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Si bien el virus de la hepatitis C es fundamentalmente hepatotropo,
su presencia en células linfoides ha sido extensamente analizada. A
pesar de su indiscutible relevancia desde el punto de vista biolégico y
clinico, el verdadero rol de esta asociacién no ha sido ain esclareci-
do y las publicaciones contindan siendo discrepantes, probablemen-
te, debido a la baja tasa de replicacién del virus en este tipo celular.
En el contexto de pacientes coinfectados HIV/HCV, existe un proba-
do impacto de una infeccién sobre la otra. El esclarecimiento de los
mecanismos involucrados en la interaccién viral es de gran inferés ya
que los mismos son adn inciertos.
Nuestros estudios son realizados en un grupo de pacientes hemo-
filicos infectados crénicamente con HCV, con y sin coinfeccién
con HIV. Gracias a una técnica de cultivo de células mononucleares,
se recuperé el genoma de HCV por tiempos prolongados. Para de-
mostrar su presencia y replicacién en células linfoides se abordaron
distintas técnicas. Las observaciones realizadas a lo largo de nues-
tros experimentos en los cultivos celulares, sefialan que la presencia
paralela de infeccién con HIV tiene un impacto en los siguientes
aspectos: 1- mayor frecuencia de positividad de HCV en las células
linfoides, 2- mayor persistencia del genoma en las mismas, 3- dificil
erradicacién completa del virus en este reservorio y 4- posibilidad de
albergar genotipos adicionales ocultos de HCV. La posibilidad de
contar con un sistema que albergue ambos virus permitird dilucidar
los mecanismos directos o indirectos que implica la presencia de
ambas infecciones en un mismo individuo.

ABSTRACT
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Although hepatocytes are the primary site of HCV replication, it has

been shown that HCV can infect lymphoid cells. The biologic and

clinical implications are relevant while the role of this association is

still under debate and reports remain discordant, probably due to the
low viral replication level in these cells.

In HIV-HCV coinfection setting, the impact between infections has
been demonstrated but the mechanisms of viral interactions have not
been elucidated yet and they are the focus of a lot of interest.
Our studies are performed in a group of hemophilic patients that are
HCV-chronically infected, with or without HIV coinfection. Using a
particular lymphoid cell culture system, HCV genome was recovered
for prolonged periods of time and different techniques were used to
demonstrate its presence and replication in mononuclear cells.
Our observations revealed that concomitant HIV infection increased
HCV frequency in lymphoid cells, augmented HCV genome persis-
tence in cell culture, hampered complete viral eradication from this res-
ervoir, and allowed the carriage of additional occult genotypes. The
use of a culture system where both viruses can replicate will contribute
to the elucidation of direct or indirect viral interaction mechanisms that
are present in coinfected individuals.
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El virus de la hepatitis C es fundamentalmente hepatotro-

po pero su presencia en sitios extrahepdticos ha sido am-

pliamente documentada y se calcula que la contribucién

de los compartimientos extrahepdticos es responsable de

alrededor del 3,1% del virus circulante (1). En particular,

las células linfoides han constituido el sitio extrahepdtico
més extensamente analizado.

La infeccién de células mononucleares por HCV fue suge-
rida por primera vez, en el afio 1985, desde el éxito en
la transmisién de Hepatitis noA noB (como se la denomi-
naba en esa época) a un chimpancé, por infusién de cé-
lulas de sangre periférica purificadas de un paciente con
Hemofilia A politransfundido (2). A partir de entonces,
diversas publicaciones demuestran, mediante infecciones
experimentales sobre macréfagos, linfocitos By T, que el
virus puede replicar en células linfoides. Asimismo, detec-
tan la presencia del intermediario replicativo o cadena de
RNA de polaridad negativa en estas células, que es con-
siderado una evidencia directa de replicacién del HCV.

El verdadero rol del linfotropismo en la infeccién
por HCV no ha sido ain esclarecido y las publicacio-
nes de los distintos grupos de investigacién continGan
siendo discrepantes. Puntualmente, la contribucién de
este sitio extrahepdtico en la evolucién de la enfermedad,
su papel como reservorio del virus y la relevancia de la
persistencia viral en pacientes con respuesta viral soste-
nida o erradicacién viral espontdnea (en cuyos plasmas
el virus no es detectable) son puntos que se mantienen
ain en debate.

Caracteristicas de la infeccion de células
mononucleares periféricas. Causas
de la discordancia en resultados

La inconsistencia de algunos hallazgos en torno a la aso-
ciacién de HCV con células mononucleares periféricas
(CMP) contribuye a mantener esta polémica.

Algunos estudios demostraron que la replicacién de HCV
en las células linfoides ocurre a bajos niveles y que la
cantidad de genoma de HCV intracelular es el resultado
de un proceso dindmico relacionado a factores virolégi-
cos e inmunolégicos especificos de cada individuo (3,4).
La baja carga viral presente en las CMP puede ser la
causa y justificaria el hallazgo de resultados discordantes
entre los distintos grupos.

Por otro lado, fue demostrado que en pacientes con apa-
rente erradicacién viral espontdnea o terapéutica, el vi-
rus de la hepatitis C puede persistir a bajos niveles en
el suero y en las células mononucleares periféricas (5).
Radkowski y colaboradores sugirieron que en pacientes
con respuesta viral sostenida pueden persistir pequefias

cantidades de virus por periodos prolongados, en el hi-
gado o en células linfoides (6). Estos descubrimientos no
solo explicarian el fenémeno de la presencia de la inmu-
nidad humoral y celular por varios afios luego de la su-
puesta erradicacién, sino que también podrian constituir
un riesgo potencial en la transmisién y reactivacién de la

enfermedad (5,6).

Asimismo fue demostrada la persistencia de HCV en hi-
gado y células mononucleares de personas sanas, con la
presencia de anticuerpos contra HCV, ausencia de ge-
noma viral en suero y con valores de aminotransferasas
persistentemente normales (7). Su completa erradicacién
parece ser un hecho poco probable. Ante circunstancias
especiales de inmunosupresién, terapia inmunomodula-
toria o coinfeccién con ofro virus, la presencia del virus
en las células linfoides podria constituir una fuente de
recurrencia del virus.

Contrariamente, otros grupos minimizan la importancia
de este potencial reservorio (8,9). La baja replicacién en
células linfoides y la ausencia de genoma de HCV en
poblaciones de individuos avirémicos sugieren que la
expresion e infeccion del virus en este sitio es de baja
relevancia para la replicacién sistémica y la persistencia

del mismo (3,10).

Importancia de la infeccion de
células linfoides por HCV

La evidencia de replicacién de HCV en CMP es rele-
vante desde el punto de vista biolégico y clinico. Por
un lado, la interaccién entre el HCV y el sistema in-
mune ha demostrado tener importantes consecuencias
clinicas ya que el virus es capaz de evadir la respuesta
inmune alcanzando tasas de cronicidad del 85%. Por
otro lado, la infeccién ha sido asociada a mdltiples
manifestaciones extrahepdticas relacionadas con el
sistema inmunolégico. Los posibles mecanismos adn no
han sido descriptos pero el virus podria afectar directa-
mente la funcién inmune de estas células contribuyendo a
la inmunotolerancia y favoreciendo su persistencia (11).
Particularmente en nédulos linféticos, la replicacién de
HCV en células T podria comprometer a las células Th1
(disfuncién o respuesta disminuida) en individuos con
infeccién persistente (12).

Alternativamente, el tropismo preferencial de HCV por los
linfocitos B podria provocar la resistencia a la induccién
de los mecanismos de muerte celular, producto de la esti-
mulacién antigénica crénica. Los defectos en el control de
la homeostasis de los sistemas inmunes por apoptosis son
importantes en la patogenia de los desérdenes autoinmu-
nes o linfoproliferativos. Entre otros, Gisbert JP y colabo-
radores demostraron que la prevalencia de infeccién por
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HCV en pacientes con linfoma no-Hodgkin B alcanzaba
el 15% (porcentaje significativamente superior al valor en
poblacién normal) (13).

La posibilidad de constituir un posible reservorio de HCV
en los individuos infectados también le otorgaria a las cé-
lulas linfoides un papel importante en la historia natural
de la patologia, ya que la recurrencia de la infeccién a
partir de cepas virales presentes en células mononuclea-
res periféricas podria definir el fracaso de la terapéutica,
la reinfeccién luego de un transplante o simplemente, la
reactivacién de la enfermedad luego de un periodo de
latencia clinica de la misma.

Coinfeccion

En pacientes coinfectados HCV/HIV, se modifican tan-
to la historia natural como la respuesta al tratamiento
de la infeccién por HCV (14). Las interacciones entre
ambas infecciones son moltiples y diversas. Aunque
sus mecanismos son adn inciertos, es ampliamente re-
conocido que en el contexto de pacientes coinfecta-
dos con HIV se observan cargas virales de HCV mas
elevadas (15,16), se evidencia una progresién més répi-
da de la enfermedad hepdtica (17) y la tasa de respuesta
al tratamiento para HCV es menor (18,19). Asimismo,
la tasa de erradicacién esponténea de HCV disminuye
en los pacientes coinfectados, pudiendo ocurrir en un
5 a 10% de los casos (15,20,21).

En lo que concierne al HCV y su asociacién con célu-
las mononucleares periféricas en el contexto de la co-
infeccién con HIV, la presencia del genoma de HCV fue
observada mds frecuentemente (4,22). Los mecanismos a
través de los cuales el HIV ejerce este aumento de la repli-
cacién de HCV en este sitio siguen siendo especulativos.
Una causa posible se relaciona al efecto de la inmunosu-
presién general en estos pacientes. Como fue demostra-
do, la remocién de células T CD8+ resulté en un aumento
de la replicacién del HCV en cultivo de CMP que probaria
que el sistema inmune adaptativo ejerce algin tipo de
control sobre la replicacién extrahepética (23). Por otra
parte, otros estudios realizados mediante infecciones in
vitro de CMP de donantes normales demostraron que la
coinfeccién con HIV facilita la replicacién de HCV, por
contribuir a que las células tengan mayor susceptibilidad
a la infeccién o por provocar directamente el aumento de

la replicacién de HCV (24).

Nuestros estudios han sido realizados en un grupo de
pacientes hemofilicos infectados crénicamente con HCV,
con y sin coinfeccién con HIV. El andlisis de los efectos
ocasionados por la presencia del HIV puede contribuir a
dilucidar los mecanismos a través de los cuales interac-
toan ambos virus en infecciones concomitantes.

Revision de trabajos realizados en
un grupo de pacientes hemofilicos.
Impacto de la coinfeccion HCV/HIV

Gracias a la técnica de cultivo de células mononucleares
que se realiza en nuestro laboratorio, fue posible recu-
perar el genoma de HCV en el sobrenadante de estos
cultivos por tiempos prolongados. Para demostrar la pre-
sencia del virus y su capacidad de replicacién en las cé-
lulas, se abordaron distintas técnicas como la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), la medicién de carga
viral del virus en el tiempo, la inmunofluorescencia para
la deteccién de proteinas del virus, la genotipificacién
del virus, la secuenciacién y el estudio de la capacidad
infectiva de las cepas virales recuperadas (25).

Breve descripcion de la técnica de cultivo celular:

El cultivo de células mononucleares se lleva a cabo a par-
tir de sangre entera del paciente. Las CMP se aislan en un
gradiente de densidad, por centrifugacién de sangre an-
ticoagulada con EDTA (etiléndiamino tetraacetato de so-
dio) sobre Ficoll-Hypaque y luego de los lavados corres-
pondientes con solucién fisiolégica o PBS (buffer fosfato),
se resuspenden a una concentracién final de un millén
de células por mililitro, en medio de cultivo RPMI-1640
(Hyclone) conteniendo 10% de suero fetal bovino inac-
tivado (SFB) (GIBCO) y 1% de antibidtico (penicilina/
estreptomicina, 10 mg/ml).

El cultivo se realiza en tubos de poliestireno de fondo re-
dondo de 5 ml. Para cada paciente se preparan 3 a 20
tubos diferentes, de acuerdo al rendimiento de CMP des-
pués del gradiente de Ficoll-Hypaque. Se incuban estos
tubos en estufa gaseada con 5% CO,, evitando alterar
el contacto celular. A partir del dia 5-6 se efectia el
recambio de la mitad del medio sobrenadante, sin cen-
trifugacién y sin disgregar el sedimento celular. A partir
del cultivo de células de cada individuo se obtienen so-
brenadantes de distintos tubos y a distintos tiempos a lo
largo del periodo de cultivo (tubo A: dias 5, 8, 12, 15,
19, 22; tubo B: dia 5, 8, 12, 15, 19, 22; tubo C: dias
5,8,12,15, 19, 22; etc). Estos se conservan fraccio-
nados a -80° para su posterior andlisis. Periédicamen-
te, se examinan los sedimentos o pellets celulares por
microscopia de fluorescencia para evaluar viabilidad
y apoptosis celular.

Se realizé la deteccién por PCR de la presencia del geno-
ma de HCV en los sobrenadantes de cultivo observando
un porcentaje elevado de individuos con cultivos celula-
res productores de HCV. Cuando se realizé el andlisis
en un Gnico cultivo por individuo, el 57% de los pacien-
tes monoinfectados y el 74% de los pacientes coinfecta-
dos HIV/HCV generaron cultivos HCV+. La diferencia
observada entre los dos grupos no fue significativa (25).
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Sin embargo, en estudios posteriores que involucraron
més de un cultivo por paciente y a lo largo de distin-
tos afos de infeccion, el 100% de los pacientes coin-
fectados y el 97% de los monoinfectados mostraron
la posibilidad de generar cultivos HCV+. Por un lado,
esto pone en evidencia que la infeccién por HCV de las
células mononucleares periféricas en un individuo cré-
nicamente infectado (monoinfectado o coinfectado con
HIV) es un hecho altamente frecuente. Sin embargo, la
presencia de HIV no se asocié a una mayor posibilidad
del HCV de invadir este tipo de células y la presencia
de HCV en las células linfoides no fue exclusiva de los
pacientes coinfectados.

En el cultivo, se analizaron distintas variables para es-
timar la cantidad de virus en las células y su capaci-
dad de replicar en las mismas. La frecuencia de positi-
vidad de HCV en los sobrenadantes de cultivo fue uno
de estos pardmetros y se calculé analizando la propor-
cién de sobrenadantes HCV+ obtenidos sobre el total de
sobrenadantes estudiados por cultivo (alrededor de 16
sobrenadantes totales por cada cultivo, cosechados a
distintos tiempos, para obtener valores comparables en-
tre distintos cultivos del mismo paciente y entre distintos
pacientes). La frecuencia de resultados HCV positivos
fue variable entre pacientes, se comporté relativamente
estable en el tiempo y fue caracteristico de cada indi-
viduo mientras no existieran factores tales como trata-
mientos antivirales que pudieran contribuir al cambio en
el equilibrio establecido. El grupo de pacientes mono-
infectados o coinfectados con HIV demostré frecuencias
de positividad para HCV similares o con diferencias no
significativas cuando se consideraron globalmente. Sin
embargo, cuando se subdividié el grupo de coinfecta-
dos HIV/HCV con relacién al nimero de células T CD4+
(mayor y menor de 300 céls/mm3) se observé una mayor
frecuencia de produccién de cultivos HCV+ asociada a un
menor nimero de CD4+ (p=0,02) y a niveles detectables
de RNA de HIV en plasma (p=0,009). Es decir que tanto
el control inmunolégico reflejado en el recuento de CD4+
como la presencia del HIV, tuvieron impacto sobre la po-
sibilidad de obtener un cultivo productor de HCV. Por el
contrario, la presencia de HCV en plasma no determiné
mayor nimero de pacientes con cultivos HCV+.

Nuestros estudios actuales realizados con un mayor

nimero de pacientes concuerdan con estos resultados

previos y mantienen vigentes las observaciones de esta
publicacién (25).

La medicién de carga viral de HCV durante los distintos
dias de cultivo permitié observar que la replicacién ocu-
rrié en un nivel relativamente bajo con un valor promedio
de 3,39 + 0,34 log (Ul/ml) para el grupo HIV/HCV y
3,37+ 0,26 log (Ul/ml) para el grupo HCV. Esto explicé
la intermitencia observada en los resultados de PCR. Los
sobrenadantes pertenecientes a 10 pacientes productores

de HCV en cultivo del grupo HIV/HCV y de 5 pacientes
del grupo HCV, fueron analizados secuencialmente. En
este caso, pudo observarse que las diferencias cuantita-
tivas no fueron significativas entre los 2 grupos ya que
para que exista una diferencia significativa en términos
de carga viral de HCV, debe existir un aumento o dis-
minucién de por lo menos 1 logaritmo. No obstante, se
evidencié que en el grupo HCV, el nivel de HCV disminu-
y4 haciéndose indetectable en la cuarta semana mientras
que en el de HIV/HCV permanecié por mds tiempo (mds
alla de la cuarta y quinta semanal).

Otro pardmetro que consideramos importante fue el
andlisis de la persistencia de HCV o la duracién de la
presencia del genoma viral en el cultivo, evaluando la
cantidad de dias que ese cultivo permanece positivo.
Esto proporcioné una estimacién de la carga viral exis-
tente, de la cantidad de células infectadas en el indivi-
duo y también de la capacidad del virus de persistir en
las células. La duracién de la presencia del genoma de
HCV en los cultivos, derivados de pacientes con y sin
coinfeccién con HIV, demostré que la infeccién conco-
mitante con HIV extiende temporalmente la positividad
de RNA de HCV en los cultivos. Se observé que el geno-
ma de HCV se mantuvo detectable por un periodo mds
prolongado en los cultivos del grupo HIV/HCV (més allé
del dia 21 de cultivo) mientras que, en el grupo HCV, la
deteccién de RNA HCV fue desapareciendo a lo largo
de la tercera semana (25).

La infeccién concomitante con HIV en el grupo de indivi-

duos hemofilicos, permitié observar que la presencia del

retrovirus influye y puede tener consecuencias en la repli-

cacién de HCV en estas células. De acuerdo con nuestros

resultados y como fuera comentado previamente, otros

grupos han descripto la influencia del HIV en la frecuen-
cia de deteccién de replicacién de HCV (22,26).

Ausencia de erradicacion - Persistencia del
virus en CMP en pacientes coinfectados

Los pacientes con erradicacién del virus en plasma han
sido objeto de nuestro andlisis. Se demostré que las célu-
las linfoides tienen la capacidad para constituir un reser-
vorio viral a partir del cual la infeccién por HCV podria
perpetuarse (27). El hallazgo de HCV en cultivos de célu-
las mononucleares de pacientes coinfectados que habian
mantenido viremias HCV no detectables por tiempo pro-
longado proporcioné una evidencia muy importante de
la capacidad de estas células de actuar como reservorio
del virus. Esta persistencia otorgaria al HCV la posibili-
dad de reaparecer desde ese sitio de replicacién y volver
a establecer una infeccién crénica en el higado, en el caso
de que las condiciones volvieran a resultarle favorables.
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La persistencia viral en células linfoides durante y des-

pués del tratamiento antiviral ha sido observada en pa-

cientes monoinfectados y coinfectados pero la evaluacién

del impacto de esta falta de erradicacién viral completa
continia siendo objeto de andlisis.

Genotipos de HCV y coinfeccion

La ausencia de inmunidad protectiva luego de la exposi-
cién inicial al virus posibilita las reinfecciones con otras
cepas virales de HCV. En consecuencia, en poblaciones
de individuos con mayor riesgo de exposicién (drogadic-
tos endovenosos, hemofilicos, pacientes en hemodidlisis)
es frecuente observar infecciones mixtas de HCV o con
mltiples genotipos del virus (28,29,30).

En presencia de infecciones mixtas, algunas cepas pue-

den prevalecer sobre otras y desplazarlas, resultando,

estas Ultimas, indetectables por las técnicas utilizadas

habitualmente en la genotipificacién. Determinadas pre-

siones de seleccién pueden traer como consecuencia el

resurgimiento de la cepa desplazada, que puede influir
en la respuesta a la terapia antiviral (28,29).

En consecuencia, la deteccién de infecciones con mdlti-
ples genotipos de HCV tiene relevancia clinica y puede
ser importante para la eleccién de un régimen terapéutico
adecuado, pues existe la posibilidad de que alguna cepa
minoritaria de HCV que responda desfavorablemente a
la terapéutica altere la respuesta al tratamiento. Como
fue previamente descripto, los pacientes con hemofilia
que recibieron concentrados de factores de coagulacién
no termotratados estuvieron expuestos recurrentemen-
te a infecciones por HCV. Como consecuencia, en este
grupo, es frecuente observar la coexistencia de diversos
genotipos del virus (28,31).

Cuando analizamos comparativamente la presencia de
genotipos de HCV en muestras de plasma y sobrena-
dantes de cultivo (incluyendo varias muestras correspon-
dientes a distintas fechas del mismo paciente), pudimos
observar genotipos de HCV adicionales en los cultivos
celulares que no habian sido detectados en muestras de
plasma (32). Estos experimentos contribuyeron con los
estudios de compartimentalizacién del virus demostrando
que diferentes poblaciones virales de HCV pueden hallarse
en los distintos “compartimentos” de un mismo individuo.

En 288 individuos estudiados de nuestra poblacién se ob-
servé la siguiente distribucién de genotipos: el 72% de los
pacientes demostré la presencia del genotipo 1, el 10%,
genotipo 2, 12%, genotipo 3 y 2,5% genotipo 4, sien-
do esta distribucién similar en el grupo de coinfectados
y monoinfectados. Tomando en cuenta solo diferencias
entre genotipos y no entre subtipos, un 5,6% de los pa-
cientes presentaron infecciones con mds de un genotipo.

La proporcién de infecciones mixtas aumenté cuando se
consideraron también los genotipos adicionales detecta-
dos en los sobrenadantes del cultivo de células ya que en
este caso el 62,5% (10/16) de los individuos analizados
con esta metodologia demostraron la presencia de infec-
ciones con mds de un genotipo (32). En aquellos pacientes
que habian presentado genotipos adicionales en cultivo,
se realizé un andlisis exhaustivo sobre distintas muestras
de plasma obtenidas a distintos tiempos para aumentar
la posibilidad de encontrarlos. Sin embargo, éstos solo
pudieron hallarse en 4 casos de pacientes coinfectados y
particularmente, en muestras de plasma pertenecientes a
etapas previas a la implementacién del HAART.

La utilizacién de la técnica de cultivo posibilité revelar
un mayor nimero de infecciones mixtas que no habrian
podido ser descubiertas a través del andlisis exclusivo de
los plasmas, adn considerando la toma de los mismos a
distintos tiempos a lo largo de la infeccién. La relevancia
clinica de este hallazgo y la posibilidad de recaidas, en
pacientes con respuestas sostenidas, con el surgimiento
de genotipos exclusivamente asociados al compartimien-
to de células linfoides estd siendo evaluada.

Adn no fue posible demostrar que la coinfeccién con HIV
predisponga a la presencia de infecciones multitipicas o
con mds de un genotipo pero existe una propensién en
el grupo de pacientes coinfectados a presentar mayor
nomero de infecciones mixtas (el 60% de los individuos
coinfectados demostré la presencia en cultivo de miltiples
genotipos y el 32% de los monoinfectados, p=0,08, re-
sultados no publicados). A pesar de que esta diferencia
no alcanza adn niveles significativos, el aumento en el
nimero de pacientes estudiados podria contribuir a con-
firmar esta tendencia.

Considerando las observaciones realizadas a lo largo
de nuestros experimentos en los cultivos celulares, pode-
mos concluir que, en el grupo de pacientes hemofilicos
estudiado, la presencia paralela de infeccién con HIV
tiene un impacto en los siguientes aspectos: 1) mayor
frecuencia de positividad de HCV en las células linfoi-
des, 2) mayor persistencia del genoma en las mismas,
3) dificil erradicacién completa del virus en este reser-
vorio y 4) posibilidad de albergar genotipos adicionales
ocultos de HCV.

Si bien algunos de estos aspectos ya han sido ampliamen-

te discutidos, el estudio de los mecanismos involucrados

es desconocido. La interaccién entre los dos virus, HIV y

HCV, es el foco de interés de distintos grupos de inves-

tigacién y la carencia, hasta el momento, de un sistema

de estudio que combine la replicacién de ambos dificulta
su esclarecimiento.

Recientemente, un grupo de investigadores describié un
sistema de cultivo a través del cual se lograron infecciones
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exitosas con HIV de cepas macréfago- y linfotrépicas, en

células derivadas de carcinoma hepatocelular (Huh7.5).

Estas lineas pueden ser a su vez infectadas con la cepa

JFH-1 de HCV (33). La utilizacién de este sistema podria

contribuir a dilucidar, en un futuro cercano, algunos de

los mecanismos involucrados en las interacciones entre
ambos virus.
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