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EFECTO DE LA PROTEINA E2 DEL VIRUS DE HEPATITIS C
SOBRE LA ACTIVACION DE CELULAS NK.
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RESUMEN: En estudios previos, se ha descrito un disminucion de la activacion y actividad citotéxica de las células NK en los pacientes
infectados con hepatitis C; sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual éste fendmeno ocurre. En el presente reporte se estudid el
efecto de la proteina E2 de la envoltura del virus o de la estimulacion de su receptor con el anticuerpo anti-CD81 sobre la fosforilacion
de tirosinas, serinas, las enzimas: proteina quinasa C y fosfoinositol 3 quinasa, el factor de transcricion Nfkb y el intercambiador de
nueclotidos VAV de células NK de controles normales estimulados con anti-CD16. Ambos, la proteina E2 y anti-CD81, combinado o
por separado inducen una disminucion de la fosforilacion de tirosinas y serinas, asi como una marcada disminucién de la fosforilacién
de PKC, NFkB, PI3K y en menor grado VAV, Se concluye que la proteina E2 sola y en conjunto con anti-CD81 inducen seniales inhibi-
torias responsables de la disminucion en la activacion de las células NK de pacientes infectados por el VHC y que éste fendmeno puede ser
responsable de la cronicidad que se reporta en dicha enfermedad.
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ABSTRACT: The decrease in NK cell activation and cytotoxic activity in patients infected with hepatitis C virus has been described;
however, the mechanism by whcib this phenomenon occurs is not known. In the present report, the effect of the E2 protein of the virus
envelope or the stimulation of its receptor CD81 with the antibody anti-CD81 on the phosphorylation of tyrosines, serine, the enzymes
protein kinase C, phosphoinositol kinase 3 (PI3K), the transcription factor NfkB and the nucleotide exchange protein VAV was assessed in
NK cells from normal controls stimulated with anti-CD16. Both the protein E2 and anti-CD81 by themselves or combined, generated a
decrease in tyrosine, serine, and a marked decrease in the phosphorylation of PKC, NfkB, PI3k and in less extent in VAV, It is concluded
that the E2 protein alone and combined with anti-CD81 induce inbibitory signals responseible for the decrease in the activation of NK
cells of infected HCV patients and it could be responsible for the chronicity observed in this disease.
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INTRODUCCION

El virus de la hepatitis C (VHC) infecta a aproximada-
mente el 3% del mundo latino y es actualmente la principal
causa de hepatitis crénica, cirrosis hepdtica y hepatocarci-
noma'?. El VHC pertenece a la familia Flaviviridae; posee
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una envoltura glico y lipo proteica y una cadena positiva de
ARN4. Su genoma codifica para una dnica poliproteina de
unos 3.000 aminodcidos, que se escinde con la ayuda de
proteasas celulares y virales para producir al menos 10 pro-
ductos®. Dentro de los productos de hidrélisis, se encuentran
las glicoproteinas E1 y E2 que son proteinas transmembrana
(TM) tipo I y contienen dominios altamente glicosilados en
el N-terminal y C-terminal®>. Durante la sintesis de ésta pro-
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teina, los ectodominios E1 y E2 se translocan en el interior
del lumen del reticulo endopldsmico (RE) y sus dominios TM
se insertan en la membrana de este compartimiento®. En el
procesamiento final del virus, los segmentos de RE que con-
tienen los heterodimeros E1 y E2 quedan ensamblados en la
envoltura viral > que al interaccionar con receptores celulares
que anclan y promueven la entrada del virus y la fusién del
virus con las membranas celulares 7. La proteina de la familia
de las tetraspaninas, CD81, el receptor remanentes (scaven-
ger) BI (SR-BI) y las proteinas de la zona occludens, claudi-
na 1y ocludina, han sido identificadas como esenciales para la
entrada del virus a la células®’. Sin embargo, la unién direc-
ta del heterodimero E1E2 se ha confirmado sélo para CD81¢
7. La estructura general y las funciones del heterodimero E1
E2 no difieren significativamente entre los siete genotipos del
VHC 3.

La respuesta inmune contra el VHC ha sido estudiada
extensamente®; sin embargo, todavia persisten muchas dudas
sobre las razones que conllevan a la cronicidad de la infeccidn.
Corado y colaboradores9 demostraron la disminucién de la
actividad citotéxica de las células NK como un posible meca-
nismo de la persistencia viral.

Las células NK son activadas e inhibidas por maltiples re-
ceptores'™!!. Los receptores activadores poseen secuencias de
activacién basados en tirosina (ITAM) que activan las sefial via
tirosina quinasas y receptores inhibidores de la activacién de -
rosinas (ITIM) que activan las fosfatasas inhibiendo las sefales
celulares. El receptor Fe de baja afinidad para la IgG (CD16)
posee una secuencia ITAM y por tanto produce la activacién
de la célula'. El receptor CD16 estd involucrado en la activi-
dad citotéxica asociada a anticuerpos (ADCC). Por ello, los
procesos que inducen la reduccién de la activacién producida
por la activacién via CD16 son debido a un reclutamiento de
secuencias I'TIM. Dentro de las multiples vias de activacidn, la
via de la activacién de las quinasas C (PKC), inositol 3 quinasa
(PI3K), el factor de transcripcién NFkB (promotor de las cito-
cinas proinflamatorias) y el intercambiador de nucleétidos de
la familia Db, VAV puede ser importante para analizar el peso
de senales activadoras e inhibidoras!®'2. La inhibicién de PKC
y NFkB son criticas para disminuir la actividad litica '*'* a
diferencia del efecto en PI3K como inductora de proliferacion
y sobrevida o de VAV que puede ser reclutado por receptores
inhibidores. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue ana-
lizar el posible efecto de la proteina E2 del VHC y de CD81
sobre las vias de sefializacién en linfocitos NK de individuos
controles sanos estimulados con anti-CD16.

METODOS

Las células NK fueron obtenidas a partir de 50 ml de san-
gre periférica de donantes voluntarios sanos (protocolo y con-
sentimientos aprobados por el Comité de Etica del Instituto

de Inmunologfa) usando el estuche comercial de aislamiento
celular RosetteSept® (Stem Cell, Canadd) para células NK.
El estuche consiste en una serie de anticuerpos modificados
con dos Fab, una de unién a glicoforina (antigeno expresado
en lo glébulos rojos) y otro a diversos antigenos de interés
expresados en las poblaciones celulares que se desea eliminar;
en nuestro caso las células positivas para CD3, CD19, CD14.
La sangre se mezcla con el c6ctel de anticuerpos segiin pro-
tocolo descrito por el fabricante y luego la poblacién celular
es centrifugada a 550 x g por 30 min sobre un gradiente de
densidad de Ficoll-hypaque quedando en la interfase plasma/
Ficoll-hypaque las células de interés y en el fondo del tubo la
mezcla de glébulos rojos y los otros leucocitos.

Luego de separar las células NK, las mismas fueron esti-
muladas como fue descrito por Mérquez y colaboradores13.
Brevemente, un millén de células NK se incubaron con IgG
de ratén anti CD16 humano (clone 3G8, Santa Cruz Bio-
technology) en frfo por 30 minutos. Los anticuerpos no fi-
jados se eliminaron por centrifugacion en frio por 10 min.
Las moléculas de anti-CD16 fueron entrecruzadas mediante
incubacién con 10 pg/ml de anti IgG de ratdn (Santa Cruz
Bioctechnology), por 30 minutos a 37°C. El control del expe-
rimento refiere el mismo esquema de incubacién en ausencia
de anticuerpos.

Las células estimuladas vias anti CD16, fueron incubadas
por 5 minutos a 37°C con: 1) PBS (control), b) anti-CD81
(Ancell Corporation), ¢) con la proteina recombinante de 70
Kd E2, del virus (Inmmunodiagnostics, Inc), d) con la mezcla
de ambsos (anti CD81 y la proteina E2). Al finalizar la incu-
bacién, las células fueron lisadas y las proteinas fueron separa-
das por electroforesis y transferidas a membranas de Nytran®
por Western blot como se describié anteriomente’?.

Para el andlisis de las proteinas totales y fosforiladas se em-
pled el esquema de incubacién usando los anticuerpos anti
fosfo tirosina total G410 y anti Fosfo serina total de la casa
comercial Sigma Chemical Corporation. Para los especificos
se usaron anti PI3K total y anti fosfo-PI3K p85 (Tir458)/
p55 (Tir199), anti p65 NfKB total y anti fosfo p65 NFkb
(Ser 536), anti PKC total y anti PKC fosforilado (Ser 660) y
anti VAV total y anti VAV fosforilado (Tir 174) de la empresa
generados en ratén de la empresa Cell Signaling. Los anti-
cuerpos secundarios de cabra anti IgG de ratén peroxidasa se
usaron de la compania Calbiochem a una relacién 1:1000. La
deteccién de las bandas se realizé utilizando el kit de lumines-
cencia de Pierce para deteccién de picogramos de proteina con
el papel fotogrifico de alta definicién de Kodak. Las bandas
visualizadas en las placas fotogréficas fueron analizadas por un
densitémetro para determinar la relacién entre la cantidad de
proteina fosforilada vs. Total en cada caso. Se analizaron tres
concentraciones de la proteina E2, dos de ant CD81 y tres
de la mezcla anti CD81/proteina E2 en tres ensayos indepen-
dientes.
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Relacion de densidad espectrofotométrica de las proteinas fosforiladas vs totales.
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Tratamiento NFKB PKC PISK VAV
Control 0,1+0,1 0,05+0,1 0,1+0,1 0,3+0,1
Anti CD16 0,7+0,2 0,8+0,2 0,8+0,2 0,8+0,2
E2

50 ng 0,6+0,2 0,6+0,1 0,5+0,2 0,5+0,1
100 ng 0,5+0,1 0,4+0,1* 0,4+0,1* 0,4+0,2*
200 ng 0,4+0,1 0,3+0,1* 0,4+0,1* 0,4+0,2*
Anti CD81

100 ng 0,4+0,1* 0,4+0,1* 0,3+0,1* 0,4+0,1*
1000 ng 0,3+0,2* 0,2+0,2* 0,2 +0,1% 0,3+0,1*
Anti CD81 +

1 ug+E2

50 0,2 +0,1% 0,2+0,1* 0,2+0,1* 0,6+0,2
100 0,7+0,1% 0,1+0,1* 0,3+0,1* 0,4+0,1*
200 0,05 +0,1** 0,05+0,1* 0,2 +0,1% 0,4+0,1*

Leyenda: Relacion de proteina fosforilada vs. Total de las diferentes sefiales estudiadas. Las relaciones se realizaron con los valores obtenidos de los
ensayos densitométricos obtenidos de los resultados de los diferentes experimentos promediados (n=3). Las diferencias estadisticas se resantan * P

< 0,05y ** P < 0,01 por ensayos estadisticos no paramétricos (prueba de Fisher).

Figura 1. Inhibicion de las células NK estimuladas
via anti-CD16 por la proteina E2 del VHC y anti CD81.
Los niimeros de la izquierda representan los pesos
moleculares y los niimeros en la parte superior son:
1) control sin estimular, 2) anti-CD16, 3) proteina E2
(200 ng), 4) anti-CD81 (1 pg/ml), 5) proteina E2 (200

ng) mas anti-CD81 (1 pg/ml),
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Figura 2. Efecto de la proteina E2 del VHC y anti CD81 sobre las diver-
sas proteinas de sefiales celulares. Representacion de un experimento
tipico.. Los niimeros en la parte superior son: 1) control sin estimular, 2)
anti-CD16, 3) proteina (E2 200 ng), 4) anti-CD81 (1 pg/ml), 5) proteina
E2 (200 ng) mas anti-CD81 (1 pg/ml),

RESULTADOS

El andlisis de la proteinas fosforiladas en los amino 4ci-
dos tirosina y serina estd representado en la primera figura.
Se puede evidenciar que la activacién con anti CD16 incre-
menta la fosforilacién de los dos tipos de amino 4cidos y que
en presencia tanto de la proteina E2, como anti CD81 vy la
mezcla de ambas y una disminucién apreciable de los patrones
de fosforilacién en la mayoria de las bandas. Sin embargo, la
disminucién de las proteinas fosforiladas en la tirosina es mu-
cho més evidente que en las fosforiladas en la serina.

La figura 2 demuestra el efecto de los diferentes tratamien-
tos sobre la fosforilacién de NFkB p65, PKC, VAV y PI3K. Se
observa una marcada disminucién de fosfo p65 NFkB y fosfo
PKC en comparacién a la contraparte VAV y PI3K en presen-
cia de la proteina E2 y ant CD81. Sin embargo, cuando se
combinan anti CD81 y la proteina E2, la disminucién de las
senales celulares involucradas es evidente en todas.

Para demostrar el efecto combinado de los tres ensayos
realizados, la tabla 3 ilustra la relacién entre las proteinas fos-
foriladas y totales. La presencia de anti CD81 y proteina E2
produce inhibiciones significativas (P < 0,05 y P < 0,01) del
grupo de proteinas fosforiladas. La mayor disminucién se ob-
serva en NFKB, PKC y PI3K y en menor grado en VAV.

DISCUSION

La activacién de las células NK es critica en la respuesta
inmune innata para la eliminacién de infecciones virales. La
disminucién de la actividad de las células NK parece ser res-
ponsable de la condicién de cronicidad caracteristica en las

Fosfo p65
Total Nfkb

pPKC Ser 643

e PKCTotal
- o wae we. PVAV Tir 174

— - —— - VAV Total
pP13K Tir 458

infecciones por HCV9 y ciertas proteinas virales en conjunto
con receptores celulares son responsables de éste fenémeno8.
Se ha propuesto que el heterodimero E1E2 en la envoltura
del VHC es el responsable del fenémeno '“"; sin embargo,
el papel de E2 como inhibidor de la actividad de las células
NK ha sido parcialmente asociado con la expresién de CD81
(receptor que induce sefales inhibidoras) sin dilucidar la pre-
sencia de otros receptores’®. La importancia de la expresién
de CD8I1 ha sido también analizada en células de pacientes
VHC+; D’Agosto y colaboradores'® demostré que la expresién
de CD81 en células B estd asociado con cronicidad y a un
incremento de la infeccién por VHC.

En el presente trabajo, se traté de demostrar que las sefia-
les inducidas por la proteina E2 y la sefializacién via CD81
por el anticuerpo pueden afectar a la célula NK activada. Lla-
mativamente, la co-incubacién reduce preferencialmente la
activacién celular via tirosina quinasa. La disminucién en la
actividad quinasa estd relacionada con la marcada disminu-
cién de la actividad de la PKC, PI3K y NfkB. La disminucién
de la fosforilacién de estas proteinas estd en concordancia con
la reducida actividad litica de las células de los pacientes VHC
previamente reportada’. La disminucién moderada del inter-
cambiador de nuecleStidos VAV sugiere que el mismo puede
ser reclutado parcialmente por receptores inhibidores!!2.

El efecto sumatorio de anti-CD81 y de la proteina E2 su-
giere que CD81 es un receptor inhibitorio importante, pero
la proteina E2 puede interaccionar con otro receptor inhibi-
torio celular. Del trabajo de D’Agosto se podria concluir que
la sobre expresién de CD81 por parte de la célula infectada
en conjunto con una expresiéon de E2 es responsable del esca-
pe viral y de la cronicidad descrita en ésta enfermedad. Aun
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cuando se desconoce que tipo de receptor inhibidor, aparte de
CD81, puede estar asociado con los efectos de la proteina E2
en ésta interaccion, serfa importante analizar el posible efecto
de liposomas dentro de los efectos de fusién y reclutamiento
de fosfatasas que inhiban los primeros pasos de la activacién
celular inducidas por secuencias ITAM.

Se concluye que dentro de los mecanismos de cronicidad
en los pacientes infectados con VHC, la proteina E2 del virus
y el antigeno celular CD81 reclutan sefiales inhibitorias que
afectan la activacién celular y posiblemente la actividad litica
de las células NK de éstos pacientes.
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