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RESUMEN

La infeccion por el virus C de la hepatitis (VCH) representa un grave problema de salud publica a nivel mundial. Este
trabajo es una revision sobre las lesiones morfoldgicas que se detectan en el higado con infeccion crénica por el VCH. Las
lesiones celulares en la hepatitis crénica causada por el VCH no son especificas pero existen rasgos histoldgicos que son
caracteristicos de esta. Estos consisten en la formacion de foliculos linfoides en los espacios porta, dafio de los conductos
biliares, y esteatosis micro- o macrogotular en los hepatocitos. En la mayoria de los estudios se demuestra la presencia de
los antigenos y ARN del VCH en el citoplasma de los hepatocitos infectados, aunque la proteina de la capsida también se
localiza en el nucleo. Por otro lado, la microscopia electrénica ha revelado la presencia de hepatocitos balonados con
dilatacion del reticulo endoplasmatico y la mitocondria, y la presencia de un gran ndmero de citolisosomas, cuerpos
lamelares y grandes gotas de lipidos. También se observan con frecuencia alteraciones del nicleo y del nucleolo. Varios
estudios muestran la presencia de particulas semejantes a virus (PSV) envueltas con diametros entre 30 y 65 nm en el
citoplasma y en vesiculas de los hepatocitos. Ademas, se detectan PSV semejantes a nucleocapsidas virales con diametros
entre 20-30 nm en el citoplasma y/o el nlcleo de los hepatocitos. Estos datos indican que los estudios de microscopia
constituyen una herramienta poderosa para dilucidar algunos de los mecanismos implicados en la replicacion del VCH y su
patogénesis.

Palabras claves: HCV, VCH, capsida, particulas semejantes a virus, VLP, PSV, microscopia electrénica de transmision,
microscopia 6ptica.

REVIEW: LIGHT AND ELECTRON MICROSCOPY EVIDENCES OF HEPATIC C VIRUS INFECTION IN
LIVER BIOPSIES

SUMMARY

Hepatitis C virus (HCV) infection represents a major problem of public health worldwide. In the present study, an attempt
was made to review data on morphological lesions in the liver in the course of chronic type C hepatitis. Cell lesions detected
by light microscopy show characteristic, although not pathognomonic histological changes. These consist of lymphoid
aggregates in portal tracts, sometimes with germinal centers, damage of bile duct epithelium, and micro- or macrovesicular
steatosis of hepatocytes. In most studies, HCV antigens are demonstrable in the cytoplasm of infected hepatocytes by
immunohistochemical staining although some reports indicate a nuclear localization, especially of core protein. Detection of
HCV RNA sequences in fixed liver tissues by in situ hybridization appears to be a more sensitive method than
immunohistochemical staining. Severe ultrastructural cell damage typical of acute viral hepatitis has been observed at
electron microscope level. This includes ballonning hepatocytes with dilatation of the endoplasmic reticulum and
mitochondria, and the presence of a large number of cytolysosomes, lamellar bodies and large lipid droplets. Alterations of
nuclei and nucleoli were also frequent. Enveloped virus-like particles (VLPs) with average diameters between 30-65 nm
have been observed in the cytoplasm and inside cytoplasmic vesicles. In addition, VLPs resembling nucleocapsids with 20-
30 nm in diameter have been detected in the cytoplasm and/or in the nuclei of hepatocytes. Data indicate that microscopy
studies might be powerful tools to elucidate some of the mechanisms involved in HCV replication and pathogenesis.

Keywords: core protein, virus-like particles, transmission electron microscopy, light microscopy.
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INTRODUCCION

La infeccion cronica por el virus C de la hepatitis (VCH)
puede ocasionar una amplia variedad de problemas
clinicos y prondésticos en diverso grado, asi como la
progresion de la enfermedad, que oscila de hepatitis
minima a grave hasta cirrosis y carcinoma hepatocelular
(CHC) en algunas personas [1;2]. Los pacientes con
infeccion crénica por el VCH pueden desarrollar
compromiso hepatico progresivo. Este proceso empieza
con la inflamacion persistente, lesiones en las vias
biliares y puede proceder a esteatosis hepatica (higado
graso), a fibrosis (desarrollo de tejido fibroso), y a
cirrosis (cicatrices) del higado. Cuando las células
hepéticas normales son remplazadas por grasa, tejido
fibroso, y cicatrices, resultan incapaces de llevar a cabo
sus funciones metabdlicas, la produccién de proteinas y
la eliminacién de toxinas del cuerpo [3-5]. Tras el
diagnéstico de la infeccién cronica por el VCH, es
importante establecer la gravedad de la afectacion
hepatica. EI mejor método disponible hoy en dia para
valorarla es la biopsia hepatica. Esta es cara y se asocia
con alguna morbilidad. No obstante, es considerada el
patron de referencia para la evaluacion de pacientes con
hepatitis cronica [2].

Durante las Ultimas décadas el considerable desarrollo de
los métodos para el andlisis ultraestructural y la deteccion
especifica de componentes particulares utilizando la
microscopia electrénica de transmision (MET), ha
provisto al estudio de patdgenos microbianos en el medio
ambiente celular con una adecuada herramienta de
laboratorio [6;7]. El prop6sito de esta revision es
describir las caracteristicas morfoldgicas de la lesidn
hepéatica que tienen lugar durante la infeccion por el
VCH.

Lesiones Morfologicas detectadas por Microscopia
Optica en la hepatitis cronica de tipo C
Las lesiones en el higado infectado con el VCH se

asemejan a las observadas en otros tipos de hepatitis
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virales cronicas, como la hepatitis cronica de tipo B. La
afectacion hepatocitaria en la hepatitis cronica (HC)
causada por el VCH (HCC) en estadios precoces es leve
con ligera inflamacién linfocitaria en forma de agregados
o foliculos linfoides, leve necrosis periportal, escasa
apoptosis intraacinar y ligero infiltrado inflamatorio
lobulillar [5;8]. EI CHC en pacientes infectados con el
VCH suele desarrollarse sobre un higado cirrético
existiendo pocos casos sin cirrosis previa [9].

Los hallazgos histol6gicos en la HCC presentan rasgos
histol6gicos que ayudan a diferenciarlos de otros tipos de
hepatitis crénicas. Las alteraciones hepatocitarias
incluyen degeneracion acidofilica, cuerpos apoptéticos y
degeneracion balonizante con o sin cuerpos de Mallory
[9]. El infiltrado inflamatorio portal que se observa en el
higado de los pacientes con HCC contiene
fundamentalmente monocitos y linfocitos que tienden a
formar foliculos linfoides [9;10]. También se describen
células dendriticas acompafiando a este infiltrado linfoide
[11]. Los sinusoides pueden estar infiltrados focal o
difusamente por linfocitos [9]. Asociado al infiltrado
inflamatorio portal puede existir dafio de los conductos
biliares. En estos, se observa estratificacion,
vacuolizacion, eosinofilia y degeneracion nuclear del
epitelio o infiltracién de la pared del conducto por los
linfocitos [12;13].

Se puede observar transformacion de los hepatocitos en
células gigantes con un gran namero de ndcleos
celulares, alteraciones en su estructura y presencia de
numerosos nucleolos [14]. Otro hallazgo histoldgico es la
esteatosis macrogotular, mas frecuente que en otras
formas de hepatitis virales [12;15]. También pueden
encontrarse granulomas epitelioides de localizacion
portal o intraacinar en algunos pacientes [16;17].

Por otro lado, los bajos titulos virales presentes en las
células infectadas por el VCH dificulta la deteccion de
las proteinas virales mediante las técnicas de
inmunohistoquimica. También, se dificulta la deteccion
del ARN viral mediante la técnica de reaccion en cadena
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de la polimerasa (RCP) o técnicas de hibridacion “in
situ” [18]. Las proteinas de la envoltura (E1,E2) y las
proteinas no estructurales (NS2-NS5) se detectan en el
citoplasma de las células infectadas en la mayoria de los
casos [19-23]. Por el contrario, la localizacién de la
proteina de la capsida (C) es un tema controversial. La
proteina C se localiza fundamentalmente en el
citoplasma, aunque la forma madura de C se puede
detectar en el nlcleo y el citoplasma [20;23-25].

La deteccion del ARN del VCH mediante la técnica de
hibridizacion in situ tiene la limitacion del bajo nimero
de copias de las moléculas del ARN viral presentes en las
biopsias de higado embebidas en parafina [23;26]. Por
esto, los investigadores prefieren detectar el ARN del
VCH en biopsias de higado frescas congeladas utilizando
sistemas de amplificacion de sefiales [20;23;27]. No
obstante, los datos recientes indican que incluso los
especimenes procesados con parafina pueden ser
utilizados para detectar el ARN del VCH [19]. En este
caso se utiliza la técnica de trascripcion reversa (TR)-
RCP in situ que demostré que puede detectar el acido
nucleico viral en el tejido hepético de diversas fuentes de
pacientes. Estas incluyen aquellos pacientes donde no se
detecta el ARN viral en el suero. La ventaja de este
sistema sobre las pruebas que se desarrollan en tejido
congelado, es en primer lugar que el tejido procesado
carece de infectividad. En segundo lugar, estas muestras
tienen el antecedente de la evaluacién histoldgica. Esto
permite excluir otras enfermedades y el tejido que no sea
representativo de la muestra hepatica.

La utilizacion de técnicas hibridocitoquimicas y sus
variantes (p.e., TR-RCP in situ) indican la prevalencia de
la localizacion citoplasmatica del ARN del VCH
[20;23;28-30]. También hay datos que refieren la
prevalencia de sefiales especificas del ARN viral en el
ndcleo de hepatocitos, en células del conducto biliar y en
linfocitos [31].

Acta Microscopica, Vol. 13, Nos. 1y 2, 2004, pp. 1-13

Lesiones Morfolégicas detectadas por Microscopia
Electronica en la hepatitis cronica de tipo C

Los patrones ultraestructurales de la afectacion
hepatocitaria en la HCC se observan tanto en el
citoplasma como en el nicleo de las células infectadas.
Estos incluyen la identificacion de hepatocitos balonados,
con dilatacion del reticulo endoplasmatico (RE), de las
mitocondrias (Figura 1B), y con desprendimiento de la
envoltura nuclear (Figura 1C), asi como linfocitos en
contacto estrecho con los hepatocitos [32-34]. En algunos
casos se observo la presencia de varios nicleos celulares
en los hepatocitos, con envoltura nuclear irregular y
engrosamiento de su contorno [35;36].

También se observd la lobulizacion del ndcleo y la
presencia de inclusiones citoplasmaticas (Figura 1F)
[33;36].

Otros estudios detectaron una tendencia a formar
sistemas que se asemejan a la heterocromatina, que
incluyen sistemas de tubulos superpuestos entre 20 y 30
nm de diametro [36-38]. No obstante, algunos autores
consideran que estas alteraciones tubulares no muestran
relacion con el material genético viral y no son tipicos de
la infeccion por el VCH [38].

Las lesiones citoplasmaticas comprenden la presencia de
un gran ndmero de citolisosomas (figura 1D) y de
cuerpos laminares (Figura 1E) [33;34]. Otras alteraciones
observadas incluyeron la dilatacion de numerosas
cisternas del RE, la presencia de gotas grandes de lipidos
y cuerpos cristaloides en el citoplasma [14;24;33;39].
Ademaés, se observaron estructuras tubulares en el RE, y
forma semicircular del RE [33;40]. Las lesiones
ultraestructurales también se detectan en la mitocondria
de los hepatocitos [14;33;41]. En general se observa
destruccion de la membrana mitocondrial, que en
ocasiones pierden su estructura de bicapa [33;41;42].
También se observan particulas semejantes a virus
(PSVs) y cuerpos cristaloides en las mitocondrias
[14;24:;41;43;44].
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Las alteraciones ultraestructurales tipicas de la apoptosis
son frecuentes en los hepatocitos de los pacientes con
HCC [24;39]. Entre éstas se destacan la disminucién de
tamafio de algunos hepatocitos y la presencia de ndcleos
apoptoticos que se caracterizan por la condensacion de la

cromatina. En el citoplasma de algunos hepatocitos se ha
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detectado la presencia de fragmentos nucleares. También
se observaron cuerpos apoptéticos (CA) libres entre los
hepatocitos. Estos CA generalmente son fagocitados por
las células circundantes como los hepatocitos, las células
Kupffer (CK) y las células sinusoidales endoteliales
(CSE) [24].

Fig. 1. MET de biopsias hepaticas. A: Biopsia hepatica de una persona sana. El ntcleo (N), las mitocondrias (M) y
el RER se observan sin alteracion. B: Las biopsias hepaticas de los pacientes infectados con el VCH mostraron
dafios a nivel ultraestructural como son: hepatocitos balonados (HB), con dilatacion del RER y mitocondrias (M).
C: Parte de un hepatocito balonado con dilatacion del RER, las mitocondrias (M) y desprendimiento de la
envoltura nuclear (EN). D: La presencia de un gran nimero de citolisosomas (Cy). E: Un cuerpo laminar (CuL) en
el citoplasma de parte de un hepatocito. F: Inclusiones nucleares (IN)

(Barra=1 gmen A, By F; 500 nmen CyD; 200 nm en E).
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Diferentes trabajos reportaron la presencia de PSVs o sus
agregados en el citoplasma o en el RE de las células
infectadas con el VCH [33;40;45-52] (Tabla I). PSVs
simples envueltas (con membrana), con diametros entre
30 nmy 65 nm se observaron en el citoplasma o en el RE
de los hepatocitos (Figuras 2B, 2C y 2E) [33;47;51].
También se detectaron particulas simples envueltas con
diametros entre 40 nm y 65 nm dentro de vesiculas
citoplasmaticas (Figura 2D) [33;40;46;50;52]. Otra
observacién fue la presencia de PSVs no envueltas (sin
membrana) con un didmetro promedio de 20 nm (Figura
2F) formando agregados de PSVs en el citoplasma de los
hepatocitos y de las células estrelladas (CE) [33;45;49].
Es importante destacar que también se ha detectado la
presencia de PSVs no envueltas entre 20-30 nm de
diametro en el nicleo de los hepatocitos [48].

Estudios de inmunomicroscopia electronica (IME)
identificaron a las proteinas del VCH en biopsias
hepéticas con el uso de anticuerpos monoclonales (AcM)

y policlonales [22;33;49;53-55]. La mayoria de los
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inmunocitoquimicas en varios modelos de investigacion
demostraron la localizacion citoplasméatica de las
proteinas del VCH. Las proteinas de la envoltura E1 y
E2, y las proteinas no estructurales NS2, NS3, NS4 y
NS5 se detectaron en el RE [33;51;56;57], en el
citoplasma [33;43;56] o en el rea perinuclear [22].

La proteina C se localiza generalmente en el citoplasma
de los hepatocitos asociada a las membranas del RE
rugoso (RER) (Figura 3B) y a gotas de lipidos
[33;53;58;59]. También se localiza de forma esporadica
en el ndcleo y en la mitocondria [24;43;48;59;60].
Resulta interesante destacar que la proteina C del VCH se
detect6 en células extraparenquimatosas del higado [49].
La proteina C se localizé en el citoplasma y el nicleo de
CE, y en células semejantes a miofibroblastos (MFB) en
biopsias hepéticas de pacientes infectados por el VCH
(Figura 4D,F). Esta proteina también se localiz6 sobre la
superficie de las gotas de lipido en las CE y de
estructuras semejantes a las fibras de colageno (FC) en la

matriz extracelular (MEC) de biopsias hepaticas de los

estudios  ultraestructurales

utilizan  técnicas

pacientes con HCC (Figura 4B,F).

Tabla 1. Deteccion de particulas semejantes a virus (PSV) en el higado
0 en células de cultivo infectados con el VCH.

Observaciones ME

Tipo de Célula infectada

Autor

PSVs en vesiculas
citoplasmaticas:
diametro de 40-45 nm

diametro de 50 nm

diametro de 50-60 nm

diametro de 65 nm

Hepatocitos humanos fetales

Células TOFE

Hepatocitos humanos

Células Daudi y hepatocitos de

chimpancés
Células HepG2
Hepatocitos humanos

lacovacci y col. [50]
Serafino y col.[40]
Bosman y col. [45]
Shimizu y col. [52]

Dash y col. [46]
Falcon y col. [33]

PSVs en citoplasma o RE:

diametro de 30-55 nm
diametro de 45 nm

diametro de 20 nm

Hepatocitos humanos
Celulas HeLaG

Hepatocitos humanos

Células estrelladas humanas

Falcon y col. [33]

Mizuno y col. [51]1}

Falcon y col. [33], Bosman y col. [45]
Falcon y col. [49]

PSVs en nlcleo

Hepatocitos humanos

Falcon y col. [48]
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Figura 2. MET de biopsias hepaticas. A: Biopsia hepatica de una persona sana. No se observan PSV, ni dafio a nivel
ultraestructural, se sefiala el ntcleo (N), la envoltura nuclear (EN), el reticulo endoplasmético rugoso (RER),
peroxisomas (P) y mitocondrias (M). B-F: Biopsias hepaticas de pacientes infectados con el VHC. B y C: Simples
PSV envueltas, de aproximadamente 65 nm de didmetro en el citoplasma de los hepatocitos. El nicleo se sefiala como
(N) y las mitocondrias como (M), detectdndose en estas Gltimas la pérdida de las crestas mitocondriales. D: Simples
particulas envueltas de 65 nm dentro de vesiculas citoplasmaticas (Ve). E: PSV envueltas con un diametro entre 30 a
55 nm en el citoplasma de los hepatocitos. F: PSV no envueltas con un didmetro aproximadamente de 30 nm, estas
particulas formaban agregados tipo cuerpos cristaloides en el citoplasma de los hepatocitos
(Barra=2 ygmen A; 200 nmen B, C, Dy F; 500 nm en E).
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Figura 3. IME de biopsias hepaticas. A: Biopsia hepatica de persona sana. No hubo marcaje de los polipéptidos del core
del VHC en el citoplasma ni en la membrana del RER en los hepatocitos de una persona sana. B: Se observaron
polipéptidos del core en el citoplasma y en la membrana del RER de un paciente infectado con el VHC, se sefialan las
particulas de oro coloidal como PO. En todos los casos se us6 el AcM CBSS-HepC.1 vy el oro-1gG anti-ratén
(Barra =500 nm en Ay 200 nm en B).

Las moléculas virales se detectaron en el citoplasma de
los hepatocitos infectados. Estos resultados son
consistentes con lo observado utilizando la microscopia
Optica. En resumen, las evidencias microscopicas de la
lesion hepética causada por el VCH demuestran la

presencia dafio hepatico causado por el sistema inmune o

directamente por el VCH. También se observan
estructuras relacionadas con la replicacion del VCH en el
citoplasma de los hepatocitos y sugieren la posibilidad de
que al menos una parte de la morfogénesis del virion

ocurra en vesiculas citoplasmaticas.
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Figura 4. IME de biopsias hepaticas. A: En las fibras coldgenas (FC) de una biopsia hepética de una
persona sana no se observaron los polipéptidos del core del VHC. B: Se identificaron polipéptidos del
core en las FC de un paciente., se sefialan las particulas de oro como PO. C: Biopsia hepatica de una

persona sana. En las células semejantes a fibroblastos (F) no se observaron los polipéptidos del core del

VHC, FC (fibras colagenas) y N (nicleo). D: Se identificaron polipéptidos del core del VHC sobre
células semejantes a fibroblastos de pacientes (F), se sefialan con flechas las particulas de oro coloidal

(PO) y con N (ntcleo). E: En las células estrelladas (Ito) de una persona sana no se observaron los
polipéptidos del core del VHC, GL (gotas de lipido) y N (nicleo). F: Se identificaron polipéptidos del
core del VHC sobre las células estrelladas de un paciente, se sefialan con flechas las particulas de oro

coloidal (PO), GL (gotas de lipido) y N (ntcleo). En todas las muestras se empled el AcM CBSS-
HepC.1y el oro-1gG anti-ratén (Barra =1 gmen C, Ey F; 500 nmen A, By D).
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