ARN del VHC ja que aquest apareix abans que els anticossos
anti-VHC siguin detectables. L'ts de la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR)
en temps real detecta minimes quantitats de ARN del VHC, tant poques com 10
Ul/ml, i quantifica amb precisi6 els nivells de ARN fins aproximadamente 107
Ul/ml. La detecci6 i quantificaci6 del ARN del VHC s’ha de mesurar mitjancant
un metode sensible, amb un limit inferior de detecci6 de 15 Ul/ml o inferior,
idealment un assaig amb PCR a temps real. El genotips i subtipus del VHC es
poden determinar mitjancant varis metodes, incloent els analisis directes de
seqiiéncia, la hibridaci6 reversa i les PCR en temps real especifiques per genotip.
El genotip del VHC s’hauria d’avaluar abans d’iniciar el tractament antiviral ja

que aquest pot determinar la dosi de RBV i la decisi6 terapeutica®om.

2.4.7.-Valoracio6 de la fibrosi hepatica

Es recomana la valoracié de la gravetat de la malaltia hepatica abans

d’iniciar el tractament per tal d’identificar els pacients amb cirrosi. La
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identificacié d’aquest tipus de pacients és paticularment important ja que el seu
pronostic i la probabilitat de respondre al tractament s'alteren i requereixen cert
seguiment. La biopsia hepatica és el metode gold standard. Més recentment també
s’han valorat en pacients amb HC-C metodes no invasius com ara marcadors
serologics i I'elestografia transitoria@). L” index APRI (AST to platelet ratio index,
index de la ratio aspartat aminotranferasa (AST)-plaquetes) és un metode no
invasiu que utilitza resultats de laboratori i que permet identificar amb un alt

grau de precisio els pacients amb HC-C amb fibrosi i cirrosi significativa(92.

2.4.8.-Indicacions de tractament

S’hauria de considerar iniciar tractament a tots aquells pacients naive amb
HC-C compensada. El tractament s’hauria de iniciar immediatament en aquells
pacients amb fibrosis avancada i considerer-lo molt en aquells amb fibrosi

moderada(201),

2.4.9.-Tractament de la infeccié cronica pel virus de I'hepatitis C

En els darrers anys s’han aconseguit importants progressos en el
tractament de la infeccié pel VHC ja que varis farmacs antivirals nous d’accié
directa, molts d’ells actius contra tots els genotips del VHC, es troben en
desenvolupament clinic. Els objectius del tractament sén prevenir les

complicacions i la mortalitat mitjancant l'eradicacié del virus. En la darrera
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década, el tractament estandard per pacients amb HC-C ha estat la combinaci6
d’interfer6-a pegilat (IFN-apeg) i ribavirina (RBV)?%). Tot i aixi, a partir de I'any
2012, arran dels resultats de maltiples estudis aleatoritzats, s’ha proposat que el
tractament estandard per als pacients amb HC-C per genotip 1 i fibrosi
significativa (F2 o més, segons la biopsia o 'elastografia hepatiques) sigui una
terapia triple a base d"un inhibidor de la proteasa NS3 (boceprevir o telaprevir),
IFN-opeg i RBV. La durada del tractament en aquests pacients és entre 6-12
mesos, dependent de si tenen historia prévia de tractament, absencia o preséncia
de cirrosi, i de la resposta inicial al tractament%. El tractament dels pacients
amb altres genotips de HC-C és la combinacio6 classica de IFN-apeg i RBV(2%). Els
principals requisits que han de complir els pacients per iniciar el tractament sén
els segtients: presentar una HC-C, amb detecci6 de ARN del VHC, una histologia
amb evidéncia de progressi6 de la malaltia hepatica i abséncia de
contraindicacions. La resposta al tractament s’avalua mitjancant la determinacio

de I’ARN viral.

2.4.9.1.1.-Generalitats dels interferons

Els IFNs s6n una familia de molecules proteiques que es van identificar a
mitjans del segle XX per Isaacs i Lindenmann®%). A dia d’avui, s’han descobert
més de 10 especies d'IFNs i nombrosos subtipus, cadascun d’ells amb la seves

propietats individuals, pero tenint tots ells una activitat antiviral en coma®%”. A
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part de la seves propietats antiviriques, els IFNs tenen un ampli espectre
d’activitats biologiques, incloent efectes immunomoduladors, antiangiogenics,
antiproliferatius i antiactivitat tumoral donat que actuen com a reguladors del
creixement i de la diferenciaci6 cel lular®%®). Es classifiquen en 3 grans grups en
funcié de la seva capacitat per acoblar-se a uns receptors de membrana cel lular:
IEN tipus I, tipus Il i tipus IIL

En els IFNs tipus I s'inclouen tots els IFN-a, IFN-B, IFN-epsilon (g), IFN-
kappa (k), IFN-omega (®) i IFN-nu (v)?%). Els éssers humans tenen 12 IFN-a
diferents i un anic IFN-f. Els gens dels IFNs tipus I estan agrupats al cromosoma
9. Cada subtipus esta codificat pel seu propi gen, regulat pel seu propi promotor,
i cap d'ells conté introns®). La principal diferéncia entre I'IFN-o i 'IFN-p esta en
les seves activitats antivirals especifiques i en les proporcions d’activitats
antivirals versus antiproliferatives, tot i que la base molecular d'aquestes
diferencies no es coneix encara. Tots els IFNs tipus I s'uneixen al mateix receptor
interfer6 a/f (IFNAR). Només existeix una classe d'IFN tipus II, I'IFN-y, que és
produit pels limfocits T quan s'estimulen amb antigens o mitogens. L'IFN-y
s'uneix a un receptor diferent, el receptor de interferé y (IFNGR). Recentment
s’han descrit els IFNs tipus III que inclouen 1" IFN-lamda (1)2, IFN- A3 i IFN- A1,
també coneguts com a IL28A, IL28B i IL29 respectivament? 211), De la mateixa
manera que els IFNs tipus I, aquests també son induits per les infeccions virals!2

213) i s’uneixen al receptor d'IFN- A (IFNLR)®10,214),
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2.4.9.1.2.- Mecanismes d’accio de l'interferé-alfa

La uni6 entre els IFN tipus I, incloent 1" IFN-a i el seu receptor IFNAR
permet iniciar la transduccié de senyals per diverses vies que condueixin a
l'expressio dels gens estimulats per I'IFN (IFN-Stimulated Genes, 1SGs). La via
classica de senyalitzaci6 IFNAR és la via Janus quinasa (Jak)-transduccié de
senyals i activaci6 de la transcripci6 (Signal transducer and activator of transcription,
Stat) en la que participen la tirosin-quinasa (Tyk) 2 i la Jak-1. Les quinases
activades recluten i fosforil len els factors de transcripci6 Statl i Stat2, que
finalment s'associen amb IRF9. El complexe Statl/Stat2/IRF9 es transloca al
nucli, s'uneix a elements de resposta estimulats per I'IFN (IFN-stimulated response
elements, ISRE) i activa la transcripcié de centenars de ISGs(®!%. La funcié exacta
de la majoria dels productes ISG no esta del tot establerta. Tot i aixi, s’han
estudiat alguns dels mecanismes que confereixen un estat antiviral, mostrant que

els IFNs tipus I interfereixen en diferents punts de la replicaci6 viral(16).

2.4.9.1.3.- Efectes de l'interfero-alfa sobre el sistema immunitari

L'IFN-a és important per la transici6 de la resposta innata a la resposta
adaptativa del sistema immunologic. Aquesta transici6 és vital per a I” aclariment
efectiu de tots els antigens no propis i pel manteniment de la memoria
immunologica®”). L' IFN-a afecta nombrosos tipus de cellules del sistema
immunitari. S’ha descrit el seu efecte estimulador de la immunitat innata,

augmentant directament de l'activitat citotoxica i proliferacié de les cel lules
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NK@18-220) Aixi mateix, té un efecte sobre la immunitat adaptativa, incrementant
la resposta Th1 respecte la Th2(221-223), augmentant I’activitat dels limfocits T CD8*
citotoxics?4), influint en la resposta dels limfocits B??) i induint l'activitat dels
macrofags®?). Aquestes activitats mostren unes funcions superposades amb
altres citocines de resposta primerenca, com ara TGF-a o IL-2, i en algunes
situacions, poden induir una resposta sinergica®?!). Per tant, s’ha suggerit que I
IFN-a és la primera citocina secretada per la CPA i la més important després de
'estimulaci6 de I'antigen a un limfocit Th0??). L” IFN-a també regula a l'alca
I'expressié de Bcl-2(228), que és una proteina reguladora de 1'apopotosi, tal i com
s’ha mencionat anteriorment. Com a citocina immunomoduladora, I'IFN-a regula
la transcripcié de multiples citocines i quimiocines de forma directa o indirecta.
La regulacié transcripcional directa es produeix després de la unié del lligant a
I'IFNAR i de I’ inici d” una cascada de transducci6 de senyals, que inclou
membres de les families Jak i Stat. Donat que la regulacié de la transcripcié
directa és dosi, temps i céllula depenent, aquest fet remarca la diversitat

d’activitats de 1’ IFN-a i les diferéncies entre les terapies d’alta i baixa dosi(®”).

2.4.9.1.4.- Interfero-alfa com a tractament de la infeccio cronica pel virus de I’hepatitis C

L'IFN-o fou la primera citocina que es va reproduir per tecnologia d’ADN
recombinant. L'IFN-o recombinant es va utilitzar per primer cop l'any 1986 pel
tractament de I' HC-C#?), anomenada aleshores infeccié cronica pel virus de
I'hepatitis no A, no B, i des de llavors, s"ha mantingut com a component clau de

tots els seus tractaments, sent la seva indicacié més freqiient. Inicialment, I’ IFN-a
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recombinant s’injectava en monoterapia 3 cops a la setmana durant 6-12 mesos. A
final dels anys 90, el tractament amb IFN-a es va combinar amb RBV, millorant
les taxes de resposta viral sostinguda (RVS) 330, Entre 'any 2001-2002, I'IFN-a2
pegilat (IFN-o2peg) va reemplacar 1'I[FN-a recombinant permetent la seva
dosificacié a un cop a la setmana, donada la seva major vida mitja en serum.
Aquest canvi va augmentar encara més les taxes de curacié al 40-50%®31 232). La
pegilaci6 és la uni6 del polietenglicol a una proteina, en aquest cas I'IFN, que
permet una reduccié de la seva absorcié subcutania i del seu filtrat renal, aixi
com una disminucié de la seva immunogenicitat. Actualment existeixen dues
llicencies d’interferé pegilat, I'IFN-o2apeg (Pegasys®, Hoffman-La Roche,
Basilea, Suissa ) i 'IFN-a2bpeg (PegIntron-A®; Merck & Co.; Inc.; Ehitehouse
Station, NJ, EUA) que tenen una eficacia i un perfil de seguretat similar pero que

difereixen en la seva farmacocineética(33).

2.4.9.1.5.- Efectes de l'interfero-alfa sobre el sistema immunitari en la infeccio cronica pel

virus de I’hepatitis C

S’han descrit els efectes immunomoduladors del tractament amb IFN-a
sobre diferents subpoblacions limfocitaries, com ara els limfocits T, B i les NKT,
en pacients amb HC-C en diferents estudis i amb resultats discrepants entre
ells(130-133, 135) - Ajxi mateix, també s’ha observat la restauraciéo de I'homeostasi de
Th1l/Th2 tant amb el tractament només amb IFN-a%, com amb la seva
combinacié amb RBV®3* 23), com amb la seva forma pegilada (IFN-oapeg) (23¢). Tal

i com s’ha esmentat anteriorment, la tetraspanina CD81 pot modular la resposta
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immunologica en front el VHC. L’efecte de 1" IFN-a sobre el CD81 en els limfocits
B en pacients amb HC-C amb resposta o no al tractament s’ha valorat en varis
estudis amb resultats ben diferents(130. 146-148) Finalment, tot i que s’ha suggerit la
rellevanca de les Tregs en el curs natural de la infecci6 pel VHC(150. 237), no s’ha
determinat del tot el seu paper en relaci6 a la resposta dels pacients HC-C al
tractament antiviral. De fet, molts pocs estudis han examinat l'efecte de la
resposta al tractament amb IFN-opeg i RBV sobre les Tregs en sang periférica,
sent els resultats discordants(15l 238, 239) Tot i aixi, donada la diferent definici6
fenotipica de les Tregs emprada, la comparacié entre aquests estudis és

dificultosa.

La RBV és un analeg sintetic dels nucledsids amb activitat contra varis
patogens virals que s'ha convertit en un component critic de 1'éxit del tractament
de la infeccié pel VHC. Actualment al mercat existeixen dues formes comercials:
Rebetol® (Merck Sharp & Dohme Corp., Whitehouse Station, NJ, EUA) i
Copegus® (Roche Pharma, Basilea, Suissa). Tot i que només presenta un efecte
lleu i transitori antiviral en la replicaci6 del VHC quan s'administra en
monoterapia, en combinacié amb 1'interferd, la RBV ha fet augmentar la resposta
al tractament del 20 al 45%®30). En gran mesura, s’ha atribuit aquesta milloria de
la RVS a la prevenci6 de la recaiguda un cop completat el tractament, reduint-la

aproximadament en un 50%.
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Tot i els anys d' as clinic i d' investigaci6, els mecanismes d' acci6é de la
RBV no es coneixen del tot. Es sap que presenta una activitat directa sobre la
replicacié viral, mitjangant la deplecci6 intracel lular del trifosfat de guanosina,
que és necessari per la sintesi de I’ARN viral, i en conseqiiéncia perqueé els virions
mutin de forma rapida i letal®9. Aixi mateix, la RBV té efectes
immunomoduladors, alterant I’equilibri entre les citocines pro i antiinflamatories,
mitjangant una polaritzacié cap a la resposta proinflamatoria Thl, augmentant
aixi la produccié de IL-2, IFN-y i TNF-o i sumprimint la produccié de IL-4, IL-5 i
IL-10G41, 242), Finalment, també s’ha suggerit que pot potenciar I'efecte de I'IFN a

través de la regulacié de gens implicats en la senyalitzacié de I'IFN(@43).

La majoria de pacients tractats amb IFN-apeg i RBV presenten algun efecte
advers durant el tractament(?). De fet, els efectes adversos son una de les
principals raons per les que els pacients rebutgen o supenen el tractament,
succeint en el 10-14% dels casos®! 232, primordialment durant les primeres
setmanes de tractament.

Els efectes adversos més comuns de I'IFN-apeg sén els simptomes
influenza-like com ara fatiga, cefalea, febre i calfreds, que es produeixen en més de
la meitat dels pacients, i la simptomatologia psiquiatrica, en forma de depressio,
irritabilitat, labilitat emocional i insomni, que es produeixen en el 22-31% dels

pacients(2). Les alteracions analitiques s6n la causa més freqiient de reduccié de
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dosi. L’anemia s’observa aproximadament en un ter¢ dels pacients i en canvi, la
neutropénia greu és menys freqiient, succeint en el 4% dels casos(1?). Aixi mateix,
I'I[FN-apeg pot induir trastorns autoimmunitaris, com per exemple la tiroiditis, o
pot empitjorar trastorns autoimmunitaris preexistents. Tot i aixi, la presencia de
trastorns autoimmunitaris previs al tractament només és una contraindicacié
relativa al tractament.

Pel queé fa a la RBV, l'efecte secundari més comu és I'anemia hemolitica.
Donat que s'elimina a nivell renal, s’ha d'utilitzar amb extrema precaucié en
pacients amb insuficiencia renal. Altres efectes adversos associats a la RBV sén la
limfopenia lleu, la hiperuricemia i en conseqiiencia les crisis gotoses, el prurit,
erupcions, tos i congestié nasal. Donat que s’han documentat que pot causar
defectes congenits i embrionaris i mort fetal, es recomana 1'ts de metodes
anticonceptius durant tot el tractament i fins a 6 mesos després d’haver-lo

finalitzat(121),

La caracteritzacié molecular de les caracteristiques virologiques (figura 3) i
el cicle de vida del VHC ha permeés el desenvolupament d'agents antivirals que
actuen directament, amb l'objectiu d'una major eficacia i, si és possible, menys
efectes adversos en comparacié amb els regims terapeutics basats en 1'ITFN4).
Totes les enzims del VHC que sén essencials per a la seva replicacié son dianes
potencials. A banda de 1'ablacié de la replicaci6, una altra branca terapéutica sén

els inhibidors de la proteasa amb capacitat d’inhibir la capacitat de la no

74



Introduccio

estructural 3 (NS3)/ 4A serina-proteasa per escindir la poliproteina del VHC i
I'estimulador 1 del promotor de I' IFN-B, restaurant aixi la senyalitzaci6
immunologica innata dins dels hepatocits®#). En aquest sentit, dos inhibidors de
la proteasa, el telaprevir i el boceprevir, han estat recentment aprovats per la Food
and Drug Adminsitration (FDA) dels Estats Units i pel Ministeri de Sanitat i
Consum a Espanya I’any 2012.

Tot i que és probable que el tractament amb IFN-apeg i RBV continui sent
'eix vertebral en el futur proper, s’espera una rapida expansi6 d’altres opcions
terapeutiques pel tractament de la infeccié pel VHC en els proxims anys(4). La
combinacié optima d'agents (incloent inhibidors de la polimerasa de nucleosids i
no nucleosids, inhibidors de proteases NS4B i NS5A, moduladors de la resposta
immunologica, i els medicaments que interfereixen amb el metabolisme dels
lipids, que és essencial per a l'acoblament i la maduracié de les particules del
VHC) i la durada de la terapia s’haura de definir, per tal de maximitzar la taxa de

RVS i minimitzar el risc de desenvolupament de resisténcies(47).

2.4.10.-Monitoritzaci6 de la resposta al tractament

La monitoritzaci6é de l'eficacia del tractament es basa en la determinaci6
repetida dels nivells de ARN del VHC. Durant el tractament, la determinacié del
ARN del VHC s’hauria de realitzar a la setmana 4, 12 i 24 per ajudar a ajustar el
tractament. S’ha de valorar la resposta virologica al final del tractament i la
resposta virologica sostinguda (RVS) a les 24 setmanes després de finalitzar el

tractament®). Esta indicat realitzar un tractament més curt (24 setmanes) en

75



Introduccio

aquells pacients amb HC-C genotip 1 i un ARN del VHC indetectable a les 4
setmanes de tractament, sempre que I’ARN del VHC basal sigui inferior a 400.000
Ul/ml i el pacient no presenti cirrosi.

Els pacients poden classificar-se en diferents grups segons la seva resposta
virologica al tractament (figura 4). Els pacients amb RVS sén aquells que tenen
nivells de ARN del VHC indetectables (< 50 UI/ml) a les 24 setmanes després de
finalitzar el tractament. Els pacients amb una resposta virologica rapida (RVR)
son aquells que tenen uns nivells de ARN del VHC indetectables a la setmana 4
de tractament i els mantenen indetectables durant tot el tractament. En canvi, els
pacients amb una resposta virologica preco¢ (RVP) sén aquells amb ARN del
VHC detectable a la setmana 4 de tractament, pero indetectable a la setmana 12 i
durant la resta de tractament. Els pacients amb resposta virologica tardana (RVT)
son aquels que presenten una reduccié del ARN del VHC de més de 2logio UI/ml
pero encara detectable a la setmana 12 i indetectable a la setmana 24 que es manté
fins al final del tractament. Si la reduccié del ARN del VHC és inferior a 2logio
Ul/ml a la setmana 12 o encara es detectable a la setmana 24 (50 Ul/ml), es
recomana suspendre el tractament antiviral. En els pacients amb una carrega
virologica basal baixa (< 400.000 UI/ml), sense predictors negatius de resposta al
tractament, és a dir fibrosi hepatica avancada, cirrosi, estatosi hepatica, sindrome
metabolica o resisténcia a la insulina, i una RVR, es pot considerar disminuir la
durada del tractament a 24 setmanes en el cas de pacients amb HC-C amb
genotips 114, ia 12-16 setmanes en el cas de pacients amb HC-C amb genotips 2 i

3. Els pacients amb una RVP han de tractar-se durant 48 setmanes,
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independentment del genotip i de la carrega viral. Els pacients amb VHC genotip
11iuna RVT es poden tractar durant 72 setmanes(°D.

Es considera pacients no responedors precocos (NRP) aquells que no
aconsegueixen assolir una reduccié de 2logio Ul/ml del ARN del VHC després
de 12 setmanes de tractament. Els pacients responedors parcials (NRPar) sén
aquells que presenten una reduccié de més de 2logio UI/ml del ARN del VHC a
la setmana 12 setmanes perd que mai arriben a tenir nivells indetectables de ARN
del VHC durant un minim de 24 setmanes de tractament. Els pacients que
aconsegueixen una resposta virologica al final del tractament antiviral (ARN del
VHC indetectable al final del tractament) perd que recauen posteriorment, sense
arribar a una RVS, es defineixen com pacients recidivants. La taxa de recidiva
després del tractament amb IFN-apeg i RBV és aproximadament del 15-25% /20D,
Es considera pacients no responedors (NR) tant els NRP, els NRPar com els

pacients amb recidivants.

ARN de VHC log,, UVmI

8 4 2 0 4 8 12 16 20 24 32 40 48 52 60 72
Setmanes

Figura 4.-Resposta virologica al tractament

RVR: resposta virologica rapida, RVP: resposta virologica precog, NRP: no responedor precog, NRPar: no
responedor parcial, RVF: resposta virologica al final del tractament, RVS: resposta virologica sostinguda.

Modificat de Ghany, M. i col laboradors. Hepatology 2009.

71



Introduccio

2.5.-MELANOMA MALIGNE

2.5.1.-Epidemiologia

Tot i que el melanoma maligne (MM) representa el 4% de tots els cancers
dermatologics, és el responsable del 80% de les morts per cancer de pell®#). Els
factors de risc més importants per desenvolupar MM sén una historia familiar de
MM, tenir multiples nevus benignes o atipics i haver presentat anteriorment un
MM. La immunosupressid, la sensibilitat solar i I'exposici6 a radiacié ultravioleta
son factors de risc addicionals. De fet, cadascun d’aquests factors de risc

correspon a una predisposicié genética o a un estrés ambiental que contribueix a

la genesi del MM®49),

2.5.2.-Classificaci6 del melanoma maligne

Tota lesié sospitosa de MM ha de ser extirpada. Un cop es confirma el
diagnostic clinic i histologic de MM, es realitza 1'estudi d’extensié de la malaltia.
Per 'estadificacié de la malaltia s’utilitza la classificacié TNM de I"American Joint
Committee of Cancer (AJCC)2#) (taula 2a i 2b). La categoria tumor (T) es determina
principalment pel gruix micrometric de Breslow, mesurat en mil limetres, i per la
preséncia o absencia d'ulceracié. L'index mitotic només es considera en els
melanomes amb una afectacié més superficial, és a dir, amb un gruix de Breslow
< 1 mm. Segons el valor de T, l'estadi del pacient es correlaciona amb més o

menys risc de desenvolupar metastasis ganglionars i /o a distancia i, per tant,
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amb la supervivencia del pacient. Aquest risc es pot classificar en 4 categories
(risc minim, baix, intermig o elevat), fet que permet protocol - litzar el maneig
d’aquests pacients. La sospita d’afectaci6 ganglionar, per la presencia
d’adenopaties palpables, es confirma sempre citologicament mitjancant una
puncié-aspiracié6 amb agulla fina, que pot ser guiada o no per ecografia segons la
localitzaci6é de I'adenopatia i les caracteristiques del pacient. En els casos en que
I'estudi citologic no sigui concloent, es procedeix a la biopsia del gangli. En
pacients sense sospita clinica d’afectacié ganglionar o a distancia, 1'estadificacié
ganglionar (N) es realitza mitjancant una limfogammagrafia per detectar el
territori ganglionar de drenatge limfatic, seguida de la biopsia del/s gangli/s
sentinella/es (BGS) detectat/s mitjancant 1'ds de radio-isotops. El gangli
sentinella és el primer gangli en la cadena limfatica que rep el drenatge aferent
directe des de la localitzaci6 primaria de la neoplasia. No s’indica BGS en els
pacients amb MM de risc minim (estadi 0 o IA) i sense cap sospita d’afectacié
ganglionar. En canvi, en els pacients amb MM de risc baix i intermig (estadis IB i
ITA) es realitza la BGS excepte en aquells casos en els que hi hagi sospita clinica
d’afectacié ganglionar o visceral. En els pacients amb MM de risc elevat (estadis
IIB o IIC), es realitza un estudi d’extensié complet previ a la realitzacié de la BGS.
Per tal de realitzar I'estadificaci6é visceral (M), es realitza una exploracié fisica
exhaustiva, una analitica general i una radiografia de torax a tots aquells pacients
diagnosticats de MM invasiu, independentment de l’estadificacié de la lesi6
primaria. En els pacients amb MM de baix risc o intermig, les exploracions

complementaries no es realitzen d’entrada. En els casos amb sospita de malaltia
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metastasica o en tots els pacients amb MM de risc elevat es realitza un estudi

d’extensié complet previ a la realitzaci6 de la BGS.
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Taula 2.- Classificaci6 i estadiatge del melanoma maligne cutani de 1" American

Joint Committee of Cancer (AJCC)

a) Classificaci6 TNM del melanoma maligne cutani
b) Estadiatge TNM del melanoma maligne cutani

Modificat de Balch, C.M. i col laboradors. Journal of Clinical Oncology 2009.

2.5.3.-Resposta immunitaria enfront al melanoma maligne

Actualment es considera el MM com un dels tipus de cancer més
inmunogenics per varies raons. En primer lloc, s’han identificat varis antigens
especifics del MM, com ara aquells expressats pels gens de les linies germinals

MAGE i NY-ESO-12%0), que provoquen respostes especifiques contra el
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melanoma, tant per part d’anticossos especifics com de limfocits funcionals0). A
més, el MM metastasic respon a agents estimulants del sistema immunologic,
com ara I'IFN i la IL-25). I finalment, varis estudis han correlacionat la quantitat,
la qualitat i la distribucié d” infiltraci6é limfocitica tumoral amb la supervivéncia
d’aquests pacients®2254). En conseqiiencia, en les darreres deécades, la
immunoterapia ha tingut un lloc destacat en la terapia experimental del MM (25,
Els experiments amb animals han proporcionat proves convincents que es pot
induir amb eficacia la immunitat contra el MM amb regressi6é del tumor i que
aquesta pot procedir tant de la via mediada per anticossos com per la mediada
per cel Jules T(50).

Existeix una evidencia creixent que les cel lules tumorals esbiaixen el
sistema immunitari cap a un estat més immunosuprimit i adquireixen els
mecanismes per escapar de la resposta immunologica eficient. De fet, els tumors
son capacos d’estimular les Tregs a través de la influencia d’alguns factors que
encara es deconeixen®?). Les Tregs tenen un paper essencial en mantenir la
tolerancia propia i '’homeostasi immunologica, mitjangant la supressié de varies
respostes immunologiques, tant fisiologiques com patologiques®®. A més, s’ha
descrit que les Tregs s’infiltren en el microambient tumoral i esmorteeixen la
resposta immunologica contra les cel lules tumorals tant en humans com en
ratolins(®). Varis estudis han mostrat un augment de Tregs en sang periferica en
pacients amb melanoma metastasic en comparacié amb controls sans(>-264) aix{
com un enriquiment de les Tregs en el microambient tumoral, incloent les lesions
primaries, els ganglis limfatics i les lesions metastasiques(®> 266). En aquests

pacients, les Tregs s’han descrit com a funcionalment immunosupressives(26 267),
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Fins i tot, alguns estudis han suggerit la preséncia d'un alt percentatge de Tregs
en les lesions primaries de MM i en els ganglis metastasics com a predictor de
recurrencia local i de reducci6 de la supervivencia®® 209, tot i que no s’ha

confirmat en altres(262 270),

2.5.4.-Tractament del melanoma maligne

El tractament quirtargic segueix sent el tractament estandard del MM primari. La
cirurgia dels MM estadi I-II resulta en més del 95% de taxa de supervivéncia als 5
anys®¥). Tot i aixi, entorn un 20% dels MM progressa a malaltia metastatica, amb
unes opcions terapeutiques molt limitades i una supervivencia mitja de 8-18
mesos¥). Donat que es considera el MM com un tumor immunogenic, s’han
plantejat multiples estrateégies immunoterapéutiques amb la finalitat de superar
I"ambient del tumor immunosupressor i augmentar la immunitat contra el MM.
En els darrers dos anys s’han aconseguit importants progressos en el tractament
de la malaltia en estadi avancat amb 'aprovacié de la FDA de nous tractaments
amb noves dianes terapeutiques en base a grans estudis en fase III que han
demostrat una millora de la supervivencia dels pacients amb MM metastatic?”!)

(taula 3).
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laula 3. Nous agents terapéutics pel melanoma maligne aprovats per la Food & Dirug
Adminisiration

2011 Vemuratenil Inhibidor kinasa de 'oncogén BRAF

Interferd modificat amb una vida mitja més

2011 Interferd alta-2b pegilat  Warga i una millora de la seva efichcia
Potencia la resposta immunolégica

1995 Interterd alta-2b antitumoral i té propistats antiangiogéniques
i proapoptotiques

Modificat de Lacy KE i col laboradors. Clinical Medicine 2012.

2.5.4.1.-Tractament quirargic

El tractament inicial de tot MM és I'exeresi de la lesi6 juntament amb
I"ampliaci6é dels marges de reseccié segons el gruix micrometric del tumor (gruix
de Breslow). La limfadenectomia terapéutica es realitza a tots els pacients amb
afectaci6é ganglionar evident i la limfadenectomia selectiva es realitza en aquells
casos en els que l'estudi histopatologic de/s gangli/s sentinella/es mostren la
presencia de micrometastasis ganglionars. Una recaiguda local és tot aquell
nodul tumoral que apareix a menys de 2 cm de la cicatriu de l'exeresi. En canvi,
les metastasis en transit son aquelles en qué els noduls tumorals apareixen entre
la cicatriu de l'exeresi del tumor primari (a més de 2 cm) i els ganglis limfatics

regionals, sense arribar a envair aquests tltims. El tractament de les recurrencies
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locals és essencialment quirtrgic. Tot i la manca de dades sobre els marges més
adequats, es recomana extirpar la lesi6 amb un marge de seguretat de 2 cm i
reconsiderar la possibilitat de reestadificar el pacient amb BGS. En els casos en
queé la recurréncia local/ en transit sigui de forma de multiples noduls dispersos,

cal considerar alternatives terapéutiques no quirargiques.

El MM en estadis avancats no respon de forma significativa als
tractaments convencionals com la quimio o la radioterapia. Tot i aixi, la
dacarbazina s’utilitza com a part del tractament del MM en estadi IV irressecable,

encara que la taxa de resposta és només del 20% 72,

A nivell molecular, I'I[FN-a té maultiples efectes en una gran varietat de
neoplasies, com ara el MM, incloent efectes antiangiogenics, immunoreguladors,
inductors de la diferenciacié, antiproliferatius i proapoptotics?3). L IFN-a
s'uneix als receptros de I” IFN i activa diverses vies de senyalitzaci6, incloent la
via del JAK-STAT, la del CRK, la del IRS i la de la MAP quinasa, estimulant aixi la
transcripci6 de proteines que tenen efectes immunologics antitumorals®4 275,
També té efectes relacionats en la promocié de la immunogenicitat tumoral i en
millorar la resposta, la maduraci6 i la supervivencia de les ceél lules dendritiques

al tumor, i en afavorir la presentacié creuada amb l'antigen que condueix a la

84



Introduccio

immunitat antitumoral®?3). A més, I'I[FN-o promou un canvi dels limfocits Th1l en
la immunitat de 1'hoste contra el tumor i juga un paper en atreure el transit dels
limfocits Thl cap al tumor®7. Varis estudis suggereixen un mecansime d’acci6é
immunomodulador de I'[FN en el MM®7-280). Un dels possibles mecanismes de
I'efecte immunoregulador de I'IFN-a2b és a través de les Tregs, mitjancant
variacions del seu percentatge en sang periférica tal i com s’ha observat en alguns
estudis(263, 264),

Recentment, dos metanalisis d’estudis aletoritzats han mostrat que el
tractament adjuvant amb IFN-02b millora tant la supervivencia lliure de malaltia
com la supervivencia global, independentment de la dosi, durada i ruta en
comparacié amb l'observacié en pacients amb MM d’alt risc8l 282). Tot i aixi,
aquest tractament s’associa a una toxicitat important, similar a la descrita
anteriorment amb I'IFN- o2a en el cas dels pacients amb HC-C, que afecta a la
qualitat de vida dels pacients. El tractament amb altes dosis d'IFN-a2b (High dose
interferon, HDI) fa anys que esta aprovat com a indicaci6é terapéutica pel MM
avancat. L'HDI consisteix en una fase d’induccié amb 20 x 10® U/m? d'IFN-a2b
via endovenosa 5 dies a la setmana durant 4 setmanes i una fase de manteniment
amb 10 x 10¢ U/m? d'IFN-a2b via subcutania 3 cops per setmana durant 48
setmanes. Actualment al mercat existeix un sol preparat de IFN-a2b (Intron-A®;
Merck & Co.; Inc.; Ehitehouse Station, NJ, EUA) aixi com també la seva forma
pegilada, IFN-a2bpeg (PegIntron-A®; Merck & Co.; Inc.; Ehitehouse Station, NJ,
EUA), aquesta darrera aprovada per la FDA com a tractament adjuvant pel MM
estadi III, perd actualment encara no aprovada a l'estat espanyol. Les

contraindicacions principals per iniciar el tractament sén: presentar una malaltia
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autoimmunitaria subjacent, hepatopatia, malaltia cardiaca, malaltia renal greu,
epilepsia, malaltia psiquiatrica i depressi6, infeccié pel VHC, anticossos contra el

VIH-1i VIH-2 i el tractament immunosupressor.

Un altre tractament medic adjuvant utilitzat és la IL-2 que promou
'activaci6 i proliferaci6 de limfocits T, B i cel lules NK i estimula la resposta
antitumoral de I'hoste. Aquest tractament esta indicat per pacients amb MM
estadi IV, amb una taxa de resposta objectiva del 16%, incloent un 6% de resposta

completa, tot i que s’associa a una toxicitat aguda a curt termini®83).

Un dels possibles objectius terapeutics especifics del MM és el bloqueig
d’oncogens. La mutacié que es troba de forma més freqiient en el MM, entre el
50-65%, és una mutacié6 del controlador de l'oncogen BRAF, el BRAFV60E,
involucrat en la via de proliferaci6 de les porteines quinases activades per
mitogens (mitogen-activated protein kinases, MAPK)@84). S’han dissenyat inhibidors
especifics per BRAFV60E j s’han fet assajos clinics en pacients amb MM avancat.
El primer inhibidor que es va desenvolupar és el vermurafenib i s’ha aprovat per
la FDA com a indicacié terapeutica per a pacients amb melanoma matastasic o
irresecable amb la mutaci6 BRAFV60E, E] vemurafenib ha demostrat de forma

consistent més del 50% de taxa de resposta en assajos clinics de fase I, I i III, amb
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un increment de la supervivencia global i la supervivencia lliure de progressio(28>-
287), encara que aquestes remissions son transitories, ja que s’han observat
recidives. Tot i aixi, donat que 'administraci6 de vemurafenib no interfereix ni
amb la viabilitat ni amb la funcionalitat de les cel lules T, permet aplicar aquest
tractament en combinacié amb la immunoterapia®®). Una altra diana terapeutica
a la via de proliferaci6 MAPK és la inhibicié de la quinasa tirosina/ treonina
(tyrosine/threonine kinase, MEK) que fosforil 1a i i activa la MAPK®). Un estudi
recent ha demostrat una major supervivencia de pacients amb amb MM avangat
amb mutacié del BRAF amb el tractament amb trametinib, que és un inhibidor

del MEK, en comparacié amb la dacarbazina®).

El CTLA-4 s’expressa en la superficie cel lular dels limfocits T activats,
actuant com una molecula inhibidora, donat que competeix per la unié al B7 amb
el CD28, que és una molecula co-estimuladora també expressada en els limfocits
T. L’ipilimumab és un anticos monoclonal huma contra el CTLA-4 que ha
mostrat una millora de la supervivencia de pacients amb MM avangat®®, tot i
que també presenta efectes secundaris importants.

Actualment, quan un pacient amb MM progressa a estadi IV, ja no es
considera un aprimera opci¢ indicar dacarbacina siné que es determina la
mutacié del BRAF. Si aquesta esta present, s'intenta incloure al pacient en algun
programa d’ts expansiu de vemurafenib o dabrafenib. En canvi, si no hi ha la

mutacié del BRAF, s’indica dacarbacina i quan hi ha progressio, es opt intentar
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I"ds compassiu amb ipimumab que actualment no esta aprovat encara com a

primera linia de tractament.

Donat que s’han identificat mutacions en el receptor de la tirosin quinasa
del factor de cel 1lules mare, anomenat cKit, en el 20% dels melanomes acrals i de
mucosa, s'esta avaluant l'efecte d’inhibidors del cKit, com ara l'imatinib, el
nilotinib o el dasatinib, en pacients amb aquestes mutacions®’). Aixi mateix, es
sap que la formacié de nous vasos sanguinis en el tumor pot promoure les
metastasis i el creixement tumoral. El bevacizumab és un anticos monoclonal que
bloqueja la uni6é del factor de creixement endotelial vascular (vascular endothelial
growth factor, VEGF) amb el seu receptor, inhibint aixi l’angiogénesi. El
bevacizumab ja esta aprovat com a indicacié terapeutica en altres tipus de
neoplasies i actualment s’esta avaluant el seu ts en el MM@7). Per altra banda, la
proteina 1 de la mort cel lular programada (programmed death 1, PD-1) és una
molecula inhibidora de superficie que s’expressa en els limfocits T. El seu lligand,
PDL-1, esta present en les ceél lules tumorals i s’ha associat a un pitjor pronostic.
Actualment s’estan desenvolupament anticossos monoclonals contra el PD-1 pel
tractament del MM@7). Finalment, s’estan avaluant varies vacunes contra
antigens tumorals en pacients amb MM avangat que s'injectarien localment a la
metastasi del MM amb I’objectiu d’induir respostes immunologiques tant a nivell

local com sistémic amb poca toxicitat?’D.
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2.6.-TIROIDITIS INDUIDA PER INTERFERO

2.6.1.-Definicio

Un dels efectes secundaris més freqtients del tractament amb IFN-a és la
disfuncié tiroidal, ja sigui de causa autoimmunitaria o no. L’associacié entre IFN-
a i disfunci6 tiroidal va ser descrita per primer cop fa més de 25 anys®? i des
d’aleshores varis estudis han descrit una alta incidéncia de malaltia tiroidal,
sobretot en pacients amb HC-C, que son els que més s’han estudiat®®®. Donada la
gran varietat d’entitats que engloba aquesta disfunci6 tiroidal, recentment s’ha
descrit el terme tiroiditis induida per interfer6é (TII)?%9, classificant-se en TII
autoimmunitaria i TII no autoimmunitaria. La TII autoimmunitaria inclou la TH,
la MGB i la produccié d’anticossos antitiroidals, antiperoxidasa tiroidal (aTPO) i
/o aTg, sense malaltia clinica. En canvi, la TII no autoimmunitaria inclou la

tiroiditis destructiva (TD) i I'hipotiroidisme no autoimmunitari.

2.6.2.-Etiopatogeénia

Ates que els efectes beneficiosos del tractament amb IFN-o en les
infeccions i malalties neoplasiques sén deguts al seu efecte sobre el sistema
immunologic, durant molt anys es va pensar que els seus efectes secundaris
també eren deguts a una desregulacié immunitaria. Tot i aixi, la preséncia de TII

no autoimmunitaria, amb una prevalenca d’entorn el 50%, i la predilecci6 de
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I'IFN-a per la glandula tiroide suggereixen que probablement els efectes directes

sobre la tiroide també tenen un paper en la etiopatogenia de la TII?%) (figura 5).

L’activaci6 de la via de senyalitzacié JAK-STAT per part de I'IFN-a permet
l'activacié de ISGs, on s’inclouen gens de citocines i de molecules d” adhesi6é que
poden contribuir al desenvolupament de I'autoimmunitat tiroidal. L'IFN-o també
incrementa 1'expressié d’antigens del CMH tipus I en les cél 1ules, entre les que s’
inclouen les cel lules epitelials tiroidals®®), que a la vegada poden activar els
limfocits T citotoxics que provocarien un dany tissular i una resposta
inflamatoria®?”). Un altre efecte de I’ IFN-a que pot desencadenar la TII
autoimmunitaria és 1'afavoriment d’ una resposta Th1(21-223, 2%8)_ Tot i aixi, cal
tenir en compte que la MGB, que classicament és una malaltia mediada per una
resposta Th2, és una de les manifestacions de la TII autoimmunitaria@®¥. La
descripci6 en un estudi de que la fase inicial de la MGB podria estar
condicionada per una resposta Th1(*) pot ser una possible explicacié respecte a
aquest punt. A més, 'IFN-a millora l'activitat de limfocits, macrofags20) i
cel lules NK@18-220) i també activa neutrofils i monocits®20). Aixi mateix, també
allibera citocines com la IL-6(2), que sha relacionat amb la tiroiditis
autoimmunitaria, i pot alterar les Tregs(®> que també podrien contribuir al

desenvolupament de respostes autoimmunitaries.
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Pocs estudis han valorat els efectes directes de I'IFN-a sobre la glandula
tiroide. S’ha observat que I'IFN-a augmenta l'expressi6 de gens de la
tiroglobulina (Tg), de la peroxidasa tiroidal (TPO) i del transportador de sodi-
iode (NIS) en tirocits humans cultivats®®). A més, s’ha observat un increment de
mort cellular tiroidal induida per I'IFN-aG%), per necrosi perd no per

apoptosi®02).

El component genétic té un paper important en l'etiologia de la MAT®03),
Per tant, és possible que I'IFN-a pugui desencadenar TII en individus
geneticament predisposats(®®?). Aquesta hipotesi es recolza en observacions
epidemiologiques que mostren variacions de la prevalenca de TII en diferents
poblacions etniques®™ i entre generes, amb una prevalenca més alta en
dones®%). A més, donat que els anticossos antitiroidals poden ser un
biomarcador per la predisposici6 genetica a la MAT i que sén geneticament
heretables(®%), el fet que la presencia d’anticossos antiroidals previa a l'inici del
tractament amb IFN-a sigui un factor de risc per desenvolupar TII( 308) déna
suport al concepte de susceptibilitat genetica pel desenvolupament de TII.
Finalment, tal i com s’ha comentat anteriorment, en els darrers anys s’han

identificat multiples gens susceptibles per la MAT que també podrien contribuir
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a la susceptiblitat genetica cap a la TII. Totes aquestes dades recolzen el paper

genetic de la etiologia de la TTIL.

Predisposicid genética
+
IFMN-a1
Efectes directes sobre la tiroide Efectes sobre el sistema immunitari
- Augment de Iexpressid
dels gens de Tg, TPO i NIS
= Increment de mort
cel-lular tiroidal per necrosi

Figura 5.- Possibles mecanismes pel desenvolupament de de la tiroiditis induida

per interferé

En la etiopatogenia de la tiroiditis induida per interferé (TII), estan implicats tant la predisposici6
geneética individual com els efectes autoimmunitaris i els no autoimmunitaris de l'interferé-alfa
(IFN-a). Els efectes directes toxics cap a la glandula tiroide inclouen un augment de l'expresié de
les proteines especifiques tiroidals (receptor de la tirotropina (TSHR), tiroglobulina (Tg),
peroxidasa tiroidal (TPO) i transportador de iode (NIS)) i un augment de la mort de les cel lules
tiroidals per necrosi. Els efectes immunitaris inclouen un augment de l'activacié del complexe
major d’histocompatibilitat (CMH) tipus 1, un augment de la resposta d’immunitat cel lular Th1,
la induccié de citocines com la interleucina-6 (IL-6), l'activacié6 de diferents subpoblacions
cel lulars immunologiques i una alteracié de les cel lules T reguladores (Tregs).

Modificat de Tomer, Y. i Menconi, F. Best Practice & Research Clinical Endocrinology & Metabolism,
20009.
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2.6.3.-Diagnostic i tractament

El diagnostic de TII no és senzill ja que a vegades la seva simptomatologia
es pot confondre amb la de la malaltia de base, com ara la HC-C o una neoplasia
com el MM. Degut a que la TII pot causar hiper o hipotiroidisme clinic greu®%
309-311)  es recomana realitzar la determinacié basal de la funcié tiroidal a tots
aquells pacients que inicien tractament amb IFN-o aixi també de forma periodica
durant el tractament i sempre en preséncia de clinica suggestiva de disfuncié
tiroidal®®. Aixi mateix, ates que la presencia d’anticossos antitiroidals previa a
I'inici del tractament amb IFN-o s’ha descrit con un dels factors de risc per
desenvolupar TII®07 308) es recomana també la seva determinacié (aTPO i aTg) a
nivell basal®®). Actualment no existeix cap prova predictiva establerta que sigui
indicativa de presentar un major risc per a desenvolupar TII. Tot i aixi,
recentment s’ha descrit una associacié entre concentracions seriques baixes de
CXCL10 i el desenvolupament de TII, suggerint que podria ser un possible test
predictiu®12).

Si es desenvolupa una alteraci6 tiroidal durant el tractament, s’ha de
completar I'estudi. En el cas de la tirotoxicosi, s’ha de distingir entre la MGB i la
TD mitjancant els anticossos antiTSHR, positius en la MGB i negatius en la TD, i
la realitzacié d’'una gammagrafia tiroidal amb I'??, que sera hipercaptant en el cas
de la MGB i hipocaptant en cas de la TD. La TD és un trastorn inflamatori

autoilimitat que es caracteritza per una primera fase tirotoxica, causada per
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'alliberament d’hormones tiroidals degut a la destrucci6é tissular, una fase
posterior hipotiroidal, seguida de la resolucié6 del quadre en la majoria de
casos(%), Es freqiient que la TD s’infradiagnostiqui ja que la majoria de casos s6n
lleus. A més, el fet que la majoria de casos es resolguin espontaniament i que
I'hipotiroidisme permanent es desenvolupi en menys d'un 5% dels casos
contribueix a la subestimacié de la seva incidéncia. Per poder realitzar un
correcte diagnostic de I'hipotiroidisme i distingir entre "autoimmunitari i el no

autoimmunitari, cal determinar la funci6 i 'autoimmunitat tiroidal (aTPO i aTg).

Una tirotoxicosi per TD es tracta simptomaticament amb beta-blocadors.
Cal tenir present que, en aquest tipus de pacients, s’ha de monitoritzar la funcié
tiroidal per descartar un hipotiroidisme, ja que aquest es pot desenvolupar
poques setmanes després de la fase de tirotoxicosi. En la majoria de casos, no és
necessari interrompre el tractament amb IFN-a. En el cas de I'hipertiroidisme per
MGB es pot iniciar tractament amb tioderivats, per0 monitoritzant la funcié
hepatica, sobretot en aquells pacients amb HC-C, degut a que aquesta pot
empitjorar. Altres opcions terapeutiques per la MGB serien el tractament amb
radioiode o quirdargic. En el cas de l'hipotiroidisme, ja sigui de causa
autoimmunitaria o no, el tractament és substitutiu amb levotiroxina, no essent

tampoc necessaria la retirada del tractament amb IFN-a.
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2.6.4.-Tiroiditis induida per interfer6 en pacients amb infeccid cronica pel virus

de I'hepatitis C

Tot i que la TII s’ha descrit en pacients tractats amb IFN-a per diferents
patologies(®13), la malaltia on més s’ha valorat és la HC-C. Aquest fet és degut a
que és la principal causa d’indicacié de tractament. En aquests pacients, la
prevalenca de disfuncié tiroidal subclinica és del 20-40% i de disfunci6 clinica del
5-10% durant el tractament amb IFN-a(®14.

La TH és la manifestacié més freqiient de la TII immununitaria en pacients
amb HC-C. Com ja s’ha comentat anteriorment, la presencia d’anticossos
antitiroidals previa a l'inici del tractament amb IFN-a és un factor de risc pel
desenvolupament de TH®07.308) S'ha estimat un valor predictiu de la presencia d’
aTPO basals del 67% pel desenvolupament de TH durant el tractament amb IFN-
a%). Tot i aixi, la TH pot desenvolupar-se de novo malgrat no tenir anticossos
antitiroidals positius abans del tractament. La positivitzacié d’anticossos
antitiroidals, tant aTPO com aTg, sense clinica, també és freqiient durant el
tractament. La incidéncia de desenvolupar de novo anticossos antitiroidals varia
entre el 10-40% segons els estudis®® 307, 308, 315 Els anticossos antirioidals es
desenvolupen més freqiientment en dones i en pacients de més edat®10) i inclas
ho poden fer després de finalitzar el tractament amb IFN-a®). Els pacients amb
anticossos antitiroidals positius abans del tractament, poden incrementar els seus
titols durant el tractament®07.30%). La MGB secundaria al tractament amb IFN-a és
menys freqiient®®). De fet, només entre un 20 i un 25% de tots els pacients amb

tirotoxicosi son per MGB(%), i en la majoria de casos, aquesta no es resol després
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de la finalitzacié o la supressié del tractament amb IFN-0@%7 316 317) La baixa
prevalenca de MGB durant el tractament amb IFN-a pot estar relacionada amb
els seus efectes supressors sobre la resposta immunologica Th2, que juga un
paper molt important en la patogénia de la MGB.

La TH no autoimmunitaria també és freqiient, representant
aproximadament el 50% dels casos de TII i principalment es manifesta en forma
de TDG1). Normalment, la TD es resol espontaniament, tot i que en un grup de
pacients pot evolucionar cap a un hipotiroidisme permanent®®. La TII no
autoimmunitaria també es pot manifestar per un hipotiroidisme amb anticossos
antitiroidals negatius, normalment és transitori i es resol després de finalitzar el
tractament amb IFN-0/(2%307),

La relaci6 entre l'aparici6 d’autoimmuntat tiroidal i la resposta al
tractament antiviral és controvertida ja que els estudis realitzats mostren resultats
discordants, alguns a favor de la relacié positiva entre I'aparicié d’autoimmunitat

tiroidal i la resposta al tractament i altres en contra®19 320),

S” han descrit varis factors de risc pel desenvolupament de la TII en
aquests pacients, com ara el tipus d’etniesG%), el genere femeni®% 321) i la
tirotropina (TSH) serica pre-tractament(2)). Tal i com s’ha comentat anteriorment,
varis estudis mostren l'associacié entre la HC-C i la MAT. S’ha analitzat la
influencia del genotip viral en la susceptibilitat per desenvolupar TII, que no s’ha

confirmat en la majoria d’estudis®??> 323). La pauta terapeutica també podria
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influir. Alguns estudis han suggerit que les altes dosis d'IFN-a i la durada del
tractament podrien ser factors de risc per TIIG17. 27), tot que no s’ha confirmat en
altres estudis®). En canvi, la nova forma pegilada de I'IFN-a no sembla que
causi més TII en comparacié amb I'IFN-a?). A més, ates que la RBV indueix un
perfil de citocines Th1, és possible que pugui contribuir a la susceptibilitat de TII

en pacients amb HC-C tractats amb terapia combinada®2).

2.6.5.-Tiroiditis induida per interfer6 en pacients amb melanoma maligne

Molts pocs estudis han descrit la TII en pacients amb MM, essent la seva
prevalenca entre 14,9-37,8%326-328). Aquesta manca d’'informacié sobre la TII en
pacients amb aquesta patologia probablement és deguda a qué el tractament amb
IFN-0. només esta indicat en un reduit nombre de pacients amb MM,
concretament en aquells que el presenten en fases més avancades. A més, donat
l'estat clinic d’aquest tipus de pacients i els efectes secundaris del tractament, no
tots els pacients el finalitzen, ja sigui perque sén exitus durnat el seguiment o
degut a 'abandonament del tractament per mala tolerancia, fet que dificulta
I'estudi de la TII al llarg de tot el tractament amb IFN-a. En els darrers anys, varis
estudis han suggerit que l'aparicié d’autoimmunitat, incloent 1’autoimmunitat
tiroidal, en pacients amb MM durant el tractament amb IFN podria tenir un
paper pronostic, augmentant la seva supervivenci®? 33), tot i que no s’ha

confirmat en tots els estudis(331 332),
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3. JUSTIFICACIO
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El tractament immunomodulador amb interfer6-alfa (IFN-a) té diferents
efectes sobre el sistema immunitari. Un d’aquests és l'alteraci6 de diferents
subpoblacions limfocitaries, tant de la immunitat innata com de l’adaptativa, i
l'alteraci6 de mecansimes de tolerancia periféerica cap a antigens propis. Les
cellules T reguladores sén un dels mecanismes de tolerancia periférica i
s’encarreguen d’evitar que els limfocits T autoreactius reaccionin contra antigens
propis, impedint aixi 1'aparici6 de malalties autoimmunitaries. En els darrers
anys, també s’ha evidenciat que les cél lules T reguladores (Tregs) tenen un paper
important en la supressi6 de la resposta immunologica en contra d’antigens
estranys, incloent les infeccions virals. Per exemple, s’ha suggerit que les Tregs
podrien estar implicades en la resolucié o la persistencia de la infeccié pel virus
de I'hepatitis C (VHC).

Una de les principals indicacions terapeutiques del tractament amb IFN-a és
la infeccié cronica pel virus de I'hepatitis C (HC-C), de la qual n’és el tractament
gold standard. Tot i que s’han valorat els efectes immunomoduladors de 1'I[FN-a
sobre diferents subpoblacions limfocitaries en pacients amb HC-C en varis
estudis, existeixen molt pocs treballs que hagin valorat aquests efectes sobre les
Tregs en pacients amb HC-C i la seva relaci6 amb la resposta al tractament,
essent els resultats contradictoris. Es per aquest motiu que s’ha considerat
interessant aprofundir en els efectes immunomoduladors del tractament antiviral
amb IFN-a2a i ribavirina (RBV) en algunes subpoblacions en sang periferica de la
immunitat innata i adaptativa, i especialment en les Tregs, en pacients amb HC-
C. Aixi mateix s’ha volgut valorar la relaci6 d’aquestes subpoblacions amb la

resposta al tractament antiviral en aquests pacients.
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El tractament amb IFN-a pot causar varis efectes secundaris que en ocasions
provoquen la seva finalitzacié. La tiroiditis induida per interferé (TII) és un dels
efectes secundaris més prevalents d’aquest tractament. Aquesta engloba una
ventall molt ampli de disfuncions tiroidals, tant autoimmunitaries com no
autoimmunitaries, que a vegades persisteixen tot i finalitzar el tractament amb
IFN-a.

Els pacients on més s’ha estudiat la TII son els que presenten HC-C degut a
que aquesta infeccié és la principal indicacié6 de tractament amb IFN-a. S’ha
suggerit que la TII pot ser causada tant per efectes directes sobre la glandula
tiroidal com per alteracions en el sistema immunitari, entre les que es trobaria
una alteraci6 de la tolerancia periférica cap antigens propis. Tot i aixi, existeixen
pocs estudis sobre les subpoblacions limfocitaries relacionades amb el
desenvolupament de la TII. Es per aquest motiu que aquesta tesi s’ha centrat en
valorar els efectes immunomoduladors del tractament antiviral amb IFN-o i RBV
sobre diferents subpoblacions limfocitaries perifériques, fent especial emfasi en
les Tregs, en pacients amb HC-C que desenvolupen TII. Tot i que les Tregs s’han
relacionat amb la patogenia de la malaltia autoimmunitaria tiroidal (MAT) i, a
més, s’ha suggerit que el tractament amb IFN-a les pot afectar, a data d’avui, no
existeix cap estudi previ a la literatura que hagi avaluat el paper de les Tregs en
pacients amb TII. Es per aquest motiu que s’ha trobat interessant avaluar
aquestes cel 1ules en relacié amb l'aparicié de TII.

En general, els simptomes clinics de les malalties autoimmunitaries
apareixen temps després de I'inici de la lesi6 a I'0rgan afecte, fet que dificulta la

seva detecci6 des de les fases inicials, aixi com el seguiment seqiiencial dels
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esdeveniments que apareixen a nivell glandular abans que la malaltia sigui
diagnosticada per sospita clinica o per estudi hormonal. Es per aquest motiu que
s’ha trobat interessant valorar si existeixen alteracions en diferents subpoblacions
limfocitaries periferiques relacionades amb l'aparicié de la TII, inclis en estadis
inicials de la malaltia i si aquestes alteracions precedeixen als canvis hormonals i
clinics de la TII, essent aixi possibles factors predictors de 1'aparici6é de ’entitat.
Aquest darrer punt seria de gran importancia des d’'un punt de vista practic ja
que de cara al maneig clinic, es podria tenir més informacié abans d’iniciar el
tractament amb IFN-o i es podria monitoritzar de forma més estricta aquells
pacients amb més risc de desenvolupar TII. Cal tenir present que la TII és una
entitat sovint infradiagnosticada ja que la seva simptomatologia passa
desaparcebuda o es confon amb efectes secundaris del propi tractament.

Ates que la propia infeccié6 pel VHC s’ha associat per se a la MAT, en
aquesta tesi s’ha volgut avaluar l'efecte immunomodulador de 1'I[FN-a sobre
diferents subpoblacions limfocitaries en sang periferica en un model de TII no
relacionat amb la infecci6é pel VHC, per tal d’evitar qualsevol possible interaccié
de la infecci6 viral. Aquest és el cas dels pacients amb melanoma maligne (MM)
en estadis avancats tractats amb IFN-a. A més, la TII és una entitat poc avaluada
en pacients amb MM i fins ara, cap estudi ha analitzat la resposta del sistema
immunitari en els pacients amb MM que desenvolupen TII durant el tractament
amb IFN-a2b. Tot i aixi, cal remarcar la dificultat de realitzar estudis en aquests
pacients ja que el tractament amb IFN-a2b només esta indicat en els casos que
presentin estadis avangats de la malaltia i sovint aquests pacients no completen el

tractament, ja sigui pel grau de complexitat de la malaltia o per I’abandonament
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del tractament degut a efectes secundaris d’aquest. Cal tenir present que el
tractament amb IFN-[J en els pacients amb MM s’inicia a dosis altes i per via
endovenosa, fet que implica una mala tolerancia per una part dels pacients.
Degut als pocs o nuls treballs existents sobre les alteracions en
subpoblacions limfocitaries en pacients amb TII durant el tractament amb IFN-o,
s’ha considerat interessant realitzar una valoracié completa incloent diferents
subpoblacions tant de la immunitat innata com de l'adaptativa en aquests
pacients, fent un especial emfasi en les Tregs. Tot i aixi, en un futur, per poder
aprofundir en 'estudi de la patogenia d’aquesta entitat, seria convenient poder
realiztar estudis d’aquestes subpoblacions limfocitaries en el teixit diana, és a dir

a la tiroide, i comparar-los amb els obtinguts en sang periferica.
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4. HIPOTESIS DE TREBALL
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Es plantegen les segtients hipotesis que seran desenvolupades en els

corresponents articles publicats.

4.1.- Les alteracions basals de subpoblacions limfocitaries a nivell periferic en pacients
amb HC-C tractats amb IFN-a2apeg i RBV poden ser un marcador predictiu de la

resposta al tractament.

S’ha descrit que el VHC és un virus limfotropic i que la cronicitat de la
infecci6 pel VHC implica alteracions en subpoblacions limfocitaries,
concretament una disfuncié precog i persistent de la resposta immunitaria dels
limfocits T. Per altra banda, el CD81 té un paper en la modulaci6 de la funcié del
sistema immunologic ja que és un dels components d'un complexe que permet
l'activacié dels limfocits B. A més, el CD81 interacciona amb la glicoproteina E2
de l'embolcall del VHC i aquesta interacci6 pot modificar la resposta
immunologica en pacients amb HC-C. Finalment, s’ha suggerit que les Tregs
poden tenir una rellevanca en el curs natural de la infecci6 pel VHC.

Per tant, la primera hipotesi de treball és que alteracions basals de
diverses subpoblacions limfocitaries periferiques, concretament de limfocits T
(Tregs, CD3*, CD4*, CD8*, CD3ys"), de limfocits B (CD19%), i el grau d’expressio
de CD81 en els limfocits B poden ser marcadors predictius de la resposta al

tractament amb IFN-o2apeg i RBV en pacients amb HC-C.
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4.2.- El tractament amb IFN-o2apeg i RBV pot modificar diverses subpoblacions
limfocitaries en pacients amb HC-C i aquests canvis poden influenciar en la resposta al

tractament antiviral.

Molt pocs estudis han valorat els efectes del tractament amb IFN-a2apeg i
RBV sobre les Tregs en pacients amb HC-C i el seu paper en relaci6 a la resposta
al tractament en aquests pacients no ha estat suficientment estudiat. En canvi,
s’han descrit els efectes immunomoduladors del tractament amb IFN-a i RBV
sobre altres subpoblacions limfocitaries en pacients amb HC-C.

La segona hipotesi de treball és que el tractament amb IFN-a2apeg i RBV
pot modificar diverses subpoblacions limfocitaries en sang periférica,
concretament els limfocits T (Tregs, CD3*, CD4*, CD8*, CD3y3s"), els limfocits B
(CD19%), i el grau d’expressié de CD81 en els limfocits B en pacients amb HC-C i

que aquests canvis poden influenciar en la resposta al tractament antiviral.

4.3.- Les alteracions basals de subpoblacions limfocitaries a nivell periferic poden ser un
marcador predictiu de I'aparicio de TII tant en pacients amb HC-C com en pacients amb

MM durant el tractament amb I[FN-a.

La TII és un dels efectes secundaris més freqiients del tractament amb IFN-
a i s’ha suggerit que aquesta pot estar causada, en part, per una alteracié de la
regulaci6 del sistema immunitari. Per altra banda, les malalties autoimmunitaries
es caracteritzen per una perdua dels mecanismes de tolerancia cap a antigens

propis. Les Tregs formen part dels mecanismes de tolerancia periférica i la seva
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principal funcié és mantenir I’homeostasi del sistema immunitari, evitant que els
limfocits T autoreactius reaccionin contra els antigens propis. Donat que la
propia infeccié pel VHC s’ha associat a la malaltia autoimmunitaria tiroidal, s’ha
volgut estudiar les subpoblacions limfocitaries en un altre model de pacients, no
relacionats amb la infecci6 del VHC, que pot desenvolupar TII durant el
tractament amb IFN-a com sén els pacients amb MM.

La tercera hipotesi de treball és que alteracions basals de diverses
subpoblacions limfocitaries a nivell periféric, tant de la immunitat innata com de
I'adaptativa i amb especial emfasi les Tregs, poden ser marcadors predictius del
desenvolupament de la TII tant en pacients amb HC-C com en pacients amb MM

durant el tractament amb IFN-o2.

4.4.- El tractament amb IFN-a pot modificar diverses subpoblacions limfocitaries en

pacients amb HC-C i en pacients amb MM i aquests canvis podrien estar relacionats amb

[’aparicio de TII en aquests pacients.

S’han descrit efectes immunomoduladors del tractament amb IFN-a sobre
diferents subpoblacions limfocitaries, com ara els limfocits T, els limfocits B, les
cel lules NKT i les Tregs, que podrien influir en el desenvolupament de la TII.

Per tant, la quarta hipotesi de treball és que el tractament amb IFN-a pot
modificar diverses subpoblacions limfocitaries a nivell periféric, tant de la
immunitat innata com de 1’adaptativa i amb especial emfasi les Tregs, en pacients
amb HC-C i en pacients amb MM i que aquests canvis podrien estar relacionats

amb el desenvolupament de TII en aquests pacients.
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L’objectiu principal de la tesi ha estat valorar I'efecte del tractament amb
IFN-a sobre varies subpoblacions limfocitaries en sang periferica en pacients amb
HC-C i en pacients amb MM. D’aquesta manera, s’ha volgut fer una aproximacié
global de I'efecte immunomodulador de I'I[FN-a, tant sobre la immunitat innata
com l'adaptativa, fent especial atencié en els mecanismes de tolerancia periferica,
concretament en les Tregs.

Aixi mateix, també s’ha volgut avaluar si alguna d’aquestes subpoblacions
limfocitaries pot ser un marcador predictiu de la resposta al tractament antiviral
en els pacients amb HC-C o de l'aparici6é de TII, tant en pacients amb HC-C com
en pacients amb MM durant el tractament amb IFN-a.

Finalment, aquesta tesi també s’ha centrat en la relacié6 que podria existir
en els pacients HC-C entre les modificacions d’aquestes subpoblacions
limfocitaries i la resposta o no al tractament antiviral. D’altra banda, també s’ha
estudiat, tant en pacients HC-C com en pacients amb MM, la seva relacié6 amb
"aparicié o no de TIL

Més concretament, els objectius plantejats en aquest estudi sén els que es

detallen a continuacio6, seguint I’ordre cronologic dels treballs publicats.
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5.1.- Subpoblacions limfocitaries i expressié6 de CDS81 en els limfocits B
analitzades en sang periférica de pacients amb HC-C abans, durant i després
del tractament amb IFN-o2apeg i RBV i la seva relaci6 amb la resposta al

tractament antiviral.

- Cel lules T reguladores (CD4*CD25*CD127'ow/-FoxP3*).

- Limfocits T (CD3*, CD4*, CD8*, CD3yé*) i limfocits B (CD19%).

- Expressi6é de CD81 en els limfocits B.

- Estudi de les subpoblacions limfocitaries Tregs, CD3*, CD4*, CD8*,
CD3ys*, CD19%, i de I'expressié de CD81 en els limfocits B abans, durant i
després del tractament antiviral combinat en funcié del genotip viral aixi
com la seva relaci6 a la resposta al tractament en funcié del genotip viral.

- Estudi de la relaci6 entre les subpoblacions limfocitaries Tregs, CD3*,
CD4*, CD8*, CD3yé*, CD19* i l'expressié de CD81 en els limfocits B i la

carrega viral basal.

Els objectius s’han assolit i s’han publicat en 'article:

B. Soldevila, N. Alonso, M.]. Martinez-Arconada, R.M. Morillas, R. Planas, A.M.
Sanmarti, E.M. Martinez-Ciceres. A prospective study of T- and B-lymphocytes
subpopulations, ~CD81  expression levels in B cells and regulatory
CD4+CD25+CD127low/-FoxP3+ T cells in patients with chronic HCV infection during
pegylated interferon-alpha2a plus ribavirin treatment. Journal of Viral Hepatitis 2010; 18
(6): 384-392

(factor d'impacte 2010: 3,502 )
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5.2.- Caracteritzacid clinica i immunologica de la TII en pacients amb HC-C

tractats amb IFN-a2apeg i RBV.

- Prevalencga i tipus de TII

- Estudi de les cellules T reguladores (CD4*CD25*CD127'ew/-FoxP3*) en
sang periferica en relacié a I’aparici6 i tipus de TII.

- Estudi de les subpoblacions limfocitaries CD3*, CD4*, CD8*, CD3yé*,
CD4*CCR5*CCR7- (resposta Thl), CD4*CRTh2*CCR7- (resposta Th2),
CD19*, NK, NKT i iNKT en sang periféerica en relaci6 a 'aparicio6 i el tipus
de TIL

- Estudi de l'expressi6é de Bcl-2 en limfocits B en sang periferica en relacié a

'aparici6 i tipus de TIL

Els objectius s’han assolit i s’han publicat en I'article:
B. Soldevila, N. Alonso, M.]. Martinez-Arconada, M.L. Granada, D. Baia, V. Vallejos,
M. Fraile, R.M. Morillas, R. Planas, R. Pujol-Borrell, E.M. Martinez-Cidceres, A.M.
Sanmarti. A prospective study of lymphocyte subpopulations and requaltory T cells in
patients with chronic hepatitis C virus infection developing interferon-induced
thyroiditis. Clinical Endocrinology 2011; 75 (4): 535-543.

(factor d'impacte 2011: 3,168)
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5.3.- Caracteritzaci6 clinica i immunologica de la TII en pacients amb MM

tractats amb altes dosis d’IFN-a2b.

- Prevalencga i tipus de TII

- Estudi de les cellules T reguladores (CD4*CD25*CD127'ew/-FoxP3*) en
sang periferica en relaci6 a 'aparici6 i tipus de TIL

- Estudi de les subpoblacions limfocitaries CD3*, CD4*, CD8*, CD3yé*,
CD4*CCR5*CCR7- (resposta Thl), CD4*CRTh2*CCR7- (resposta Th2),
CD19%, cel- lules transicionals (CD4*CD25highCD38hishCD19*CD27-), NK,
NKT i iNKT en sang periferica en relacié a I’aparicio i el tipus de TII.

- Estudi de l'expressi6é de Bcl-2 en limfocits B en sang periferica en relacié a

'aparici6 i tipus de TIL

Els objectius s’han assolit i s’han publicat en I'article:

B. Soldevila, N. Alonso, M.]. Martinez-Arconada, M.L. Granada, A. Boada, V. Vallejos,
M. A. Fernandez-Sanmartin, R- Pujol-Borell, M- Puig-Domingo, A. Sanmarti, E.M.
Martinez- Caceres. Regulatory T cells and other lymphocyte subpopulations in patients
with melanoma developing interferon-induced thyroiditis during high-dose interferon-
a2b treatment. Clinical Endocrinology 2013. 78 (4): 621-682.

(factor d'impacte 2013: 3,168)
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6.1. SUBJECTES D’ESTUDI

6.1.1.- Pacients amb infeccié cronica pel virus del’hepatitis C

Es van incloure a I'estudi 120 pacients amb HC-C que iniciaven tractament
antiviral amb IFN-a2apeg i RBV. Es van reclutar pacients amb HC-C que acudien
de manera consecutiva a control a les consultes externes de la Unitat
d’'Hepatologia del Servei de 1’Aparell Digestiu de I'Hospital Germans Trias i
Pujol (Badalona) entre els anys 2006-2008. El diagnostic de HC-C es va basar en la
preséncia de RNA del VHC durant més de 6 mesos i anticossos anti-VHC
positius mesurats per un immunoassaig de tercera generacié (Vitros®;
OrthoClinical Diagnostics, Rochester, NY, EUA). Tots els pacients eren negatius
per 'antigen de superficie de 1'hepatitis B i pels anticossos dels VIH tipus 1 i VIH
tipus 2. Es van excloure aquells pacients amb malaltia hepatica de diferent
etiologia, malalties autoimmunitaries, consum de més de 20 grams diaris
d’alcohol, abtis de DVP actual o en el passat. Previament al tractament antiviral,
cap pacient presentava malaltia tiroidal, definida com a disfuncié tiroidal i/o
autoimmunitat tiroidal positiva.

Un subgrup de pacients amb HC-C amb RVS al tractament (n=18) es van
comparar amb aquells pacients NR (n=17) aparellats per edat, genere i genotip.
Aixi mateix, els pacients amb HC-C que van desenvolupar TII (n=11) es van
comparar amb un grup de pacients amb HC-C que no van desenvolupar TII

(n=11) aparellats per edat i génere.
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6.1.2.- Pacients amb melanoma maligne

Es van incloure a I'estudi 30 pacients amb MM d’alt risc (estadis AJCC IIB-
C, IITIA-B-C) que van completar el tractament amb IFN-a2b després de la cirurgia.
Abans del tractament, cap dels pacients presentava malaltia tiroidal, definida
com alteracié6 de la funcié tiroidal i/o autoimmunitat tiroidal positiva. Els
pacients es van reclutar quan acudien de manera consecutiva a control a les
consultes externes de Dermatologia de 1’'Hospital Germans Trias i Pujol durant
els anys 2006-2008. Es van excloure aquells pacients que presentaven
contraindicacions per iniciar el tractament amb IFN-o2b: malalties
autoimmunitaries subjacents, malaltia hepatica, cardiaca o renal severa,
epilépsia, malaltia pisquiatrica, infeccié pel VHC, anticossos positius pels VIH
tipus 11 VIH tipus 2 i tractament immunosupressor.

Els pacients que van desenvolupar TII (n=9) es van comparar amb pacients
amb MM que no van desenvolupar TII durant el tractament (n=9), aparellats per

edat i genere.

6.1.3.- Subjectes sans

Els subjectes sans van ser voluntaris del personal sanitari de 1"'Hospital

Germans Trias i Pujol de que no tinguessin HC-C, ni MM ni cap malaltia

autoimmunitaria. Els subjectes del grup control van ser comparables per edat i

genere amb els pacients amb MM.
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El protocol d’estudi fou aprovat pel Comiteé Etic de I'hospital i es va

obtenir el consentiment informat firmat de tots els pacients.

6.2. METODES

6.2.1.- Determinacions sériques i plasmatiques

Es va avaluar la funci6 tiroidal [tirotropina (TSH), tiroxina lliure (T4ll) i 3,
5, 3'-tiriodetironina total (T3t)] serics i 'autoimmunitat tiroidal (aTg, aTPO i

aTSHR seérics).

6.2.2.- Tractament antiviral i defincidé de la resposta al tractament

Els pacients amb HC-C genotip 1 o 4 van rebre 180 pg setmanals d” IFN-
a2apeg (Pegasys®; Hoffman-La Roche, Basilea, Suissa) combinats amb 1000-1200
mg diaris de RBV (Copegus®; Hoffman-La Roche) durant 48 setmanes. Els
pacients amb infecci6 HC-C genotip 2 o 3 van rebre 180 pg setmanals de IFN-

a2apeg combinats amb 800 mg diaris de RBV durant 24 setmanes.

6.2.3.- Quantificacio i genotipat del VHC, estratificacié de la malaltia hepatica

La determinacié de la concentracié sérica de RNA del VHC es va realitzar
per PCR en temps real (Abbott real Time HCV®; Abbott Park, IL, EUA; limits

dels titols del RNA del VHC 30-108 Ul/ml). EL genotipat del VHC es va realitzar
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utilitzant un assaig comercial (Abbott Real Time HCV Genotype II®; Abbott
Park, IL, EUA).

La biopsia hepatica es va realitzar en el 63% dels pacients amb genotips 1 o
4. Tot i aixi, I'index APRI(%) es va calcualr en tots els pacients amb HC-C per tal
de conéixer el grau de fibrosi hepatica abans de rebre el tractament antiviral
combinat.

La RVS es va definir com ARN del VHC indetectable en serum a les 24

setmanes de finalitzar el tractament.

6.2.4.- Tractament amb interfero-alfa2b

El pacients amb melanoma van rebre un régim HDI que consisteix en una
fase d’inducci6 [20x10° UI/m? via endovenosa de IFN-02b (Intron-A®; Merck &
Co.; Inc.; Ehitehouse Station, NJ, EUA) diari del dia 1 al 5 durant 4 setmanes
consecutives] i una fase de manteniment [10x20x10°® UI/m? via subcutania de
IFN-a2b 3 cops a la setmana durant 48 setmanes]. Abans d’inciar el tractament, es

requerira una analitica sanguinia i un electrocardiograma sense alteracions.

6.2.5.- Definci6 de tiroiditis induida per interfer6

Els pacients que van desenvolupar TII (11 pacients amb HC-C i 9 pacients
amb MM) es van seleccionar basant-se en 1'aparicié d’autoanticossos antitiroidals
i/o disfunci6 tiroidal. Es va realitzar una gammagrafia tiroidal amb iode

radioactiu (I'?%) en aquells pacients amb TSH suprimida.
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El terme TII inclou la TH, definida per hipotiroidisme o la presencia de
anticossos aTg i/o aTPO; la MGB, definida per hipertiroidisme amb
positivitzaci6 dels anticossos aTSHR i una hipercaptacié de difusa a la
gammagrafia tiroidal; i la TD, definida com a tirotoxicosi amb anticossos aTSHR

negatius i una hipocaptacié a la gammagrafia tiroidal.

6.2.6.- Determinacio de les subpoblacions limfocitaries per citometria de fluxe

Els estudis immunologics es van realitzar en temps basal, és a dir abans de
l'inici del tractament, (BT), a la meitat del tractament (MT), a la fi del tractament
(FT), a les 24 setmanes post-tractament (PT) i a 'aparici6 de TII (TT) i els resultats
es van comparar entre els grups a cada punt. Les avaluacions immunologiques a
TT es van realitzar a partir de mostres criopreservades adquirides en el moment
d’aparici6 de TII en pacients amb TII i es van comparar amb les mostres
criopreservades adquirides a MT (3-6 mesos de tractament antiviral en el cas dels
pacients amb HC-C control i 6 mesos de tractament amb HDI en el cas dels
pacients amb MM control respectivament).

De cada pacient, es van obtenir 4 tubs Vacutainer® (BD, Franklin Lakes,
NJ, EUA) de 8 ml, amb heparina com anticoagulant, de cada temps abans
esmentats. Les PBMCs es van aillar mitjancant el gradient de centrifugacié
Ficoll-Hypaque® (Amershan Biosciences, Piscataway, NJ, EUA). El resum
d’aquesta técnica és el segiient: tota la sang dels tubs Vacutainer® es va
transferir a un tub conic de 50 ml i es va diluir 1:2 amb sérum fisiologic. Tot

seguit, es va transferir la sang diluida a un altre tub conic de 50 ml que contenia
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10 ml de Ficoll® i es va centrifugar a 1490 rpm durant 30 minuts a temperatura
ambient. Després de la centrifugaci6, les PBMCs es van recollir de la interfase
amb una pipeta Pasteur. Finalment, les PBMCs es van rentar dues vegades amb
una solucié del sérum fisiologic i serum fetal bovi (FCS) al 2%. Per criopreservar
les PBMCs, es va preparar una solucié que contenia un 20% de dimetilsulfoxid
(DMSO) amb un 80% de FCS. A cada aliquota es va afegir aproximadament 500
ul d’una concentracié de 3 a 4x10° cel lules/ ml i es va afegir gota a gota un
volum igual de DMSO a 20%. Després, es van transferir les aliquotes a un
congelador a -80° C durant 24 hores i posteriorment es van emmagatzemar en
un contenidor de nitrogen liquid fins al seu ts. Per descongelar les PBMCs, es
van descongelar les aliquotes en un bany d’aigua a 37° C. Quan estaven quasi
descongelades, es va afegir 10 ml de soluci6 salina tamponada amb fosfats (PBS)
amb FCS al 10% i es van centrifugar dues vegades durant 5 minuts a 1200 rpm.
Després del segon rentat, les PBMCs es van resuspendre en 1 ml de PBS amb
FCS al 10% i es van comptar en camara de Neubauer.

Per identificar les subpoblacions limfocitaries en sang periferica es va
seguir el segiient protocol. Les PBMCs descongelades es van tenyir amb
molecules de superficie amb diferents combinacions dels segtients anticossos
monoclonals: CD3-ficoeritrina-cianina 5 (PECy5), CD4-isocianat de fluoresceina
(FITC), CD8-ficoeriterina (PE), CD3*-yé-aloficocianina (APC), CD19-PECyS5,
CCR5-PECy5, CD3-FITC, CDS-FITC, CD24-FITC, CD81-PE, iNKT-PE, CCR7-PE,
CD16/56-PE, CD38-PE, CD4-APC, CRTH2-APC, CD27-APC, (tots de Becton
Dickinson (BD) Biosciences, San José, CA, EUA) durant 30 minuts a 4 °C i

protegides de la llum. Després de la incubacié amb els anticossos, les PBMC es
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van rentar dues vegades amb FACSFlow (PBS) i es va procedir a l'analisi per
citometre de fluxe, utilitzant-se el citometre mutiparametres de 4 colors
FACSCalibur® (BD BioSciences) i el programa de software CellQuest® (BD

BioSciences) (figura 6).
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Figura 6.-Exemple d’experiment de citometria de fluxe

La preparacié de les mostres sanguinies requereix sovint la separacié de les cel lules
mononuclears de sang periferica (PBMCs) mitjancant el gradient Ficoll i en ocasions la
criopreservacié abans de la tinci6 amb anticosss conjugats fluorescents. La configuracié de
I'instrument implica I'establiment dels guanys de voltatge pels tubs fotomultiplicadors (PMT)
per tal d’assolir una sensibilitat optima. L’adquisicié de les dades implica el pas de les cel lules
tenyides a través d'un feix de laser i el registre de I'emissi6é de fluoresceéncia a partir de la unié
de tots els anticossos conjugats. Posteriorment, es realitza ’analisi de dades en que es defineixen
les poblacions cel lulars d’interes.

Modificat de Maecker HT i col laboradors. Nature Reviews Immunology 2012.
PBMC: Cel lules mononuclears de sang periferica, PMT: tubs fotomultiplicadors.
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Pel marcatge de les Tregs (CD4*CD25*CD127'°w/-FoxP3*), les PBMCs
descongelades es van incubar durant 30 minuts amb CD4-APC, CD25-PECYS5 i
CD127-PE a 4° C. Després de fixar i permeabilitzar les cel lules (FoxP3 staining
buffer set, eBioscience Inc.®, San Diego, CA, EUA), aquestes cél lules es van
rentar i es van bloquejar de possibles lligaments no especifics, utilitzant serum
normal de rata. Posteriorment, les cél lules es van incubar amb anti-FoxP3-FITC
huma (PCH101; ebiosciences) o l'isotip control durant 45 minuts a 4°C a les
fosques, es van rentar posteriorment dues vegades amb la solucié
permeabilitzadora del kit i es van resuspendre en un tampé de tincié per
citometria de fluxe. Finalment, es van analitzar per citometre de fluxe, utilitzant
com a citometre un FACSCalibur (Becton Dickinson®) que és capag de
diferenciar 4 marcadors fluorescents diferents. Per analitzar la poblaci6 es va
seleccionar en primer lloc una gate de limfocits segons volum i rugositat de les
cel lules (Forward Scatter/ Side Scatter). D’aquesta poblacid, es van seleccionar els
limfocits CD4* i posteriorment, dels limfocits CD4* es van seleccionar aquells
que eren FoxP3*. A partir d’aquesta gate, es va crear un dot plot de CD25 contra
CD127 per tal de  calcular el  percentatge de  ceéllules
CD4*FoxP3*CD25*CD127'w/- (Figura 7).

El marcatge citoplasmatic de Bcl-2 en els limfocits B (CD19*) es va realitzar
de forma similar al del FoxP3. Després de la tinci6é de superficie de les cel lules
CD19%, les cel lules es van fixar i permeabilitzar, es van tenyir amb Bcl-2 o el seu
isotip control i posteriorment es van incubar durant 45 minus a 4 °C a les

fosques. Finalment, es van rentar dues vegades amb la solucié
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permeabilitzadora i es van resuspendre en un tamp¢6 de tincié per citometria de
fluxe.

Es van estudiar els percentatges de les subpoblacions limfocitaries CD3*,
CD4+*, CD8*, NK (CD3-CD16/56*), NKT (CD3*CD16/56%), iNKT*, CD3*y&*,
CD19+, cel 1lules B transicionals (CD24highCD28highCD19+*CD27-),
CD4*CCR5*CCR7-, CD4*CRTH2*CCR”- i Tregs (CD4*CD25*CD127'ow/-FoxP3*)
aixi com la intensitat mitjana de fluorescéncia (MFI) de CD81 en els limfocits B
(CD19%) i la MFI de Bcl-2 en els limfocits B (CD19%).

Totes les mostres de cada pacient dels estudis longitudinals es van
processar en el mateix experiment pel mateix tecnic a cegues per tal d’evitar la

variabilitat interassaig.
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Figura 7.-Analisi de les cel lules T reguladores en sang periferica per citometria

de fluxe

Les cel lules mononuclears de sang periféerica (PBMCs) es tenyeixen amb anti-CD4-APC, FoxP3-
FITC, CD127-PE i CD25-PECyS5, tal i com s'especifica en 'apartat Material i Metodes. Per a I’
analisi de citometria de fluxe, es selecciona la subpoblaci6 de limfocits
a partir de les PBMCs basant-se en la mida
(Forward Scatter, FSC) i la complexitat (Side Scatter, SSC) (R1, a). Els limfocits CD4*
es seleccionen a partir de la tincié positiva de les PBMCs per CD4*
i de SSC (R2, b). De totes les cellules CD4*, es seleccionen aquelles que sén FoxP3*
(R3, c). De les cellules CD4*FoxP3*, es seleccionen aquelles que sén CD127lw/- i CD25*
(R4, d).

APC: aloficocianina, FITC: isocianat de fluoresceina, PE: ficoeriterina, PERCEP o PECy5: ficoeritrina-
cianina 5.
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6.3. ANALISI ESTADISTICA

Es va utilitzar el paquet estadisitic SPSS (SPSS/versi6 Windows 12, SPSS®
Inc, Chicago, IL, EUA) i el programa GraphPrism (versié 4.0B, graphPad, La
Jolla, CA, EUA) per l'analisi de dades i la realitzaci6 de les grafiques. La
distribucié normal de les variables es va avaluar mitjancant el test de distribucié
de Kolmogorov-Smirnov. Les variables quantitatives van ser expressades com
mitja + desviaci6 estandard (DS) si seguien una distribucié normal, i com mitjana
(rang interquartil) si no seguien una distribuci6 normal. Les variables
categoriques van ser expressades com percentatge i freqiiéncies. Les diferencies
entre dos grups es van analitzar mitjancant el test de la U de Mann-Whitney i les
de entre tres grups mitjancant I’analisi de la varianca (ANOVA). La comparacio
de dues variables realcionades es va realitzar mitjangcant la prova de rangs amb
signe de Wilcoxon. Les diferencies en les proporcions es van analitzar mitjangant
el test de la Chi quadrada. Les relacions entre variables quantitatives foren
analitzades mitjancant el calcul dels coeficients de correlaci6 de Spearman. Es va
utilitzar la prova de regressi6é logistica per predir el resultat d’'una variable
categorica en funcié de varies variables independents. La significaci6 estadistica

es va considerar per una p < 0,05.
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7. INVESTIGACIO I RESULTATS

Estudis publicats (en ordre cronologic)
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71. PRIMER ESTUDI

A prospective study of T- and B-lymphocytes subpopulations, CD81 expression levels in
B cells and regulatory CD4+CD25+CD127low/-FoxP3+ T cells in patients with chronic

HCV infection during pegylated interferon-alpha2a plus ribavirin treatment.

Estudi prospectiu de les subpoblacions de limfocits T i B, de I'expressié de CD81
en les cel -lules B i de les cel - lules T reguladores CD4*CD25*CD127'w/-FoxP3* en
pacients amb infecci6 cronica pel VHC durant el tractament amb interferd-alfa2a

pegilat i ribavirina.

B. Soldevila, N. Alonso, M.]. Martinez-Arconada, R.M. Morillas, R. Planas, A.M.

Sanmarti, E.M. Martinez-Caceres.

Journal of Viral Hepatitis 2010; 18 (6): 384-392

(factor d"impacte 2010: 3,502 )
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SUMMARY. Resolution of hepatitis C virus (HCV) infection
requires a complex interplay between innate and adaptative
immune responses. The role of lymphocyte subpopulations
during combined antiviral treatment remains to be defined.
This study was conducted to assess the effect of pegylated
interferon-alpha2a (peglFN-z2a) and ribavirin treatment on
peripheral blood lymphocytes, mainly on CD81 expression
on B cells and CD4*CD25"CD127"°""FoxP3™" regulatory T
cells (Tregs) in patients with chronic HCV infection. Thirty-
five patients with chronic HCV infection who started pegIFN-
«2a and ribavirin treatment were enrolled. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) were obtained at baseline before
treatment (BT), mid-treatment (MT), the end of treatment
(ET) and 24 weeks post-treatment (PT). During combined
antiviral treatment, a significant decrease in the percentage
of CD3*, CD8*, CD3*gamma/delta (y9)*, CD19* lymphocyte

subpopulations and Tregs was observed. There was also a
significant increase in the percentage of the CD4" lympho-
cyte subpopulation and in CD81 expression levels on CD19™
B cells when BT was compared with ET (all P < 0.05).
Seventeen patients were nonresponders (NR) and 18 had a
sustained virological response (SVR). At baseline, NR
patients had higher CD81 expression levels on CD19" B cells
(P=0.017) and a higher Tregs percentage (P = 0.025)
than SVR patients. Our results suggest that immunomodu-
lation fluctuates during antiviral treatment and that per-
centage CD81 expression levels on B cells and Tregs might be
useful as an immunological prognostic factor for pegIlFN-xz2a
and ribavirin treatment response in chronic HCV infection.

Keywords: CD81, FoxP3, HCV, interferon-alpha treatment,
lymphocyte subpopulations, tregs.

Abbreviations: APC, allophycocyanin; BT, before treatment; E2,
envelope 2; ET, end of treatment; FITC, fluorescein isothiocyanate;
FSC, forward scatter; HCV, hepatitis C virus; iTregs, inducible Tregs;
MFI, geometrical mean fluorescence intensity; MT, mid-treatment;
NR, nonresponders; nTregs, natural Tregs; PBMC, peripheral blood
mononuclear cells; pegIlFN-x2a, pegylated interferon-alpha2a; PT,
24 weeks post-treatment; SSC, side scatter; SVR, sustained virological
response; Tregs, regulatory T cells.
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INTRODUCTION

Hepatitis C virus (HCV) infection is a major cause of chronic
liver disease worldwide, affecting 1.5-2.2% of the Western
population [1]. In more than 70% of infected individuals,
HCV may become chronic and lead to cirrhosis and hepa-
tocellular carcinoma [2]. The current standard therapy for
chronic HCV infection consists of pegylated interferon-alpha
(pegIFN-o) and ribavirin [3].

Resolution of HCV infection requires a complex and coor-
dinated interplay between innate and adaptative immune
responses [4]. On the other hand, HCV infection persistence
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has been associated with a narrowly focused and/or delayed
response of T lymphocytes and limited B-lymphocyte activa-
tion [4-6]. HCV-RNA has been detected in peripheral blood
lymphocytes, mainly CD8" and CD19" B cells, suggesting
that HCV is a lymphotropic virus [7,8], and this lymphotro-
pism may be responsible for a specific immune response [9—
12]. CD81 is a member of the tetraspanin family of membrane
proteins, which contain four transmembrane domains, short
intracellular domains and two extracellular loops [13]. Tet-
raspanins have been shown to be involved in multiple
physiological functions as well as in numerous processes,
such as infectious diseases [13]. CD81 is expressed on the
surface of a variety of cell types and has a diverse spectrum of
biological activity. The second extracellular loop of CD81 has
recently been shown to interact with the HCV envelope 2 (E2)
glycoprotein in vitro [9]. In B cells, CD81 is a component of
the CD19-CD21-CD81-Leu 13 molecular complex, which
plays arole in B-cell activation [14]. Recently, CD81 has been
identified as one of the HCV receptor candidates in B lym-
phocytes [9], facilitating their HCV infection. CD81 expres-
sion on B lymphocytes of patients with HCV infection has
been evaluated in a few studies with reduced numbers of
patients, with conflicting results [11,12,15-17]. In the last
few years, regulatory T cells (Tregs) have been shown to play
an important role in the suppression of immune response to
self as well as foreign antigens [18], including infections by
nonself pathogens, such as viruses [19]. CD4*-Tregs are di-
vided into two major subtypes, thymus-derived natural Tregs
(nTregs) and peripherally inducible Tregs (iTregs), and can be
identified by CD25 (interleukin-2 receptor alpha chain)
expression [20] and low or absent CD127 (interleukin-7
receptor alpha chain) expression [21]. The key marker of
Tregs is currently the expression of the forkhead/winged helix
family transcription factor gene (FoxP3) [22]. Indeed, several
authors have suggested the relevance of Tregs in the natural
course of HCV infection [23-26]. However, their role in
relation to patient response to antiviral treatment remains to
be determined.

Thise study was conducted to assess the effect of combined
antiviral treatment on peripheral blood lymphocyte sub-
populations, mainly CD81 expression on CD19" B lympho-
cytes and Tregs, defined as CD4*CD25%CD127°"'"FoxP3™* T
cells, in patients with HCV infection and to analyse their
relationship with therapeutic outcome.

PATIENTS AND METHODS

Patients

Thirty-five treatment-naive patients (24 men, 11 women;
mean age: 44.8 £ 10 years) with chronic HCV infection
receiving antiviral treatment consisting of pegIFN-z2a and
ribavirin were enrolled in this study. HCV genotype per-
centages were distributed as follows: genotype 1 or 4:
77.1%, genotype 2 or 3: 22.9%. Median baseline HCV-RNA

was 700 000 (657 750-1 953 246) IU/mL. The diagnosis
of chronic HCV infection was based on the detection of HCV-
RNA for more than 6 months and positive anti-HCV mea-
sured by third-generation enzyme immunoassay (Vitros
ECI®; Ortho-Clinical Diagnostics, Raritan, NJ, USA). All pa-
tients were negative for hepatitis B surface antigen and
antibodies to the human immunodeficiency viruses types 1
and 2. Those with liver disease of different origin, con-
sumption of more than 20 g/day alcohol and past or present
intravenous drug abuse were excluded. Patients were re-
cruited from the outpatient clinic of the Department of
Gastroenterology and Liver Unit of University Hospital Ger-
mans Trias i Pujol (Badalona, Spain). The study was ap-
proved by the local ethical committee, and written informed
consent was obtained from all patients.

Antiviral treatment

Patients with HCV genotypes 1 or 4 received 180 ug once
weekly of pegIFN-a2a (Pegasys®; Hoffman-La Roche, Basel,
Switzerland) combined with 1000-1200 mg daily of riba-
virin (Copegus®; Hoffman-La Roche) for 48 weeks. Patients
with HCV genotypes 2 or 3 recived 180 ug once weekly of
peglFN-o2a combined with 800 mg daily of ribavirin for
24 weeks.

Definition of response to therapy

Sustained virological response (SVR) was defined as unde-
tectable HCV-RNA in serum at 24 weeks post-treatment.

HCV quantification and genotyping

Serum HCV-RNA concentration was mesured by real-time
PCR (Abbott RealTime HCV®; Abbott Park, IL, USA: limits of
HCV-RNA titres were 30-10% IU/mL). HCV genotyping was
assayed using a commercial assay (Abbott RealTime HCV
Genotype II®; Abbot Park, IL, USA).

Stage of liver disease

Liver biopsy was performed in 63% of patients with genotype
1 or 4. However, the APRI index [27] was calculated in all
the patients of the study (n = 35) to know the degree of liver
fibrosis before receiving combined antiviral treatment.

Flow cytometry analysis

Immunological studies were performed at baseline before
treatment (BT), mid-treatment (MT), end of treatment (ET)
and 24 weeks post-treatment (PT). Peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMC) were isolated by Ficoll-Hypaque gra-
dient centrifugation (Amersham Biosciences, Piscataway,
NJ, USA) and cryopreserved in 90% FCS and 10% DMSO and
kept in liquid nitrogen until use.

© 2010 Blackwell Publishing Ltd



Peripheral blood mononuclear cells were stained after
thawing following standard protocols. Briefly, cells were
stained with surface molecules with several combinations of
the following monoclonal antibodies: CD3-phycoerythrin
cychrome (PECy5), CD4-fluorescein isothiocyanate (FITC),
CDS8-phycoerythrin (PE), CD3*-gamma/delta (y)-allophyc-
ocyanin (APC) and CD19-PECy5, CD81-PE (all from Becton
Dickinson (BD) Biosciences, San José, CA, USA) for 30 min
at 4 °C and protected from light. After incubation, cells were
washed and resuspended in flow cytometry staining buffer.

Tregs (CD4*CD25%CD127°"'“FoxP3*) staining was per-
formed as follows: cells were stained with CD4-APC, CD127-
PE and CD25-PECy5 for 30 min at 4 °C. After incubation,
cells were washed and fixed/permeabilized (fixation/per-
meabilization buffer; eBiosciences Inc., San Diego, CA, USA)
for 45 min in the dark and washed twice with permeabili-
zation buffer (eBiosciences Inc.). After centrifugation, a
blocking step was performed with 2% normal rat serum in a
permeabilization buffer, at 4 °C for 15 min, after which
20 uL of FITC-conjugated anti-human FoxP3 antibody
(PCH101; eBiosciences) or isotype control were added and
incubated for 45 min at 4 °C in the dark. Cells were then
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Fig. 1 Flow cytometric analysis of peripheral blood Tregs.
Cells were stained with anti-CD4-allophycocyanin (APC),
FoxP3-fluorescein isothiocyanate (FITC), CD127-PE and
CD25-PE Cy5 as specified in Patients and Methods. For the
flow cytometric analysis, the lymphocyte subpopulation
from peripheral blood cells on the basis of forward scatter
(FSC) and side scatter (SSC) was selected (see R1, a). CD4™"
lymphocytes were gated by positive staining of CD4* cells
and SSC (R2, b). From CD4™ cells, those that were FoxP3™
were selected (upper right quadrant, c). From CD4 “FoxP3™*
cells, those that were CD127"°"/~ and CD25" were selected
(lower right d).

© 2010 Blackwell Publishing Ltd
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washed twice in permeabilization buffer and resuspended in
flow cytometry staining buffer.

Samples were acquired in a four-colour multiparameter
flow cytometer (FACScalibur®; BD Biosciences). The per-
centages of CD3%, CD4", CD8™, CD3y6*, CD19" and Tregs
(CD4*CD25*CD127"°"~FoxP3*) (Fig. 1) lymphocyte sub-
populations as well as geometric mean fluorescence intensity
(MFI) of CD81 on CD19™ B lymphocytes were studied. Data
were analysed with CellQuest software® (BD Biosciences). All
samples of the longitudinal study of each patient were
processed in the same experiment by the same blinded
researcher to avoid interassay variability.

Statistical analysis

Quantitative results were expressed as mean £ SD or medi-
ans (interquartile range). Departure from normality was
assessed by the Kolmogorov—Smirnov distribution test. Dif-
ferences between groups were tested by the nonparametric
Mann—Whitney U test. Pair-wise comparisons were based on
the signed rank test. Relationships among variables were
tested with the Spearman’s correlation coefficient. To explore
factors predicting the response to combined antiviral treat-
ment, a logistic regression analysis was performed with
presence/absence of response to antiviral treatment as
dependent variable. Qualitative results were expressed as
proportions, and differences between nonresponders (NR)
and SVR groups of patients were tested by the chi-square
test. Two-tailed P values of 0.05 or less were considered to be
statistically significant. All statistical analyses were per-
formed using the Statistical Package for Social Sci-
ences (SPSS/Windows version 12.0; SPSS Inc.; Chicago IL,
USA) and the software program GraphPad Prism (4.0b
version; GraphPad, La Jolla, CA, USA).

RESULTS

Patient characteristics

Eighteen of the 35 patients who received combined antiviral
treatment achieved SVR, while 17 were NR (13 relapsed
after the end of the treatment, three were early NR and in
one patient antiviral treatment was stopped before the 24th
week owing to side effects of the treatment). NR patients had
higher viral load and higher APRI index than SVR patients
before receiving treatment. Baseline clinical characteristics
of the patients are shown in Table 1.

Effect of combined antiviral treatment on Iymphocyte
subpopulations

The effect of combined antiviral treatment on peripheral
blood lymphocyte subpopulations was assessed. The
dynamics of lymphocyte subpopulations studied during the
treatment are summarized in Table 2. A statistically
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Table 1 Baseline patient characteristics

NR SVR P value
N 17 18
Sex (M/F) 12/5 12/6 NS
Age (years, 46.41 £ 8.5 43.39 £ 11.28 NS
mean * SD)
ALT (U/L) 103.69 + 87.22 87.94 + 45.85 NS
HCV genotypes 14/3 13/5 NS
(1 or 4/2 or 3)
HCV-RNA [[U/mL, 1 710 000 700 000 <0.001
median (p25-p75)] (700 000-5 291 722) (439 327-700 000)
APRI index 1.27 £ 1.20 0.74 £ 0.36 NS
(mean * SD)

NR, nonresponder patients; SVR, sustained virological response patients; NS, not

significant.

Table 2 Effect of combined antiviral treatment on lymphocyte subpopulations

BT MT ET PT

CD3™ (%) 65.62 £ 14.50 62.89 £ 13.75 55.73 £ 11.90* 60.62 £ 13.6%**
CD4™ (%) 48.76 + 14.55 52.76 £ 15.01* 53.58 £ 15.04* 47.57 + 13.34*
CD8* (%) 40.11 £ 12 36.96 £ 11.87* 36.57 £ 11.17* 41.73 £11.10*
CD375™ (%) 5.78 £ 3.5 5.09 + 2.89* 4.04 £ 2.73* 4.73 £ 3.39*
CD19" (%) 15.62 £ 6.79 10.55 + 12.78* 9.80 £ 6.63* 17.06 + 8.56**
CD81 on CD19" B 41.52 £ 21.5 47.81 £ 30.25 49.24 £ 26.23* 59.24 + 29.66*
lymphocytes (MFI)

Tregs (%) 2.95 £+ 2.29 4.06 = 2.15* 4.87 + 2.58* 3.93 £ 1.82%**

BT, before treatment; MT, mid-treatment; ET, end of treatment; PT, 24 weeks post-treatment; MFI, geometrical mean fluo-

rescence intensity. *P < 0.05 with respect to BT. **P < 0.05 with respect to ET.

significant decrease in CD3, CD8*, CD3y5" and CD19"
lymphocyte subpopulations was observed during the com-
bined antiviral treatment (BT vs ET), with a significant
increase at PT compared with ET. However, the dynamics
of the CD4" lymphocyte subpopulation differed, with a
significant increase during treatment (BT vs ET) and a
statistically significant decrease at PT compared with ET.
CD81 expression levels on CD19" B lymphocytes rose sig-
nificantly during treatment (BT vs ET) and remained in-
creased at PT compared with ET. On the other hand,
during antiviral treatment, a statistically significant rise in
the Tregs percentage was observed (BT vs ET), which de-
creased at PT compared with ET, although it remained
significantly higher than BT.

The percentages of CD3*, CD4", CD8", CD3ys™"
and CD19" Iymphocyte subpopulations did not differ
in relation to virological outcome

The effects of combined antiviral treatment on these lym-
phocyte subpopulations in relation to virological outcome

are depicted in Fig. 2. The NR and SVR groups had a
similar pattern on longitudinal analysis of the different
lymphocyte subpopulations. When the two groups studied
were compared at BT, MT, ET and PT, no differences were
observed in the percentages of these lymphocyte subpopu-
lations (data not shown). SVR (n = 18) and early NR
(n = 3) patients, excluding relapse subjects, were also
compared at baseline. No differences were observed in the
percentages of CD3", CD4*, CD8*, CD3y5" and CD19"
Ilymphocyte subpopulations between the two groups (data
not shown).

CD81 expression levels on CD19" B lymphocytes
were increased in nonresponder patients

The effect of combined antiviral treatment on peripheral
CD19" B-cell CD81 expression levels in relation to virologi-
cal outcome was assessed (Fig. 3). A similar pattern was
observed in the NR and SVR groups. Thus, an increase in
CD81 expression levels on CD19% B lymphocytes was
observed during combined antiviral treatment (BT vs ET)

© 2010 Blackwell Publishing Ltd
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Fig. 2 Lymphocyte subpopulations
during antiviral treatment in relation
to virological outcome. BT, before
treatment; MT, mid-treatment; ET, end
of treatment; PT, 24 weeks after
post-treatment; MFI, geometrical mean
fluorescence intensity. *P < 0.05 with
respect to BT. *p < 0.05 with respect to
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Fig. 3 CD81 expression levels on B lymphocytes in relation
to virological outcome throughout antiviral treatment. BT,
before treatment; MT, mid-treatment; ET, end of treatment;
PT, 24 weeks post-treatment; MFI, geometrical mean
fluorescence intensity. *P < 0.05 with respect to BT.

that remained increased at PT, although differences were
statistically significant only in patients with SVR.
Subsequently, both groups were compared at BT, MT, ET
and PT. The NR patients showed significantly higher CD81
expression levels on CD19" B lymphocytes than the SVR
patients BT (51.57 + 25.94 MFI vs 32.13 £ 9.02 MFI;
P =0.017). No significant differences were observed
between the groups at MT (61.63 £ 37.86 MFI vs
35.84 + 14.35 MFIL; P =ns), ET (57.29 = 74.40 MFI vs

© 2010 Blackwell Publishing Ltd
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Fig. 4 Tregs percentage in relation to virological outcome
throughout antiviral treatment. BT, before treatment; MT,
mid of treatment; ET, end of treatment; PT, 24 weeks
post-treatment. *P < 0.05 with respect to BT. °p < 0.05
with respect to ET.

43.20 £ 15.90 MFL; P = ns) and PT (65.16 + 32.79 MFI vs
55.61 + 27.92 MFIL; P = ns), although CD81 expression
levels on CD19" B lymphocytes were higher in NR than in
SVR patients at each time point studied. Early NR patients
(n = 3) also had higher CD81 expression levels on CD19* B
lymphocytes than SVR patients (n = 18) BT, although the
differences were not statistically significant (data not
shown).
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The percentage of regulatory T cells was higher
in nonresponder patients

The effect of the combined antiviral treatment on the per-
centage of Tregs in relation to virological outcome is presented
in Fig. 4. An increase in the percentage of Tregs during an-
tiviral treatment was observed in both NR and SVR patients.
At PT, this decreased in comparison with ET in SVR patients
(3.11 £ 1.49% PT vs 4.56 £ 2.68% at ET; P < 0.01),
whereas no differences were observed in NR patients.

The comparison of NR vs SVR at BT, MT, ET and PT
showed that NR had a significantly higher percentage of
Tregs BT (NR: 3.42 + 1.33% vs SVR: 2.49 + 1.1%;
P =0.025) and at PT (NR: 5.28 £ 1.52% vs SVR:
3.10 £ 1.41%; P = 0.002) (Fig. 5). The percentage of Tregs
was also higher in NR compared with SVR at MT (NR:
4.28 £ 1.95% vs SVR: 3.86 £ 2.35%) and at ET (NR:
5.27 £ 2.50% vs SVR: 4.56 £ 2.68%), although the differ-
ences were not statistically significant. When early NR
(n = 3) were compared with those with SVR (n = 18) at
baseline, early NR had a higher the percentage of Tregs than
SVR, although the differences were not statistically signifi-
cant (data not shown).

Lymphocyte subpopulation patterns in nonresponders and
in sustained virological response patients were not related
to genotypes

The virological outcome was also studied in relation to the
different genotypes. Thirteen of the 27 patients with HCV
genotype 1 or 4 achieved SVR, while 14 were NR. Five of the
eight patients with HCV genotype 2 or 3 had SVR, while
three were NR.

The effect of combined antiviral treatment on different
lymphocyte subpopulations in relation to virological out-
come and to different HCV genotypes (genotype 1 or 4 and
genotype 2 or 3) was assessed. In the two genotype groups
studied (genotype 1 or 4 and genotype 2 or 3), the NR and
SVR patients had a similar longitudinal pattern of different
lymphocyte subpopulations (data not shown).

The NR and SVR patients were compared at BT, MT, ET
and PT in the two genotype groups (genotype 1 or 4 and
genotype 2 or 3). No differences were observed in the
percentages of CD3", CD4", CDS*, CD3ys* and CD19"
lymphocyte subpopulations (data not shown).

No significant differences were observed in CD81 expres-
sion levels on CD19™ B lymphocytes in relation to virological
outcome in each genotype group studied, although CD81
expression levels on CD19" B lymphocytes were higher in
NR than in SVR patients at each time point studied (data not
shown).

The comparison of NR vs SVR at BT, MT, ET and PT in the
genotype 1 or 4 group showed that NR had a significantly
higher percentage of Tregs BT (NR: 3.16 = 1.25% vs SVR:
2.29 £ 0.67%; P = 0.04) and at PT (NR: 5.01 £ 1.47% vs
SVR: 3.08 £ 1.41%; P = 0.017). The Tregs percentage was
also higher in NR compared with SVR at MT and at ET,
although the differences were not statistically significant
(data not shown). No significant differences in the percent-
age of Tregs were observed when NR patients were com-
pared with SVR patients in the genotype 2 or 3 group,
although the percentage of Tregs was higher in NR than in
SVR patients at BT, MT, ET and PT (data not shown).

Relationship between baseline HCV-RNA and baseline
lymphocyte subpopulations

Baseline HCV-RNA correlated positively with baseline CD4*
lymphocyte percentage (r = 0.361; P = 0.039) and nega-
tively with baseline CD8* lymphocyte percentage
(r = —-0.449; P = 0.009). A trend towards a positive corre-
lation between HCV-RNA level and CD81 expression levels
on CD19" B lymphocytes was observed at baseline
(r=10.332, P = 0.063). The percentage of Tregs at baseline
did not correlate with either baseline HCV-RNA levels or
baseline CDS81 expression on CD19" B lymphocytes. No
other correlation was observed between the baseline HCV-
RNA titre and the other parameters studied.

In the logistic regression model, including HCV-RNA, the
percentage of Tregs and CD81 expression levels on CD19" B
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lymphocytes at baseline, the main predictor factor of viro-
logical response to combined antiviral treatment was base-
line HCV-RNA. However, the percentage of Tregs and CD81
expression levels on CD19" B lymphocytes at baseline
retained their prognostic significance after the inclusion in
the model of baseline HCV-RNA (P = 0.020 for Tregs;
P =0.034 for CD81 expression levels on CD19" B
lymphocytes). Covariability among variables was not sig-
nificant for baseline HCV-RNA vs the percentage of Tregs
and CD81 expression levels on CD19" B lymphocytes at
baseline.

DISCUSSION

Resolution of HCV infection requires a complex and
coordinated interplay between innate and adaptive immune
responses which in many cases are not effective and HCV
infection persists [28]. Combined treatment with pegIFN-«2a
and ribavirin is effective in chronic HCV infection owing to
its immunomodulatory and antiviral action, although the
definitive mechanisms are not fully established. In this study,
a prospective follow-up of different lymphocyte subpopula-
tions in patients with chronic HCV infection who started
combined antiviral treatment was analysed. In addition, we
attempted to identify pretreatment immunological factors
associated with response to therapy to improve our under-
standing of successful immune responses and future therapy
in HCV infection.

Previous reports identified imbalances between T-cell
subsets, B and NKT cells in peripheral blood of patients with
chronic HCV infection patients compared with healthy
subjects [29-32], thereby demonstrating the importance of
these lymphocyte subpopulations in HCV infection. In this
study, the dynamics of different lymphocyte subpopulations
throughout treatment and 24 weeks thereafter were analy-
sed. A decrease in CD3", CD8™, CD3y5™ and CD19™ cells was
observed during treatment with an increase at 24 weeks
post-treatment. However, the CD4" T-cell percentage had a
different dynamic pattern, with an increase during treat-
ment and a decrease during follow-up. These findings on
dynamics of lymphocyte subpopulations are similar to those
reported by other authors [30], although they have not been
confirmed in other studies [16,29,33]. In relation to viro-
logical outcome, no differences were found in T (CD3™,
CD4", CD8™), B (CD19™) and NKT (CD3ys") lymphocyte
subpopulations at baseline, during treatment or during fol-
low-up between NR and SVR patients, in agreement with
findings of other authors [30]. Early NR and SVR patients,
excluding relapse subjects, were also compared at baseline,
to exclude a possible influence of relapse patients. No dif-
ferences were observed in the percentages of CD3", CDh4",
CD8*, CD3y5" and CD19" lymphocyte subpopulations.
Regarding viral load, a negative relationship was observed
between viral load and CDS8* T cells at baseline. However,
although NR patients had a higher baseline viral load than
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SVR patients, no differences in CD8" T cells were observed
between groups before the start of treatment.

Like other leucocyte-expressed tetraspanins, CD81 plays
a role in modulating immune cell function [34,35]. Re-
cently, CD81 has been reported to interact with HCV
glycoprotein E2, and it has been hypothesized that this
interaction could modify immune responses in HCV-in-
fected individuals [13]. In this work, we studied the effects
of peglFNz2a and ribavirin on CD81 expression levels on
CD19" B cells in patients with chronic HCV infection and
their relationship with virological outcome. Combined
antiviral treatment increased CD81 expression on CD19*
B cells, and this increase was maintained 24 weeks after
the treatment was completed. On the other hand, with
respect to virological outcome, no different dynamics of
CD81 expression levels on B cells were observed
throughout the treatment period. Kronenberger et al. [16]
reported a transient increase in CD81 levels with maxi-
mum expression at week 12, with comparable dynamics
throughout treatment between SVR and NR patients,
which supports our results. However, other authors de-
scribed a decrease in expression levels of CD81 on B cells
in responder patients and invariable expression levels in
NR patients during antiviral treatment [11,15]. The rea-
sons for these discrepancies might be the use of fresh or
frozen PBMC, a different phenotype of B-cell definition and
the different number and clinical characteristics of the
patients studied.

One of the major findings of this study was that at base-
line, NR patients had significantly higher expression levels of
CDS81 on CD19* B cells than SVR patients. Early NR,
excluding relapsed patients, also had higher expression levels
on CD19" B lymphocytes than SVR patients. However, these
differences were not statistically significant, probably
because of the low number of early NR patients. These
results suggest that CD81 expression on B cells could play a
role in antiviral treatment response, although other studies
did not report similar results at baseline [11,15,16]. In this
study, the trend towards a positive correlation between HCV-
RNA level and CD81 expression levels on CD19" B cells
observed at baseline was consistent with other series [12]
and could explain the higher CD81 expression levels in NR
patients at baseline.

Another lymphocyte subpopulation studied in patients
with HCV infection is the CD4" Treg cells. The percentage
of Tregs in peripheral blood in patients with chronic HCV
infection is either similar [28,36] or increased [37-39]
compared with recovered HCV patients or with healthy
individuals. However, comparison of results among the
different studies is complicated owing to the different phe-
notypical Tregs subpopulation used. Some authors analysed
the total CD4"CD25" T-cell population [37,38], while only
a few groups have examined the most specific marker of
Tregs, FoxP3 [28,36,39], with conflicting results. However,
the recent finding that FoxP3 expression is transiently
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induced upon activation of human CD4" T cells [40] lead
to the search for new markers that would more specifically
define the Tregs subpopulation and differentiate it from
activated CD4" lymphocytes that also express high levels of
CD25. In this context, the finding that human Tregs
express low levels or are negative for CD127, the inter-
leukin-7 receptor, in contrast to other CD4*-nonregulatory
T cells, permitted more specific definition of the Tregs
phenotype [41].

The current study was conducted to assess the effect of
combined antiviral treatment on the percentage of Tregs
(CD4*CD257CD127"°"'"FoxP3* Tregs cells) in patients
with HCV infection and the relationship of Tregs with
therapeutic outcome. The percentage of Tregs increased
both in NR and SVR patients during combined pegIlFN«2a
and ribavirin treatment. This fact might be explained by
the immunomodulatory effects of antiviral therapy. Inter-
estingly, the percentage of Tregs was higher in NR than in
SVR patients before and at 24 weeks post-treatment and in
early NR than in SVR patients at baseline, thereby sug-
gesting a possible role of Tregs in virological response to
combined antiviral treatment. To our knowledge, only one
longitudinal study has examined the effect of combined
antiviral treatment in Tregs frequency, finding no differ-
ences on the percentage of Tregs before, during or after
treatment or between NR and SVR patients [28]. Tregs
were phenotypically characterized by CD4*CD25"#" T cells
expressing FoxP3, whereas in the current study, as speci-
fied above, Tregs were defined by the percentage of
CD4*CD25%CD127"°""FoxP3" cells. This fact could ex-
plain the different results obtained between the two longi-
tudinal studies. We analysed the correlation between
baseline Tregs levels and baseline viral load. Conflicting
results have been reported in the literature, with a positive
correlation in some studies [37] and no correlation in
others [28,36]. In this study, no correlation was found at
baseline, probably because of the low number of patients
studied. However, NR patients had a higher viral load and
a higher the percentage of Tregs than the SVR group at
baseline.

In relation to Tregs, it could be argued that functional as-
says were not performed to test differences in Tregs’ function
between NR and SVR patients. Studies of Tregs were under-
taken with cryopreserved cells, and we did not include pro-
liferation and functional assays owing to the inherent
limitations of this technique, particularly with frozen/thawed
PBMC. Furthermore, ex vivo functional studies on Tregs are
not standardized, and correlation with their in vivo function
has not been fully established [42]. A limitation of the current
study was that the patients analysed had different HCV
genotypes, and the duration of combined antiviral treatment
differed, being 24 or 48 weeks depending on HCV genotype.
However, no differences in HCV genotype proportions were
shown between the two groups studied (NR and SVR
patients), thereby allowing for inter-group comparison.

Moreover, patterns of lymphocyte subpopulations during the
treatment and differences in relation to virological outcome
have been analysed in two different HCV genotype groups,
depending on their duration of combined antiviral treatment,
finding similar results between the two groups.

In summary, we describe here different dynamics of
lymphocyte subpopulations during combined antiviral
treatment in chronic patients with HCV infection and in
relation to virological outcome. Our findings concur with
the concept that immunomodulation fluctuates during
antiviral treatment and is not a constant phenomenon
[31]. Moreover, at baseline, NR patients had a higher
percentage of Tregs and higher levels of CD81 expression
on B cells than SVR patients, which would suggest that
these markers might be useful as immunological prognostic
factors for peglFN-o2a and ribavirin treatment response in
chronic HCV infection.
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Summary

Objective One of the side effects of interferon-alpha (IFN-o)
therapy is interferon-induced thyroiditis (IIT). The role of lympho-
cyte subpopulations in IIT remains to be defined. The aim of this
study was to assess different peripheral blood lymphocyte subpop-
ulations, mainly CD4"CD25"CD127low/-FoxP3" regulatory T cells
(Tregs), in patients with chronic hepatitis C virus (HCV) infection
who developed IIT.

Design, patients and methods From 120 patients with chronic
HCV who started antiviral treatment, those who developed IIT
(IIT patients) were selected and compared with patients who did
not develop IIT (Co-HCV). Peripheral blood mononuclear cells
were obtained before treatment (BT), mid-treatment (MT), end of
treatment (ET), 24 weeks post-treatment (PT) and at appearance
of IIT (TT).

Results Eleven patients developed IIT: three Hashimoto’s thy-
roiditis, one Graves’disease, one positive antithyroidal antibodies,
one nonautoimmune hypothyroidism and five destructive thyroid-
itis. During antiviral treatment, an increase in CD8" and in Tregs
was observed in both groups. A decrease in CD3", CD19" and NKT
lymphocyte subpopulations was also observed (all P < 0-05). How-
ever, no changes were observed in the percentage of CD4",
CD3"y8" and iNKT lymphocytes, Th1/Th2 balance and Bcl2
expression on B cells when BT was compared with ET. At the
appearance of IIT (TT), IIT patients had a higher Thl response
(CCR5'CCR77) (P <0-01) and a higher Tregs percentage
(P < 0:05) than Co-HCV.
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Conclusions Our results point to the immunomodulatory effects
of IFN-a on different lymphocyte subpopulations and a possible
role of Thl response and Tregs in patients with HCV who devel-
oped IIT.

(Received 18 January 2011; returned for revision 27 April 2011;
finally revised 11 May 2011; accepted 16 May 2011)

Introduction

Autoimmune thyroid disease (AITD) is the most common organ-
specific autoimmune disorder, affecting 1-2% of the population.'
The aetiology of AITD remains unclear, although patient suscepti-
bility to it appears to be multifactorial, including genetic*> and
environmental factors, and medications such as interferon-alpha
(IFN-0).>* Interferon-o. is a cytokine with immunomodulatory
activity used as a therapeutic agent in current therapy for chronic
hepatitis C virus (HCV) infection consisting of pegylated inter-
feron-alpha (pegIFN-a) and ribavirin (RBV).?> One of the common-
est side effects of IFN-o therapy is thyroid disease. Prior to the
recent description of interferon-induced thyroiditis (IIT),® several
studies had reported a high incidence of thyroid disease, occurring
in 1-9-40% of patients treated with IFN-o.”®

Interferon-a exerts different immune effects, including switch of
the immune response to a T-helper (Th) 1 pattern® and enhanced
activity of T and B lymphocytes, macrophages and natural killer
(NK) cells.'®"! Interferon-o also upregulates the expression of B-cell
lymphoma 2 (Bcl-2), an apoptosis regulator protein.'? It has been
proposed that IIT could be induced by both immune stimulatory
effects and direct thyroid toxic effects of IFN-o0 combined with a
genetic predisposition;* however, few studies have analysed
immune responses in patients with chronic HCV infection and IIT
during antiviral treatment.'> RBV is a synthetic guanosine analogue
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that exerts immunomodulatory effects by inducing Th1 cytokines
in the immune response, suggesting that this drug, as well as IFN-a,
could trigger autoimmune phenomena in predisposed patients."*

In recent years, regulatory T cells (Tregs) have been shown to
play an important role in the maintenance of peripheral self-toler-
ance.'””> CD4"-Tregs can be identified by CD25 (interleukin-2
receptor alpha chain) expression'® and low or absent CD127 (inter-
leukin-7 receptor alpha chain) expression.'” The key marker of
Tregs is currently the expression of the forkhead/winged helix fam-
ily transcription factor gene (FoxP3).'®

Several authors have suggested that Tregs may play a role in
AITDY2%; however, their role in relation to IIT development
remains to be determined. Our group recently described an increase
in Tregs percentage during pegIFN-o and RBV treatment in patients
with chronic HCV.*® In this regard, we hypothesized that Tregs
could play an important role in IIT. Therefore, the aim of this study
was to assess different lymphocyte subpopulations, mainly Tregs
defined as CD4"CD25"CD127"°""FoxP3", in patients with chronic
HCV infection who developed IIT during treatment and evaluate
their possible involvement in the appearance of this disease.

Subjects and methods

Subjects

We studied 120 treatment-naive patients with chronic HCV infec-
tion receiving antiviral treatment, consisting of pegIFN-o02a and
RBV, and selected those who developed IIT. The study group (IIT
patients) included 11 patients with chronic HCV infection who
developed thyroid disease. Eleven age- and sex-matched subjects
with chronic HCV infection who did not develop thyroid disease
served as control group (Co-HCV). No patient of previous studies
was evaluated in this study. All patients were without thyroid dis-
ease, defined as normal thyroid function and negative thyroid anti-
bodies, prior to the antiviral treatment. Familiar predisposition to
thyroid disease was not investigated.

Diagnosis of chronic HCV infection was based on the presence
of HCV-RNA for more than 6 months and positive anti-HCV anti-
bodies measured by a third-generation enzyme immunoassay
(Vitros ECI®; Ortho-Clinical Diagnostics, Rochester, NY, USA).
All patients were negative for hepatitis B surface antigen and anti-
bodies to the human immunodeficiency viruses types 1 and 2.
Those with liver disease of different aetiology, consumption of
more than 20 g/day alcohol, viruses and past or present intrave-
nous drug abuse were excluded. Patients were recruited from the
outpatient clinic of the Department of Gastroenterology and Liver
Unit of the University Hospital Germans Trias i Pujol (Badalona,
Spain). The study was approved by the local Ethics Committee,
and written informed consent was obtained from all patients.

Antiviral treatment, HCV quantification, genotyping and
definition of response to therapy

Patients with HCV genotypes 1 or 4 received 180 pg once weekly of
peglFN-02a (Pegasys™; Hoffman-La Roche, Basel, Switzerland)
combined with 1000-1200 mg daily of RBV (Copegus”®; Hoffman-

La Roche) for 48 weeks. Patients with HCV genotypes 2 or 3
received 180 pg once weekly of pegIlFN-02a combined with
800 mg daily of RBV for 24 weeks.

Serum HCV-RNA concentration was measured by real-time
PCR (Abbott RealTime HCV®, Champaign, IL, USA; limits of
HCV-RNA titres were 30-10° IU/ml). HCV genotyping was
assayed using a commercial assay (Abbott RealTime HCV Geno-
type 11®). Sustained virological response (SVR) was defined as
undetectable HCV-RNA in serum at 24 weeks post-treatment (PT).

Stage of liver disease

Liver biopsy was performed in 57% of patients with genotype 1 or
4. However, the APRI index** was calculated in all the patients of
the study to know the degree of liver fibrosis before receiving com-
bined antiviral treatment.

Detection of interferon-induced thyroiditis

Thyroid function [serum thyrotrophin (TSH), free thyroxine
(FT4) and total 3, 5, 3’-triiodothyronine (TT3)] and autoantibod-
ies [serum thyroglobulin (TgAb), thyroperoxidase (TPOAb) and
TSH receptor antibodies (TSHRAD)] were evaluated at baseline
and every 4-6 weeks until the end of treatment (ET) and once
24 weeks PT. Serum TSH, FT4 and TT3 were measured by an auto-
mated chemoluminescence immunoassay with a Modular Analyt-
ics E-170 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA). Serum TgAb
and TPOAb were measured by DPC Immulite® (Siemens, Deerf-
iels, IL, USA); and TSHRAD by Tasontrab® e. 3rd generation (Iason,
Graz-Seiersberg, Austria). Normal ranges are shown in Table 1.
Nonorgan-specific autoimmunity was not evaluated.

Patients developing IIT (11 cases) were selected on the basis of
appearance of thyroid autoantibodies and/or thyroid dysfunction.
A thyroid radioactive iodine uptake scan (RAIU) was performed in
patients with suppressed TSH. IIT included Hashimoto’s thyroid-
itis (HT) defined as hypothyroidism or the presence of TgAb and/
or TPOADb; Graves’ disease (GD) defined as hyperthyroidism with
positive. TSHRADb and diffusely increased thyroid RAIU; and
destructive thyroiditis defined as thyrotoxicosis with negative TSH-
RAb and low thyroid RAIU.

Flow cytometry analysis

Immunological studies were performed at baseline before treat-
ment (BT), mid-treatment (MT), ET, 24 weeks PT and at appear-
ance of IIT (TT), and results were compared between the groups at
each point. Immunological evaluations at TT were made on frozen
samples acquired at the appearance of IIT in IIT patients and com-
pared with frozen samples acquired at MT (3—6 months of antiviral
treatment) in Co-HCV. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) were isolated by Ficoll-Hypaque gradient centrifugation
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA), cryopreserved in
90% FCS and 10% DMSO and kept in liquid nitrogen until use.
PBMC were stained after thawing following standard protocols.
Cells were stained with surface molecules with several combina-
tions of the following monoclonal antibodies: CD3-phycoerythrin
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Table 1. Baseline patient characteristics
IIT Co-HCV
n 11 11 NS
Sex (M/F) 5/6 5/6 NS
Age (years, mean + SD) 42-73 + 125 4273 + 12:56 NS
ALT (U/l, mean + SD, nr: 5-33) 8635 + 62:81 62:36 £ 2576 NS
HCV genotypes (1 or 4/2 or 3) 9/2 6/5 NS
HCV-RNA [IU/ml, median (p25-p75)] 700 000 700 000 NS
(389 999-1 710 000) (436 000-3 751 670)

APRI index (mean + SD) 0-81 £ 0-37 0-64 + 0-34 NS
Response to antiviral treatment (NR/SVR) ~ 3/8 4/7 NS
TSH (mu.int/l, mean + SD, nr: 0-27—4-2) 2:14 + 095 1-:8 + 1:05 NS
FT4 (ng/dl, mean + SD, nr: 0-82-1-77) 122 £ 0-20 1-15 + 0-25 NS
TT3 (ng/ml, mean + SD, nr: 0-8-2) 1-55 + 0-30 1-68 + 0-31 NS
Positive baseline TgAb (%, nr: 0—40) 0 0 NS
Positive baseline TPOAD (%, nr: 0-35) 0 0 NS
Positive baseline TSHRAD (%, nr: 0-0-7) 0 0 NS

IIT, interferon-induced thyroiditis patients; Co-HCV, control subjects with chronic hepatitis C virus
infection; NS, not significant; HCV, hepatitis C virus infection; nr: normal range; NR, nonresponders
patients; SVR, sustained virological response patients; TSH, thyrotrophin; FT4, free thyroxine; TT3,
total triiodothyronine; TgAb, thyroglobulin antibodies; TPOADb, thyroperoxidase antibodies;
TSHRAD, thyrotrophin receptor antibodies.

cychrome (PECy5), CD4-allophycocyanin (APC), CD8-fluorescein
isothiocyanate (FITC), invariant NKT (iNKT)-phycoerythrin
(PE), CD19-PECy5, CD4-FITC, CCR7-PE, CCR5-PECy5, CRTH2-
APC, CD3-FITC, CD16/56-PE and CD3"-gamma/delta (y3)-APC
[all from Becton Dickinson (BD) Biosciences, San José, CA, USA]
for 30 min at 4 °C and protected from light. After incubation,
cells were washed and resuspended in flow cytometry staining
buffer.

Tregs (CD4"CD25"CD127"°""FoxP3") staining was performed
as follows: cells were stained with CD4-APC, CD127-PE and
CD25-PECy5 for 30 min at 4 °C. After incubation, cells were
washed and fixed/permeabilized (fixation/permeabilization buffer;
eBiosciences Inc., San Diego, CA, USA) for 45 min in the dark and
washed twice with permeabilization buffer (eBiosciences Inc.).
After centrifugation, a blocking step was performed with 2% nor-
mal rat serum in a permeabilization buffer, at 4 °C for 15 min after
which, 20 pl of FITC-conjugated anti-human FoxP3 antibody
(PCH101; eBiosciences) or isotype control was added and incu-
bated for 45 min at 4 °C in the dark. Cells were then washed twice
in permeabilization buffer and resuspended in flow cytometry
staining buffer.

Cytoplasmic staining of Bcl-2 on CD19" B lymphocytes was per-
formed in a similar manner to FoxP3" staining, i.e. after surface
staining of CD19™ cells, cells were fixed/permeabilized, stained with
Bcl-2 or isotype control and incubated for 45 min at 4 °C in the
dark. Cells were then washed twice in permeabilization buffer and
resuspended in flow cytometry staining buffer.

Samples were acquired in a four-colour multiparameter flow
cytometer (FACScalibur®; BD Biosciences). The percentage of
CD3", CD4", CD8", NK (CD37CD16/56"), NKT (CD3"CD16/
56%), iNKT, CD3*y8*, CD19%, CCR5*CCR7~, CRTh2"CCR7~
and Tregs (CD4"CD25"CD127'°""FoxP3") (Fig. 1) lymphocyte
subpopulations as well as median fluorescence intensity (MFI) of
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Bcl-2 on CD19" B lymphocytes were studied. Data were analysed
with CellQuest software® (BD Biosciences). All samples of the
longitudinal study of each patient were processed in the same
experiment by the same blinded researcher to avoid interassay var-
iability.

Statistical analysis

Quantitative results were expressed as mean = SD or medians
(interquartile range). Because of the small sample size, only non-
parametric tests were used. Differences between groups were
tested by the nonparametric Mann—Whitney U test. Pairwise
comparisons were based on the signed rank test. Qualitative
results were expressed as proportions, and differences between
1T and Co-HCV groups of patients were tested by the chi-
square test. Relationships between independent variables were
tested by a logistic regression test. Two-tailed P values of 0-05 or
less were considered to be statistically significant. All statistical
analyses were performed using the Statistical Package for Social
Sciences (spss/Windows version 12.0; SPSS Inc, Chicago, IL,
USA) and the software program GraphPad Prism (4.0b version;
GraphPad, La Jolla, CA, USA).

Results

Patient characteristics

Baseline clinical characteristics of the two groups studied are shown
in Table 1. Eleven patients developed IIT (9:16%). Individual hor-
monal, immunological and thyroid RAIU data of IIT patients at
the appearance of thyroid disease are shown in Table 2. Thyroid
disease appeared during the first 6 months of antiviral treatment in
most IIT patients. Five of the 11 IIT patients presented HT: three
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Fig. 1 Flow cytometry analysis of peripheral blood regulatory T cells (CD4"CD25"CD127'°*"FoxP3") (Tregs) from a representative patient who developed
destructive thyroiditis. (1-1) Baseline flow cytometry analysis of peripheral blood Tregs from a representative patient who developed destructive thyroiditis.
Cells were stained with anti-CD4-allophycocyanin, FoxP3-fluorescein isothiocyanate, CD127-PE and CD25-PE Cy5 as specified in Subjects and methods. For
the flow cytometry analysis, the lymphocyte subpopulation from peripheral blood cells on the basis of forward scatter (FSC) and side scatter (SSC) was
selected (R1, 1-1.a). CD4" lymphocytes were gated from R1 by positive staining of CD4" cells and SSC gated (R2, 1-1.b). From CD4" cells (R1+R2), those that
were FoxP3" were selected (R3, 1-1.c). From CD4*FoxP3" cells (R1 + R2 + R3), those that were CD127'°"'~ and CD25" were selected (Tregs, R4, 1-1.d). (1-2)
Flow cytometry analysis of peripheral blood Tregs from the same representative patient at the appearance of destructive thyroiditis. Tregs percentage is speci-

fiedin (1-1.d) and (1-2.d), respectively.

Table 2. Characteristics of patients at the appearance of interferon-induced thyroiditis

Sex (M/F) Age (years) Time (month) TSH (mu.int/l) FT4 (ng/dl) TT3 (ng/ml) TgAb (IU/ml) TPOAD (IU/ml) TSHRAD (U/l) Thyroid RAIU

1 F 63 6 49-90 0-30
2 F 48 3 2512 0-36
3 M 36 6 7539 0-32
4 F 41 12 0-01 137
5 F 60 7 3:66 131
6 F 42 5 30:00 073
7 M 32 3 0-06 1-42
8 F 56 6 0-12 125
9 M 34 7 0-01 2:28
10 M 33 5 0-01 291
11 M 25 3 0-03 2:96

0-40
0-97
0-50
1-82
1-68
0-96
156
1-88
1-82
2:50
2:53

163419 59034 0 -
198 1000 0 -
3000 102 0 -
376 1215 40-14 T
54-30 104-43 0 -
0 0 0 -
0 0 0 \
0 376 0 U
0 0 0 d
6720 4040 0 l
3000 16:50 0 l

M, male; F, female; TSH, thyrotrophin; FT4, free thyroxine; TT3, total triiodothyronine; TgAb, thyroglobulin antibody titres; TPOAb, thyroperoxidase anti-
body titres; TSHRADb, thyrotrophin receptor antibody titres; Thyroid RAIU, thyroid radioactive iodine uptake scan; IIT, interferon-induced thyroiditis.

with clinical hypothyroidism and positive TgAb and TPOADb, one
with clinical hypothyroidism with negative TgAb and TPOAD and
one with positive TgAb and TPOAb with a euthyroidal function;
one presented GD with subclinical hyperthyroidism, positive TSH-
RADb and an increased thyroid RAIU, and five presented destructive
thyroiditis with thyrotoxicosis, negative TSHRAb and a low
thyroid RAIU.

The four patients with hypothyroidism required therapy with
levothyroxine that continued at PT. All patients with destructive
thyroiditis developed hypothyroidism during antiviral treatment
and required therapy with levothyroxine that continued at PT. The
patient with Graves’ disease required antithyroid drugs that contin-

ued at PT, and the patient with positive thyroid antibodies per-
sisted with a normal thyroid function.

To study whether the duration of treatment was a determining
factor in the IIT development, a binary logistic regression analysis
with IIT appearance as a dependent variable and the duration of
antiviral treatment as an independent variable was performed. The
duration of treatment was not related to the IIT appearance
(P = 0-181). Inrelation to the correlation between the appearance of
IIT and the response to antiviral treatment, a binary logistic regres-
sion analysis with SVR as a dependent variable and IIT appearance as
an independent variable was performed. The response to antiviral
treatment was not related to the development of IIT (P = 0-666).
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Fig. 2 Lymphocyte subpopulations throughout
antiviral treatment in relation to II'T development.
(a) CD3" lymphocytes. (b) CD3*gamma-delta*
(CD3%y8") lymphocytes. (c) CD4" lymphocytes.
(d) CD8" lymphocytes. (e) CD19" B lymphocytes.
(f) B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) expression levels in
CD19" B lymphocytes. (g) Natural killer (NK) lym-
phocytes (CD37CD16/56"). (h) Natural killer T
(NKT) lymphocytes (CD3"CD16/56"). (i) Invari-
ant NKT (iNKT) lymphocytes. BT, before treat-
ment; MT, mid-treatment; ET, end of treatment;
PT, 24 weeks post-treatment; MFI, mean fluores-
cence intensity; IIT patients, interferon-induced
thyroiditis patients; Co-HCV, control subjects with
chronic hepatitis C virus infection; *P < 0-05 com-
pared with BT; °P < 005 compared with ET.
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The dynamics of lymphocyte subpopulations studied during the

combined antiviral treatment in the two groups are depicted in
Fig. 2. A statistically significant decrease in CD19", NKT and CD3"
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ET PT

lymphocyte subpopulations was observed in IIT and Co-HCV
groups during treatment (BT vs ET). The dynamics of these lym-
phocyte subpopulations differed at PT compared with ET. While
CD19" lymphocytes significantly increased at PT compared with
ET, the NKT lymphocyte subpopulation remained low at PT com-
pared with ET in both IIT and Co-HCV groups. In IIT patients,
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CD3" lymphocyte subpopulation significantly increased at PT
compared with ET, while in Co-HCV remained unchanged.
Moreover, the dynamics of the CD8" lymphocyte subpopulation
differed, with a significant increase during the treatment (BT vs
ET) and with no changes at PT compared with ET in either group.
The NK lymphocyte subpopulation percentage did not change dur-
ing the treatment (BT vs ET) but significantly decreased at PT
compared with ET in both groups. On the other hand, no changes
were observed in CD4", CD3'y8" and iNKT lymphocyte
subpopulations or in Bcl2 expression on CD19* B lymphocytes
during the treatment (BT vs ET) and at PT compared with ET.

IIT did not induce changes in the different lymphocyte
subpopulations studied

Differences in relation to CD3", CD4", CD8", CD3y8", CD19",
NK, NKT, iNKT lymphocyte subpopulations and Bcl-2 expression
levels on CD19" B lymphocytes between IIT and Co-HCV groups
during treatment and at PT were assessed. When the two groups
were compared at BT, MT, ET, PT and TT, no differences were
observed in the percentages of these lymphocyte subpopulations
(data not shown).

An increase in Th1 response (CCR5*CCR7~) was observed in
IIT patients

The effect of combined antiviral treatment on Th1/Th2 balance,
measured by CCR5"CCR7” (Th1) and CRTh2"CCR7~ (Th2) cell
percentages, was assessed in both the groups (Fig. 3). A similar pat-
tern was observed in the IIT and Co-HCV groups. Thus, no

changes in CCR5*CCR7"~ percentage were observed during treat-
ment (BT vs ET) in the two groups, although a significant decrease
was observed at PT compared with ET in IIT (ET: 2921 + 13-31%
vs PT: 2073 + 13:81%; P < 0:05) and Co-HCV groups (ET:
16:90 £ 10-96% vs PT: 1144 + 6:83%; P < 0-05) (Fig. 3a). No sig-
nificant differences were observed in CRTh2"CCR7~ percentage
either during treatment (BT vs ET) or at PT compared with ET in
both groups studied. However, a significant increase in
CRTh2"CCR7™ percentage in IIT patients was observed at MT
compared with BT (BT: 533 + 2:56% vs 6:05 + 2:95%; P < 0-05)
(Fig. 3b).

Subsequently, both groups were compared at BT, MT, ET, PT
and TT. The IIT patients showed a significantly higher
CCR5'CCR?7™ percentage than Co-HCV at the appearance of thy-
roid disease (TT) (IIT: 32:64 + 9-15% vs Co-HCV: 19:6 + 10-95%;
P =0008) (Fig. 3c). No significant differences were observed
between the groups at BT (IIT: 25-38 + 10-86% vs Co-HCV:
1838 + 112%; P =NS), MT (IIT: 298 + 10% vs Co-HCV:
19:6 £ 10-95%; P = NS), ET (IIT: 2921 £ 13-31% vs Co-HCV:
169 + 10-96%; P = NS) and PT (IIT: 2073 + 13:82% vs Co-HCV:
11-44 + 6:83%; P = NS), although CCR5"CCR7~ percentage was
higher in IIT patients than in the Co-HCV group at each time point
studied.

No significant differences were observed in CRTh2*CCR7™ per-
centage between the two groups at BT (IIT: 5:33 + 2:56% vs Co-
HCV: 452 + 2:88%; P = NS), MT (IIT: 578 £+ 1:90% vs Co-HCV:
3-31 £ 1-47%; P =NS), ET (IT: 605+ 2:95% vs Co-HCV:
408 + 2:29%; P =NS), PT (IIT: 416 + 2:28% vs Co-HCV:
3:09 £ 1-24%; P = NS) and TT (IIT: 5:80 + 3:06% vs Co-HCV:
408 £ 2:29%; P = NS).
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The percentage of requlatory T cells was higher in IIT
patients

The effect of the combined antiviral treatment on Tregs percentage
in the two groups is presented in Fig. 4. A significant increase in
Tregs percentage during treatment was observed in both IIT
patients and Co-HCV. At PT, the Tregs percentage decreased in
comparison with at ET in both the groups, although differences
were only statistically significant in Co-HCV group.

Comparison of IIT vs Co-HCV at BT, MT, ET, PT and TT
showed that IIT patients had a significantly higher percentage of
Tregs at the appearance of IIT (TT) (IIT: 542 + 2:16% vs Co-
HCV: 3:79 + 1:33%; P = 0-:04) (Fig. 4). The Tregs percentage was
also higher in IIT compared with Co-HCV at BT (IIT:
320 + 1-19% vs Co-HCV: 282 + 1:24%), MT (IIT: 499 + 2:41%
vs Co-HCV: 379 + 1:33%), ET (IIT: 54 + 2:07% vs Co-HCV:
502 £ 1'73%) and PT (IIT: 444 + 129% Co-HCV:
3-87 + 1-45%), although the differences were not statistically sig-

vs

nificant.

Effect of combined antiviral treatment on lymphocyte
subpopulations in the different types of lIT patients

The effect of antiviral treatment on lymphocyte subpopulations
studied was similar, independently whether the patient had HT,
GD or destructive thyroiditis (data not shown). However, the low
number of patients did not allow investigating whether differences
in immune response may occur among different types of IIT.

Discussion

In this prospective study, we assessed the dynamics of different
lymphocyte subpopulations in 11 HCV-infected patients who
developed IIT during antiviral treatment with pegIFN-o and RBV
and at 24 weeks of follow-up from a population of 120 patients
with HCV. The percentage of IIT development in our study was
9-16%, similar to the prevalence described previously.”®

9-12

The effects of IFN-o on the immune system™ - and dynamics of

different lymphocyte subpopulations in patients with HCV during

23,25

IFN-o treatment have been reported in several studies.

541

However, data on studies of lymphocyte subpopulations related to
IIT development are scant.'” In the present study, the dynamics of
innate and acquired immune subpopulations throughout antiviral
treatment in patients with HCV who developed IIT were analysed.
No differences were observed in CD3", CD4", CD8", CDI19",
CD3*y8", NK, NKT or iNKT cells between IIT patients and Co-
HCV, probably due to immunomodulatory effects of IFN-o. It has
been reported that IFN-a also upregulates the expression of Bcl-2
by interfering with apoptosis'* and that an inappropriate expres-
sion of Bcl-2 is a recognized cause of the development of autoanti-
bodies.?® In this respect, no differences in Bcl-2 expression in B
cells were observed between IIT patients and Co-HCV in the pres-
ent study, probably due to the heterogeneity of IIT.

The main effect of IFN-o on the immune system is the increase
in cell toxicity, sustained by suppression of Th2 and an increase in
Th1 immune response.”'*?” As a predominance of Th1 activity has
been demonstrated in organ-specific autoimmune diseases,”>*’
one hypothesis is that organ-specific autoimmunity triggered by
IFN-0, including thyroid autoimmunity,”® may be attributed to an
imbalance towards a T-helper 1-mediated response. RBV also
exerts immunomodulatory effects by inducing Th1 cytokines in the
immune response.14 However, the addition of RBV to IFN-a ther-
apy in patients with chronic HCV infection does not modify the
thyroid autoantibody pattern but increases the risk of developing
hypothyroidism.>" In our study, combined antiviral treatment
increased, although not significantly, the Thl response during
treatment in both IIT and Co-HCV groups. Interestingly, IIT
patients presented a higher Thl response than Co-HCV at each
point studied, although differences were only significant at the
appearance of IIT (TT). On the other hand, Th2 response did not
change during antiviral treatment and at PT in either group, except
for an increase in Th2 response during the first months of treat-
ment in IIT patients, as described by Mazziotti et al,b? although a
different approach was used in the present study.”?

Another lymphocyte subpopulation that could be implicated in
IIT appearance is Tregs cells. Several reports identified a close asso-
ciation between the pathogenesis of autoimmune diseases, includ-
ing AITD, and Tregs.'*>"** However, to our knowledge, there are
no previous reports on Tregs in IIT patients. Recently, our group
described a significant increase in Tregs percentage in patients with

(a) (b)
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Fig. 4 Tregs percentage in relation to IIT develop- _i 9\';; 79 a % % 7 1
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. . o
treatment in relation to IIT development. (b) Tregs 8 o 54 /}/ I ! 8 2 54
+ prtas +
percentage at the appearance of II'T (TT). BT, & E 44 I/ kT a I Q ';_'3 4
before treatment; MT, mid-treatment; ET, end of ?) 31 i " a a,b ?) 31
treatment; PT, 24 weeks post-treatment; TT, S 29 2 21
appearance of interferon-induced thyroiditis; IIT, o 19 ° 19
. r e . e 0 0
1ntetrfeionb1.ndtucei }tlh};:md{tl; patlsits,CCQ HCV, BT MT ET PT
control subjects with chronic hepatitis C virus .
infection; *P < 0-05 compared with BT; °P < 0-05 c IIT patients
compared with ET. e A Co-HCV
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chronic HCV during antiviral treatment with a decrease at
24 weeks PT compared with the ET.*> In our study, both IIT
patients and HCV controls presented a similar pattern of Tregs
during treatment and PT, which might be explained by the immu-
nomodulatory effects of antiviral therapy.

Currently, the key marker of Tregs is FoxP3 expression.'” Since
the recent discovery that FoxP3 expression is transiently induced
upon activation of human CD4" T cells,” the finding that
human Tregs express low levels or are negative for CD127, the
interleukin-7 receptor, permits more specific definition of the
Tregs phenotype.”® In the present study, Tregs were defined as
CD4"CD25"CD127°""FoxP3" cells. Interestingly, IIT patients
showed a higher Tregs percentage than HCV controls throughout
the study, although differences were only significant at TT. These
results are in line with the increased Tregs observed in AITD by
Marazuela et al.,"® although they have not been confirmed by oth-

20,21
ers,

suggesting that Tregs could be present in AITD in an ade-
quate or increased number but their function could be deficient."
In relation to Tregs, it could be argued that functional assays were
not performed to test differences in Tregs function between IIT
patients and Co-HCV. Studies on Tregs were undertaken with
cryopreserved cells, and we did not include proliferation and func-
tional assays owing to the inherent limitations of this technique,
particularly with frozen/thawed PBMC. Furthermore, ex vivo func-
tional studies on Tregs are not standardized, and correlation with
their in vivo function has not been fully established.*®

We did not analyse lymphocyte subpopulations in thyroid tissue
owing to the absence of goitre in all IIT patients and the resulting
impossibility to realize a thyroid fine-needle aspiration. Therefore,
the analysis of peripheral lymphocytes could be the easiest way to
study the immunological status of these patients. Further studies
will be needed to clarify the exact role of peripheral lymphocytes in
IIT patients and whether they could provide a reliable marker of
thyroid immune involvement.

In the literature, data regarding the correlation between the
appearance of thyroid autoimmunity and the response to antiviral
treatment are controversial.>”*® In relation to this issue, in our
study, the response to antiviral treatment was not related to the
development of IIT.

A limitation of our study was that the duration of antiviral treat-
ment differed among patients included in the study owing to HCV
genotype. However, no differences in HCV genotype proportions
were shown between the two groups, thereby allowing for inter-
group comparison. Indeed, the duration of treatment was not
related to the IIT appearance. Another weakness of our study was
the limited number of patients, although it is clear that there are
difficulties in the availability of patients for prospective studies of
this nature, which did not allow investigating whether differences
in immune response may occur between patients with different
type of IIT.

In summary, we describe the different dynamics of lymphocyte
subpopulations in patients with HCV who developed IIT during
combined antiviral treatment. IIT patients showed a higher Thl
response than Co-HCV controls, similar to findings described previ-
ously."* Indeed, this is the first study to analyse Tregs in patients with
chronic HCV who develop IIT during antiviral treatment, and a

higher Tregs percentage was found in IIT patients than in Co-HCV.
Although the precise role of Tregs in IIT development remains to be
determined, our data suggest that the compensatory increase in
Tregs does not prevent the development of IIT. Furthermore, it is
likely that Tregs analysis could provide complementary information
to assess IIT development in patients with chronic HCV.
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Summary

Context One of the side effects of interferon-alpha therapy is
interferon-induced thyroiditis (IIT). The role of lymphocyte sub-
populations in IIT melanoma patients remains to be defined.
Objective Our objective was to assess different peripheral blood
lymphocyte subpopulations, mainly regulatory T cells (Tregs), in
melanoma patients who developed IIT.

Design, patients and methods From 30 melanoma patients
receiving high-dose interferon (HDI)-alpha 2b (IFN-02b) treat-
ment, those who developed IIT (IIT patients) were selected and
compared with patients who did not develop IIT (Co-MM) and
healthy controls (Co-H). Peripheral blood mononuclear cells
were obtained before treatment (BT), mid-treatment (MT), end
of treatment (ET), 24 weeks post-treatment and at appearance
of ITT (TT).

Results Nine patients developed IIT (30%): four Hashimoto’s
thyroiditis and five destructive thyroiditis. An increase in Tregs
was observed in both melanoma groups during HDI treatment.
A decrease in CD3", NKT lymphocyte subpopulations and Bcl2
expression on B cells was also observed in both groups. How-
ever, no changes were observed in the percentage of CD4",
CD8", CD3%yd", CD19", transitional B cells (CD24"s"CD3gMsh
CD19°CD27"), natural killer (NK), invariant NKT (iNKT) lym-
phocytes and Th1/Th2 balance when BT was compared with ET.
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At TT, IIT patients had a higher Tregs percentage than Co-MM
(P =10-012) and Co-H (P = 0-004), a higher iNKT percentage
than Co-MM (P = 0-011), a higher transitional B cells percentage
than Co-H (P = 0-015), a lower CD3" percentage than Co-H
(P =0-001) and a lower Bcl2 expression on B cells than Co-H
(P < 0-001).

Conclusions Our results point to the immunomodulatory
effects of IFN-a on different lymphocyte subpopulations and a
possible role of Tregs in melanoma patients who developed IIT.

(Received 23 April 2012; returned for revision 3 June 2012; finally
revised 16 July 2012; accepted 1 September 2012)

Introduction

High-dose interferon (HDI)-alpha2b (IFN-02b) is the only
FDA-approved adjuvant therapy for patients with a high risk of
recurrence of melanoma. Numerous studies have suggested that
the mechanism of action of IFN-¢2b in melanoma is due to its
= Interferon-o. (IFN-u)
different immune effects, including a switch of the immune

immunomodulatory activity. exerts
response to a T-helper (Th) 1 pattern® and enhanced activity of
T and B lymphocytes, macrophages and natural killer (NK)
cells.>® Interferon-o also up-regulates the expression of B-cell
lymphoma 2 (Bcl-2), an apoptosis regulator protein.” One of the
most common side effects of IFN-o therapy is thyroid disease,
which has been mainly studied in patients with chronic hepatitis
C virus (HCV) infection. In this sense, the term interferon-
induced thyroiditis (IIT) has recently been established.® To our
knowledge, few studies have described thyroid disease induced

by IFN-o in melanoma patients,”'"!

occurring in 14-9-37-8%
of the patients, and, to date, no study has analysed immune

responses in IIT melanoma patients during IFN-o2b treatment.
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In recent years, regulatory T cells (Tregs) have been shown to
play an important role in the maintenance of peripheral self-
tolerance.'” The key marker of Tregs is currently the expression
of the forkhead/winged helix family transcription factor gene
(FOXP3)." Several authors have studied Tregs in patients with
autoimmune thyroid disease (AITD)."*'® Our group described
an increase in Tregs percentage in patients with chronic HCV
infection who developed IIT during pegIFN-o2a and ribavirin
treatment.'” Due to the description of HCV infection itself as a
risk factor for the development of thyroiditis,18 the aim of this
study was to assess different lymphocyte subpopulations, mainly
Tregs, in patients with melanoma and without HCV infection
who developed IIT during IFN-02b treatment and evaluate their
possible involvement in the appearance of this disease.

Subjects and methods

Subjects

We studied 30 high-risk melanoma patients [American Joint
Committee on Cancer (AJCC) stages IIB-C, [IIA-B-C*] who
had completed IFN-02b treatment after surgery, and selected
those who developed IIT. The study group (IIT patients)
included nine patients with melanoma who developed thyroid
disease. Nine age- and sex-matched subjects with melanoma
who did not develop thyroid disease during treatment served
as a melanoma control group (Co-MM) and nine age- and
sex-matched healthy subjects served as a healthy control group
(Co-H). None of the patients had thyroid disease, defined as
normal thyroid function and negative thyroid antibodies, prior
to IFN-02b treatment.

Patients with melanoma were recruited from the outpatient
clinic of the Department of Dermatology of the University Hospital
Germans Trias i Pujol (Badalona, Spain). Exclusion criteria for
IFN-02b treatment were: underlying autoimmune disease, liver
disease, cardiac disease, severe kidney disease, epilepsy, psychiat-
ric illness and depression, HCV infection, positive antibodies to
the human immunodeficiency viruses type 1 and 2 and immu-
nocompromised patients receiving organ transplant. Healthy
control subjects were recruited from healthy medical staff of the
University Hospital Germans Trias i Pujol (Badalona, Spain).
The study was approved by the local Ethics Committee and
written informed consent was obtained from all patients.

Interferon-o2b treatment

Prior to administration of the first dose of IFN-u2b, a normal
blood examination and electrocardiography were required.
Patients with melanoma received HDI regimen consisting in an
induction phase [20 x 10° U/m* intravenous of IFN-a2b
(Intron—A®; Merck & Co.; Inc., Whitehouse Station, NJ, USA)
daily from day 1 to day 5 for four consecutive weeks] and in a
maintenance phase [10 x 10° U/m* subcutaneous of IEN-a2b
(Intron—A®; Merck & Co.; Inc) three times per week for
48 weeks].

Detection of interferon-induced thyroiditis

Thyroid function [serum thyrotropin (TSH), free thyroxine
(FT4) and total 3, 5, 3'-triiodothyronine (TT3)] and autoanti-
bodies [serum thyroglobulin (TgAb), thyroperoxidase (TPOAb)
and TSH receptor antibodies (TSHRADb)] were evaluated at base-
line, and every 4-6 weeks until the end of treatment (ET) and
once at 24 weeks post-treatment (PT). Serum TSH, FT4 and
TT3 were measured by an automated chemoluminiscent immu-
noassay with a Modular Analytics E-170 (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN, USA). Serum TgAb and TPOAb were
measured by DPC Immulite® (Siemens, Deerfiels, IL, USA), and
TSHRAb by Iasontrab® e. 3rd generation (lason, Graz-Seiers-
berg, Austria).

Patients developing IIT (n = 9) were selected on the basis of
the appearance of thyroid autoantibodies and/or thyroid
dysfunction. A thyroid radioactive iodine uptake scan (RAIU)
was performed in patients with suppressed TSH. IIT included
Hashimoto’s thyroiditis (HT), defined as hypothyroidism or the
presence of TgAb and/or TPOAb; Graves™ disease (GD) defined
as hyperthyroidism with positive TSHRAb and diffusely
increased thyroid RAIU; and destructive thyroiditis (DT),
defined as thyrotoxicosis with negative TSHRAD and low thyroid
RAIU.

Flow cytometry analysis

Immunological studies were performed at baseline before treat-
ment (BT), mid-treatment (MT), ET, 24 weeks PT and at
appearance of IIT (TT). Results were compared between both
melanoma groups (IIT, Co-MM) at each point. Immunological
evaluations at TT were made on samples acquired at the appear-
ance of IIT in IIT patients and compared with samples acquired
at MT (24 weeks of HDI treatment) in Co-MM patients.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated and
cryopreserved as previously described.'” Cells were stained with
surface molecules with several combinations of the following
monoclonal antibodies: CD3-phycoerythrin cychrome (PECy5),
CD4-allophycocyanin  (APC), CD8-fluorescein isothiocyanate
(FITC), invariant NKT (iNKT)-phycoerythrin (PE), CDI9-
PECy5, CD4-FITC, CCR7-PE, CCR5-PECy5, CRTh2-APC, CD3-
FITC, CD16/56-PE, CD3"*-gamma/delta (75)-APC, CD24-FITC,
CD38-PE, CD27-APC, [all from Becton Dickinson (BD) Bio-
sciences, San José, CA, USA] for 30 min at 4 °C and protected
from light. After incubation, cells were washed and resuspended
in flow cytometry staining buffer. Tregs (CD4*CD25'CD127"Y
“FoxP3") staining was performed as previously described.'”
Cytoplasmic staining of Bcl-2 on CD19" B lymphocytes was
performed in a similar manner to FoxP3™" staining, that is, after
surface staining of CD19" cells, cells were fixed/permeabilized
and stained with Bcl-2 or isotype control and incubated for
45 min at 4 °C in the dark. Cells were then washed twice in
permeabilization buffer and resuspended in flow cytometry
staining buffer.

Samples were acquired in a four-colour multiparameter flow
cytometer (FACScalibur™; BD Biosciences). The percentage of

© 2012 Blackwell Publishing Ltd
Clinical Endocrinology (2013), 78, 621-628



CD3"%, CD4%, CDs8*, NK
(CD3"CD16/56"), iNKT, CD3%p6*, CDI19", transitional B
cells(CD24"#"CD28"8"CD19"CD277), CD4*CCR5*CCR7,
CD4"CRTh2"CCR7 "~ and Tregs (CD4"CD25"CD127'°" " FoxP3™)
lymphocyte subpopulations as well as median fluorescence inten-
sity (MFI) of Bcl-2 on CD19" B lymphocytes were studied. Data
were analysed with CeLLQUEST software® (BD Biosciences). All

(CD3CD16/56"),  NKT

samples of the longitudinal study of each patient were processed
in the same experiment by the same blinded researcher to avoid
interassay variability.

Statistical analysis

Quantitative results were expressed as mean + SD or medians
(interquartile range). Differences between two groups were
tested by the nonparametric Mann—Whitney U test and among
three groups were tested by the anova test. Pair-wise compari-
sons were based on the Signed Rank test. Differences between
two qualitative variables were tested by the chi-square test.
Two-tailed P values of 0-05 or less were considered to be statisti-
cally significant. All statistical analyses were performed using the
Statistical Package for Social Sciences (spss/Windows version
12.0; SPSS Inc., Chicago IL, USA) and the software program
GRrAPHPAD Prism (4.0b version; GraphPad, La Jolla, CA, USA).

Results

Patient characteristics

Baseline characteristics of the three groups studied (IIT, Co-
MM, Co-H) are shown in Table 1. Nine patients developed IIT
(30%). Individual hormonal, immunological and thyroid RATU
data of IIT patients at the appearance of thyroid disease are

Table 1. Patient characteristics
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shown in Table 2. Thyroid disease appeared during the first
6 months of anti-viral treatment in most IIT patients. Four of
the nine IIT patients presented HT: one with clinical hypothy-
roidism and positive TgAb and TPOADb, one with positive TgAb
and TPOAD with normal thyroid function and two with subclin-
ical hypothyroidism and negative TgAb and TPOAD; and five
presented DT with thyrotoxicosis, negative TSHRAD and a low
thyroid RAIU.

The three patients with hypothyroidism, either clinical or sub-
clinical form, required substitutive levothyroxine therapy that
needed to be continued at PT. All patients with DT developed
hypothyroidism during IFN-02b treatment and required substi-
tutive levothyroxine therapy that needed to be continued at PT.
The patient with positive thyroid autoantibodies persisted with a
normal thyroid function at PT.

The percentage of regulatory T cells was higher in IIT
patients

The effect of IFN-02b treatment on Tregs percentage in the two
melanoma groups (IIT and Co-MM) is presented in Fig. la. A
significant increase in Tregs percentage during treatment and a
significant decrease at PT in comparison with at ET were
observed in both IIT and Co-MM groups.

Comparison of IIT vs Co-MM at BT, MT, ET, PT showed
that IIT patients had a higher Tregs percentage than Co-MM at
MT (IIT: 7-84 £ 3-11% vs Co-MM: 4-23 + 2:32%), ET (IIT:
7-93 + 4-62% wvs Co-MM: 526 +2:41%) and PT (IIT:
4-67 £ 4% vs Co-MM: 2-40 + 1-67%), although the differences
were not statistically significant (Fig. la).

At baseline, no significant differences in Tregs percentage were
observed among IIT, Co-MM and Co-H groups (IIT:
3.70 £ 2:22%; Co-MM: 3-61 + 1-62%; Co-H: 3-46 + 1-11%;

IIT Co-MM Co-H p

n 9 9 9 NS
Sex (M/F) 5/4 5/4 5/4 NS
Age (years, mean + SD) 50-67 + 12-24 47-56 + 11-89 42-44 + 16-39 NS
Melanoma stage (N)

11 B-C 6 6 - NS

III A-B-C 3 3 - NS

Survival at present (survival/exitus) 8/1 712 - NS
Progression of disease at present

Free-disease 7 6 - NS

Local skin recurrence 0 1 - NS

Distant metastases 2 1 - NS
Baseline TSH (mu.int/l, mean + SD, nr: 0-27-4-2) 199 + 1-10 2:48 + 1-65 2:04 £1 NS
Baseline FT4 (ng/dl, mean + SD, nr: 0-82-1-77) 1-34 + 0-31 1-18 £ 0-18 1-21 £ 0-13 NS
Baseline TT3 (ng/ml, mean + SD, nr: 0-8-2) 1-34 £ 0-34 1-24 + 0-27 1-10 £ 0-10 NS
Positive baseline TgAb (%, nr: 0-40) 0 0 0 NS
Positive baseline TPOAb (%, nr: 0-35) 0 0 0 NS
Positive baseline TSHRAb (%, nr: 0-0-7) 0 0 0 NS

IIT, interferon-induced thyroiditis patients; Co-MM, control subjects with melanoma; Co-H, control healthy subjects; M, male; F; female; NS, not sig-
nificant; nr: normal range; SD, standard deviation; TSH, thyrotropin; FT4, free thyroxine; TT3, total trilodothyronine; TgAb, thyroglobulin antibodies;

TPOAD, thyroperoxidase antibodies; TSHRAbD, thyrotropin receptor antibodies.
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Table 2. Characteristics of patients at the appearance of IIT

Sex Age Time TSH FT4 TT3 TgAb TPOAb TSHRAb Thyroid
(M/F) (years) (month) (mu.int/1) (ng/dl) (ng/ml) (IU/ml) (IU/ml) unm RAIU

1 F 23 3 173 0-35 0-85 386 1345 0 -

2 F 56 12 1.97 1-17 1-37 0 101 0 -

3 M 56 7 16:00 0-99 0-99 0 0 0 -

4 M 43 4 11-53 131 1-6 0 0 0 -

5 M 46 9 0-005 128 1-8 0 0 0 l

6 F 52 3 0-05 1-12 1-25 750 513 0 l

7 M 45 6 0-12 1-68 139 386 0 0 l

8 M 42 6 0-012 1.75 1-6 516 2628 0 l

9 F 43 4 0-007 2:33 2 66-6 373 0 l

M, male; F, female; TSH, thyrotropin; FT4, free thyroxine; TT3, total triiodothyronine; TgAb, thyroglobulin antibody titres; TPOAD, thyroperoxidase anti-
body titres; TSHRAD, thyrotropin receptor antibody titres; Thyroid RAIU, thyroid radioactive iodine uptake scan; IIT, interferon-induced thyroiditis.

P = ns) (Fig. 1b). However, at the time of IIT appearance (TT),
IIT group presented higher Tregs percentage than Co-MM (IIT:
893 + 4.89% vs Co-MM: 4-23 +£2.:32; P =0-012) and than
Co-H groups (IIT: 893 + 4-89% vs Co-H: 3-46 + 1-11%j;
P = 0-004). No differences were observed between Co-MM and
Co-H groups (Co-MM: 4-23 +2:32 vs Co-H: 3-46 + 1-11%j;
P = ns) at TT (Fig. 1c).

Effect of IFN-0.2b treatment on lymphocyte
subpopulations in lIT and control melanoma groups
(Co-MM)

The dynamics of the following lymphocyte subpopulations
(CD3*, NKT, CD4"CCR5'CCR7~ and CD4"CRTh2*CCR7™
lymphocytes and Bcl-2 expression on B cells) during IFN-o2b
treatment in the two groups are depicted in Fig. 2. On the other
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hand, no changes were observed in other subpopulations analy-
sed (CD19", CD24""CD38"¢"CD19"CD27", CD4", CD$", NK,
iNKT and CD3"yé" lymphocytes) during the treatment (BT vs
ET) and at PT compared with ET (data not shown). When the
two groups were compared (IIT vs Co-MM) at BT, MT, ET and
PT, no differences were observed in the percentages of these
lymphocyte subpopulations analysed (data not shown).

Differences on lymphocyte subpopulations among the
three groups studied (lIT, Co-MM, Co-H) at IIT
appearance

Differences in relation to different lymphocyte subpopulations
among IIT, Co-MM and Co-H groups at the moment of IIT
appearance were assessed. Healthy control group presented
higher CD3" percentage than IIT group (Co-H: 67-16 + 4-75%

Fig. 1 Tregs percentage in relation to the

development of IIT. (a) Tregs percentage
throughout IFN-02b treatment in relation to the
development of IIT. (b) Tregs percentage at
baseline. (c) Tregs percentage at appearance of IIT
(TT). BT, before treatment; MT, mid-treatment;
ET, end of treatment; PT, 24 weeks post-treatment;
IIT, interferon-induced thyroiditis patients; Co-

MM, control subjects with melanoma; Co-H,
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control healthy subjects; °P < 0-05 compared with
BT; °P < 0-05 compared with ET.
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Fig. 2 Lymphocyte subpopulations throughout IFN-02b treatment in relation to the development of 1IT. (a) CD3" lymphocytes. (b) NKT lymphocytes
(CD3*CD16/56"). (c) B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) expression levels in CD19" B lymphocytes. (d) CD4"CCR5"CCR7~ lymphocytes (Thl pattern). (e)
CD4"CRTh2"CCR7~ lymphocytes (Th2 pattern). BT, Before treatment; MT, Mid-treatment; ET, End of treatment; PT, 24 weeks post-treatment; MFI,
mean fluorescence intensity; IIT patients, interferon-induced thyroiditis patients; Co-MM, melanoma control subjects; “P < 0-05 compared with BT;

®p < 0-05 compared with ET.

vs IIT: 47-99 + 12-60%; P = 0-001) and Co-MM group (Co-H:
67-16 £ 4.75% vs Co-MM: 57-99 + 9:15%; P = ns), although
differences were only significant when Co-H group was com-
pared with IIT group. No differences in CD3" percentage were
observed between IIT and Co-MM groups (Fig. 3a). Melanoma
control group presented lower iINKT percentage than IIT
(Co-MM: 121 £ 0-51% wvs IIT: 2-32 + 1-06%; P = 0-011) and
Co-H groups (Co-H: 2:35 £ 0-53 vs Co-MM: 1-21 + 0-51%j;
P =0-009). No differences in iNKT percentage were observed
between IIT and Co-H groups at TT (Fig. 3b). IIT patients (IIT:
43-65 £ 11-09% vs Co-H: 71-99 + 12:38%; P < 0-001) and
melanoma controls (Co-MM: 42-44 + 7-86% vs Co-H:
71-99 + 12:38%; P < 0-001) presented lower Bcl-2 expression on
CD19" B cells than healthy subjects. No differences were
observed between IIT and Co-MM groups (IIT: 43-65 + 11-09%
vs Co-MM: 42-44 + 7-86%; P = ns) (Fig. 3c). IIT patients (IIT:
3.74 + 2-40 vs Co-H: 0-90 + 0-65; P = 0-015) and melanoma
control group (Co-MM: 3.77 £ 2:37 vs Co-H: 0-90 + 0-65;
P =0-014) presented a higher transitional B  cells
(CD24"¢"CD38"8"CD19*CD277)  percentage than healthy
control group at the time of IIT appearance. No differences were
observed between IIT patients and Co-MM at this point studied
(Fig. 3d). No differences were observed among the three groups
in the percentages of CDI19", CD4"CCR5'CCR77,
CD4"CRTh2"CCR7~, CD8", CD4", NK, NKT and CD3y4" lym-
phocyte subpopulations (data not shown).

Effect of IFN-0.2b treatment on lymphocyte
subpopulations in the different types of IIT

The effect of IFN-02b treatment on the lymphocyte subpopula-

tions studied was similar, independently whether the patients

© 2012 Blackwell Publishing Ltd
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had HT or DT. Indeed, no differences were observed between
the different types of IIT at all the time points studied (data not
shown).

Discussion

In this prospective study, the dynamics of different lymphocyte
subpopulations in nine melanoma patients who developed IIT
during HDI treatment and at 24 weeks of follow-up, from a
population of 30 melanoma patients who completed HDI treat-
ment, were assessed. The percentage of IIT development was
30%, similar to the prevalence previously described.”°

Several reports have associated regulatory T cells with the
pathogenesis of autoimmune diseases, including AITD.'* 72
However, to our knowledge, there are no previous reports on
Tregs in melanoma patients who developed IIT. In our study,
both IIT and Co-MM patients presented a similar Tregs pattern
throughout IFN-02b treatment, which might be explained by its
immunomodulatory effects. These results concur with those
recently published by our group in chronic HCV patients who
developed IIT'” but disagree with those described by Ascierto
et al.*' However, a different phenotypical characterization of
Tregs was used in the two studies. Indeed, Tregs studies were
realized during the intravenous induction phase of IFN-a2b
treatment in the study of Ascierto et al., whereas in the current
study, lymphocyte subpopulations studies were performed
during the 48 weeks of IFN-u2b treatment. These facts could
explain the different results obtained between the two studies. In
the present study, IIT patients showed a higher Tregs percentage
than Co-MM throughout the study, being differences only
significant at TT. These results are in line with those published
by our group in IIT HCV patients'” and with the increased
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Fig. 3 Lymphocyte subpopulations at interferon-
induced thyroiditis appearance (TT). (a) CD3"
lymphocytes.  (b)  Invariant NKT  (iNKT)
lymphocytes. (c) B-cell lymphoma 2 (Bcl-2)
expression levels in CD19" B lymphocytes. (d)
Transitional B cells  (CD24"€*CD38Ms"CD
19'CD27~ lymphocytes). IIT, interferon-induced
thyroiditis patients; Co-MM, control subjects with
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Tregs observed in AITD by some authors,'* although not con-
15,16

firmed by others, suggesting that Tregs could be present in
AITD in an adequate or increased number but their function
could be deficient.'* In any case, our data suggest that the com-
pensatory increase of Tregs does not prevent the development of
IIT.

The effects of IFN-22b on the immune system and different
lymphocyte subpopulations in patients with melanoma during
IEN treatment have been reported in several studies.>**** How-
ever, to our knowledge, there are no data about dynamics of
different lymphocyte subpopulations related to melanoma
patients who developed IIT during treatment. This is the first
study to assess dynamics of innate and acquired immune subpop-
ulations throughout HDI treatment in melanoma patients who
developed IIT. No differences were observed in CD3*, CD3"yd%,
NK, NKT, CD4" CD8", Th1/Th2 pattern, B cells pattern or
transitional B cells between IIT patients and Co-MM throughout
treatment, probably due to immunomodulatory effects of IFN-o.
It has been reported that IFN-o also up-regulates the expression
of Bcl-2 by interfering with apoptosis,” and that an inappropriate
expression of Bcl-2 is a cause of the development of auto-
antibodies.** In this respect, no differences in Bcl-2 expression on
B cell between IIT patients and Co-MM were observed in the
present study, probably due to the heterogeneity of IIT. On the
other hand, conflicting results have been described in the role of
iNKT in the pathogenesis of autoimmune disease.”>*® In our
study, Co-MM presented a lower iNKT percentage than IIT
patients and Co-H at the appearance of IIT. Transitional B cells
are another subpopulation related to autoimmunity development.
Recent human studies have suggested that different autoimmune
diseases may share a relaxation of the negative and positive selec-
tion, expanding transitional B cells, thereby leading to increased
autoreactivity in the mature naive compartment.”” In our study,

' melanoma; Co-H, control healthy subjects; MFI,
mean fluorescence intensity.

[T patients and Co-MM presented higher transitional B cells
(CD24"ehCD3ghehCD19"CD277) percentage than Co-H at the
time of IIT appearance (TT). Thus, the increase observed in this
subpopulation might be more related to the immunomodulatory
effect of IFN-a2b treatment than to the induction of IIT.

The effect of IFN-02b on the lymphocyte subpopulations
studied was similar, independently of the type of IIT. Probably,
the influence of IFN-02b in modulating peripheral lymphocyte
subpopulations behaviour overcomes any other influence, either
genetic susceptibility to antibody development thus leading to a
quite homogeneous subpopulation picture.

A limitation of this study is that we carried out a phenotypi-
cal evaluation of Tregs and we did not perform functional
assays. Studies on Tregs in the present study were undertaken
with cryopreserved cells. Owing to the inherent limitations of
this technique, particularly with frozen/thawed PBMC, prolifera-
tion and functional assays were not included.”® In animal models
of several autoimmune diseases, the role of Tregs has been
clearly demonstrated. In the experimental autoimmune thyroid-
itis (EAT) model, it has been shown that changes in Treg
function markedly influence susceptibility and/or resistance to
thyroiditis.*> Also in this model, it has been demonstrated that
Tregs depletion enables thyroiditis induction with mouse thyro-
globulin (mTg) in both traditionally resistant mice and in mTg

30,31
However,

induced and in genetically-susceptible mice.
although a clear demonstration of the role of Tregs has been
possible in animal models, to find similar evidence in humans is
proved to be difficult because of the various Tregs phenotypes
and functional status.

Lymphocyte subpopulations were not analysed in thyroid tissue
owing to the absence of goitre in all IIT patients and the resulting
impossibility to realize a thyroid fine-needle aspiration. This
point represents a limitation of the study, as the distribution of

© 2012 Blackwell Publishing Ltd
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lymphocyte subpopulation in blood does not always reflect tissue
conditions. In this sense, it has been proposed that IFN-o induces
tissue-specific autoimmunity by immune recruitment mecha-
nisms as well as by direct tissue toxic effects.”* In the thyroid, it
has been demonstrated that this first pathway involves the induc-
tion and release of Thl cytokines/chemokines, such as CXCL10,
from thyroid follicular cells, which mediate the recruitment of
cytotoxic cells that induce autoimmune cell death.*>** The obser-
vation of thyroid cell death in vivo and in vitro®>** with IFN-x
strongly suggests direct and independent thyroid toxicity.

Another limitation of our study was the limited number of
patients, although it is clear that there are difficulties in the
availability of patients for prospective studies of this nature. A
restriction of our study was also the heterogeneity of IIT,
although no differences on lymphocytes subpopulations studied
were observed between the different types of IIT.

In summary, we describe the different dynamics of lymphocyte
subpopulations in patients with melanoma during interferon-o2b
treatment. Our findings concur with the concept of immunomod-
ulation of interferon treatment, described previously by our group
in patients with hepatitis C virus infection.”® Indeed, a higher reg-
ulatory T cells percentage was found in interferon-induced thy-
roiditis patients than in melanoma control group, mainly at the
moment of interferon-induced thyroiditis appearance, similar to
those described by our group in hepatitis C virus patients during
interferon-02b treatment.'” Our data suggest that the compensa-
tory increase of regulatory T cells does not prevent the develop-
ment of interferon-induced thyroiditis, although future studies
would be useful to improve understanding of regulatory T cells in
the pathogenesis of interferon-induced thyroiditis.
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Resultats

7.4. RESUM DELS RESULTATS

En resum, els resultats més rellevants dels estudis son els segtients:

7.4.1. Primer estudi

S’inclouen 35 pacients amb HC-C que inicien tractament antiviral amb
IFN-o2apeg i RBV. Divuit pacients presenten una RVS i 17 son NR.
D’aquests ultims, 13 sén NRP i s’atura el tractament abans de la setmana
24 en un pacient per efectes secundaris.

Abans d’iniciar el tractament, els pacients NR presenten una carrega viral i

un index APRI superior als pacients amb RVS.

S’observa un increment del percentatge de Tregs durant el tractament
antiviral (p< 0,05) amb una disminuci6 a les 24 setmanes post-tractament
(p<0,05).

S'observa una disminucié del percentatge de les subpoblacions
limfocitaries de CD3*, CD8*, CD3yé* i CD19* durant el tractament
antiviral (tots p< 0,05) amb un increment durant les 24 setmanes post-

tractament (tots p< 0,05).
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S’observa una disminucié del percentatge de la subpoblaci6 CD4* durant
el tractament antiviral (p< 0,05) amb una disminucié a les 24 setmanes
post-tractament (p< 0,05).

S’observa un increment de 'expressié de CD81 en els limfocits B durant el
tractament antiviral (p< 0,05) i aquesta expressi6 es manté elevada a les 24
setmanes post-tractament, persistint més elevada que abans de 1'inici del

tractament (p< 0,05).

El percentatge de Tregs augmenta durant el tractament antiviral combinat
tant en els pacients amb RVS com en els NR. En canvi, a les 24 setmanes
post-tractament, el percentatge de Tregs disminueix en els pacients amb
RVS (p<0,05) i es manté elevat en els pacients NR (ns).

Els pacients NR presenten un percentatge de Tregs superior que els
pacients amb RVS en tots els punts estudiats del tractament, essent les
diferencies significatives a nivell basal (p<0,05) i a les 24 setmanes post-
tractament (p<0,05).

Basalment, els pacients NRP també presenten un percentatge de Tregs

superior que els pacients amb RVS, tot i no ser la diferencia significativa.
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Els efectes del tractament antiviral combinat sén similars entre els
pacients amb RVS i els NR en relacié a les subpoblacions limfocitaries
CD3+, CD8*, CD3ys *, CD19* i en 'expressié de CD81 en els limfocits B.
No s’observen diferéncies en el percentatge de les subpoblacions CD3*,
CD8*, CD3ys * i CD19* en tots els temps avaluats de l'estudi entre els
pacients amb RVSi els NR.

No s’observen diferéncies en el percentatge de les subpoblacions CD3*,
CD8*, CD3ys * i CD19* entre els pacients amb RVS i els NRP abans
d’iniciar el tractament antiviral.

Els pacients NR presenten una expressi6 més elevada de CD81 en els
limfocits B en comparacié amb els pacients amb RVS en tots els temps
avaluats durant l'estudi, essent aquesta només significativa abans
d’iniciar el tractament (p< 0,05).

Basalment, els pacients NRP també presenten una expressié de CD81 en
els limfocits B superior que els pacients amb RVS, tot i no ser significativa.
Tant en els pacients amb RVS com en els NR, els patrons de les
subpoblacions limfocitaries al llarg del tractament antiviral no estan

relacionats amb el tipus de genotip de VHC.

S’observa una correlacié positiva entre la carrega viral del VHC i el

percentatge de CD4* a nivell basal (r= 0,361, p= 0,039).
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S’observa una correlacié negativa entre la carrega viral del VHC i el
percentatge de CD8* a nivell basal (r=-0,449, p= 0,009).

No s’observa cap correlacié entre la carrega viral del VHC i la resta de
subpoblacions limfocitaries (CD3*, CD3yé *, CD19* , expressié de CD81 en
els limfocits B, Tregs) a nivell basal.

En el model de regressi6 logistica, el principal factor predictor de la
resposta al tractament és la carrega viral de VHC inicial.

EL percentatge de Tregs (p= 0,02) i el grau d’expressié6 de CD81 en els
limfocits B (p= 0,034) en sang perferica abans de l'inici del tractament

també son factors predictors de la resposta al tractament.

7.4.2. Segon estudi

134

S’estudien 120 pacients amb HC-C que inicien tractament antiviral amb
IFN-o02apeg i RBV. D’aquests, 11 pacients desenvolupen TII, sent la
prevalenga de TII en el nostre estudi del 9,16%.

Dels 11 pacients que desenvolupen TII, 5 presenten TH, 1 MGB i 5 TD, és a
dir, un 54% dels pacients presenta TII autoimmunitaria i un 46% TII no

autoimmunitaria.
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No es relaciona ni la durada del tractament ni la resposta al tractament

antiviral amb el desenvolupament de TIL

S’observa un augment del percentatge de les Tregs durant el tractament
antiviral tant en els pacients HC-C amb TTI com en els pacients HC-C
control (tots p< 0,05). Durant les 24 setmanes post tractament, els pacients
HC-C amb TTI presenten una disminucié del percentatge de Tregs (p<
0,05); en canvi els pacients HC-C control no mostren canvis.

Els pacients HC-C amb TII presenten un percentatge més elevat de Tregs
que els pacients HC-C control en tots els punts avaluats de l'estudi, tot i
que les diferencies només son significatives en el moment d’aparicié de la
TII (p= 0,04).

S'observa una disminucié del percentatge de les subpoblacions
limfocitaries de CD3*, NKT i CD19* durant el tractament antiviral tant en
els pacients HC-C amb TII com en els pacients HC-C control (tots p< 0,05).
S’observa un augment del percentatge de la subpoblaci6 CD8* durant el
tractament antiviral tant en els pacients HC-C amb TII com en els pacients
HC-C control (tots p< 0,05).

No s’observen canvis en el percentatge de les subpoblacions limfocitaries

CD4*, CD3ys*, NK, iNKT, en les respostes Thl i Th2, i en 'expressi6é de
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Blc-2 en els limfocits B durant el tractament antiviral ni en els pacients HC-
C amb TII ni en els pacients HC-C control.

No s’observen diferéncies en el percentatge de les subpoblacions CD3*,
CD4+, CD8*, CD3yé*, NK, NKT, iNKT, CD19*, en la resposta Th2 i en
I'expressié de Bcl-2 en els limfocits B en cap dels temps avaluats de
I’estudi entre els pacients HC-C amb IIT i els HC-C control.

Els pacients amb HC-C que desenvolupen TII presenten una resposta Thl
superior als pacients HC-C control en tots els punts avaluats de 1'estudi,
essent les diferéncies significatives en el moment de l'aparici6 de la

tiroiditis (p= 0,008).

L’efecte del tractament antiviral en les subpoblacions limfocitaries
estudiades és similar, independentment del tipus de TII.

No es poden comparar les diferents subpoblacions limfocitaries en
cadascun dels temps avaluats de 1'estudi entre els diferents tipus de TII

donat el limitat nombre de pacients que desenvolupen TII.
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7.4.3. Tercer estudi

* S'estudien 30 pacients amb MM d’alt risc que inicien i completen el
tractament amb IFN-02b després de la cirurgia. D’aquests, 9 pacients
desenvolupen TII, sent la prevalenca de TII en pacients amb MM d’aquest
estudi del 30%.

* Dels 9 pacients amb MM que desenvolupen TII, 4 presenten TH i 5 TD, és
a dir, un 44% dels pacients presenten TII autoimmunitaria i un 56% TII no

autoimmunitaria.

* S’observa un increment del percentatge de Tregs durant el tractament (tots
p< 0,05) amb un increment posterior durant les 24 setmanes post-
tractament (tots p< 0,05) tant en el grup MM amb TII com en el MM
control,

* Els pacients MM amb TII presenten un percentatge de Tregs superior als
MM control en tots els punts avaluats de I'estudi, essent les diferencies

significatives en el moment de l'aparicié de tiroiditis (p= 0,012).
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Basalment no s’observen diferencies en el percentatge de Tregs entre els
pacients MM amb TI1I, els pacients MM control i els subjectes sans.
En el moment d’aparicié de tiroiditis els pacients MM amb TII presenten

un percentatge de Tregs superior respecte als subjectes sans (p= 0,004).

No s’observen diferéencies en el percentatge de les subpoblacions
limfocitaries CD3*, CD4*, CD8*, CD3ys*, NK, iNKT, CD19*, cél lules B
transicionals, la resposta Th1/ Th2 durant el tractament amb IFN-a2b tant
en el grup de pacients MM amb TII com en el grup de MM control.
S’observa una disminucié del percentatge de NKT i de I'expressié de Bcl-2
en els limfocits B durant el tractament amb IFN-a2b en els pacients MM
amb TII (p< 0,05). Aquests canvis no s’observen en els pacients MM
control.

No s’observen diferéncies en el percentatge de les subpoblacions CD3*,
CD4*, CD8*, CD3ys*, NK, NKT, CD19*, cel lules B transicionals i en la
resposta Th1/Th2 en tots els temps avaluats de 1'estudi entre els pacients
MM amb TII i els MM control.

Basalment, no s’observen diferéncies en el percentatge de totes les
subpoblacions limfocitaries estudiades (CD3*, CD4*, CD8*, NK, NKT,
iNKT, CD3ys+, CD19+, cel lules B transicionals, Tregs, resposta Th1/ Th2 i
I'expressié de Bcl-2 en limfocits B) entre els pacients MM amb IIT, els MM

control i els subjectes sans.
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* En el moment d’aparicié de la tiroiditis, el grup de subjectes sans presenta
un percentatge superior de CD3* que el grup MM amb TII (p= 0,001) i el
grup MM control (ns). Aixi mateix el grup de MM control presenta un
percentatge de iNKT inferior que el grup MM amb TII (p= 0,011) i el grup
de subjectes sans (p= 0,009). Tant el grup MM amb TII (p< 0,001) com el
grup amb MM control (p< 0,001) presenten una expressié6 més baixa de
Bcl-2 en els limfocits B en comparacié amb el grup de subjectes sans. El
grup MM amb IIT (p=0,015) i el grup MM control (p= 0,014) presenten un
percentatge superior de cellules B transicionals en comparacié6 amb el
grup de subjectes sans. En el moment d’aparicié de tiroiditis no s’observen
diferencies en el percentatge de CD4*, CD8*, CD3ys*, NK, NKT, CD19*i la

resposta Th1/Th2 entre els tres grups estudiats.

* L’efecte de I'IFN-a2b en les subpoblacions limfocitaries és similar
independentment del tipus de TII.
* No s’observen diferencies en les diferents subpoblacions limfocitaries

estudiades en tots els temps avaluats de l'estudi entre els pacients amb

MM amb diferents tipus de TIL
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8. DISCUSSIO CONJUNTA
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La resoluci6é de la infeccié pel VHC requereix una interaccié complexa i
coordinada entre la resposta immunologica innata i adaptativa, perd en molts
casos aquesta no és eficag i la infecci6 pel VHC persisteix i es cronifica. El
tractament combinat amb IFN-o2apeg i RBV és eficag per la HC-C degut a la seva
acci6 immunomoduladora i antiviral, tot i que els mecanismes d’accié concrets
no estan plenament establerts. L’objectiu principal del primer dels treballs
d’aquest tesi ha estat realitzar un estudi prospectiu de diferents subpoblacions
limfocitaries en pacients amb HC-C que inicien el tractament antiviral combinat
amb IFN-o2apeg i RBV i avaluar la seva relacié amb la resposta al tractament. A
més, també s’han volgut identificar factors immunologics basals associats a la
resposta al tractament per tal de tenir més coneixements sobre els canvis
immunologics que permeten I'eradicaci6 de 'HC-C.

Varis estudis han mostrat diferéncies entre pacients amb HC-C i subjectes
sans pel que fa als limfocits T, B i cel lules NKT en sang periferica(131-134), fet que
remarca la importancia d’aquestes subpoblacions limfocitaries en 'HC-C. En el
primer estudi de la tesi, s’ha avaluat la dinamica de diferents subpoblacions
limfocitaries periferiques durant el tractament amb IFN-o2apeg i RBV i s’ha
observat una disminucié dels limfocits T CD3*, CD8*, CD3*yd* i dels limfocits B
(CD19*) durant el tractament amb un augment a les 24 setmanes després de
finalitzar-lo. En canvi, els limfocits T CD4* mostren un patré dinamic diferent,
amb un augment durant el tractament i una disminucié posterior. Aquestes
troballes son similars a les descrites per altres autors(132), tot i que no s’han
confirmat en altres estudis(3% 131, 135), En relaci6 amb la resposta al tractament, no

s’han trobat diferencies entre els pacients NR i els pacients amb RVS pel que fa a
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les subpoblacions de limfocits T (CD3*, CD4*, CD8*, CD3*y$*) i B (CD19*) tant a
nivell basal, com durant el tractament i el post-tractament, de forma similar als
resultats obtinguts per altres grups de treball(32), fet que ens suggereix que
aquests patrons poden ser deguts a 1'efecte immunomodulador de I'IFN-a. Per tal
d’excloure una possible influéncia dels pacients que responen i posteriorment
recauen durant el tractament, s’han comparat els pacients NRP amb els pacients
amb RVS a nivell basal, sense observar-se diferéncies en les subpoblacions
limfocitaries. En relacié a la carrega viral basal, s’ha observat una relaci6é negativa
entre aquesta i els limfocits T CD8*. Tot i aixi, encara que basalment els pacients
NR tenen una major carrega viral que els pacients amb RVS, no s’han observat
diferencies en els limfocits T CD8* entre els dos grups abans d’iniciar el
tractament.

Per altra banda, el CD81 té un paper important en la modulacié de la
funcié immunologica cel lular. Recentment, s’ha descrit que el CD81 interactua
amb la glicoproteina E2 del VHC i s'ha suggerit que aquesta interaccié pot
modificar les respostes immunologiques en pacients amb infeccié pel VHC143).
En el primer treball de la tesi, s"han estudiat els efectes del tractament amb IFN-
x2apeg i RBV sobre els nivells d'expressi6 de CD81 en els limfocits B en sang
periférica en pacients amb HC-C i la seva relacié amb la resposta al tractament. El
tractament antiviral combinat augmenta 1'expressié6 de CD81 en els limfocits B i
aquest augment es manté en el post-tractament, no observant-se diferéncies en la
dinamica segons la resposta al tractament. Kronenberger i col laboradors(39 ja
van observar un augment transitori en 1'expressié de CD81 durant el tractament

antiviral amb una maxima expressi6 a la setmana 12, sent també les dinamiques
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entre els pacients NR i amb RVS molt similars, fet que recolza els nostres
resultats. Tot i aixi, altres grups de treball descriuen una disminuci6é de
I'expressi6 de CD81 en els limfocits B en pacients amb RVS i uns nivells
invariables en els NR durant el tractament antiviral(46 148). Els resultats
discrepants entre els diferents estudis es podrien explicar per 1'as de les PBMCs
de mostres en fresc o criopreservades, 1'tis de diferents fenotips per definir els
limfocits B, el diferent nombre de pacients estudiats i les diferents
caracteristiques cliniques d’aquests.

Una de les principals troballes d'aquest primer estudi de la tesi ha estat
que, a nivell basal, els pacients NR presenten uns nivells d’expressié més alts de
CD81 en els limfocits B en comapracié amb els pacients amb RVS. Els pacients
NRP, excloent aixi els pacients amb una resposta virologica inicial, també
presenten abans d’inciar el tractament antiviral una expressié més alta de CD81
en els limfocits B que els pacients amb RVS, tot i que les diferencies no son
estadisticament significatives, probablement a causa del limitat nombre de
pacients NRP que hi ha a I'estudi, concretament 3. Aquests resultats suggereixen
que I'expressié de CD81 en els limfocits B podria tenir un paper en la resposta al
tractament antiviral, tot i que altres estudis no confirmen aquests resultats a
nivell basal(130,146,148) En aquest primer estudi, també s’ha observat una tendencia
cap a la correlaci6 positiva entre la carrega viral inicial i els nivells d'expressi6 de
CDS81 en les cel 1lules B a nivell basal, similar a I’observada en altres estudis(149),
que es podria explicar per l'alta expressié de CD81 en els limfocits B en els

pacients NR a l'inici de 'estudi.
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Les Tregs son una altra subpoblacié limfocitaria que s’ha estudiat en
pacients amb infeccié pel VHC. El percentatge de Tregs en sang periférica dels
pacients amb HC-C és similar(4% 151 o superior(152 15418) en comparacié amb els
pacients recuperats de la infecci6 pel VHC o amb individus sans, segons els
estudis. No obstant aixo, la comparacié dels resultats dels diferents estudis és
complicada a causa de les diferencies en els fenotips utilitzats per definir les
Tregs. Alguns autors han analitzat cel lules CD4+*CD25* total de la poblaci6 de
limfocits T(152 156) mentre que només un grup reduit d’autors han examinat la
subpoblacié de Tregs amb el seu marcador més especific, el FoxP3, sent els
resultats contradictoris(4%151,155,157,158) Recentment s’ha descrit que l'expressi6 de
FoxP3 és induida de forma transitoria per l'activacié dels limfocits CD4* en
humans©3) i aquest fet ha propiciat la recerca de nous marcadors que defineixin
de forma més especifica la subpoblacié de Tregs i que la diferenciin dels limfocits
CD4* activats que també expressen alts nivells de CD25. En aquest sentit, la
troballa que les Tregs humanes expressen nivells baixos de receptor de la IL-7
(CD127) o inclas en sén negatives, al contrari que altres cel lules T CD4* no
reguladores, permet una definicié més especifica del fenotip de les Tregs®’). En
aquest sentit, els tres treballs d’aquesta tesi han definit les Tregs com aquelles
cel lules que presenten el fenotip CD4*CD25*CD127!ow/-FoxP3*.

Aquest primer treball de la tesi ha avaluat I’efecte del tractament antiviral
combinat en el percentatge de Tregs en pacients amb HC-C i la relaci6é de les
Tregs amb la resposta al tractament. El tractament amb pegIFN-a2a i RBV
augmenta el percentatge de Tregs tant en pacients NR com en pacients amb RVS.

Aquest fet es pot explicar pels efectes immunomoduladors del tractament. El
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percentatge de Tregs ha estat superior en els pacients NR que en els pacients amb
RVS tant a nivell basal com en el post tractament i també superior en els NRP que
en els pacients amb RVS a nivell basal, fet que suggereix un possible paper de les
Tregs en la resposta al tractament antiviral. Molts pocs estudis han avaluat
previament 1'efecte del tractament amb IFN-o2apeg i RBV sobre les Tregs en
pacients amb HC-C(151, 238,239 Burton i col laboradors no van evidenciar canvis en
les Tregs en sang periferica durant el tractament ni diferencies en el percentatge
de Tregs abans, durant o després de tractament entre pacients amb RVS i
pacients sense RVS(151). El grup de treball de Akiyama va obtenir resultats
similars al grup de Burton®®). En canvi, Kanto i col laboradors descriuen un
augment del percentatge de Tregs durant el tractament tant en pacients amb RVS
com en pacients sense RVS, sent la ratio Tregs/ CD4* superior en els pacients
amb RVS respecte als sense RVS, tant a la setmana 12 com a la 24 de
tractament(®®). Aquestes diferencies en els resultats es podrien explicar tant per la
diferent definicié fenotipica de les Tregs utilitzada com per si els estudis estan
fets en mostres fresques o criopreservades. Burton i col laboradors utilitzen, com
en el nostre estudi, mostres criopreservades i caracteritzen fenotipicament les
Tregs per limfocits T CD4*CD25hsh que expressen FoxP3(151), Akiyama i
col laboradors utiltzen mostres fresques i defineixen com a Tregs aquelles
cel lules que sén CD4*FoxP3* en sang fresca i finalment Kanto i col laboradors
utilizen PBMCs fresques i defineixen les Tregs com a CD4*CD25high i en un
subgrup de pocs pacients com a CD4*CD25hghCD127¢FoxP3*(2%). En canvi, en

aquest primer treball de tesi, s’han utilitzat PBMCs criopreservades i s’han definit
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les Tregs, tal i com s’ha especificat anteriorment, pel percentatge de
CD4+*CD25*CD127'w/-FoxP3*.

També s’ha analitzat la correlacié entre els nivells basals de Tregs i la
carrega viral basal. Revisant la literatura, els resultats sén contradictoris, ja que
alguns estudis mostren una correlaci6 positiva(®? i altres no mostren cap tipus
de correlacio(1% 151). En aquest estudi no s’ha trobat cap correlaci6 entre les Tregs
i la carrega viral basal. No obstant aixo, els pacients NR presentaven una carrega
viral més alta i un major percentatge de Tregs que el grup amb RVS abans
d’iniciar el tractament.

Una limitaci6 d’aquest primer treball de la tesi ha estat que els pacients
analitzats tenien diferents genotips del VHC i la durada del tractament antiviral
combinat diferent, essent 24 o 48 setmanes depenent del genotip del VHC. No
obstant aix0, no hi ha diferencies en les proporcions de genotips del VHC entre
els dos grups estudiats (NR i pacients SVR), permetent d'aquesta manera la
comparacié entre grups. A més, s’han analitzat els patrons de les subpoblacions
limfocitaries durant el tractament i la seva relacié amb la resposta al tractament
en dos grups amb genotip del VHC diferent en funcié de la durada del
tractament antiviral combinada (d'una banda genotips 1i4 i de l'altra genotip 2 i
3), trobant resultats similars entre els dos grups.

En resum, els resultats del primer treball de la tesi mostren canvis en les
subpoblacions limfocitaries periferiques durant el tractament antiviral combinat
en pacients amb HC-C coincidint amb el concepte de que la immunomodulacié
no és un fenomen constant i que fluctua amb el tractament(133). D’altra banda,

abans d’iniciar el tractament, els pacients NR presenten un percentatge superior
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de Tregs i una major expressié de CD81 en els limfocits B en sang periferica que
els pacients amb RVS, fet que suggereix que aquests marcadors podrien ser ttils
com a factors pronostics immunologics de la resposta al tractament amb IFN-
a2apeg i RBV en pacients amb HC-C.

El segon treball d’aquesta tesi avalua les dinamiques de diferents
subpoblacions limfocitaries en pacients amb HC-C que desenvolupen TII durant
el tractament antiviral amb IFN-a2apeg i RBV, partint d"una poblacié de 120
pacients. D’aquesta poblaci6, 11 pacients desenvolupen TII, essent la prevalenca
del 9,2%, similar a la descrita en altres estudis(174 2%%). D’aquests 11 pacients, 5 van
presentar TH, 1 MGB i 5 TD, és a dir, un 54% dels pacients va presentar TII
autoimmunitaria i un 46% TII no autoimmunitaria, sent aquestes proporcions
similars a les descrites a la literatura®®. La majoria d’aquest 11 pacients
desenvolupa la TII durant els primers 6 mesos de tractament, de forma similar a
altres estudis(®®®).

Tal i com s’ha comentat anteriorment, varis estudis han descrit els efectes
de I'IFN-a en el sistema immunitari®'8-220. 223) j sobre diferents subpoblacions
limfocitaries en pacients amb HC-C durant el tractament antiviral(30-133 135 En
canvi, hi ha poques dades sobre les subpoblacions limfocitaries relacionades amb
el desenvolupament de la TII®®. En aquest segon treball s’han avaluat
subpoblacions de la immunitat innata i adaptativa en pacients amb HC-C que
desenvolupen TII. No s’han observat diferéncies en les subpoblacions CD3*,
CD4+, CD8*, CD19*, CD3*y8*, cel lules NK, NKT i iNKT entre els pacients HC-C
amb IIT i els HC-C control, probablement a causa dels efectes

immunomoduladors de I'I[FN-a. L'IFN-a també regula 1'expressié de la molecula
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antiapoptotica Bcl-2. Donat que s’ha descrit I'expressié inadequada de Bcl-2 com
una causa del desenvolupament d'autoanticossos®4), en aquest segon treball
també s’ha valorat I'expressié de Bcl-2 en els limfocits B, no trobant-se diferencies
entre els pacients HC-C amb TII i el pacients HC-C control, probablement a causa
de I'heterogeneicitat de la TII.

Un dels principals efectes de I'IFN-a sobre el sistema immunologic és
l'augment de la toxicitat cellular, mitjancant un desequilibri Thl/Th2,
augmentant la resposta Thl i suprimint la Th2(? 242, Donat que s’ha demostrat
un predomini de la resposta Thl en les malalties autoimmunitaries organ-
especifiques®> 336)  s’ha suggerit que l'‘autoimmunitat oOrgan-especifica
provocada per 1'[FN-o, incloent I'autoimmunitat tiroidal, podria ser atribuida a
un desequilibri a favor d'una resposta Thl. A més, els efectes
immunomoduladors de la RBV també es produeixen mitjancant una resposta
Th1@42). Tot i que l'associacié de RBV al tractament amb IFN en pacients amb HC-
C no modifica el patré6 d’anticossos antiroidals, si que augmenta el risc de
desenvolupar hipotiroidisme®?. En aquest estudi, el tractament antiviral
combinat amb IFN-a2apeg i RBV augmenta, encara que no de forma significativa,
la resposta Th1 tant en els pacients amb HC-C amb TII com en els pacients HC-C
control. Tot i aixi, els pacients amb HC-C i TII presenten una resposta Thl
superior als pacients HC-C control en tots els punts estudiats, encara que les
diféréncies només soén significatives en el moment de l'aparicié de TII. D'altra
banda, la resposta Th2 no es modifica ni durant el tractament antiviral ni en el
post-tractament en cap dels dos grups, a excepcié d'un augment de la resposta

Th2 durant els primers mesos de tractament en els pacients amb TII, de forma
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similar als resultats descrits per Mazziotti i col laboradors®*), encara que en el
nostre estudi s’ha utilitzat una diferent caracteritzacié fenotipica®3”).

Una altra subpoblaci6 limfocitaria que podria estar implicada en 'aparicié
de TII sén les Tregs ja que varis estudis han mostrat una associacié entre la
patogénia de malalties autoimmunitaries, entre les que s’inclou la MAT, i les
Tregs(”?74. En models animals de diverses malalties autoimmunitaries, el paper
de les Tregs s’ha demostrat clarament. Per exemple, en el model de la tiroiditis
autoimmunitaria experimental (EAT), s’ha demostrat que canvis en la
funcionalitat de les Tregs poden influir de forma marcada en la susceptibilitati/o
resistencia a la tiroiditis®®. A més, en aquest mateix model, s"ha demostrat que la
deplecci6 de les Tregs permet la induccié de tiroiditis amb tiroglobulina de ratoli
tant en els ratolins tradicionalment resistents com en els induits per tiroglobulina
de ratoli i en els geneticament susceptibles”? 7D. No obstant aixo, en referencia al
paper de les Tregs en pacients amb TII, a data d’avui, no existeix cap estudi previ
a la literatura que avalui el paper de les Tregs en pacients amb TII. Es per aquesta
rad, que en aquest segon treball de tesi s’ha volgut també analitzar les Tregs en
pacients amb HC-C que desenvolupen TII. En aquest estudi, tant els pacients
amb HC-C i TII com els pacients amb HC-C control presenten un augment de les
Tregs durant el tractament amb IFN-a2apeg i RBV i una disminuci6 a les 24
setmanes de finalitzar-lo. Aquesta dinamica de les Tregs és molt similar a la que
presenten els pacients del primer treball de la tesi, fet que suggereix que aquests
canvis es poden justificar pels efectes immunomoduladors del tractament
antiviral. Cal remarcar, pero, que els pacients amb HC-C i TII presenten un

percentatge superior de Tregs que els HC-C control durant en tots els punts
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avaluats durant el tractament, encara que les diferencies només son significatives
en el moment de presentar la tiroiditis (TT). Aquests resultats concorden amb els
del grup de Marazuela i col laboradors(”?, tot i que no s’han confirmat per altres
grups(”® 74, probablement per les diferents definicions fenotipiques de Tregs
utilitzades i per 'avaluaci6 dels pacients en diferents estats evolutius de la MAT.
Aquests resultats suggereixen que les Tregs en la MAT podrien estar
incrementades o en un nombre inadequat perd que la seva funcié podria ser
deficient("2).

L’efecte del tractament antiviral sobre les subpoblacions limfocitaries
estudiades és similar, independentment del tipus de TII. Tanmateix, aquests
subpoblacions no s’han comparat entre els diferents tipus de TII donat el nombre
limitat de pacients estudiats.

Revisant la literatura, les dades en relaci6 a la correlacié entre l'aparicié
d’autoimmunitat tiroidal i la resposta al tractament antiviral soén
controvertides®!® 320). En relaci6 a aquest punt, en aquest segon treball el
desenvolupament de la TII es relaciona amb la resposta al tractament antiviral.

Una limitaci6 d’aquest segon treball de la tesi és que la durada del
tractament antiviral dels pacients inclosos a I'estudi és diferent segons el genotip
de VHC que presentaven. Tot i aixi, no existeixen diferéncies en les proporcions
dels diferents genotips de VHC entre els dos grups estudiats (HC-C TII i HC-C
control), permetent aixi la comparacié entre ambdods grups. A més, s’ha anailitzat
si la durada del tractament s’associa a 1'aparici6 de TII, essent aquesta relacié

negativa.
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En resum, en aquest segon treball es descriuen les dinamiques de diferents
subpoblacions limfocitaries en pacients amb HC-C que desenvolupen TII durant
el tractament amb IFN-a i RBV. Els pacients amb TII mostren un augment de la
resposta Thl que els pacients HC-C control, de forma similar a la descrita en
altres estudis®®). Aquest és el primer estudi que analitza les Tregs en pacients
amb HC-C que desenvolupen TII, mostrant un percentatge superior de Tregs en
sang periferica en aquests pacients en comparacié amb els pacients HC-C control.
Encara que el paper exacte de les Tregs en el desenvolupament de TII s’ha
d’acabar de determinar, les nostres dades suggereixen que l'increment
compensatori de les Tregs no impedeix el desenvolupament de la TII. Seria
interessant en un futur estudiar la funcionalitat de les Tregs en aquests pacients.

Donat que s’ha descrit que la propia infeccié pel VHC és un factor de risc
pel desenvolupament de tiroiditis(185-18% 2%), en el tercer treball d’aquesta tesi s’ha
volgut avaluar les subpoblacions limfocitaries en pacients amb TII que no
presentessin infeccié pel VHC, com és el cas dels pacients amb MM, per tal
d’evitar qualsevol possible interaccié de la infeccié viral. La TII és una entitat poc
avaluada en pacients amb MM@G26-3%8) i fins ara, cap estudi ha analitzat la resposta
del sistema immunitari en els pacients amb MM que desenvolupen TII durant el
tractament amb IFN-a2b. El tercer treball de la tesi és un estudi prospectiu on
s’avalua la dinamica de diferents subpoblacions limfocitaries en 9 pacients amb
MM que desenvolupen TII a partir d"una poblacié estudiada de 30 pacients amb
MM que completen el tractament amb HDI. En aquest estudi, la prevalenca de
TII és del 30%, similar a la descrita en estudis previs, que oscil 1a entre el 14,9 i el

37,8%(26:328) D’aquests 9 pacients amb MM que desenvolupen TII, 4 presenten

152



Discussio

THi5 TD, és a dir, un 44% dels pacients presenten TII autoimmunitaria i un 56%
TII no autoimmunitaria, en un proporcié comparable als pacients amb HC-C i TII
del segon treball d’aquesta tesi. Aixi mateix, la majoria dels pacients també
desenvolupen TII durant els 6 primers mesos de tractament.

Tal i com s’ha comentat anteriorment, diversos estudis associen alteracions
de les Tregs amb la patogenia de la MAT(274. No obstant aix0, revisant la
literatura, no consta cap estudi que hagi valorat el paper de les Tregs en pacients
amb MM que desenvolupen TII durant el tractament amb IFN. En el nostre
estudi, tant els pacients amb MM i TII com els pacients MM control presenten un
patré similar, amb un augment de les Tregs durant el tractament amb IFN-a2b i
una disminucié a les 24 setmanes de finalitzar-lo. Aquests resultats concorden
amb els obtinguts en el segon treball d’aquesta tesi, on s’avaluen pacients amb
HC-C que desenvolupen TII i pacients HC-C control, i es podrien explicar pels
efectes immunomoduladors de I'IFN-a. Tot i aixi, aquests resultats no concorden
amb els descrits per Ascierto i collaboradors®® ni per Mozzillo i
col laboradors?®, on les Tregs presenten una tendencia a disminuir durant el
tractament. Les diferéncies entre els estudis es podrien explicar per la diferent
caracteritzacié fenotipica de les Tregs utilitzada i pel fet que tant els estudis de
Tregs del treball d’Ascierto i col laboradors com els del treball de Mozzillo i
col laboradors es realitzen només durant la fase d’induccié endovenosa d’IFN-
a2b mentre que en el nostre treball, els estudis de les subpoblacions limfocitaries
s’han realitzat durant les 48 setmanes de tractament i posteriorment a les 24

setmanes d'haver-lo finalitzat.
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Varis estudis han mostrat un augment de Tregs en sang periférica en
pacients amb MM en comparacié amb controls sans(®°-264) per6 en aquest treball,
no s’observen diferéncies significatives entre els pacients MM amb TII, els MM
control i els subjectes sans a nivell basal, probablement degut al limitat nombre
de pacients estudiats. Els pacients amb MM que desenvolupen TII presenten un
percentatge superior de Tregs que els pacients MM control al llarg de tot I'estudi,
tot i que les diferéncies només sén significatives en el moment de 1'aparicié de TII
(TT). Aquests resultats coincideixen amb els obtinguts en el segon treball
d’aquesta tesi on s’avaluen pacients amb HC-C que desenvolupen TII i amb
I'augment de les Tregs en la MAT observat per alguns autors(”, tot i que no s’ha
confirmat per altres(”> 74. Tot i aixi, aquests resultats juntament amb els obtinguts
en el segon treball suggereixen que I'augment compensatori de les Tregs no
impedeix el desenvolupament de la TII, probablement degut a una funcionalitat
deficient.

Els efectes de 'I[FNa2b sobre el sistema immunologic, concretament sobre
diferents subpoblacions limfocitaries, en pacients amb MM s’han avaluat en
diferents estudis®”3 277, 278, 280) perod actualment no existeixen dades sobre la
dinamiques de diferents subpoblacions limfocitaries relacionades amb pacients
amb MM que desenvolupen TII. El tercer treball d’aquesta tesi és el primer estudi
que avalua les dinamiques de subpoblacions de la immunitat innata i adaptativa
en aquest tipus de pacients. Durant el tractament, no s’han observat diferencies
en les subpoblacions CD3*, CD4*, CD8*, CD3*y5*, NK, NKT, el patr6 Thl/Th2,
els limfocits B o les cel lules transicionals entre pacients amb MM i TII i els MM

control, probablement pels efectes immunomoduladors de I'IFN-a. En aquest
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tercer treball també s’ha valorat I'expressié de la moléecula antiapoptotica Bcl-2 en
limfocits B ja que s’ha relacionat una alteraci6 d’aquesta amb I'aparicio
d’autoanticossos, no trobant diferencies entre els pacient amb MM i TII i els
pacients MM control, probablement a causa de I'heterogeneitat de la TIL.

Per altra banda, s’han descrit resultats contradictoris pel que fa al paper de
les iNKT en la patogenies de les malalties autoimmunitaries®3% 3%), En aquest
treball només s’han trobat diferencies en el moment d’aparicié de la tiroiditis,
concretament, tant els pacients amb MM i TII com els controls sans presentaven
un percentatge superior de iNKT respecte els pacients MM control.

Les cel lules B transicionals sén una altra subpoblacié limfocitaria que s’ha
relacionat amb el desenvolupament de l'autoimmunitat. Estudis recents en
humans han suggerit que les malalties autoimmunitaries poden tenir una
relaxacié de la selecci6 negativa i positiva, expandint-se aixi les cel lules B
transicionals i permetent un augment de l'autoreactivitat en el compartiment
madur naive(19-10%) En el nostre estudi, tant els pacients amb MM i TII com els
pacients MM control presenten un percentatge superior de cellules B
transicionals en comparacié amb els subjectes sans en el moment de I'aparici6 de
la TII (TT). Per tant, 'augment observat en aquesta subpoblacié, podria estar més
relacionat amb 1'efecte immunomodulador del tractament amb IFN-a que per la
inducci6 de TIL

L'efecte de I'IFN-02b en les subpoblacions limfocitaries és similar
independentment del tipus de TII, probablement per I'efecte del tractament amb
IFN en la modulaci6 del comportament de les subpoblacions limfocitaries en

sang periferica.

155



Discussio

En resum, en aquest tercer treball de la tesi es descriuen les diferents
dinamiques de les subpoblacions limfocitaries perifériques en pacients amb MM
que desenvolupen TII durant el tractament amb altes dosis d” IFN-a2b deguts als
efectes immunomoduladors de I'IFN. Els pacients amb MM i TII presenten un
percentatge major de Tregs durant tot el tractament que els MM control, de
forma més marcada en el moment de l'aparicié de la TII, de forma similar als
pacients amb HC-C que també desenvolupen TII del segon treball. Les nostres
dades suggereixen que l'augment compensatori de les Tregs no impedeix el
desenvolupament de la TII. Probablement es requeriran més estudis per millorar
la comprensi6 del paper de les Tregs en la patogenesi de la TII.

En relacié a tots els estudis de les Tregs realitzats en els tres treballs
d’aquesta tesi doctoral, es podria criticar la manca d’assajos funcionals. Tot i aixi,
cal remarcar que els estudis s’han realitzat amb cel lules criopreservades i per
tant, no s’han inclos assajos funcionals i de proliferacié a causa de les limitacions
inherents d'aquesta tecnica, en particular amb les PBMCs criopreservades/
descongelades. A més, encara que hagi estat possible una clara demostraci6 de la
funcionalitat de les Tregs en models experimentals, és molt dificil trobar
evidéncies similars en humans a causa de les diferents caracteritzacions
fenotipiques de les Tregs utilitzades, de la manca d’estandarditzaci¢ del estudis
funcionals ex vivo en Tregs i que la seva correlacié amb la funcié in vivo no s'ha
establert completament(340).

Tant en el segon com en el tercer treball, que sén on s’avalua la TII en
pacients amb HC-C i pacients amb MM respectivament, hauria estat interessant

haver realitzat 'avaluacié de les subpoblacions limfocitaries en teixit tiroidal i
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comparar-les amb les de sang periferica. La ra6 per la que aquest tipus d’estudi
no s’ha realitzat és que cap pacient amb TII ha presentat goll i per tant, no s’ha
realitzat una puncié tiroidal amb agulla fina. Aquest punt representa una
limitacié de l'estudi ja que la distribuci6é de les subpoblacions limfocitaries no
sempre reflecteix les condicions del teixit. En aquest sentit, s'ha descrit que 1'IFN-
a pot induir l'autoimmunitat especifica de teixit tant per mecanismes de
reclutament immunologic com per efectes toxics directes al teixit(%2). A nivell
tiroidal, s’ha demostrat que la primera via implicada és la de la inducci6é de
citocines i quimiocines Th1l, com ara el CXCL10, des de les cel lules fol liculars
tiroidals i que mitjancant el reclutament de
cel lules citotoxiques, indueix la mort cel lular autoimmunitaria % 341). A més,
'observaci6 de la mort de cel lules tiroidals amb IFN tant in vivo com in vitroGo
302) suggereix una toxicitat tiroidal directa i independent. Probablement es
requereixen més estudis per aclarir el paper exacte de les subpoblacions
limfocitaries en sang periférica en pacients amb TII i si poden ser un indicador
fiable del paper del sistema immunologic a nivell tiroidal.

Un altre punt feble del segon i tercer treball és el nombre limitat de
pacients avaluats, pero cal tenir en compte la dificultat d’obtenir pacients
d’aquest tipus en estudis prospectius d’aquesta naturalesa ja que s’estudia un
nombre de pacients i es preveu que un percentatge acabara desenvolupant TII,
fet que pot ocorrer o no. En aquest cas, la prevalenca de TII tant en pacients amb
HC-C (9,2%) com en pacients amb MM (30%) és similar a la descrita amb altres
séries, pero la seva heterogeneitat no ha permeés comparar les subpoblacions

limfocitaries entre els diferents tipus de TII.
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Els canvis en les subpoblacions limfocitaries durant el tractament amb
peglFN-02a i RBV en pacients amb HC-C, independentment de la resposta
al tractament, poden ser deguts als efectes immunomoduladors del

tractament antiviral.

L’alta expressi6 de CD81 en els limfocits B a nivell basal podria ser un
factor predictiu d'una mala resposta al tractament amb pegIFN-a2a i RBV

en pacients amb HC-C.

L’alt percentatge de Tregs a nivell basal podria ser un factor predictiu

d’una mala resposta al tractament amb peglFN-a2a i RBV en pacients amb

HC-C.

La dosi i el tipus d'IFN utilitzat pel tractament de la HC-C aixi com pel

tractament del MM no influencia en el tipus de TIL

Els canvis en les subpoblacions limfocitaries durant el tractament amb
peglFN-02a i RBV en pacients amb HC-C, independentment de 'aparicié
o no de TII, poden ser deguts als efectes immunomoduladors del

tractament antiviral.

Els canvis en les subpoblacions limfocitaries durant el tractament amb
IFN-02b en pacients amb MM, independentment al desenvolupament o no

de TII, poden ser deguts als efectes immunomoduladors del tractament.



Conclusions

* Els pacients amb HC-C que desenvolupen TII presenten una major
resposta de tipus Thl que els pacients HC-C control. Aquest fet podria
estar implicat en l'aparici6 de TII ja que s6n coneguts els efectes

afavoridors de la resposta tipus Thl tant per part de I'I[FN-a com de la

RBV.

* Tant els pacients amb HC-C i TII com els pacients amb MM i TII presenten
un major percentatge de Tregs que els seus respectius controls en el
moment de l'aparicié de la TII. Per tant, 'augment compensatori de les
Tregs no és capag d’evitar el desenvolupament de la TII en aquests
pacients, probablement degut a una funcionalitat deficient d’aquestes

cel 1ules.
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