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1. RESUMEN

Se ha estimado que actualmente cerca de 170 nulld®mgoersonas estan afectadas
del virus de la hepatitis C (HCV). La mayoria deeldesconocen estar infectadas
por este virus hasta que la enfermedad se desaenlluna etapa avanzada del
proceso infectivo. EI método actual para tratam estfermedad se basa en la
administracion de interferomZA) y de ribarin. Este tipo de tratamiento resaleo,
largo y presenta importantes efectos secundaritesnas, soélo resulta efectivo en el
50% de los casos. Todo ello, da muestra de la wecesle desarrollar nuevos
tratamientos que resulten eficaces para tratareeséamedad, que afecta al 3% de la

poblacion mundial.

En esta memoria se presenta una propuesta pararoflasaun proyecto de

investigacién que permita establecer la eficaciarte estrategia original para evitar
la entrada de HCV en las células hepaticas. Seopeofa utilizaciéon combinada de
dos anticuerpos contra dos factores esencialeslpaatrada HCV en las células
hepaticas, como son las moléculas CD81 y SR-Bl.efieacia para reducir la

capacidad infectiva del HCV de bloquear individuahte cada una de estas
moléculas ha sido previamente demostrada, asirgaste proyecto proponemos que
un uso combinado de moléculas que bloqueen ambeptoges permitiria avanzar

en la busqueda de vacunas que eviten eficazmemtiedaion del HCV.

2. INTRODUCCION

Se ha estimado que cerca de 170 millones de pergsién afectadas con el virus de
la hepatitis C (HCV). La mayoria de los infectadissconocen que portan la
enfermedad hasta que ésta se manifiesta en ura &tapzada. Tras la infeccién,
aproximadamente un 75-85% de las personas termilegarrollando hepatitis
cronica. Cada afio, entre 3 y 4 millones de infessoocurren en el mundo y cerca
de 300.000 personas mueren en la etapa final danflrmedad por problemas
causados por el HCV en el higado. La infeccion i@V lidera las causas de
cirrosis hepatica, carcinoma hepatocelular y triamsps de higado (Fauvel al.
2013).
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Se cree que estas estimas en cuanto al niumeroeddds por HCV son poco
precisas y que la realidad puede ser mucho masasgaeque existe muy poca
informacion sobre el grado de expansion de lagdidaes por HCV en el continente
africano debido, fundamentalmente, a la limitadgilamcia en las trasfusiones de
sangre y a la escasez de ensayos dirigidos a aeteqgtiresencia de Hepatitis C en
este continente (Hallidagt al., 2011).

El método actualmente mas extendido en el primendmupara tratar esta
enfermedad se basa en el uso de interfet®A)(y de ribarin. Estos tratamientos son
caros, largos y presentan efectos secundarios mpgriantes. Ademas, tan solo son

efectivos en el 50% de los casos ensayados (Naletvahs2007).

A pesar de los mas de 20 afios de estudio sobrepatitis C, alin no existe una
vacuna disponible. La inexistencia de pequeiios aesradecuados para estudiar la
infeccidbn de esta enfermedad, junto con la hahlllidel virus para escapar del
sistema inmune del receptor y su alta variabiligadética, suponen el mayor reto
para el desarrollo de una vacuna eficaz (Fauwtlla. 2013). Por tanto, resulta
necesarios nuevos tratamiento eficaces, para efgaredad que afecta al 3% de la
poblacién mundial (Hallidagt al., 2011).

2.1 EL VIRUS DE LA HEPATITIS C

HCV es un miembro de la familEaviviridae, que envuelve su cadena positiva de
RNA de 9,6kb en una pequefia envoltura viral de ®0(Rigura 1). Su genoma
codifica una soloORF que se encuentra franqueado por regiones altamente
conservadas. Las zonas que se traducen dan lugaa @oliproteina inactiva de
aproximadamente 3.010 aminoacidos, que es procgsadgroteasas virales y
celulares para conseguir tres proteinas estruesifabre, E1 y E2) y 6 proteinas no
estructurales (p7, NS2, NS3, NS4B, NS5A y NS5B)u(fedle et al. 2013) que
conforman la estructura proteica del virus (Figlixa
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a Model structure of HCV
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Hepatitis C virus (HCV): model structure and genome organisation
Expert Reviews in Molecular Medicine 2003 Cambridge University Press

Figura 1: Estructura de una particula del virus HCV. (a) Modelo de estructura del HCV. La parte izquierda de
la imagen muestra la superficie viral compuesta por lipidos y glicoproteinas; la parte derecha muestra el
genoma de RNA encapsulado por las proteinas de las capsida. (b) Proteinas codificadas por el genoma del
HCV. EI HCV esta formado por una particula con envuelta que alberga una cadena de ARN positiva de ~ 9,6 kb.
El genoma lleva un ORF que codifica una poliproteina precursora de 3.010 aminoacidos. La traduccién del ORF
se dirige a través de una regién no traducida 5’ (NTR) de aproximadamente 340 nucledtidos de longitud que
permite la unién directa a ribosomas cerca del codén de iniciacion del ORF. La poliproteina del HCV se escinde
co- y post-traduccionalmente por proteasas celulares y virales en diez productos diferentes: las proteinas
estructurales [core (C), E1y E2], situadas en la regién N-terminal de la poliproteina, y las proteinas replicativas
no estructurales (NS2-5). Se muestran las funciones de los productos de la escision (Anzola y Burgos, 2003).

El virus HCV tiene una elevada frecuencia de matacDebido a ello, modifica
facilmente la secuencia de las proteinas de lalemaplo cual le permite escapar de
la respuesta inmune del hospedador porque duraniefdccion de las células
hepaticas hay ausencia de anticuerpos especificbsadas nuevas proteinas virales

(Liang, 2013)Por otro lado, existenegiones del virus que se encuentran altamente
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conservadas como son las regionescore, NS3 y N@dBablemente debido a su
integridad funcional. Cuando se plantea establanar estrategia para bloquear la
infeccidbn por HCV, el problema de la diversidad ¢aa del HCV se puede
minimizar utilizando estas regiones conservadasocdianas para el tratamiento
contra la infeccidon. Sin embargo, la pregunta sgjaedo cOmo conseguir que estas
proteinas sean la diana del tratamiento, y res@str cuestion sigue siendo un gran
reto (Liang, 2013).

Como ya hemos mencionado, un complicado factoadepidemia del HCV es la
alta diversidad genética del virus. Existen 7 supgs y la divergencia entre cada
grupo supone un 30% de la secuencia de nucledtAlgesar de desarrollar las
mismas patologias, y ser similar en la transmisiés, distintos genotipos se
distribuyen geograficamente en zonas distintaggdalbtipo 1 es el mads comun en
Norte América, Europa y Asia, seguido del geno8poluego del 2. El genotipo 4 es
predominante en el Medio Oeste y Africa y se haesgo por numerosos paises de

Europa. Los genotipos restantes, 5, 6 y 7 son (&asvelleet al. 2013).

La infeccién del HCV se asocia con una inflamacibanica y a cambios en el
higado y en las células hepaticas que son diansimdsl, como son la produccion
anormal de proteinas de la matriz extracelular & filorosis progresiva, procesos
cuyos detalles moleculares se conocen solo paremén Cuando la enfermedad
avanza, durante un periodo de afios a décadas,qléteatura del higado se
interrumpe, produciéndose una inflamacién de esta funcion hepética se ve
disminuida. En una proporcion significativa de paxientes infectados, el proceso
culmina en un tipo de cirrosis. Esta provoca lanfacion de tejido cicatrizal que
dafa la estructura del higado, blogueando el flejsangre a través del érgaksta
cirrosis se desarrolla a menudo en silencio y ¢ém riesulta sintomatica en una etapa
tardia de la patologia. Las personas con cirragsiada a hepatitis C presentan un
riesgo particularmente alto de desarrollar carcmdmapatocelular (HCC) (Yamane
et al. 2013).
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2.1.1 Ciclo del virus

El virus de la hepatitis C completa su ciclo véallas células del higado, por lo que
la infeccion por este virus se asocia a enfermedaedeaticas. A pesar de que se
desconocen los procesos moleculares exactos Yadleislque acontecen en el ciclo
vital del HCV, al igual que otros virus, debe coatal pasos clave, como la entrada
en la célula huésped, la liberacion del genomd, Maaraduccion de las proteinas
virales, la replicacion del genoma viral, el enskjeby la liberacién de viriones.

Todos estos eventos se producen fuera del nucliocdéula huésped (Figura 2).

1. El virus localiza y se une a las células hepatigue expresan en su superficie
receptores para las moléculas del HCV, principatmeé®D81 y SR-Bl. EI HCV
utiliza proteinas presentes en su capa lipidicdeprara para unirse a estos

receptores.

2. El core de proteinas del virus penetra en la Ionena plasmatica y entra en la
célula hepatica. Para ello, fusiona su capa lipighootectora con la membrana
externa de las células. Una vez que la capa dinfse ha fusionado con éxito a la

membrana plasmatica, la membrana envuelve el virus.

3. La capa de proteina se disuelve para liber&RM viral en la célula. Esto se
puede realizadurante la penetracion de la membrana celular oamtdenzimas

especificos presentes en las células del higado.

4. ElI ARN viral comienza la produccion de matesaleecesarios para la
reproduccién viral. Debido a que el HCV almacenafarmacion en una cadena de
un unico sentido de ARN, el propio ARN viral puesst leido directamente por los
ribosomas de la célula huésped, funcionando comARIN normal presente en la
célula. A medida que comienza la produccion depladeinas codificadas en su
ARN, el virus apaga la mayor parte de las funciam@snales de la célula, lo cual
permite la conservacion de su energia para la pondlu de material virico.

Ocasionalmente, el HCV estimula la produccion delag hepéaticas, lo cual permite
crear mas células en las que se pueden reprodigivilus. Por esta razén, la

hepatitis C se asocia a menudo con el cancer aedig
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5. Una vez introducido, el ARN viral crea una vénsantisentido de si mismo como
molde para la creacion de nuevos ARN virales. ENARal se copia cientos o miles

de veces, generando el material genético parau®gos virus.

6. EI ARN viral entonces dirige la produccion degs@meros a base de proteinas.
Estos son los bloques de construccion para la jpagteica protectora del virus. Los

ribosomas crean las proteinas y las liberan pawssu

7. Los capsOmeros completados se reunen alrededonugvo ARN viral para

formar nuevas particulas virales. Los capsémends eisefiados para atraerse entre
si y encajar de una manera determinada. Cuanduesuéis capsomeros se reunen,
se auto-ensamblan para formar una capa esféramaadla capsida que encapsula

completamente el ARN del virus. La particula cortgala se llama nucleocapsida.

8. Los virus recién formados viajan a la parteriatede la membrana plasmatica y
se unen a ella. La membrana plasmatica rodea ek wr luego lo libera,

proporcionando al virus su capa lipidica protectémacual va a ser utilizar mas
adelante por el virus para unirse a otra célulatieg Este proceso de brotacion y
liberacion de nuevos virus se mantiene duranteshenala superficie celular hasta

que la célula muere de agotamiento (Sidzed., 2009).

4 . /
/ Endoplasmic I LAY

: die
o‘—_\ o - .*.-_1|:|r_._|!|i.|l11 0 ._1 -.,'."."\{‘-
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0 o web
O
o

Figura 2. Ciclo de vida del HCV. (a) Unién e internalizacion del virus, (b) liberacion citoplasmatica, (c)
traduccién y procesamiento de la poliproteina, (d) la replicacion del ARN, (e) embalaje, (f) la maduracién del
virion y la liberacién. Las proteinas estructurales y no estructurales del HCV se muestra esquematicamente en la
membrana del reticulo endoplasmatico (Moradpour et al. 2007).
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2.1.2Entrada del HCV a los hepatocitos:

La entrada del virus es necesaria para la inigiacliseminacion y mantenimiento de

la infeccion. Dado que el proceso de entrada esiograra los diferentes genotipos

descritos en el HCV, el estudio y el bloqueo dernrada del virus constituyen una

parte esencial para el control del ciclo viral yauhana prometedora para la terapia
antiviral (Zeiselet al., 2013).

1

HCV binaw'ng to
surface receptors

[ Lateral movement |
of HCV-CoB1
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Figura 3. Descripcién general de la entrada en la célula del HCV. El proceso de entrada del HCV parece
requerir numerosas interacciones con factores de la célula huésped. El viridn, que se asocia fisicamente con los
complejos de apolipoproteinas, se une a una célula huésped mediante la interaccion en la superficie celular con
el receptor de lipoproteinas de baja densidad (R-LDL) y glicosaminoglicanos (GAG). Se requieren muchos
factores para la entrada del HCV después de la unién del virién a la célula huésped. Estos incluyen el receptor
CD81 y del receptor de clase B tipo 1 (SR-B1), seguido de una posterior utilizacién de la proteina de unién
CLDN1. Estas interacciones dan como resultado la endocitosis del virion, donde se fusiona con una membrana
endosomal tras la acidificacion para liberar la nucleocapside viral (Lindenbach y Rice 2013)
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Para infectar una célula, la particula viral tiggesar a través de un proceso de
entrada con multiples etapas, durante el cual, pada esta estrechamente regulado
en tiempo y espacio. EI HCV circula asociado fisieate a lipoproteinas como el
LDLR. EIl virus gana el acceso a los hepatocitosaedp por entre las células
endoteliales hepaticas (Mirjaghal., 2013) (Figura 3)

2.2 DIAGNOSTICO DE HEPATITIS C

Los examenes de diagnostico para la hepatitis filisden dividir en dos categorias

generales:

1. Pruebas seroldgicas que detectan anticuerposacgrvirus de la hepatitis C (anti
-VHC).

2. Ensayos moleculares que detectan, cuantificarg garacterizan los genomas de

ARN del HCV dentro de un paciente infectado.

Los ensayos serologicos se han subdividido en psudb deteccion de anti-HCV,
tales como el inmunoensayo enzimatico (EIA), y pasecomplementarias, tales
como el ensayo de inmuno-transferencia recombin&i&A). Tres generaciones de
pruebas de anti-HCVs se han desarrollado y cadargedn ha dado lugar a una
mejora en la sensibilidad de deteccién de anti-HCV.

Sin embargo, estas pruebas son positivas incluggeeonas que han eliminado el
virus de su cuerpo. Ademas, se suelen tardar w@iesmeses desde la infeccion del
virus hasta que en el individuo infectado se alaanniveles de anticuerpos

detectables por estas técnicas, por lo que un tadsulnegativo no excluye

necesariamente una infeccion recientemente adgquididr ello, a las personas que
han estado recientemente en riesgo de contraepkitis C se les suele recomendar
una repeticion de la prueba unos meses despuda. Bueba de anticuerpos es
positiva, entonces se necesita un andlisis masustiha mediante PCR, para

detectar si el virus esta todavia presente. Lasbas mediante PCR también se
suelen realizar para determinar exactamente qaédgpvirus de la hepatitis C es el
responsable de la infeccién (Gretch 2003). Pag e# utilizan ensayos mediante

gRT-PCR, los cuales permiten ahorrar tiempo y na@jola reproducibilidad,
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sensibilidad, deteccion y genotipado del virus aéépatitis C (Davalievat al.,
2014).

2.3 LIMITACIONES PARA ESTUDIAR Y/O TRATAR LA PATOLO GIA

Existen dos problemas basicos para el estudiotgntianto de la hepatitis C: la
evasion del sistema inmune del hospedador por daftelCV y el sistema modelo

para el estudio de esta enfermedad.

2.3.1 Mecanismo de evasion del HCV

A diferencia de otros virus, el HCV no puede peretan latente en las células
infectadas. El virus de la hepatitis C ha desadolimuchos mecanismos para evadir
y contrarrestar el efecto de la respuesta inmuhénasgpedador. A nivel de virus,
puede “esconderse” de la respuesta de los antmsigrgppuede pasar de célula a
célula sin que sea expuesto a ningun anticuerpolgsrcomplejos del sistema
inmune. A nivel celular, el virus puede bloguearnaunidad innata inhibiendo la
induccion y accion del interferon. También se haa&trado que HCV interfiere en
la presentacion del antigeno por parte de las agldendriticas y en la funciéon

antiviral de las células NK (Liang, 2013).

2.3.2 Sistema modelo

La ausencia de modelos animales supone el mayddcnis para el desarrollo de
una vacuna. Los unicos animales modelo que puesteinfectados por el virus son
los chimpancés (Liang, 2013). Dada su similitud ebgenoma humano, es la Unica
especie susceptible a la infeccion del virus, enlmuando se infectan, no desarrollan
fibrosis, cirrosis, ni carcinomas, a diferencidalgue ocurre en humanos (Billerbeck
et al., 2013). Por otro lado, el alto coste y la escdedade chimpancés limita la
estadistica de los estudios y a pesar de que Ewmeanes de vacunas de HCV en
chimpancés estan considerados aceptables porutastie Medicina US, estas

limitaciones entorpecen los ensayos preclinicoand,i 2013).
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Sistemas de ratones quimericos, a los cuales shalesmplantado hepatocitos
humanos, soportan una infeccion y la replicacidrHi&V, por lo que estos modelos
han sido utilizados en ocasiones para desarrofiicugrpos neutralizantes, para
analizar las interacciones de los receptores dabkw para ensayar intervenciones
terapéuticas (Liang, 2013). Sin embargo, debidouainsnunodeficiencia, estos
ratones no pueden ser usados para el estudio meniaidad adaptativa o para

estudios sobre la fase de infeccidn cronica.

Por ello, se estan realizando esfuerzos para megsta tipo de modelos y se esta
trabajando activamente para desarrollar ratonessdgemicos susceptibles a la
infeccion del HCV. La mayoria de ellos se centrarios denominados “genetically
humanized mouse”, que permiten la entrada del \@xg@esando en las células de
los ratones los genes humanos necesarios (CD81RBCACLDN1 y OCLN)
(Billerbeck et al., 2013). Otros pequefios animales han sido tamlmésigderados,
como por ejemplo la musarafia del arbol, si bienssuy reproducibilidad todavia no

estan claros.

Sin embargo, a pesar de que los animales modelaities en el estudio de la
patologia y en el disefio y desarrollo de vacunasden no representar de manera
fiel la respuesta y la eficacia que podrian tenen@nanos, asi que otras alternativas

0 modelos siguen siendo necesarios.

A los problemas para encontrar modelos adecuadaSagke otra cuestion técnica no
menos importante, como es que, debido a su caphiritictiva, la utilizacion para
ensayos del virus de la hepatitis C, sin modifizaes, queda descartada, a no ser
que se trabaje en condiciones de seguridad biaddge nivel 3. Por ello, se han
desarrollado modelos en los que se modifica el Hfava reducir el riesgo de
infeccion (Garrick y Stamatakk012). Hasta el afio 2005 no existi6 un modelo
robusto que permitiese propagar el virus HCV trah@p en cultivos celulares
(HCVcc). No obstante, se habian desarrollado atrodelos para el estudio de la
biologia del HCV, como son el replicon de HCV, leseudovirus (HVCpp), las

proteinas recombinantes virales o el uso de péaticimilares al virus.

Las pseudoparticulas de HCV (HCVpp) fueron el prigistema robusto utilizado

para estudiar el proceso completo de entrada d#™ éfClas células huésped. Estas



Pagina |11

particulas consisten en particulas retroviralestoumeen heterodimeros de HCV, E1
yE2. El desarrollo de HCVpp ha permitido estudiolsre el mecanismo de entrada y
del ciclo vital del virus (Hset al. 2003). Este sistema se basa en la co-transfeccion
de células 293T, linea empaquetadora, con 3 vectlerexpresion, uno que codifica
las gliproteinas E1 y E2 del HCV, otro que codifiees proteinas gag-pol de
cualquiera de los virus de la leucemia murina (MLW) del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y el tercero queiftoa un gen reportero (Figura

4) (Steinmann y Pietschmann, 2013).

Plasmid 2

Plasmid 1 Plasmid 3

P

203T cells

Figura 4. Ejemplo de generacion de pseudoparticulas de HCV infecciosas (HCVpp). Consiste en la
cotransfeccion de células del rifion de embrién humano 293T con 3 plasmidos que permiten la expresién de (1)
glicoproteinas de HCV: E1-E2, (2) proteinas del nucleo retroviral, y (3) una proteina verde fluorescente (GFP).
La expresion conduce a la secrecion de pseudoparticulas que tienen glicoproteinas de la envoltura del HCV en
lugar de la envoltura retroviral, en el sobrenadante. CMV, promotor de citomegalovirus; ¥, secuencia de

empaquetamiento retroviral (Bartosch et al. 2003).

En el 2005, varios laboratorios informaron de uepacde HCV que reproducia y
liberaba particulas infecciosas directamente etivosl celulares (HCVcc) (Zhong
al. 2005, Lindenbackt al. 2005). La cepa fue clonada a partir del cDNA deimns

de genotipo 2a aislado de un paciente japonés pangtave infeccion por HCV,
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bajo el control de un promotor del fago T7 (Figb)aEste clon se conoce como el
clon de la hepatitis fulminante japonesa 1 (JFHALYliferencia de los genomas del
HCV anteriores, la infeccion con el genoma JFH-1células de hepatoma, como
pueden ser la linea Huh7, resulta en la liberadiércapsidas capaces de infectar
células. Mediante el uso de los HCVcc se han aoafilo los hallazgos realizados
con HCVpp, incluyendo la identificacion de los exeptores del HCV, lo cual ha
permitido mejorar nuestra comprension del ciclo vita del HCV (Garrick y
Stamataki2012).

Xbal
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| |
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Figura 5: Esquema del cDNA del ARN subgendémico de HCV bajo el control de expresion del promotor
del fago T7 (JFH-1).

2.4 TRATAMIENTOS ACTUALES Y FUTUROS: DESARROLLO DE
VACUNAS

2.4.1 Tratamiento actual de la Hepatitis C

La terapia actual estandar para la infeccion poVHsDnsiste en inyecciones
subcutaneas semanales de interferon pegilado (PE{;-tombinado con ribavirina
por via oral diariamente durante un periodo deePdasias para los genotipos 2y 3y
durante 48 semanas para los genotipos 1 y 4 . rapidetiene gran cantidad de
efectos secundarios significativos y conduce a r@s@uesta viroldgica sostenida
(RVS: reduccion continua y prolongada de la caiiga;os pacientes son negativos
para el virus por RT-PCR 6 meses después de tarmmaterapia) en
aproximadamente el 40-50 % de los pacientes cecdidn por genotipo 1, 65-70 %
con el genotipo 3 y el 80 % de aquellos con gend@ipEl PEG- IFN y la ribavirina
es un tratamiento caro (tiene un costo promediapteximadamente £ 7000 en el
Reino Unido para un ciclo de tratamiento), por iee gesulta inasequible en los
paises en desarrollo (Giesgtal., 2006).
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Dos inhibidores de la proteasa viral (telaprevirbgceprevir) se encuentran
actualmente en fase Ill de ensayos clinicos pard@V y algunos tratamientos
adicionales estan en desarrollo. Estos medicamesdnssolo eficaces contra la
infeccion por genotipo 1. Debido a que estos meaitdos se pueden usar junto con
PEG-IFN/ribavirina, el coste del tratamiento todawera superior y los efectos
secundarios adicionales, como erupciones en lagggbodrian agravar. El coste de
un ciclo de 3 meses de estos inhibidores de keg@sas en el Reino Unido se prevé
gue alcanzara los £ 18,000-22,000. Muchas otrapiter antivirales directas estan en
desarrollo, pero es poco probable que alcanceplilzaaion clinica en los proximos
afnos (Gievet al., 2006).

2. 4.2 Ensayos en humanos de vacunas candidatas

A pesar del desconocimiento de cudl es la mejondacion para una vacuna que
induce la inmunidad protectora, dos vacunas catalid#el HCV han sido probadas

en estudios con chimpancés y estan avanzandosadiasieas. Una de estas vacunas
contiene glicoproteinas recombinantes de la eravaelt virus, E1 y E2, del genotipo

1, formuladas con un adyuvante (MF59). En la fasdell estudio en humanos

voluntarios (clinical Trials. Gov NCT00500747) es&cuna en ensayo inducia una
respuesta fuerte de produccion de anticuerpos guigatizala infeccion del HCV-1

y también HCV-2 (Zeisedt al., 2013).

La otra vacuna candidata se basa en la activadorétulas T, utilizando dos
vectores adenovirales seroldégicamente distintog,denellos es un adenovirus raro
en humanos (Ad6) y el otro es un adenovirus de gainoe (Ad3Ch3). La vacuna se
basa en incorporar los genes no-estructurales, &®3eNS5B, a los dos adenovirus
(Liang, 2013).

Ademas de estas dos opciones, existe una nuevaasita en experimentacion que
consiste en utilizar inhibidores, una posibilidage gaiun esta en fase preclinica.

Existen diversos tipos de inhibidores, por ejemplo:
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1- Componentes que marcan las particulas lipovirassgdecir, anticuerpos
contra la envuelta del virus.

2- Componentes que marcan factores esenciales ertréal@rdel hospedador,
por ejemplo, anticuerpos que bloquean CD81, SREBDN1, EGFR...

3- Componentes que interfieren en la fusion del vipg, ejemplo, arbidol,

chloroquina y silymarin.

La focalizacion en la entrada viral tiene la veantd¢ que permite combatir infeccion
viral en las primeras etapas del proceso infegtiamtes de que el virus empiece a
producir material gendmico, el cual persistirdandeélulas infectadas (Fofaetaal .,
2013).

La entrada del HCV es un proceso multifactorial gecta a varios receptores de
célula huésped, si bien los principales son CD8iraceptor de clase B tipo 1
(denominado SR-BI), claudina-1 (CLDN1) y occlud®ddLN).

Puesto que el proceso de entrada del virus parecéuena diana para el desarrollo
de vacunas, vamos a centrarnos en él y, en conereta caracterizacion de los dos

de estos receptores del HCV principales: CD81 \BE&R-

2.4.3 Blogqueo de CD81

Es un miembro de la familia de proteinas tetragpdfie el primer factor de entrada
identificado para el HCV debido a su capacidadntieractuar con la forma soluble
de la glipoproteina E2 (se2). CD81 es un factoredtada esencial, ya que su
silenciamiento en células del hepatoma inhibe teada de HCV, mientras que su
expresion en células de hepatoma que son resstaiteHCV les confiere
susceptibilidad a la entrada de este virus. Esrasé@te mencionar que varios
estudios demuestran que usando anti-CD81 se puedenir la infeccion HCV, lo
cual subraya la importancia de CD81 en el conteblcitlo viral (Meulemaret al.
2008; Fofanat al., 2013).

CD81 no sdlo tiene un papel esencial en la entdmiiavirus sino que también lo
tiene en la transmision célula-célula al infect@lulas vecinas (Lindenbach al.,
2005; Bartosclet al., 2003; Zhangt al., 2004).
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Debido a su probado caracter inhibitorio de ladaoi@n tantoin vitro (Fofanaet al.,
2013) como in vivo (Meulemanet al., 2008), los estudios sobre este receptor han
aumentado considerablemente en los Ultimos afiosl &msayadn vitro se consiguio
hasta un 90% de disminucién en la entrada del dieusna forma dosis-dependiente,
utilizando para ello el anticuerpo anti-CD81; edukado se obtuvo mediante el uso
de HCVpp y mediante el uso de HCVcc en lineas gatbeitos secundarios (Fofana
et al., 2013). En el ensayim vivo, usando ratones quiméricos uPA-SCID y a una
dosis de 400g de anti-CD81, se consiguié una proteccion corapentra el HCV y

a las 4 semanas de tratamiento, el RNA del HCVraadetectable en la sangre de
los ratones (Meulemast al., 2008).

2.4.4 Bloqueo de SR-BI

El receptor clase B tipo 1 (SR-BI) es un receptiipoproteinas de alta densidad
(HDL) que se expresa en el higado y modula el noéisatho de los lipidos. El virus
HCV es capaz de interaccionar directamente con BrRfBquiere de este receptor
para entrar al interior de los hepatocitos y estadyl una infeccién productiva. Se ha
demostrado que actla durante la unién y tras sll@® pasos de entrada del HCV
(Zeisel et al, 2007; Haberstrehal., 2008; Sydeket al. 2011). Los datos indican que
SR-BI juega un papel multifuncional durante la adér del virus (Zeisel et al, 2007,
Haberstrolet al., 2008; Sydeet al., 2011).

Con la generacion de anticuerpos contra este @geBR-Bl, se inhibe
especificamente la entrada de HCV durante los ppessunion y se reduce el
porcentaje de infeccion por parte del virus. Potaalos ligandos fisiologicos de SR-
Bl modulan la infeccién de HCV. Esto indica que hiaycomplejo que interacciona
entre lipoproteinas, SR-BI y las glicoproteinasadenvuelta de HCV para la entrada
de HCV (Cataneset al., 2013).

2.5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Los ensayos realizados hasta el momento indicaregb®queo de la entrada del
virus en las células hepaticas es un método praimepara el desarrollo de vacunas.

Dos han sido hasta el momento los receptores queaseestudiado de forma
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individual para el analisis de la potencialidacsdéloqueo como sistema eficaz para
el desarrollo de vacunas: CD81 y SR-BI. El blogpeo separado de cada uno de
estos receptores genera una drastica reducciéa ddekccion de los hepatocitos,
tantoin vitro comoin vivo por lo que su uso se plantea como una alternagva d
futuro para el desarrollo de vacunas que interrummgdeciclo viral en sus estadios
tempranos. Hipotetizamos que la utilizacion comtende anticuerpos que bloqueen
los dos receptores esenciales para la entrada dé (BO81 y SR-BI) permitiria
desarrollar una vacuna eficaz que bloquearia eesminfectivo mas eficientemente
gue cuando se utiliza uno solo de los anticuerfpsta vacuna serviria para cualquier
tipo de cepa viral y evitaria resistencias que fodaparecer cuando se bloquea
Gnicamente uno de los receptores. Ademas, consideranas adecuado ensayar la
capacidad bloqueante de esta estrategia utilizaegatocitos primarios, a fin de

utilizar un modelo celular similar a las condiciematurales de infeccion.

Para probar la hipodtesis anterior, nos hemos mdontecomo objetivo general
establecer un procedimiento experimental para a@ndaycapacidad de los HCVcc
de infectar hepatocitos primarios tras la utilibactcombinada de dos moléculas que
han mostrado capacidad de inhibir dicho procestoaea individual (anti-CD81 y
anti-SR-BI).

Para este objetivo general, se han estableciddagentes objetivos especificos:
1.- Obtener HCVcc utilizando cultivos de hepataxgecundarios

2.- Infectar hepatocitos primarios con los HCVccteoldos y cuantificar su

infectividad

3.- Analizar la capacidad infectiva de los HCVcamrdo se utilizan los anticuerpos

bloqueantes de forma individual y combinada

3. DESARROLLO

A continuacidon se propone el ensayo combinado de doticuerpos que,
individualmente, han mostrado capacidad de dismitaiinfeccion por HCV
mediante el bloqueo de las proteinas que actlao ceceptores para la entrada del
virus HCV en los hepatocitos (Kriegetral., 2010; Fofanat al., 2013; Meulemaiet
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al., 2012). Para el ensayo se utilizaran cultivos efgatocitos primarios, por resultar
un modelo mas cercano a la situacion normal quecildsvos de hepatocitos
secundarios (Steinmann y Pietschmann, 2018)determinacion de la infectividad
se realizard mediante un ensayo con anticuerpogpos y secundarios) que
permitira comparar los titulos de infeccion viral ausencia de bloqueantes, en
presencia de soOlo uno de los blogueantes y en rmiaseombinada de ambos,

expresados como unidades formadoras de focos [Jjju/m

En la tabla 1 se describe el procedimiento gertpralse propone para llevar a cabo

el experimento

Tabla 1: Procedimiento propuesto en el proyecto

sDeterminacion de la linea celular: hepatocitos primarios.

*0Obtencion de los HCVcc en hepatocitos secundarios.

sInfeccion de los cultivas primarios de hepatocitos porlos HCVcc.

v

2
3

\/ eInfeccion de los cultivos primarios de hepatocitos en presencia de los dos
4

anticuerpos aensayary comparacion de resultados de infectividad

3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Determinacion de la linea celular

Gran cantidad de ensayos sobre la Hepatitis C aezae utilizando hepatocitos
secundarios (Kriegeet al., 2010; Fofanaet al. 2013) debido a su accesibilidad
econdmica y a su vida atil mucho mas larga en k&vou Sin embargo, estas lineas

celulares no reflejan con precisién el perfil deresion de un hepatocito (Mowbray,
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2011). Para este proyecto proponemos utilziar bepas primarios, ya que a pesar
de sus desventajas, en cuanto a su escasa disidadiby limitada capacidad de
proliferacion, proporcionan un modela vitro mas cercano a la célula huésped
natural del HCV (Steinmann y Pietschmann, 2013)erAdéls, un estudio realizado
por Podevinet al. 2010 demuestra que es posible producir titulosifgigtivos de
particulas HCV infecciosas en hepatocitos primaimsdividuos adultos, particulas
gue son secretadas, que tienen una densidadtdeidlo baja y una alta infectividad
especifica, y que muestran caracteristicas similarelas particulas de HCV
producidas in vivo. Estos hallazgos sugieren que los hepatocitos apios
representan el modelo fisiolégico vitro mas adecuadpara estudiar la infeccion

por el VHC que el uso de lineas celulares (Garyikamataki2012).

Para ello, se utilizardn cultivos primarios de hepi¢os adquiridos e€lonetics™
distribuidos por la casa Lonza. Las células seraidtivadas segun las

recomendaciones de la casa, durante el menor nideaiglos posible.

3.1.2 Obtencién de los HCVcc en hepatocitos secumides

EL HCV, con al menos 7 genotipos y numerosos sabties un miembro del género
hepacivirus (Lindenbaclet al., 2001). EI genoma de loBlaviviridae es una
molécula de ARN de cadena positiva que varia emafiamde 9,6 a 12.300
nucledtidos, con un marco abierto de lectura (OdRI€) codifica una poliproteina de
3.010 aminoacidos o mas (Chevalier y Pawlotsky,620Dado el poder infectivo
que tiene el virus del HCV se descarta por comgketatilizacion de este virus sin
ninguna modificacion del genoma que permita redeicitesgo de su utilizacion en

el laboratorio.

El método que se utilizar4 (HCVcc) se basa enalasteccion de la linea celular del
hepatoma humano, Huh7, con ADN gendmico derivadoHf&V. Este método
consiste en utilizar estas células como productdeasos virus que infectaran las
células deseadas. Los virus que estas células, tagasolo contienen las capsidas de
los virus, los cuales tienen capacidad de union lesncélulas, pero no tienen
capacidad de generar otros virus, ya que carec&Nde El JFH-1 es la secuencia

consenso del genoma completo del virus HCV; el genesta clonado en el vector
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pUC bajo el control transcripcional del promotor Té (Kato et al., 2001). El
resultado de la clonacion es el plasmido pJFH-&,toane aproximadamente 12,4 kb
de longitud, expresa resistencia a ampicilina ypweden propagar ef. coli. Una
vez purificado el vector pJFH-1, puede ser lina@alzen el extremo del genoma de
HCV con la enzima de restriccidtbal para permitir la transcripcidim vitro de los
genes de JFH-1 (Yu y Uprichard, 2010).

Las ventajas de esta metodologia para la genaraeidHCVccin vitro son (i) la

facilidad del procedimiento, (ii) el tiempo reduagjdy (iii) la capacidad para generar
grandes volumenes de HCVcc. Ademas, frente adadalersidad genética del virus,
el mecanismo de entrada se mantiene igual para todogenotipos (Zeiset al.,

2013) por lo que con el modelo de HCVcc se puedactearizar la entrada del virus
en las células para los 7 genotipos del HCV. Dagolgs virus de ARN acumulan
mutaciones cada vez que su genoma se replica, me@®ienda que el virus tenga

pases después de la transfeccion (Yu y Uprich&@i))2

A continuacién se describe el protocolo para laegeeion de HCVcc tal y como lo
describe Yu y Uprichard (2010).

1. Linealizacion del plasmido pJFH-1: mediante digestion la enzima Xbal.

2. Purificacion del plasmido linealizado mediante fésioroformo.

3. Transcripcion del genoma JFH-id vitro, medianteRNA polimerasa del
fago T7 (MAXIscript® SP6 Kit).

4. Purificacion del RNA mediante kit de purificaciéa ARN Ribozol.

5. Preparacion de las células intermediarias: cultde células Huh7
(hepatocitos secundarios), a un 80% de conflugntipsinizacion.

6. Transfeccion de las células Huh7 con ARN del HCV diaste
electroporacion.

7. Extraccion de HCVcc infecciosos: cuando las céltiassfectadas alcanzan
una confluencia del 80%, se lisan. Normalmenteepipo suele ser de 5 0 6
dias. El sobrenadante contiene capsidas del vpusden ser extraidas y
almacenadas a -80 ° C.

3.1.3 Determinacion de la infectividad de HCVcc ehepatocitos primarios
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Existen muchos métodos para determinar la infetzst/idel HCV; ensayos con
luciferasa 0 gRT-PCR son ejemplos de ellos. Escaste, utilizaremos los titulos de
infeccién viral, expresados como unidades formalde focos [(ffu)/ml], basados
en el numero discreto de pocillos que contienerdfidas en monocapas, la dilucion
del inéculo y el volumen del in6culo. Los HCVcc soo-citoliticos, pero pueden
formar pequefios focos de células que son posjiaeslas proteinas del HCV. Estas
pueden ser visualizadas por inmunotincion de lasatapas fijadas de Huh7
infectadas. Para calcular los titulos de infectididdel HCV expresadas como
unidades formadoras de foco [(ffu)/ml], el métodasnadecuado consiste en utilizar
una reaccidn con anticuerpos primarios especifigoanticuerpos secundarios

marcados con fluorescencia (Yu y Uprichard, 201@riget al., 2005).

1. Preparacion de las células: cultivo de los hepategdorimarios hasta los
3x10 células/pocillo en placas de 24 pocillos con Mg Matrix
(Corning®) (Kriegert al. 2010).

2. Preparar, por triplicado, 10 diluciones de las rtrasde HCVcc.

3. Afadir a cada pocillo de hepatocitos primariogyl 5 cada muestra diluida
de HCVcc, por triplicado.

4. A las 72h, fijar las células con 3@Q0 del tampon de fijacion PFA (20g de
paraformaldehido). Decantar con DPBS (sin M¢4).

5. Afadir 30ul del anticuerpo primario a cada pocillo. Lavar @0 ul DPBS
los anticuerpos primarios sobrantes. Decantar. tRe&peeces.

6. Anfadir 30ul de anticuerpo secundario a cada pocillo. LavarZ@0ul DPBS

los anticuerpos secundarios sobrantes. DecantpetiR8 veces.

La infectividad de los HCVcc se determinara medainha reaccion doble con
anticuerpos: como anticuerpo primario se utilizara anticuerpo de raton que
reconoce la proteina del core del virus de la ligp&, anti-Hepatitis C Virus Core,
suministrado por Abcam®. Como anticuerpo secundseiatilizara un anticuerpo
policlonal de conejo anti IgG de ratdn conjugado €y3 (Life Technologies).

Para calcular el titulo en unidades de formaciéfodes [(ffu)/ml], el resultado de la
reaccion se analizara en microscopio de luz irdeertse seleccionaran los pocillos

con un numero suficiente de los focos para un g@fii@ble. Se contaran los focos
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producidos, y se realizara la media de cada pogpdlotriplicado. Para el calculo, se

seguira la ecuacion (1) (Yat al., 2005).

1 1
rito () = nede focos , ) ( )
ko ml n? de focos x factor de dilucion del virus en la preparaciéon x volumen de cada pocillo (ml)

(1)

3.1.4 Uso de los anticuerpos: anti-CD81 y anti-SRHBanticuerpos primarios y
secundarios.

En el ensayo para bloquear la infeccion se utdizanticuerpos para dos receptores
celulares (CD81 y SR-BI) que utiliza el virus pataentrada en los hepatocitos: el
anti-CD81 y el anti-SR-BI, respectivamente.

El anticuerpo correspondiente al receptor CD81,-@DB1, generalmente se
denomina JS81, aunque comercialmente también seceonomo TAPALl vy

TSPANZ28; es comercializado por BD Bioscience

Como anticuerpo para el receptor SR-Bl se utilizataanticuerpo policlonal
denominado SCARB1, suministrado por Abbiotec.

3.1.5 Ensayo de viabilidad de los hepatocitos primas en presencia de las
moléculas a ensayar

Antes de realizar los ensayos de infeccion en poésele los anticuerpose debera
ensayar el efecto de estos anticuerpos sobre lailidad celular sobre los
hepatocitos primarios a utilizar, para comprobag stos no provocan la muerte
celular y que las células puedan desarrollarse deera correcta sin afectar al
metabolismo celular normal. Por tanto, se analitandabilidad de los hepatocitos
primarios con cada anticuerpo por separado, y epmlds compuestos combinados.

Todos los ensayos se realizaran por triplicado.

La viabilidad de las células tras su exposiciontge los anticuerpos anti-CD81 y/o
anti-SR-BI se analizard mediante el ensayo MTTaR#lp, las células Clonetics™
se incubararen placas de 24 pocillos (3*16élulas/pocillo) con Matrigel Matrix

(Corning®) (Kriegeret al., 2010) con el anticuerpo a diferentes concentnasio
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anti-CD81 (0, 0.1, 10, 100g/ml) (Kriegeret al., 2010) y anti-SR-BI (0, 0.08, 0.3,
1.5, 5, 20ug/ml) (Meulemaret al., 2012). Los hepatocitos se dejaran crecer 24 horas
(Dvorak et al. 2007). Posteriormente, se analizard mediante el ensayd, Mor
triplicado. Este ensayo se basa en que las céhidates con metabolismo activo
convierten MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5ghenyltetrazolium bromide)) en
un producto de formazano purpura con un maximabs$erbancia cerca de 570 nm.
Cuando las células mueren, pierden la capacidadmeertir MTT en formazano, de
este modo la formacién de color sirve como un nticdtil y conveniente de tan
solo células viables (Krieget al., 2010).

3.1.6 Infeccion de los hepatocitos primarios con H&c en presencia y ausencia
de las moléculas a ensayar

Aunque previamente ya se ha comprobado el efehtbitario individual que tienen
las moléculas anti-CD81 y anti-SR-BI frente la gdién del HCV en los hepatocitos
primarios (Kriegeret al., 2010; Fofanat al. 2013; Meulemart al., 2012), en este
proyecto se plantea probar nuevamente tal efecta palidar los resultados
anteriores y establecer niveles de referencia ©@ngue comprobar el efecto

sinérgico de utilizar ambos anticuerpo simultaneame

Los hepatocitos primarios que han estado en canpaetio con el anticuerpo seran
infectados por los HCVcc. Se espera que los amias bloqueen la entrada del
HCV, lo que se traducira en un descenso de ladiifieen los hepatocitos primarios.
Cada ensayo se realizara por triplicado.
3.1.6.1Infeccién de los hepatocitos primarios por HCVcc presencia del
anticuerpo anti-CD81
Las células Clonetics™e pre-incubaran durante 1 hora a 37°C con eluarpo
anti-CD81 a diferentes concentraciones (0.01, D.10 y 100ug/mL) en placas de
24 pocillos (3 x 10 células/pocillo) (Kriegeret al., 2010) con Matrigel Matrix
(Corning®). El control se realizar4 con A@/mL de IgG (Fofana et al., 2013), todas
por triplicado con los Posteriormente, se incuba@n los HCVcc durante 24 h a 37
°C . Después, se seguira el proceso de determinaedia éhfectividad descrito
anteriormente para el célculo de titulos en unigaeformacion de focos [(ffu)/ml].
Para ello se seguira el procedimiento descritd apartado 3.1.5.
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3.1.6.2 Infeccion de los hepatocitos primarios por HCVcc presencia del
anticuerpo anti-SR-BI

Los hepatocitos primarios se pre-incubaran durard&éa a 37 °C con una densidad
de 3 x 18 células/pocillo con el anti-SR-BI en concentraei® crecientes (0
(control), 0.08, 0.3, 1.5, 5, 20g/ml). Después seran infectadas con los HCVcc
durante 24 h a 3¥ , cada una por triplicado. Se lavara la soluciémuticuerpos, y
se procedera a la determinacion de la infectivideldHCV mediante el protocolo
anteriormente descrito para determinar los titelosinidades de formacién de focos
[(ffu)/ml]. Para ello se seguiré el procedimienesdrito en el apartado 3.1.5.

3.1.7 EFECTOS SINERGICOS

Posteriormente, y una vez validadas las molécwasgparado, se combinaran para
comprobar el efecto sobre le infeccion del HCV.aPaomprobar el efecto de la
infeccién con la combinacion de las moléculas, esdizar4d un ensayo en el que
estando los hepatocitos primarios en presenciandeCB®81 y anti-SR-BI, seran
infectados por los HCVcc. Posteriormente se mddirafeccion producida en estas
condiciones. Dada la previa validacion de las moés; los ensayos combinados se
realizaran con las dos concentraciones mas efecta las dos moléculas. Cada
ensayo se realizara uno de ellos por triplicadoa médtener unos resultados mas

fiables.

3.1.7.1 Anti-CD81 - Anti-SR-BI

Las células Clonetics™ se pre-incubaran en placas Matrigel Matrix de 24
pocillos (3 x 18 células /pocillo) (Corning®) (Kriegeat al., 2010) durante una
hora a 37°C con el anticuerpo anti-CD81 y anti-SReBas 2 concentraciones mas
efectivas obtenidas anteriormente mas el conRokteriormente, los hepatocitos
primarios infectadas con los HCVcc durante 24 W3 cada una por triplicado
Después, se procedera a la determinacion de latinéad del HCV mediante el
protocolo anteriormente descrito para determinas tulos en unidades de
formacion de focos [(ffu)/ml]. Para ello se seguitgprocedimiento descrito en el
apartado 3.1.5.
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TAREAS

SEM

ESTRES

1-6

7-12

13-18

19-24

Adquisicion del material necesario para cultivos,
para ensayo MTT, material de biologia molecular
etc

Adquisicion de células, plasmidos y anticuerpos:
» Hepatocitos primarios y Cultivos celulares Huh
e Plasmido pJFH-1

* Anticuerpos JS81, SCARBI, Anticuerpo anti-
hepatitis C virus core y anticuerpo secundario
conjugado con Cy3

Obtencién de los HCVcc en hepatocitos secunda

» Linealizar y purificar el pJFH-1

» Transcribirin vitro del JFH-1

» Purificar el ARN

» Preparar y transfectar las células Huh7

Puesta a punto y ensayos de:
* Infectividad de HCVcc
* Viabilidad en hepatocitos primarios

Determinacioén de la infeccion de HVcc en cultivos
primaros de hepatocitos:

* En presencia y ausencia de las moléculas a
ensayar individualmente
* En ensayos de sinergia con los dos anticuerpo

Ur

[72)

Repeticiones e imprevistos

Analisis de resultados
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MATERIAL PRECIO ESTIMADO
Material general: Puntas de micropipeta con yiiho f 2.500€
guantes, tubos Falcon, tubos Eppendorf, pipetagpdaes,

reactivos, enzimasnaterial de vidrioetc

Material para cultivos celulares: medios, placasnabes y 5.000€

embebidas en Matrigel Matrix, frascos, antibiétjcos
nitrégeno liquido, etc

pJFH-1

Suministrado por el
Instituto Metropolitano de
Tokyo de Neuriciencias.

Hepatocitos primarios 3.500€
Hepatocitos secundarios: Huh7 (Gibco) 1.000 €
Anticuerpos (JS81, SCARB1, Anti-HCV core, anti-1§y3) 3.500€
Kit para transcripciom vitro: MAXIscript® SP6 Kit 600€
250€
MTT assay (Vybrant®
Kit de purificacion de ARN
250€
Reparaciones e imprevistos (20%) 3.320€

TOTAL

19.920€
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4. CONCLUSIONES

En esta memoria se desarrolla una estrategia patageieo de la entrada del HCV
en las células hepaticas mediante el bloqueo simedt de dos de los receptores
celulares esenciales para la entrada virus endpatbcitos: CD81 y SR-Bl. Ambos
han mostrado previamente un bloqueo efectivo iddaii en modelos celulares de
hepatocitos secundarios, pero la utilizacién coadiende ambos anticuerpos y su
utilidad en modelosn vitro mas cercanos a la situacion normal, como son los
cultivos de hepatocitos primarios, no ha sido eadayasta el momento.

Puesto que el mecanismo de entrada del virus HCVagrcélulas hepaticas es
compartido por todos los genotipos del virus que kalo descritos hasta el
momento, es de esperar que, de obtenerse un efedgico de barrera a la
infeccibn mediante el bloqueo de ambos receptaliehp efecto seria aplicable a
cualquiera de los tipos de virus HCV.

Nuestra propuesta experimental contempla aportasiqune creemos mejoran los
disefios experimentales hasta ahora contemplados éabajos que se estan
realizando en la bausqueda de potenciales dianadgaltaboracién de vacunas
efectivas contra la propagacion del virus de laatigp C.
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