Aportes al estudio de los mecanismos patogénicos del VHC
y sus implicaciones en la comprension de la enfermedad
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RESUMEN

Se estudiaron por microscopia electrénica de transmisién y confocal, biopsias hepéticas y células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) en 150 pacientes cubanos con hepatitis C crénica. Se hallaron elementos novedosos
acerca de la deteccion de la capsida del VHC en células extraparenquimatosas del higado. Se visualizé la presencia
de apoptosis en las células hepaticas y en CMSP mediante la técnica TUNEL y la activacién de efectores de la
apoptosis. Se observé por primera vez, la presencia de ARN de cadena positiva y negativa en hepatocitos y en
CMSP en mas del 80% de las muestras analizadas de pacientes ARN negativo en suero, con mejoria histolégica y
bioquimica. Se mostré por primera vez, que las células extraparenquimatosas del higado y las CMSP constituyen
reservorios para la replicacién del VHC. La presencia en las células estrelladas del AgcHC y de las particulas del
nucleo del VHC, detectadas por primera vez, mostraron que el VHC puede infectar directamente a estas células y
su transdiferenciacién en células similares a miofibroblastos, lo que modula asi el proceso de fibrogénesis hepatica
y demuestra que junto a los fibroblastos, las células estrelladas desempefnan una funcién relevante en la fibrosis
hepdtica. La aplicacién de estos conocimientos tiene implicaciones importantes para el diagnéstico, seguimiento y

pronéstico de la enfermedad de referencia.
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Introduccién

Actualmente, los procesos celulares y moleculares
implicados en los mecanismos patogénicos del higado
en pacientes infectados con el VHC no estan bien
dilucidados.

En Cuba, mediante microscopia electrénica de
transmision y microscopia confocal se estudiaron las
biopsias hepaticas y células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) en 150 pacientes con hepatitis C
cronica.

Técnicas aplicadas y resultados

En las muestras analizadas de pacientes cubanos, se
detectd la presencia de la proteina de la capsida (AgcHC)
del virus de la hepatitis C humana (VHC) en hepatocitos
y en células “no parenquimatosas”. Se observé también
la presencia de ARN de cadena positiva y negativa en
hepatocitos y en CMSP en mas del 80% de los pacientes
negativos para ARN viral en suero.

Mediante la técnica TUNEL y la activacion de
efectores de la apoptosis (caspasas 3y 7) se visualizd
en células hepaticas y en CMSP la presencia de
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apoptosis. Se detectd que las células extraparen-
quimatosas del higado (células Pit, endoteliales,
Kupffer, y células estrelladas) y las CMSP son
reservorios para la replicacion del VHC.

Al aplicar la técnica de inmunomicroscopia
electronica se detectd la relacion existente entre la
apoptosis mediada por los sistemas Fas 'y TNF y la
lesion hepatica, esteatosis hepatica, cronicidad de la
infeccion por VHC y hepatocarcinoma. Se detectd por
primera vez la presencia del AgcHC y de particulas
de la capsida del VHC en células estrelladas, las cuales
demostraban que el VHC puede infectar directamente
a estas células y transformarlas en células similares a
miofibroblastos y modular asi el proceso de
fibrogénesis hepatica.

Adicionalmente se detectt en los pacientes estudiados
que la capacidad de producir fibrosis y cirrosis a corto
plazo se correlacion6 con el incremento en el nimero de
células estrelladas y fibroblastos, parametro de valor
diagndstico para pronosticar el desarrollo de estas
enfermedades. También mediante este método se
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evidencid el proceso de apoptosis en hepatocitos de
pacientes con infeccion créonica por el VHC.

Con la microscopia electronica de transmision
(MET) se detectaron signos de apoptosis (constriccion
celular, condensacion de la cromatina, formacion de
cuerpos apoptaticos, fagocitosis de células vecinas) y
fragmentacion del ADN nuclear mediante la técnica de
TUNEL.

En ensayos de inmunocitoquimica se observo la
activacion de efectores de la apoptosis (caspasas 3 y
7) y la asociacion del AgcHC con el reticulo
endoplasmatico rugoso, mitocondrias, asi como en el
ndcleo de hepatocitos apoptéticos. Ademas, el
antigeno E1 se inmunolocalizé en citoplasma y
mitocondrias de algunos hepatocitos y se detecté la
presencia de cuerpos cristaloides colocalizados con
este antigeno. Estos datos sugirieron que la localizacion
intracelular de componentes del VHC, el AgcHC y el
antigeno E1 estad directamente vinculada con la
apoptosis y la patogénesis de la enfermedad [1].

El ARN del VHC de polaridad positiva y negativa
se detecté en el 80% de los casos de pacientes
negativos para el ARN en suero, tanto en muestras de
hepatocitos como en CMSP figura 1. La proporcion
de la expresion celular de la cadena negativa fue menor
que la de la cadena positiva en el higado de los
pacientes. Se detect ademas dentro de los hepatocitos,
los antigenos del core, E1 y E2. Las sefiales de
hibridacion e inmunofluorescencia se localizaron en el
citoplasma, lo que indicaba que este es el sitio de
replicacion activa del VHC. No hubo diferencia
significativa de la expresion celular en ambas cadenas
en las CMSP. Estos resultados proporcionaron
evidencias sobre la posible persistencia de la forma
replicativa intermedia del genoma del VHC en el higado
y CMSP de pacientes cronicos con resolucion clinica
aparente de la infeccion por el VHC [2].

Por otra parte, se mostr6 por inmunomicroscopia
electronica la presencia del AgcHC en las células

Control Negativo

Hepatocito

CMSP

hepéticas “no parenquimatosas” de pacientes con
VHC, especificamente en citoplasma y nlcleo de
linfocitos, células Kuffer, Pit, endoteliales, estrelladas
y en fibroblastos. También se localizé en los canaliculos
biliares, lo que sugiri6 la implicacion del sistema biliar
en laenfermedad de referencia.

Los datos obtenidos sugirieron que las células
hepaticas “no parenquimatosas” pueden constituir un
reservorio para la replicacion del VHC. Ademas, este
virus puede contribuir a modular la funcién inmune, la
fibrosis y la esteatosis en higado [3].

También se evidenci6 en el estudio realizado, la
presencia de particulas similares a la nucleocapsida
del VHC en el nacleo de hepatocitos de pacientes
crénicos infectados con el VHC. Estas particulas
fueron similares en tamafio y forma a las particulas
recombinantes del AgcHC purificadas en células de
Pichia pastoris. Ademas, la proteina del core del VHC
se detecto en citoplasma, nucleo y nucléolo de
hepatocitos, mediante inmunomicroscopia electronica.
Este hallazgo constituye el primer reporte sobre la
localizacion nuclear de la proteina del core del VHC y
particulas similares a la nucleocapsida en hepatocitos
durante la infeccion por VHC in vivo [4].

Relevancia del estudio

La importancia del estudio realizado radic6 en que se
observé por primera vez, la presencia de ARN de cadena
positiva y negativa del VHC en hepatocitos y CMSP
en mas del 80% de los pacientes cubanos estudiados
con hepatitis C cronica y negativos para ARN viral en
suero. Ello mostro que las células extraparenquimatosas
del higado y las CMSP constituyen reservorios para la
replicacion del VHC. Estas evidencias dan respuesta a
interrogantes sobre la reinfeccion a corto plazo de
pacientes trasplantados de higado.

Se detectd también por primera vez, la presencia
del AgcHC vy particulas de la capsida del VHC en
células estrelladas, lo que demuestra que el VHC puede

ARN Positivo ARN Negativo

Figura 1.Se observé la presencia de ARN de cadena positiva y negativa en hepatocitos y en CMSP (la marca verde) en mas del
80% de las muestras analizadas, de pacientes ARN negativos en suero

379

Biotecnologia Aplicada 2008; Vol.25, No.4

1. FalcénV, Acosta-Rivero N, Shibayama
M, Luna-Munoz J, Miranda-Sanchez M,
Gavilondo J, et al. Detection of HCV
components and pathological reactions
in apoptotic hepatocytes from chronically
HCV-infected patients. Am J Infect Dis
2005;1(1):12-24.

2. Falcén V, Acosta-Rivero N, Shibayama
M, Luna-Munoz J, Miranda-Sanchez M,
de la Rosa MC, et al. Evidences of hepatitis
C virus replication in hepatocytes and
peripheral blood mononuclear cells from
patients negative for viral RNA in serum.
Am J Infect Dis 2005;1(1):34-42.

3. Falcén V, Acosta-Rivero N, Shibayama
M, Chinea G, Gavilondo JV, de la Rosa
MC, et al. HCV core protein localizes in
the nuclei of nonparenchymal liver cells
from chronically HCV-infected patients.
Biochem Biophys Res Commun 2005;
329:1320-8.

4. Falcéon V, Acosta-Rivero N, Chinea G,
de la Rosa MC, Menéndez |, Duefas-
Carrera S, et al. Nuclear localization of
nucleocapsid-like particles and HCV core
protein in hepatocytes of a chronically
HCV-infected patient. Biochem Biophys Res
Commun 2003;310:54-8.



Viviana Falcén y col.

Reporte

infectar directamente a estas células, transformarlas
en células similares a miofibroblastos y modular asi el
proceso de fibrogénesis hepatica.

Puede afirmarse que el estudio de CMSP por MET
constituye un método rapido confirmativo de la infeccion
por VHC, muy importante para el criterio de evolucion-
curacion de laenfermedad y con gran aplicacion practica.

El presente estudio se realiz por primera vez en
pacientes cubanos con VHC negativo para el ARN en
suero, con mejoria histoldgicay clinicay ARN de cadena
negativa (replicacion viral) en sus CMSP y hepatocitos.

Conclusiones

El estudio realizado aporta novedosas contribuciones a
los mecanismos patogénicos del VHC. La aplicacion de
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los conocimientos obtenidos sobre la infeccidn crénica
por VVHC constituye una prioridad para el enfrentamiento
de este importante problema de salud. Desde el punto de
vista cientifico, los resultados descritos brindan
informacion relevante en cuanto a los procesos celulares
implicados en la patogénesis del VHC.

El criterio generado, avalado por publicaciones
cientificas, contribuye de forma significativa a detectar
por MET la presencia de replicacion viral en CMSP y
hepatocitos de pacientes ARN negativo en suero y
aporta una mejor comprension del manejo adecuado
para el diagnéstico, seguimiento y prondstico de los
pacientes cronicos con VHC. Estos conocimientos
pudieran incorporarse a la valoracion de futuros
ensayos clinicos para esta infeccion.
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