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Resumen
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El virus de la hepatitis C (HCV) es una de las la principales causas 
de enfermedades hepáticas crónicas. Actualmente, no existe una va-
cuna disponible para la prevención de las infecciones por HCV y la 
terapia antiviral, que consiste en la administración combinada de In-
terferón pegilado, ribavirina y los inhibidores de proteasa telaprevir 
o boceprevir (recientemente aprobados), es costosa y con efectos ad-
versos significativos. El reducido número de antivirales disponibles 
para HCV está relacionado en gran medida con la falta de sistemas 
adecuados de cultivo in vitro para este virus. El desarrollo de modelos 
in vitro tales como distintos sistemas de infección, replicones subge-
nómicos y genómicos, producción de viriones infectivos y seudopar-
tículas de HCV son hoy en día una herramienta importante, disponi-
ble para el desarrollo de nuevas drogas antivirales como así también 

para el estudio de la biología y la replicación del virus.

AbstrAct
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Hepatitis C virus (HCV) is e of the major causes of chronic liver 
diseases. Currently, there is no vaccine available for prevention of 
HCV infections and the current treatment of chronic infections with 
pegylated interferon in combination with ribavirin and the prote-
ase inhibitors telaprevir or boceprevir (recently approved), is cost-
ly and has significant side effects. The reduced number of antiviral 
agents available against HCV is highly related to the lack of suit-
able in vitro culture models for the replication of this virus. The de-
velopment of in vitro models such as HCV infection systems, HCV 
sub-genomic and genomic replicon systems, production of infec-
tious HCV virions and HCV pseudoparticles provide an important 
tool for developing new antiviral drugs as well as for studying its 

biology and replication events.
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Características del virus de la 
hepatitis C y de sus infecciones

La infección crónica por el virus de la hepatitis C (HCV) es uno 
de los principales factores de riesgo para el desarrollo de en-
fermedades hepáticas graves y es una de las causas importan-
tes de mortalidad alrededor del mundo. Se estima que aproxi-
madamente 150 millones de personas están persistentemen-
te infectadas con HCV (1). Solo una fracción de los individuos 
que cursan la infección aguda pueden resolverla, mientras 
que aproximadamente el 80 % de los individuos infectados 
desarrollan una infección crónica (2). Estos últimos poseen un 
alto riesgo de desarrollar fibrosis hepática, cirrosis y/o carci-
noma hepatocelular, siendo dichas complicaciones la princi-
pal causa para la indicación de transplante hepático (3,4). Se 
sabe que más de 350.000 personas mueren cada año a cau-
sa de las enfermedades hepáticas relacionadas al HCV (1).

HCV es el único miembro del género Hepacivirus de la familia 
Flaviviridae, es un virus envuelto cuyo genoma es una molé-
cula de ARN simple cadena de polaridad positiva de aproxi-
madamente 9.600 nucleótidos. El genoma está organizado 
en una región codificante flanqueada por dos regiones no 
traducibles en los extremos 5’ y 3’ (5’NTR y 3’NTR) que son 
importantes para la iniciación de la traducción y para la re-
gulación de la replicación del genoma viral, respectivamente.

El ciclo de replicación de HCV es enteramente citoplasmático y 
ocurre principalmente en hepatocitos, aunque puede replicar 
también en células mononucleares de sangre periférica (CMSP), 
pero con menor eficiencia que en hepatocitos. La entrada del 
virus se produce mediante la unión de las proteínas de la en-
voltura viral (E1 y E2) a distintas moléculas de la membrana 
de la célula hospedadora que permiten el acercamiento del vi-
rus a la membrana celular (Heparán sulfato y receptor de li-
poproteínas de baja densidad) o que contribuyen a la entrada 
del virus (CD81, receptor scavenger clase B tipo I, Claudina-1 
y ocludina). Luego, la penetración de la partícula viral al cito-
plasma celular ocurriría por endocitosis mediada por clatrina. 
Una vez que el genoma viral es liberado en el citoplasma ce-
lular, el ARN viral es traducido a través del sitio de entrada in-
terna al ribosoma (IRES) que reside en la región 5’NTR. La tra-
ducción genera una poliproteína de aproximadamente 3000 
aminoácidos que es clivada co- y postraduccionalmente por 
las proteasas virales y celulares en al menos 10 proteínas di-
ferentes: las proteínas estructurales (C, E1 y E2) componentes 
principales de la partícula viral, p7 y las proteínas no estruc-
turales (NS) necesarias para la replicación viral (Figura 1).

Se sabe que al menos cinco proteínas NS forman parte del 
complejo de replicación de HCV, estructura en la cual ocu-
rre la replicación del genoma viral (5): 

- NS3: es una enzima que posee un dominio N-terminal 
con actividad de serin-proteasa y un dominio C-terminal 
con actividad de helicasa de ARN/NTPasa.

- NS4A: es un cofactor de la proteasa NS3.

- NS4B: se postula como el principal inductor de los rea-
rreglos de membranas intracelulares que ocurren para la 
formación del complejo de replicación.

- NS5A: es una proteína fosforilada o fosfoproteína de 
unión a ARN que es requerida tanto para la replicación 
del ARN viral como para el ensamble de las partículas 
virales progenie.

- NS5B: es la ARN polimerasa viral dependiente de ARN 
(RdRp) que cataliza la amplificación del genoma viral. 
La RdRp de HCV carece, al igual que las RdRps de los 
demás ARN virus, de capacidad de corrección de erro-
res (o proofreading) y esto conduce a una alta tasa de 
mutación y la generación de una población viral con dis-
tribución de cuasiespecies en el individuo infectado.

Las nuevas cadenas de ARN (+), que se transcriben a par-
tir de intermediarios de replicación de ARN (-), sirven como 
molde para la traducción o para la síntesis de más ARN (-) 
y, alternativamente, son utilizadas para el ensamble de nue-
vas partículas virales mediante un proceso asociado a gotas 
lipídicas (lipids droplets) del citosol y a las lipoproteínas de 
muy baja densidad (VLDL). 

Los aislamientos de HCV pueden clasificarse en siete geno-
tipos principales, que pueden diferir en un 30-35 % en sus 
secuencias nucleotídicas (6). Además de la prevalencia y la 
propagación mundial distinta del virus, el genotipo es un 
factor importante que determina la progresión de la enfer-
medad y la respuesta al tratamiento antiviral (7)

Estructura genómica de HCV. El genoma de HCV consta de una 
molécula de ARN con un único marco de lectura abierto que codifica 
una poliproteína. El clivaje de la poliproteína por proteasas virales y 
celulares da lugar a las proteínas maduras estructurales (C, E1 y E2), 
p7 y no estructurales (NS2-5B). Se indican las funciones descriptas de 
estas proteínas. El sitio interno de entrada de ribosomas (IRES), locali-
zado en la región no codificante en 5’ (5’NTR), inicia la unión de los 
ribosomas y la traducción de la poliproteína.

Figura 1
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Prevención y tratamiento de 
las infecciones por HCV

En la actualidad no se dispone de una vacuna que permita la 
profilaxis o tratamiento de las infecciones por HCV. La úni-
ca terapia antiviral aprobada para el tratamiento de las in-
fecciones crónicas por HCV es la combinación de interferón - 
alfa pegilado (PEG-IFN-α), ribavirina (RBV) y los primeros an-
tivirales de acción directa (DAA), específicos para la NS3 de 
HCV, boceprevir (8) y telaprevir (9). La utilización de dichos 
DAA ha incrementado las tasas de éxito en los pacientes in-
fectados con el genotipo 1 de aproximadamente un 55 % a 
un 75 %, bajo las condiciones estandarizadas de los ensayos 
clínicos (10). Sin embargo, estas drogas presentan algunos 
efectos adversos como sarpullidos y anemia, requieren de un 
régimen de tratamiento estricto y aumenta la cantidad de píl-
doras a administrar, pudiendo afectar la adherencia del pa-
ciente al tratamiento (11, 12). Por lo tanto, la investigación y 
desarrollo de nuevos antivirales para el tratamiento de las in-
fecciones por HCV continúa siendo de permanente interés y 
se realizan grandes esfuerzos para desarrollar una terapia li-
bre de INF-α que permita eliminar o reducir los efectos adver-
sos derivados del uso de esta citoquina (13).

El reducido número de antivirales disponibles actualmente 
para el tratamiento de las infecciones por HCV está relacio-
nado también con la falta de sistemas adecuados de cultivo 
in vitro e in vivo para este virus. Esta revisión se focalizará 
en los sistemas de cultivo in vitro para HCV disponibles ac-
tualmente que permiten el estudio a nivel molecular del ci-
clo de replicación viral así como la evaluación de antivira-
les, y una breve enunciación de sus ventajas y desventajas.

Sistemas de cultivo in vitro para HCV

El requerimiento principal para la obtención de un modelo de 
replicación in vitro para HCV, al igual que para otros virus, es 
disponer de células susceptibles y permisivas que permitan la 
replicación viral. Sin embargo, el restringido rango de hospe-
dador (hombre) y de tropismo (fundamentalmente en el hígado) 
de este virus y paralelamente, las dificultades para mantener y 
propagar in vitro hepatocitos normales humanos en cultivo, han 
limitado severamente el estudio de la replicación viral, la obten-
ción de vacunas y el desarrollo de antivirales para HCV. 

Con el objetivo de encontrar solución a estas dificultades 
se han abordado distintas estrategias experimentales como:

Modelos de infección directa con 
el suero de pacientes infectados y 
cultivo de hepatocitos infectados

Se han utilizado sueros de pacientes con altos títulos de vi-
rus para infectar cultivos primarios de hepatocitos huma-

nos y de chimpancé que son susceptibles a la infección por 
HCV (14-16), CMSP (17) y también líneas celulares de he-
patoma humano (Huh7, HepG2) o hepatocitos inmortali-
zados (PH5CH) (18, 19), pero estas estrategias no tuvieron 
éxito debido a la pobre reproducibilidad, y los bajos nive-
les de replicación viral obtenidos. Sin embargo, a pesar de 
las limitaciones enunciadas, estos sistemas se utilizan ac-
tualmente. Por ejemplo, recientemente se publicó la evalua-
ción de la actividad inhibitoria de anticuerpos policlonales 
de camello en el sistema de células Huh7.5 y sueros de pa-
cientes infectados con HCV genotipo 4 (20).

Otra estrategia que ha sido utilizada fue el cultivo in vitro de 
hepatocitos infectados derivados de biopsias hepáticas ob-
tenidas de pacientes infectados crónicamente con HCV. En 
este sistema, se obtuvieron partículas virales con potencial in-
fectivo tanto in vitro como in vivo, sin embargo, esta aproxi-
mación no progresó debido a las dificultades para obtener 
las muestras de biopsia y la poca reproducibilidad (18, 21).

Clones moleculares de HCV: Sistemas de genomas 
y mini-genomas autoreplicativos (Replicones)

La utilización de clones moleculares presenta la ventaja de 
una mejor estandarización y homogenización del inóculo, 
la síntesis de grandes cantidades de genoma viral y la posi-
bilidad de modificar genéticamente el mismo (18). Por otro 
lado, la transfección de genomas virales tiende a estable-
cer un modelo estable de replicación de HCV a largo pla-
zo. Sin embargo, aún es dificultosa la obtención de estos 
modelos de replicación para varios de los genotipos y sub-
tipos de HCV (22).

La unidad de ADN en la cual ocurre la autorreplicación del 
genoma viral completo o un fragmento del mismo se de-
nomina replicón. El replicón se define por poseer los ele-
mentos de control necesarios para la replicación, un ori-
gen donde ésta se inicia y un sitio de terminación en don-
de se detiene. Cualquier secuencia nucleotídica unida a un 
origen, o más precisamente no separada del origen por un 
sitio de terminación, será replicada como parte de ese re-
plicón (23). El sistema de replicón de HCV consiste en un 
genoma de HCV modificado y puede ser según su longitud 
subgenómico (conteniendo solamente las proteínas NS ne-
cesarias para la replicación del ARN) o genómico (contie-
ne el genoma completo de HCV).

Replicones subgenómicos

Desde el primer clonado molecular del genoma de HCV 
hasta el establecimiento del primer sistema de cultivo robus-
to transcurrieron diez años. El grupo del Dr. Bartenschlager 
fue el primero en establecer en 1999 el sistema de replicón 
como sistema de cultivo in vitro para el estudio de la repli-
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para la evaluación de la actividad antiviral de INF e inhibi-
dores de NS3 y NS5B (27).

Los replicones subgenómicos presentan algunas limitaciones:

- baja eficiencia de formación de colonias, 

- la multiplicación del replicón no genera ninguna modi-
ficación fenotípica o citopatogenia en las células, que 
ponga en evidencia dicha multiplicación,

-  en algunos casos la replicación estable depende de la 
utilización de G418, 

- el hecho de que el replicón solo codifique algunas de las 
proteínas virales no permite estudiar el ciclo de repli-
cación completo de HCV ni identificar posibles agentes 
antivirales que actúen sobre etapas tempranas (adsor-
ción, penetración, desnudamiento y traducción) ni tar-
días (morfogénesis y liberación) del ciclo viral. 

A pesar de dichas limitaciones, los replicones son acepta-
dos ampliamente como una herramienta importante para 
el estudio de los mecanismos moleculares de la replica-
ción del ARN de HCV y proveen una plataforma para la 
búsqueda de antivirales para HCV. De hecho, la activi-
dad antiviral de los inhibidores de la proteasa NS3 apro-
bados en 2011 por la FDA para su uso en combinación con 
PEG-IFN-α/RBV, boceprevir y telaprevir, fueron descubier-
tos utilizando el sistema de replicón subgenómico desarro-
llado por Lohmann y col. en 1999 (24, 28-30).

En el último año se han reportado múltiples trabajos en 
los que se estudia la actividad antiviral de distintos com-
puestos sintéticos y naturales utilizando replicones subge-
nómicos (31-36).

Replicones de genoma completo y cultivos 
celulares que generan virus infectivos

La transfección del ARN completo correspondiente a la 
cepa JHF-1, transcripto in vitro, en células Huh7 resultó en 
una eficiente replicación del ARN y en la producción de 
partículas virales infectivas que fueron capaces de transmi-
tir la infección tanto in vitro (células Huh7, Huh7.5.1) (Fi-
gura 3) como in vivo (chimpancés) (26, 37-43). Al siste-
ma en el cual se obtienen partículas de HCV infectivas a 
partir de la transfección de un cultivo celular con un repli-
cón de genoma completo se lo denomina HCVcc (de cell 
culture, en inglés). Este sistema de cultivo es actualmente 
el más adecuado para ensayos de evaluación de antivira-
les y para el desarrollo de vacunas ya que estos replicones 
pueden propagarse establemente y codifican todas las en-
zimas virales consideradas como principales blancos para 
la terapia antiviral.

cación de HCV (24). Se generaron replicones derivados de 
un genoma consenso de HCV genotipo 1b (Con1) median-
te el reemplazo de la región codificante de las proteínas 
C a NS2, por un marcador de selección como el gen de 
la fosfotransferasa de neomicina que confiere resistencia 
a la neomicina (G418) (Figura 2). El ARN sintético deriva-
do del ADN de dicho replicón subgenómico se utilizó para 
transfectar células de la línea de hepatoma humano Huh7, 
las que fueron cultivadas en presencia de G418. Sólo las 
células en las que el replicón se amplifica en altos niveles 
pueden sobrevivir, de hecho, se obtuvieron varias colonias 
de células resistentes a G418 que presentaban grandes 
cantidades de ARN y proteínas virales.

Posteriormente, se confirmó que estos replicones de HCV 
eran capaces de auto-amplificarse a través de la síntesis de 
ARN (-) con formación de intermediarios replicativos y que 
podían ser propagados en cultivo de células de manera esta-
ble por muchos años (24, 25). Más tarde, se desarrolló un re-
plicón subgenómico derivado de un clon denominado JFH-1 
aislado de un paciente japonés con hepatitis C fulminante 
(genotipo 2a) que replica hasta 20 veces más en Huh7 que 
los replicones de Con1, y no requiere de mutaciones adapta-
tivas para una eficiente replicación in vitro y un aumento de 
58 veces en la eficiencia de formación de colonias resistentes 
a G418 en comparación con el genotipo 1b (26).

Durante el último año se han desarrollado replicones subge-
nómicos de los genotipos 3a y 4a que mostraron ser útiles 

Sistema de replicón subgenómico de HCV. Se reemplazaron las 
secuencias de las proteínas estructurales junto con p7 y NS2 por el gen 
de resistencia a Neomicina bajo el control del sitio interno de entrada 
al ribosoma (IRES) de HCV, y se introdujo un segundo IRES del Virus 
de la encefalomiocarditis (ECMV) para conducir la traducción del resto 
de las proteínas no estructurales de HCV (NS3-NS5). La selección de 
estos replicones bicistrónicos en la línea celular de hepatoma Huh7 re-
sistentes a Neomicina resultó en células con un alto nivel de replicación 
del ARN de HCV, con las denominadas mutaciones adaptativas para 
el cultivo celular, confinadas principalmente a las regiones de NS3, 
NS4B Y NS5A.

Figura 2
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que no son capaces de responder mediante los mecanismos 
de la inmunidad innata a la presencia de ARN doble cade-
na intracelular (43). De acuerdo con esto, estos sistemas no 
reflejarían adecuadamente los eventos que ocurren durante 
la infección de HCV in vivo, ya que los hepatocitos son célu-
las diferenciadas, que naturalmente no se dividen y que son 
capaces de desencadenar una respuesta al ARN doble cade-
na. En este sentido, Sainz y Chisari (2006) (50) desarrolla-
ron un sistema de células Huh7 arrestadas en su crecimiento 
las cuales se lograron infectar con virus producidos a partir 
del replicón JFH-1 y se obtuvo una producción viral estable 
por 63 días, susceptible al tratamiento con INF. Este sistema 
permitiría entonces el estudio de la replicación de HCV en 
condiciones más cercanas a las fisiológicas y que no esta-
ría alterado por las variables inherentes a los cultivos celula-
res en división. Numerosos investigadores han utilizado tan-
to el sistema de replicones genómicos y HCVcc para la eva-
luación de agentes antivirales en todo el mundo (20, 51-55).

Seudopartículas de HCV (HCVpp)

Las seudopartículas de HCV (HCVpp, del inglés pseudopar-
ticles) se produjeron para estudiar las etapas tempranas del 
ciclo viral y se han convertido en un modelo estándar para 
el estudio de inhibidores de la entrada del virus a la célu-
la. La producción de HCVpp contempla el uso de proteínas 
de retrovirus que confieren, como ventaja, la habilidad de 
los retrovirus de incorporar glicoproteínas heterólogas en su 
envoltura durante la brotación. Las HCVpp se obtienen me-
diante la transfección de células de riñón de embrión huma-
no 293T con tres vectores: el primero codifica para las pro-
teínas Gag-Pol de retrovirus, responsables del armado de la 
partícula viral en la membrana plasmática con encapsida-
ción del ARN y finalmente la brotación de las partículas en-
vueltas, el segundo vector codifica para el gen reportero de 
luciferasa o de la proteína verde fluorescente (GFP) y el ter-
cero codifica para las glicoproteínas E1 y E2 de HCV, que 
serán insertadas en la envoltura de la partícula retroviral y 
que son necesarias para el reconocimiento de los recepto-
res celulares (y en consecuencia determinan el tropismo vi-
ral) y para la fusión de la envoltura de las seudopartículas 
con la membrana de la célula hospedadora.

Las seudopartículas virales que se liberan de las cé-
lulas 293T pueden ser utilizadas para infectar células 
Huh7. La infectividad de las mismas se evalúa mediante 
la cuantificación de la expresión de luciferasa o GFP en 
dichas células. Por otro lado, estas HCVpp pueden ser 
neutralizadas con anticuerpos monoclonales anti E1 y 
E2 y con sueros de pacientes infectados (56, 57).

Las HCVpp basadas en retrovirus se han utilizado para es-
tudiar la entrada viral (57-59) y la inhibición de este pro-
ceso (60); también se han utilizado modelos de HCVpp ba-
sadas en el virus de la estomatitis vesicular (VSV) (61-63).

Luego del desarrollo de dicho sistema para el genotipo 2a, 
se han intentado establecer sistemas similares al replicón 
genómico JFH-1 para los genotipos 1a y 1b, cuyas infec-
ciones se caracterizan por una mayor evolución a cirrosis 
y mayor resistencia a INF. En el primer caso, se obtuvieron 
virus infectivos luego de transfección de células Huh7 con 
el ARN sintético derivado del virus prototipo H77 (HCV 1a) 
que posee mutaciones adaptativas al cultivo celular en al-
gunas proteínas NS (H77-S). Dicho sistema mostró una efi-
ciencia de replicación genómica similar a JHF-1 pero con 
una menor producción de partículas virales infectivas (48). 
En el segundo caso, se partió de un suero con altos títulos vi-
rales del genotipo 1b, el cual era infectivo en células en cul-
tivo y aún más apreciable era la eficiencia de infección con 
el virus obtenido en dichos cultivos. Sin embargo el clonado 
de este nuevo aislamiento denominado "Barcelona HCV1", 
permitió la obtención de un replicón genómico con una po-
bre replicación transiente en células en cultivo (49).

Como alternativa, se construyeron quimeras inter e intra ge-
notipo basados en el replicón JFH-1 en el cual los genes es-
tructurales (core, E1, y E2), p7 y NS2 de JFH-1 fueron reem-
plazados por las secuencias específicas de cada genotipo. 
Sin embargo, en general, se obtuvo para estos virus quimé-
ricos una menor producción de virus infectivo (44-46). Estos 
sistemas tienen la limitación de que la mayoría de las pro-
teínas NS (que son esenciales para la replicación del ARN 
viral) provienen de JFH-1, y por lo tanto no reflejarían las 
características de replicación de cada genotipo (47). Sin 
embargo, cobran importancia en el estudio de los meca-
nismos de entrada de los distintos genotipos virales a la cé-
lula hospedadora y en la evaluación de inhibidores de di-
cho proceso.

La infección y la replicación de HCV in vitro se han estudia-
do en cultivos de células Huh7 o cultivos derivados de ésta 
que se dividen activamente y de manera no sincronizada y 

Figura 3

Sistema de infección JFH1. El genoma ARN completo de JFH1 clona-
do se transcribe in vitro y luego se transfectan células derivadas de 
Huh7. Se obtienen viriones infectivos que se liberan al sobrenadante 
de cultivo (HCVcc, partículas virales infectivas de HCV producidas en 
cultivo celular).El medio de cultivo se recolecta, se concentra y se uti-
liza para infectar nuevas células. Por lo tanto, este sistema reproduce 
el ciclo de replicación viral completo.
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Conclusión

Si bien el clonado del genoma de HCV hace 20 años atrás (64) 
ha permitido un rápido análisis de su organización genómi-
ca así como la caracterización bioquímica de sus proteínas, la 
falta de un sistema de cultivo celular en el cual el virus se am-
plifique eficientemente ha sido el mayor obstáculo para el es-
tudio del ciclo de vida de HCV. 

Sin embargo, el desarrollo de los distintos modelos de infec-
ción in vitro que están hoy disponibles, algunos de ellos revi-

sados aquí, son herramientas que han sido muy útiles para 
el estudio no solo del ciclo viral sino para la evaluación de 
numerosos compuestos antivirales. 
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en la posibilidad de disponer de sistemas de cultivo celular 
de HCV que resulten más representativos de los eventos que 
ocurren durante la infección natural.
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