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1. INTRODUCCION



La infeccion crénica por el virus de la hepatitis C (VHC) se caracteriza por el desarrollo de
diversas manifestaciones extrahepaticas cuyo mecanismo de produccion no esta
completamente aclarado. En individuos inmunocompetentes el virus de la hepatitis C no
solo se replica en los hepatocitos sino también por otros tipos celulares como las células
del sistema inmune (linfocitos, macréfagos, neutr6filos). También se ha demostrado la
presencia del VHC en el endotelio y epitelio (glandulas salivales, glandulas sudoriparas y
queratinocitos) en pacientes con manifestaciones extrahepaticas asociadas a la infeccion
cronica. Algunos autores han postulado que la afectacion de las células del sistema inmune
podria ser la responsable de mdultiples manifestaciones extrahepaticas donde se ha
demostrado la presencia de inmunocomplejos como es el caso de la crioglobulinemia
mixta.

Es dificil determinar la relevancia que tiene la infeccion directa de determinados tipos
celulares como el endotelio vascular y el epitelio glandular y epidérmico en la produccion
de manifestaciones asociadas a la infeccion cronica por el VHC como son la
crioglobulinemia mixta (CM), el liquen plano y el sindrome de Sjogren. Esto es debido a
que no existen estudios donde se investigue de forma sistematica la presencia del VHC en
en muestras de tejido aparentemente sano.

La patologia cutdnea ocupa un capitulo importante dentro del amplio espectro de las
manifestaciones extrahepdticas. La vasculitis por crioglobulinemia mixta, la porfiria
cutanea tarda y el liquen plano son tres entidades donde se ha observado una asociacion
estadisticamente significativa con la infeccidn cronica por el VHC en la mayor parte de los
estudios aunque de forma menos consistente en el caso del liquen plano.

Otras entidades que se han relacionado con la infeccion crénica por el VHC son la
psoriasis, el prurigo, la urticaria crénica y algunas formas de vasculitis leucocitoclastica
(periarteritis nodosa). Se han publicado escasos estudios donde se investigue la presencia

del VHC en el tejido cutaneo. Estos trabajos se han realizado casi exclusivamente en
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muestras de piel afecta por liquen plano o vasculitis por crioglobulinemia existiendo
estudios aislados en casos de psoriasis y prurigo.

Nuestro grupo de investigacion ha llevado a cabo recientemente un estudio sobre la
deteccion del VHC en lesiones cutaneas de liquen plano donde se investigd parcialmente la
presencia del VHC en piel sana.

Los trabajos realizados hasta ahora sobre la localizacion especifica del VHC se han
centrado en el estudio de la epidermis (liqguen plano) y en las estructuras vasculares
(vasculitis por crioglobulinemia). No se ha realizado hasta el momento ningln estudio
sistematizado sobre la presencia del VHC en muestras de piel sana en pacientes con
infeccion crénica por el VHC sin antecedentes de enfermedades cutaneas. Dicho trabajo
seria interesante por dos motivos. En primer lugar para definir el tropismo celular del VHC
en el tejido cutaneo y asi ayudar a la comprension de los mecanismos de produccion de las
diversas manifestaciones cutaneas en pacientes con infeccion cronica por el VHC. En
segundo lugar para valorar la relevancia de la piel como reservorio y posible fuente de
transmision de la infeccion por via percutdnea inaparente. Esta via de transmision se
estima que es la responsable en un elevado nimero de casos donde no se identifican vias

de contagio aparentes.



2.0BJETIVOS



1. Investigar la presencia del virus de la hepatitis C en piel sana de pacientes con hepatitis
cronica por virus C sin enfermedades cutaneas asociadas. En caso de estar presente:

A) Identificar de forma sistematizada las estructuras afectadas.

B) Evaluar la capacidad de replicacion del virus en las células afectas.

C) Observar si las células afectas presentan signos de alteracion patolégica mediante
estudio con microscopia convencional.

D) Evaluar la correlacion entre la presencia del virus en el tejido cutaneo y los niveles de

RNA-VHC en el suero.

2. Investigar la presencia del virus de la hepatitis C en los productos de la secrecion
glandular sebacea y sudoripara en pacientes con hepatitis cronica por virus C. En caso de
estar presente:

A) Cuantificar la presencia del virus en los productos de secrecion.

B) Identificar las caracteristicas de las particulas virales presentes.

C) Evaluar la correlacion entre los niveles de RNA-VHC en secreciones y en suero.



3. ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL



3.1. Biologia del virus de la hepatitis C

3.1.1. Estructura

El virus de la hepatitis C fue identificado en 1989 por Choo y colaboradores.! Se trata de
un virus RNA monocatenario de polaridad positiva. Presenta un didmetro inferior a 80nm
y por su envoltura es sensible a disolventes organicos y a la desecacion.” Pertenece a la
familia Flaviviridae.® EI genoma del virus tiene una longitud de aproximadamente 9.6kb.*
En el genoma existe una unica region de lectura abierta ORF (open reading frame) que
comprende casi todo el genoma y que codifica una proteina de aproximadamente 3000
amino acidos. Esta poliproteina es procesada a diez proteinas maduras, tres estructurales y
siete no estructurales. Las proteinas estructurales incluyen la proteina del core y las
proteinas de la envoltura (E1 y E2). Las proteinas no estructurales (NS) incluyen proteasas
(NS2, NS3, NS4A), helicasa (NS3), RNA polimerasa-RNA dependiente (NS5B) y otras
dos proteinas cuyas funciones aun no han sido completamente caracterizadas (NS5A, p7).
En los extremos 5y 3"existe una region no codificante (UTR) que se considera juega un
papel importante en la regulacion de la replicacion.” En la figura 1 se muestra la estructura
del genoma. Las distintas variantes del virus se clasifican en genotipos basandose en

similitudes de la secuencia global del genoma.> Se han descrito 6 genotipos y varios
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Nucleocdpside Figura 1. Genoma del virus de la hepatitis C RNA-dependiente

subtipos (a, b, ¢) que se diferencian en cuanto a la diversidad, distribucién geogréfica y

vias de transmision. &7



3.1.2. Replicacion

EL VHC se replica a través de un RNA de polaridad negativa o antigenémica
(complementario al RNA de polaridad positiva 0 genémica). El virus posee una enorme
capacidad de replicacion. Se estima que se producen aproximadamente un billon de
particulas viricas al dia, incluso durante la fase crdnica de la infeccion, aunque la tasa de
aclaramiento es similar (10' particulas al dia).® También posee una gran capacidad de
mutacién. Esto se debe a que al tratarse de un virus RNA las enzimas encargadas de la
replicacion (RNA polimerasas-RNA dependientes) carecen de la actividad “correctora de
pruebas” que tienen las DNA polimerasas-DNA dependientes.” Esta capacidad de
mutacion da lugar a la rapida evolucion de diversas cuasiespecies relacionadas entre si en

un mismo individuo infectado.

3.1.3. Tropismo

El tropismo del virus no sélo incluye a los hepatocitos sino a otros tipos celulares como las
celulas mononucleares de sangre periférica (monocitos/macrdfagos, linfocitos B) y las
células polimorfonucleares.®* En pacientes inmunodeprimidos el virus es capaz de
replicarse en otros tejidos como el pancreas, el tiroides, las glandulas suprarenales, el bazo,
la médula 6sea y los ganglios linfaticos.** **

Se han observado diferencias en la distribucién de las distintas cuasiespecies detectadas en
suero, higado y células mononucleares de sangre periférica. Estos hallazgos sugieren que
existirian determinados factores tisulares que condicionarian el crecimiento de las distintas
cuasiespecies.

Aungue no se han identificado los receptores del virus en la superficie celular, se considera
que la proteina E2 es la responsable de iniciar la adhesién a la célula huésped ya que al
emplear suero anti-E2 se impide dicha union.”*® Las dos moléculas que se han identificado
como posibles receptores son la tetraespanina CD81 y el receptor de lipoproteinas de baja
densidad (LDL). La molécula CD81 es una tetraespanina que se expresa en la superficie
celular de los hepatocitos, linfocitos B y células epiteliales y se especula que funciona
como receptor o co-receptor del VHC.' ' También se ha descrito el receptor de

lipoproteinas de baja densidad como via de entrada mediante endocitosis para el VHC y



otros virus de la familia Flaviviridae. Se ha observado que las particulas del VHC se
asocian con beta-lipoproteinas.® Utilizando la técnica de hibridacion in situ para
identificar los hepatocitos infectados se demostrd una correlacion positiva entre el grado

de expresion de receptores LDL y el nimero de células infectadas. %

3.1.4. Patogenia

Los mecanismos responsables del dafio hepatico no estan completamente aclarados.

La lesidn hepatica no se debe exclusivamente al efecto citopatico del virus ya que cambios
minimos en el tejido hepatico se pueden asociar con titulos altos del VHC en higado y
suero.?! Por otro lado se ha demostrado que una adecuada respuesta inmune es capaz de
controlar la infeccion. La desaparicion de la viremia se asocia con el desarrollo de
respuestas especificas por parte de los linfocitos T citotéxicos y T cooperadores.??* El
papel de estos Gltimos es fundamental ya que la pérdida de los linfocitos T cooperadores se
asocia con la reaparicion de la viremia® y los grados mas severos de afectacion hepatica se
encuentran en pacientes inmunodeprimidos, sobre todo aquellos con co-infeccién por el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).?® En los pacientes que presentan una
respuesta inmune deficiente es mas frecuente el hallazgo de sobreinfeccion por otros
genotipos.?” Se considera que la lesion hepatica se produce por una compleja articulacion
de diversos mecanismos como dafio directo inducido por el virus, citotoxicidad mediada
por células, efectos mediados por citoquinas, apoptosis y otros eventos que quedan por

dilucidar. %



3.2. Epidemiologia del virus de la hepatitis C

3.2.1. Patrones de distribucién geografica

La prevalencia de la infeccion por el VHC en poblaciones no seleccionadas de paises
desarrollados varia entre 1.4-3.6%.** En paises en vias de desarrollo la prevalencia es
superior al 10%, oscilando en algunas zonas como Egipto entre el 18-34%.3"%

La estimacion de la prevalencia basada en el estudio de donantes de sangre infraestima la
prevalencia real en la poblacién general. Los donantes constituyen una poblacion
seleccionada ya que los sujetos con factores de riesgo para infecciones transmitidas via
parenteral se autoexcluyen voluntariamente o son excluidos por el personal sanitario en el
momento de la donacion. La prevalencia de la infeccion por el VHC en los donantes de
sangre de Estados Unidos en 1990 era del 0.6%, tres veces inferior a la de la poblacion
general *

Los estudios sobre prevalencia por grupos de edad especificos demuestran que existen al
menos tres patrones de transmision de la infeccion que se pueden identificar a nivel
mundial.® En el primer patron la prevalencia es baja en menores de 20 afios, aumenta en la
edad adulta (con un pico de prevalencia entre los 30-49 afios) y disminuye bruscamente en
personas mayores de 50 afios. Este patrén es tipico de Estados Unidos y Australia y
sugiere que la mayor parte de las infecciones fueron adquiridas en el pasado reciente (hace
10-30 afios) por adultos jovenes. 3* %

En el segundo patrén la prevalencia es baja en nifios y adultos jévenes, siendo mas alta en
mayores de 50 afios. Este patrén se suele observar en paises como Japon e Italia donde se
presume que el mayor riesgo de infeccién ocurri6 en los tltimos 30-50 afios.*

En el tercer patron la prevalencia aumenta progresivamente con la edad, encontrandose
elevados porcentajes de infeccion en todos los grupos de edad. Este patrén es tipico de
paises como Egipto e indica que el riesgo para contraer la infeccion se ha mantenido desde

los ultimos 30-50 afios.*
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3.2.2. Patrones de transmisién

3.2.2.1. Transmision parenteral

La infeccion se transmite fundamentalmente por via parenteral. De hecho, el VHC es el
agente causal de la mayoria de los casos de hepatitis postransfusional no-A, no-B.*
Desde la implementacion del cribaje de productos sanguineos este riesgo es practicamente
nulo (1/103,000 unidades transfundidas).® Actualmente los factores de riesgo mas
significativos para la transmision son la adiccion a drogas via parenteral (ADVP) y la
préctica de tatuajes.

La ADVP es una de las formas mas eficientes de transmision de la infecciéon.**” En paises
como Estados Unidos y Australia el 60% y el 80%, respectivamente, de las infecciones se
relacionan con la ADVP .33

Un reciente estudio sobre una poblacién no seleccionada en Estados Unidos demostré que
tan s6lo el 17% de las infecciones por el VHC se asociaban a ADVP, correspondiendo el
mayor porcentaje (41%) a la practica de tatuajes. Esta notable variacion se relaciona con
los cambios que se han producido en el estilo de vida en las Gltimas dos décadas.

Otras vias de transmision parenteral mas infrecuentes son la nosocomial y la ocupacional.
La transmision nosocomial ocurre sobre todo en unidades de hemodializados.* *

La utilizacion de material no desechable (agujas intramusculares, acupuntura) ha sido la
causa de transmision de la infeccion hace mas de tres décadas en Europa y Japon® > 5y
continua siendo una via de contagio muy prevalente en Egipto.***> Excepcionalmente se
han descrito casos por realizacién de pruebas diagnésticas (colonoscopia)®* o durante
intervenciones quirdrgicas® > y por transplante de érganos.*®*’

Los accidentes con material contaminado no influyen significativamente en la adquisicion
de la infeccidn. La prevalencia de la infeccidon por el VHC no es mayor en trabajadores
sanitarios que en la poblacion general, incluso en aquellos con alto riesgo de exposicién
percutanea como los dentistas, cirujanos maxilofaciales, cirujanos generales vy
traumatologos.*®*°

Se estima que el riesgo medio de contraer la infeccion por el VHC tras un accidente
percutaneo es del 1.8% (0-7%)°*, lo cual es un porcentaje intermedio entre el riesgo de

contraer el VIH (0.3%) y el virus de la hepatitis B (30%). Los factores de riesgo para la
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transmision ocupacional no estan bien definidos aunque parecen estar relacionados
fundamentalmente con lesiones punzantes por agujas huecas de grueso calibre. %
También se han descrito casos excepcionales de adquisicion de la infeccién por

salpicaduras de sangre en la mucosa conjuntival.®> %

3.2.2.2. Transmision no parenteral

La transmision no parenteral comprende principalmente vias de contagio de bajo riesgo
como la transmision perinatal y la transmision sexual.

El riesgo de transmisidon perinatal es escaso. La proporcion ponderada de transmision
vertical basada en una revision de 77 estudios de cohorte con al menos 10 mujeres con
serologia positiva para el VHC esta en el rango del 1-5%.%” No se ha demostrado que exista

|68, 69

riesgo aumentado de transmision perinatal relacionado con el parto via vagina ni con

la lactancia materna.’® "2

La frecuencia de transmision sexual es baja, alrededor del 5%, comparado con la
transmision del VIH (15%) y de la hepatitis B (30%). Algunos factores como la co-
infeccion por el VIH y una hepatopatia severa se han asociado con un mayor riesgo de

transmision sexual de la infeccion.” 7

3.3. Hepatopatia cronica por virus C

3.3.1. Historia natural de la infeccién

La mayoria de los pacientes diagnosticados de hepatitis aguda por virus C evolucionan
hacia la cronicidad. Se considera que un paciente padece hepatitis cronica cuando persisten
niveles anormales de transaminasas durante al menos 6 meses. Se cree que la cronicidad de
la infeccion se debe al escape inmunoldgico del virus dada su alta tasa de mutacion.
También podria contribuir la disregulacion ocasionada por la replicacion del virus en las
células del sistema inmune.”

Los factores que se asocian con una hepatopatia mas severa o rapidamente progresiva son
edad avanzada, etilismo crdnico e inmunodeficiencia.

Las complicaciones mas importantes de la hepatitis cronica son el desarrollo de cirrosis y

de carcinoma hepatico. En general la cirrosis tarda varios afios en aparecer, registrandose
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en un 20-30% de los pacientes tras un periodo de seguimiento de 10-20 afios. El desarrollo
de cirrosis se caracteriza por la aparicion de astenia, debilidad muscular, edema, ictericia y
prurito aunque algunos pacientes pueden permanecer asintomaticos hasta que surgen
complicaciones graves como ascitis 0 hemorragia por varices esofagicas.

El riesgo de carcinoma hepatocelular es de aproximadamente 1-4% por afio en pacientes

con cirrosis establecida, siendo excepcional su desarrollo en ausencia de cirrosis.”® "’

3.3.2. Alteraciones inmunol6gicas

En pacientes con hepatopatia crénica por virus C es frecuente el hallazgo de trastornos
inmunolégicos en pruebas de laboratorio. Se detectan crioglobulinas hasta en el 50%® ™,
factor reumatoide en el 40-70%® # y auto-anticuerpos al menos a un antigeno en el 40-
65% de los pacientes.®% &

Los auto-anticuerpos més frecuentes son los anti-nucleares, anti-cardiolipina y los anti-
masculo liso. Estos ultimos se encuentran con una frecuencia en torno al 20-40% si el
limite de deteccion se establece en una dilucién 1/40-1/80, siendo alrededor del 10% si el
limite es superior a 1/160.%! Otros como los anticuerpos microsomales anti-higado y anti-
rifidn y los anticuerpos anti-troideos (anti-tiroglobulina y microsomal anti-tiroideo) se
detectan en menos del 10% de los pacientes.

La extensa produccion de anticuerpos se debe a una respuesta inespecifica de los linfocitos
B frente a la estimulacion provocada por el VHC. Uno de los receptores de membrana para
el VHC, la proteina CD81, esta implicada en la activacion de las células B. Por otro lado,
como ha sido mencionado previamente, el VHC es capaz de replicarse en las células
mononucleares de sangre periférica. Algunos autores sefialan la importancia del
linfotropismo del VHC en el desarrollo de las diversas manifestaciones extrahepaticas

asociadas a la infeccion cronica. Conviene sefialar que estos trastornos inmunoldgicos

producen manifestaciones clinicas Gnicamente en una pequefia proporcion de enfermos.
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3.3.3. Manifestaciones extrahepéticas de la infeccién por el VHC

La manifestacion extrahepatica mas frecuente es la crioglobulinemia mixta aunque es
sintomatica en menos del 15% de los casos.”® La crioglobulinemia mixta es una vasculitis
mediada por inmunocomplejos que afecta preferentemente a vasos de pequefio calibre.®?
Los sintomas y signos mas frecuentes son los derivados de la afectacion cutanea como es
la pirpura que aparece en la mitad de los casos.?® 8 Las lesiones de pUrpura corresponden
en su mayoria a una vasculitis leucocitoclastica siendo infrecuente la presencia de
vasculitis linfocitica.®’ %

Las formas mas severas se asocian a glomerulonefritis membranoproliferativa y afectacion
del sistema nervioso.

El 55-98% de los pacientes con crioglobulinemia mixta presentan infeccién por el VHC.”
8. 8% gin embargo la gran mayoria de los pacientes con infeccion por el VHC (més del
80%) no presentan crioglobulinemia asociada.®* %" En los pacientes con CM asociada a la

infeccion por el VHC se ha descrito una mayor incidencia de linfomas no Hodgkin®®*!

92-95

(inmunocitoma, mieloma multiple), sindrome de Sjogren y fibrosis pulmonar

idiopatica.®®®®

Otras formas de vasculitis leucocitoclastica asociadas a la infeccion por el VHC son la
periarteritis nodosa (cutanea y sistémica) y de forma anecdética la urticaria vasculitis® y la
vasculitis nodular.*®* La prevalencia de serologia positiva para el VHC en la periarteritis
nodosa (PAN) sistémica oscila entre el 5-12%.'%% En el caso de la periarteritis nodosa
cutanea Unicamente se ha publicado un estudio retrospectivo que encontr6 una prevalencia
del 31.2%.'*

Otras manifestaciones de probable etiologia autoinmune son la tiroiditis™®™ % y

107-109 'y |a Glcera corneal de Mooren.**?

trombopenia inmunes
En cuanto a las manifestaciones cutaneas se ha encontrado una asociacion estadisticamente
significativa en el caso del liquen plano, porfiria cutanea tarda, psoriasis, prurigo y
urticaria cronica, entre otras. Dicha asociacidn se establece en base a los resultados de la
prevalencia de la infeccion. Esta Gltima se realiza mediante serologia, siendo muy variable
la técnica utilizada. En algunos trabajos se emplean técnicas de confirmacion como

Western blot y RIBA (radio immunoblotting assay) pero, al no realizarse de forma
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rutinaria, impide comparar los resultados de diferentes estudios.

Algunas de las enfermedades anteriormente mencionadas como el liquen plano y la
psoriasis se exarceban tras el tratamiento con interferén alfa al igual que otras entidades de
etiologia inmune como la tiroiditis autoinmune. En este sentido es necesario valorar el
papel tanto de la infeccién por el VHC como de su tratamiento en la etiopatogenia de estos
trastornos.

Por otro lado se ha descrito una asociacion positiva en la préctica totalidad de los casos
estudiados de otras enfermedades muy infrecuentes como es el eritema necrolitico acral
del cual se han publicado menos de 10 casos. Otra entidad poco frecuente donde se ha
descrito una elevada prevalencia de la infeccion por el VHC es el prurigo. Este debe
diferenciarse del prurito sin afectacién cutanea, el cual es un sintoma frecuente en
pacientes con enfermedad hepética asociada a colestasis ** La prevalencia de prurito en
pacientes con infeccién por el VHC varia entre el 2.5-20%. *#**

La aparicion de prurito es mas frecuente durante el curso de la enfermedad, especialmente
en fases avanzadas cuando se producen los fendmenos de colestasis secundarios a la
fibrosis. ! Esto explicaria la escasa rentabilidad de pruebas diagnoésticas para la infeccién
por el VHC en pacientes no seleccionados con prurito generalizado. **°

Se cree que el prurito estaria producido por sustancias derivadas de la membrana
plasmatica de los hepatocitos, no por sales biliares, y estas sustancias podrian ser agonistas
opiodes. ¢ " Ademas, en estos pacientes suelen coexistir otros factores como xerosis y
efectos adversos por medicacién concomitante (interferén alfa) que podrian justificar la
aparicion de prurito de forma aislada.

Otras entidades descritas cuya asociacion con la infeccion por el VHC es probablemente
fortuita son eritema exudativo multiforme!® °  paniculitis™®*?*, malacoplasia‘?,
hemangiodermatitis  (proliferacion benigna de células endoteliales)'®, pioderma
gangrenoso'®, poroqueratosis'®, linfoma cutaneo primario de células B** **', vitiligo'® y

eritema discrémico perstans.'®
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Tabla 1. Seleccién de patologias asociadas a la infeccion por el virus de la hepatitis C.
» Crioglobulinemia mixta

» Eritema necrolitico acral

» Liquen plano

= Periarteritis nodosa cutanea y sistémica

» Porfiria cutanea tarda

* Prurigo

* Psoriasis

= Sindrome de Sjogren y sialoadenitis cronica inespecifica

= Tiroiditis autoinmune

» Trastornos linfo y mieloproliferativos (linfoma de células B, mieloma)
* Trombopenia autoinmune

= Ulcera corneal de Mooren

= Urticaria cronica

3.4. Deteccion del virus de la hepatitis C en piel

Las patologias donde con mas frecuencia se ha investigado la presencia del VHC son la
vasculitis por crioglobulinemia mixta y el liquen plano. La deteccion del VHC en piel se
ha realizado mediante técnicas de hibridacion in situ, inmunohistoquimica y reaccion en

cadena de la polimerasa-transcripcion inversa (RT-PCR).

3.4.1. Técnicas

3.4.1.1. Hibridacion in situ

La hibridacion in situ consiste en la deteccién y localizacion de secuencias especificas de
RNA mensajero (mMRNA) en secciones de tejido o en preparaciones celulares mediante la
hibridacion de la cadena complementaria de oligonucle6tidos (sonda) a la secuencia de

interés. Es una técnica muy sensible ya que permite detectar 10-20 copias de mMRNA por
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célula.

El principio bésico consiste en aislar el DNA o RNA de interés, separarlo mediante
electroforesis e hibridar las secuencias de interés con una determinada sonda. Las sondas
pueden ser de varios tipos: oligonucleétidos, DNA de cadena Unica, DNA de cadena doble
0 RNA. Las sondas se pueden marcar con is6topos o con otras sustancias (biotina,
digoxigenina).

El método de marcaje condiciona la forma en que se va a detectar el producto de la
hibridacion. Cuando una sonda ha sido marcada con radioisotopos, el producto de la
hibridacion se detecta de forma directa mediante pelicula o emulsion fotografica. Si la
sonda no ha sido marcada con is6topos entonces el método de deteccidn es indirecto.

En este caso se emplean anticuerpos anti-biotina o anti-digoxigenina marcados con una
enzima (fosfatasa alcalina) que tras afadir el sustrato correspondiente permite visualizar el
producto de la hibridacion.

Los resultados obtenidos con esta técnica son muy variables en funcion de las condiciones
de temperatura, pH y protocolo de lavados.

Para validar la sensibilidad y especificidad de la técnica se realizan controles positivos y
negativos, respectivamente. El control positivo se utiliza para descartar que exista algun
problema con la preparacion del tejido o con el tejido en si mismo que sea lo que ocasione
la falta de deteccion de la secuencia de interés. Como control positivo se emplea una
preparacion que contenga la secuencia de interés y se hibrida con la sonda
correspondiente. El control negativo se utiliza para confirmar que la sonda se une a la
secuencia diana y no a otros componentes celulares o secuencias relacionadas. Existen
varios controles negativos que se pueden emplear. Entre ellos destacan: utilizar sondas
con secuencias no relacionadas, pretratar el tejido con RNasa para eliminar el marcaje

especifico a la secuencia diana y eliminar la sonda en la mezcla de hibridacion.
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3.4.1.2. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es una técnica que permite la deteccion y localizacion de proteinas
en un determinado tejido. La técnica se puede realizar en muestras congeladas y en
muestras en parafina. Para ello se utiliza un anticuerpo que se conoce como anticuerpo
primario porque es el que se fija a la proteina de interés. Este anticuerpo puede ser
policlonal o monoclonal. La diferencia estriba en que los anticuerpos monoclonales
presentan mayor especificidad que los policlonales. Todos los anticuerpos (sean
monoclonales o policlonales) se pueden utilizar en muestras congeladas pero no sucede lo
mismo con las muestras procesadas en parafina.

Para detectar la formacion de los inmunocomplejos (anticuerpo primario-proteina de
interés) se emplea un segundo anticuerpo. Este anticuerpo secundario estd unido a una
enzima (fosfatasa alcalina) en su extremo Fc y en su extemo ab se fija a la fraccion Fc del
anticuerpo primario.

Finalmente se afiade el sustrato de la fosfatasa alcalina y mediante la tincién con fuchina
(coloracion rojiza) o aminoetilcarbazol (coloracion marrén) y contra-tincién con
hematoxilina es posible detectar la presencia de la proteina de interés. Es necesario inhibir
la fosfatasa alcalina enddgena (presente en el tejido) mediante levamisol o perdxido de
hidrégeno para aumentar la especificidad de la técnica.

Para validar la sensibilidad y especificidad de la técnica se realizan controles positivos y
negativos, respectivamente. El control positivo se realiza mediante la utilizacién de una
muestra donde la deteccidon del inmunocomplejo (proteina conocida y su correspondiente
anticuerpo) esté estandarizada (ej.: la positividad de las células endoteliales para el factor
VIII). El control negativo se realiza procesando una de las muestras a estudio como el

resto de las demas pero omitiendo el anticuerpo primario.
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3.4.1.3. Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica extraordinariamente sensible que
permite detectar secuencias de DNA complementario (cDNA) que estan presentes en un
determinado tejido o fluido. EIl limite inferior de deteccion esta en torno a las 10 copias.
Para llevar a cabo la reaccién se dispone de secuencias de oligonucle6tidos (primers) que
son complementarias a la secuencia de interés, deoxinucledtidos, DNA polimerasa y su
correspondiente solucion tampon (buffer).

En el caso del virus de la hepatitis C en el que se detecta RNA es necesario emplear la
enzima transcriptasa inversa. Esta enzima permite crear la cadena de DNA
complementario (cDNA) sobre la que la DNA polimerasa puede trabajar sintetizando y
elongando la secuencia de interés.

El proceso se divide en tres fases: desnaturalizacion, sintesis y elongacion que se generan
en varios ciclos a distintas temperaturas en un termociclador. Las altas temperaturas
permiten desnaturalizar el cDNA. De esta forma las dos cadenas del DNA quedan
expuestas y las secuencias de oligonucleotidos se unen a las secuencias complementarias
en el DNA. La DNA polimerasa comienza entonces a afiadir los deoxinucleotidos que
permiten elongar la cadena. Este proceso repetido unas 20-40 veces genera millones de
copias de DNA que puede ser detectado posteriormente.

Cuando la reaccion no genera suficiente producto se realiza una modificacion de la técnica
que se conoce como "nested” PCR. Esta modificacion consiste en realizar una segunda
ronda de amplificacién de una secuencia que ya ha sido amplificada por PCR utilizando un
nuevo par de oligonucledtidos.

Una vez terminados los ciclos se realiza electroforesis del producto en gel de agarosa
teflido con bromuro de etidio para detectar la banda de la secuencia de interés.

Para validar la sensibilidad y especificidad de la técnica se realizan controles positivos y

negativos, respectivamente. El control positivo consiste en afadir una muestra que
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contenga la secuencia conocida junto con los oligonucledtidos. Para los controles

negativos se coloca una muestra con los oligonucleotidos (primers) pero sin el cDNA.

3.4.2. Deteccién del VHC en patologias seleccionadas

3.4.2.1. Vasculitis por crioglobulinemia mixta

Mediante hibridacion in situ Agnello y colaboradores han detectado particulas virales en el
endotelio, queratinocitos y epitelio ductal de piel afecta por vasculitis por crioglobulinemia
mixta.”*® En todos estos casos se detecté la cadena positiva (genémica) del virus y
Unicamente en un tercio de las muestras se detectaron escasos acumulos de la cadena
negativa (antigenémica) a nivel de la epidermis y la dermis. La sefial de las cadenas
positivas en la epidermis se localizaba preferentemente en las células suprabasales. A nivel
de la dermis la sefial se localizaba alrededor de los vasos inflamados y en el epitelio ductal.
No se detectdé RNA del VHC en las células inflamatorias de las lesiones de vasculitis ni en
las células endoteliales aparentemente no inflamadas. En una biopsia de piel normal que se
obtuvo de uno de los pacientes estudiados no se detectdé RNA viral.

Mediante inmunohistoquimica Sansonno y colaboradores han detectado antigenos
relacionados del virus de la hepatitis C dentro de los vasos dérmicos y en la pared de los
mismos en un 40% de pacientes con lesiones de vasculitis por crioglobulinemia mixta."**
Se observaron dos patrones de depdsito vascular de los antigenos que se localizaban
preferentemente en arterias de pequefio calibre. Los depdsitos podian ser gruesos y
prominentes rellenando practicamente los espacios vasculares o podian localizarse en la
pared del vaso y espacios perivasculares sin afectar la luz vascular. Un 35.7% de los
pacientes presentaba reactividad antigénica en higado y piel, un 28.6% solo presentaba
positividad en higado y un 35.7% no mostraba reactividad ni en higado ni en piel. Los dos
subgrupos de pacientes que presentaban inmunoreactividad positiva (en tejido hepético y

piel o en tejido hepético Unicamente) se asociaban con més frecuencia a hepatitis cronica
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activa (80%) y a hepatitis cronica persistente o cirrrosis (75%). Estos hallazgos
contrastaban con el subgrupo que mostraba inmunoreactividad negativa, donde la
frecuencia de hepatopatia cronica era del 60%. También los signos clinicos de vasculitis
activa eran mas frecuentes en los primeros dos subgrupos que en el tercero siendo la
frecuencia del 60%, 50% y 40%, respectivamente.

En la piel perilesional (aparentemente sana) de estos pacientes se demostrd
inmunoreactividad positiva en las paredes de los vasos. Los autores no comentan la
inmunoreactividad en el resto de la biopsia cutanea por lo que se infiere que es negativa.
En aquellos casos de infeccion por el VHC y vasculitis no crioglobulinémica sélo se
detectd reactividad en el tejido hepatico (71.4%), siendo negativa en las muestras de piel
sana.

La deteccién del VHC en el tejido hepatico es relativamente sencilla***, no asi en la piel de
pacientes con patologia asociada como vasculitis por crioglobulinemia mixta. En los casos
donde existe un exceso de anticuerpos en relacion con antigenos como en la
crioglobulinemia mixta la técnica presenta con frecuencia falsos negativos. Esto se debe a
que los determinantes antigénicos son enmascarados por los anticuerpos especificos.
Mediante electroforesis en condiciones especificas (electroelucién acida) se eliminan las
inmunoglobulinas de los antigenos enmascarados sin alterar la antigenicidad de las
protefnas; aumentando de esta forma la sensibilidad de la técnica.*® Es probable que la
falta de deteccion del VHC en més del 50% de las biopsias cutaneas de

los pacientes con vasculitis se deba a limitaciones de la técnica. Los resultados son muy
variables en funcion del anticuerpo empleado, el tipo de fijacion de la muestra y la

sensibilidad del sistema que detecta el anticuerpo primario.**’
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Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa-transcripcion inversa Mangia y
colaboradores han demostrado la presencia de la cadena genémica del virus en
aproximadamente un tercio de los pacientes con vasculitis por CM. **° En este estudio no
se evalud la presencia del virus en piel perilesional o sana.

Esta baja tasa de deteccion se podria explicar por el lapso de tiempo transcurrido desde la
obtencion de las muestras hasta su congelacion. Se ha descrito que si las biopsias hepaticas
se congelan en nitrégeno liquido cinco minutos después de obtenerlas el RNA-VHC puede
ser indetectable mediante RT-PCR debido a la degradacién parcial del RNA viral.**

Este efecto seria mucho mas notorio en el caso de las biopsias cutaneas ya que la cantidad
total de RNA-VHC en las muestras cutaneas es menor que en las de tejido hepatico donde

hasta un 80% de los hepatocitos pueden estar infectados.*** %

3.4.2.2 Liquen plano

Mediante inmunohistoquimica no se ha detectado sefial positiva en biopsias cutaneas de
liquen plano. ***

Mediante PCR se ha detectado el RNA viral tanto en lesiones cutaneas ** como en
lesiones mucosas.*® Sin embargo, debido a la elevada sensibilidad de la PCR, esta técnica
no es capaz de distinguir entre el RNA del VHC de la lesion y el que esté presente en el
plasma y que pudiera haber contaminado la muestra. Mangia y colaboradores*®, utilizando
la técnica de PCR cuantitativa, no detectaron RNA viral en ninguna de las muestras de
liqguen plano cutaneo analizadas. Estos hallazgos se podrian explicar por la degradacion del
RNA viral durante el procesamiento de las muestras como ha sido descrito previamente
para los casos de vasculitis por CM.

En contraposicion a estos hallazgos, nosotros hemos demostrado la presencia del VHC
mediante hibridacion in situ e inmunohistoquimica en muestras de piel lesional y
perilesional de pacientes con liquen plano asi como en muestras de piel perilesional de

pacientes con otras patologias cutaneas.’*?
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Mediante hibridacion in situ se detectd el RNA-VHC de polaridad gendmica y
antigendmica en todas las muestras procedentes del grupo a estudio (pacientes con
infeccion crénica por el VHC y liquen plano) asi como en el grupo control (pacientes con
infeccion crénica por el VHC con patologia cutdnea excluyendo liquen plano). En un
segundo grupo control (pacientes con hepatitis cronica por VHC sin patologia cutanea
asociada) incluido a posteriori en el trabajo anteriormente sefialado y que es objeto parcial
del presente estudio, también demostramos la presencia del virus de la hepatitis C. Las
posibles causas de estas diferencias en los resultados comparado con otros estudios seran
comentadas en el apartado de discusion.

En el caso del liquen plano mucoso se ha demostrado la presencia de RNA viral mediante
hibridacién in situ en todos los casos analizados.**? Incluso la sefial fue positiva en las
biopsias de mucosa oral procedentes de pacientes con infeccion por el VHC sin liquen
mucoso asociado. La sefial de hibridacion se detectd Unicamente en el citoplasma de las
células epiteliales, no en las células del infiltrado inflamatorio. La distribucion en el
epitelio era aleatoria. El porcentaje de células epiteliales infectadas (4.4%-14.3%) era
similar en las biopsias de mucosa normal y de mucosa afecta por liquen. Practicamente
todas las células que mostraban una sefial positiva de hibridacion para la cadena genémica,
también la presentaban para la cadena antigenémica, lo que sugiere que el VHC se replica
en las células epiteliales. No se evidenciaron alteraciones morfoldgicas en las células que

mostraban sefial de hibridacion positiva.
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4.1 Pacientes

4.1.1. Seleccién

Se incluyeron pacientes mayores de 18 afios con hepatopatia cronica por el VHC sin
antecedentes personales de enfermedades cutaneas (grupo a estudio) y pacientes con
hepatopatia cronica por otras causas (grupo control). En todos los pacientes estaba previsto
realizar una biopsia hepatica como parte del protocolo terapéutico. Quince pacientes
presentaban hepatitis cronica por el virus C con serologia y RNA-VHC positivos en suero.
A estos pacientes se les realizd una exhaustiva anamnesis para identificar factores de
riesgo para la transmision del VHC y se determind el genotipo viral. Diez pacientes
presentaban hepatitis crénica de diversa etiologia. A este grupo control pertenecian 6
pacientes con hepatitis cronica por virus B (antigeno de superficie y DNA en suero
positivos) y 4 pacientes con hepatopatia alcohdlica. Ninguno de los pacientes estaba
recibiendo tratamiento antiviral o inmunosupresor en el momento de obtener las biopsias
de higado y piel. Otras causas de enfermedades hepaticas como hepatitis autoinmune o co-

infeccion por otros virus hepatotropos fueron excluidas.

4.1.2. Obtencién de muestras

Previo consentimiento informado se obtuvieron muestras de piel sana aprovechando la
zona de puncién para la biopsia hepatica. Las muestras se obtuvieron de la zona del
costado previamente anestesiada con mepivacaina al 2% (3cc) mediante un cilindro
cortante de 4mm (Stiefel Laboratories LTD, Sligo, Ireland). Inmediatamente tras la
excisién las muestras se embebieron en formaldehido para su posterior procesamiento en
parafina y estudio mediante técnicas de hibridacion in situ e inmunohistoquimica.

En el mismo dia en que se realizaron las biopsias hepéticas y cutaneas se obtuvieron las
muestras de suero y de sudor. En el suero se realiz6 cuantificacion del RNA-VHC vy
determinacion de genotipos.

La obtencidn del sudor se realizé6 mediante iontoforesis con pilocarpina. En la superficie
medial del antebrazo se colocd un disco de pilocarpina al 0.5% (Pilogel?, Wescor Inc,

Logan UT). Tras estimulacion con dispositivo de iontoforesis (Webster Sweat Inducer
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3700-SYS, Wescor Inc) el sudor se recolecté a través de un tubo espiral perforado

(Macroduct®, Wescor Inc). En el sudor se realizé cuantificacion del RNA-VHC.

4.2. Técnicas

4.2.1. Cuantificacion del RNA-VHC v determinacién de genotipos en suero

La concentracion del RNA-VHC en suero se determind mediante el Amplicor Monitor
Test (HCV Monitor Quantitative Assay, Roche Diagnostic System, Basel, Suiza). La
determinacion de genotipos se realizé6 mediante una prueba de sondas (INNO-LIPA HCV

I1, Innogenetics NV, Zwjnaarde, Bélgica).

4.2.2. Hibridacioén in situ

A partir del producto de la reaccion en cadena de la polimerasa de 340 pares de bases (bp)
correspondiente a la region no codificante 5'(5'NCR) del genoma del virus de la hepatitis
C se genero el plasmido pC5"'NCR. Esto se consigue mediante la clonacion del producto
de la PCR en el vector pCRII-TOPO (Invitrogen, San Diego, CA). En el plasmido el
cDNA esta flanqueado por los promotores RNA SP6 (5' a la insercion del cDNA) y T7 (3'
a la insercion del cDNA).

El plasmido fue digerido con las enzimas de restriccion Hind 11l o Xba I. Los plasmidos
linearizados se transcribieron in vitro utilizando las polimerasas del RNA (Roche
Molecular Biochemicals) SP6 (plasmido linearizado Xba I) o T7 (plasmido linearizado
Hind 11I) en presencia de digoxigenina 11-UTP (Roche Molecular Biochemicals) para
generar sondas de polaridad positiva y negativa, respectivamente.

Las muestras de tejido desparafinadas fueron hibridadas con la correspondiente sonda de
polaridad positiva y negativa para detectar el RNA-VHC de polaridad negativa y positiva,
respectivamente.

La especificidad de la hibridacion in situ fue evaluada mediante:

1. Digestion de las preparaciones con RNasa A (0.2mg/ml) (Sigma Corporation, St Louis,
Mo) o DNasa | (20U/ml) (Sigma Corporation, St Louis, Mo) durante 2 horas a 37 grados
centigrados antes de la hibridacion in situ.

2. Hibridacion con una sonda no relacionada (fragmento de 360bp del gen de cloranfenicol
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acetil transferasa generado por PCR y clonado en el vector pCRII-TOPO).

3. Omisién de la sonda en la mezcla de hibridacion.
La visualizacion de las sefiales se realiz6 utilizando un microscopio NIKON ELIPSE E-
400 con los objetivos 20x, 40x y 100x. Las imagenes se obtuvieron con una cdmara de alta

resolucion monocromética CCD (DIC-N, Wared Precision Instruments, Cambridge, UK).

4.2.3. Inmunohistoguimica

Se realizé de forma automatica (Tech Mate 500, Dako, Glostrup, Denmark) utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-core del virus de la hepatitis C (Hepatitis C virus Monotope™,
ViroStat, Porland, ME). Tras la extraccion antigénica (3 minutos en tampon de citrato
10mM, pH 6) se realizo la incubacion con el anticuerpo primario a una dilucion 1/30.

El bloqueo de la peroxidasa enddgena se llevd a cabo mediante tratamiento de las
preparaciones con peroxido de hidrogeno. El revelado se realizd mediante el
procedimiento de tincion Dako Envision, utilizando aminoetilcarbazol como cromogeno.
La especificidad de la reaccion se evalud omitiendo el anticuerpo primario en la deteccion

inmunohistoquimica en preparaciones seriadas de las mismas muestras de piel.

4.2.4. Reaccién en cadena de la polimerasa en muestras de sudor

Las muestras de sudor se centrifugaron a 12,0009 durante 10 minutos y los sobrenadantes
se dividieron en dos alicuotas de 30ul. Una de las alicuotas se digirio con 0.5mg/ml de
RNasa DNA-libre (RNase, DNase Free, Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN)
durante 30 minutos a 37 grados centigrados. Finalmente el RNA total se aislo de los
sobrenadantes del sudor digeridos con RNasa y sin digerir mediante la utilizacion del
sistema de aislamiento del RNA total SV (Promega, Madison, WI). La presencia del RNA-

VHC de polaridad gendmica y antigendémica se evalué mediante RT-PCR.
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4.3. Analisis estadistico

Se utilizé el test de Mann-Whitney para analizar los datos cuantitativos. El test de
Spearman se utilizé para la correlacién de variables cuantitativas y el test de Kendall para
la correlacion de variables cuantitativas y cualitativas ordinales. Para establecer una
diferencia estadisticamente significativa se consideraron valores de p<0.05. Todos los
andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa SPSS (SPSS para Windows

version 9.0, SPSS Inc. Chicago, II).
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5. RESULTADOS



5.1. Cuantificacion del RNA viral en suero y determinacion de genotipos

La concentracién del RNA-VHC en suero varié entre 9.5 x 10°UI/mL y 2.0 x 10°Ul/mL
(media * desviacion tipica fue 673 x 10°Ul/mL # 586 x 10°Ul/mL. El genotipo viral fue 1b
en 12 pacientes, 1a en uno, 1b/4 en uno y 2a/2c en otro caso. La distribucion de los

genotipos segun las probables causas de transmision se recoge en la tabla 2.

5.2. Hibridacion in situ

5.2.1. Deteccién del RNA-VHC en la epidermis

La sefial de hibridacion in situ se detectd en el citoplasma de los queratinocitos en las
biopsias de piel correspondientes a todos los pacientes con serologia positiva para el VHC.
La sefal se distribuia de forma aleatoria en todos los estratos de la epidermis a excepcion
del estrato cérneo. Los queratinocitos infectados no presentaban alteraciones morfoldgicas
resefiables. El porcentaje medio de queratinocitos que mostraron RNA-VHC genomico y
antigenoémico fue 6.76% + 2.97% (rango: 0.2% a 10%) y 3.0% + 3.08% (rango: 0.67% a
12%), respectivamente; siendo las diferencias estadisticamente significativas (p=0.00037),
(tabla 2 y figuras 2 y 3). No se detecto sefial alguna en las muestras de pacientes con

serologia negativa para el VHC (figura 4).

Figura 2. Deteccion in situ del RNA-VHC de polaridad genémica en los
gueratinocitos de un paciente anti-VHC positivo
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Figura 3. Deteccion in situ del RNA-VHC de polaridad antigenémica
en los queratinocitos de un paciente anti-VHC positivo

Figura 4. Ausencia de deteccion in situ del RNA-VHC en los queratinocitos
de un paciente anti-VHC negativo
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5.2.2. Deteccién del RNA-VHC en la dermis

No se observo sefial de hibridacion in situ en el tejido conectivo.

= Glandulas sebaceas

Debido al proceso de desparafinizacion las células epiteliales de las glandulas sebaceas
desaparecen. Unicamente en algunas preparaciones con desparafinizacion incompleta de
pacientes con serologia positiva para el VHC se ha podido detectar la sefial de hibridacion
in situ en las células epiteliales. La sefial se localizaba en las células del estrato superior
del epitelio glandular, no detectdndose sefial alguna en las células de la capa basal (figura
5). No se detecto sefial alguna en las muestras de pacientes con serologia negativa para el

VHC (figura 6).

Figura 5. Deteccion in situ del RNA-VHC de polaridad gendmica en las glandulas
sebaceas de un paciente anti-VHC positivo

Figura 6. Ausencia de deteccion in situ del RNA-VHC en las glandulas sebaceas
de un paciente anti-VHC negativo
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» Gléandulas sudoriparas

Se detectaron sefiales de hibridacion in situ en las células epiteliales de la parte basal del
ovillo glandular en las muestras de los quince pacientes con hepatitis crénica por virus C.
El porcentaje medio de células epiteliales que mostraban sefiales correspondientes al RNA-
VHC genémico fue 9.6% + 5.2% (rango 1.7%-20.1%) (figura 7) mientras que el
porcentaje de celulas que mostraban RNA-VHC antigendmico fue 4.2% * 3.8% (rango 1-
12%), figura 8, tabla 2. No se detectd sefial alguna en las muestras de pacientes con

serologia negativa para el VHC (figura 9).

Figura 7. Deteccion in situ del RNA-VHC de polaridad genédmica en las glandulas
sudoriparas ecrinas de un paciente anti-VHC positivo
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Figura 8. Deteccion in situ del RNA-VHC de polaridad antigenémica en las glandulas
sudoriparas ecrinas de un paciente anti-VHC positivo

Figura 9. Ausencia de deteccidn in situ del RNA-VHC en las glandulas sudoriparas
ecrinas de un paciente anti-VHC negativo

34



Tabla 2. Demografia, cuantificacion del RNA viral en suero y porcentaje de células

epiteliales positivas para el RNA-VHC.

Edad:sexo | Genotipo | Via de | RNA- Células epidermis HIS | Cél. gl sudoriparas HIS
transmision | VHC positiva positiva
suero
(Ul/mL)
Cadena Cadena Cadena Cadena
gendmica | anti- gendmica | antigendémica
gendmica

40:M 1b Transfusion | 800,000 0.2% 0.67% 2.2% 1.2%
35:H la Desconocida | 375,000 9.1% 12% 8.59% 11.95%
47:H 1b Desconocida | 807,142 8.18% 3.84% 8.88% 3.02%
44:H 1b Transfusion | 185,000 5.8% 1.1% 5.1% 1.85%
50:M 1b Desconocida | 320,579 6.36% 4.6% 8% 3.6%
40:H 1b/4 ADVP 52,725 3.69% 3% 1.72% 1.58%
56:H 1b Desconocida | 1,780,000 | 8.8% 1% 15.1% 6%
63:M 2a/2c Transfusion | 850,000 5% 7.5% 14.2% 12.5%
57:M 1b Transfusion | 750,000 6.7% 1.2% 12.7% 7.9%
41:M 1b Desconocida | 763,500 8.2% 1% 17.1% 1%
30:M 1b Transfusion | 263,017 | 10% 2.31% 7% 5.2%
36:H 1b Cirugia 9,500 2.1% 1.3% 7.5% 1.3%
40:H 1b Desconocida | 946,000 7.4% 2.4% 10.1% 3.8%
60:M 1b Desconocida | 200,000 10% 1% 6.56% 1%
56:H 1b Desconocida | 2,000,000 | 10% 2.2% 20.12% 1%

M: mujer, H: hombre; HIS: hibridacion in situ; ADVP: adiccion a drogas via parenteral.
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5.3. Inmunohistoquimica

5.3.1. Deteccién de la proteina del core del VHC en la epidermis

El antigeno del core del VHC se detectd en el citoplasma de los queratinocitos en las
biopsias de piel correspondientes a todos los pacientes con serologia positiva para el VHC.
La distribucion al azar de la tincion en los queratinocitos (figura 10) fue similar a la
observada por hibridacion in situ. El porcentaje de queratinocitos tefiidos fue 4.5% +
2.76%. No se objetivd tincion positiva en las muestras donde se omitid el anticuerpo
primario. Tampoco se objetivo tincidn alguna en las biopsias de pacientes con serologia

negativa para el VHC (figura 11).

Figura 10. Deteccion mediante inmunohistoquimica de la proteina core del VHC en los
gueratinocitos de un paciente anti-VHC positivo

Figura 11. Ausencia de deteccién mediante inmunohistoquimica de la proteina core del VHC en los
gueratinocitos de un paciente anti-VHC negativo
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5.3.2. Deteccién de la proteina del core del VHC en la dermis

No se detectd tincion positiva en el endotelio ni en los fibroblastos del tejido conectivo.
En el epitelio de las glandulas sudoriparas se detectd tincion positiva similar a la sefial de
hibridacion in situ (figura 12). No se detectd tincion positiva en las biopsias de piel

correspondientes a los pacientes con serologia negativa para el VHC (figura 13).

Figura 12. Deteccion mediante inmunohistoquimica de la proteina del core del VHC en
las glandulas sudoriparas ecrinas de un paciente anti-VHC positivo

Figura 13. Ausencia de deteccién mediante inmunohistoquimica de la proteina del core
del VHC en las glandulas sudoriparas ecrinas de un paciente anti-VHC negativo
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5.4 Correlacion entre la infeccion de células epiteliales y la concentracion del RNA-
VHC en suero

Unicamente se hallé correlacion estadisticamente significativa entre el porcentaje de
células epiteliales de las glandulas sudoriparas que expresaban sefial para la cadena
gendémica y los niveles de viremia, r=0.75, p<0.05% (figura 14). No se hall6 correlacién
alguna entre el porcentaje de células epiteliales de las glandulas sudoriparas que
expresaban sefial para la cadena antigendmica y la viremia ni entre el porcentaje de los

queratinocitos infectados y la viremia.
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Figura 14. Correlacion entre el porcentaje de células epiteliales de las glandulas sudoriparas
gue mostraban sefial de hibridacion para la cadena genomica del VHC y la viremia.
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5.5. Reaccidn en cadena de la polimerasa en el sudor

La presencia del RNA-VHC se investigd en las muestras de sudor de 12 de los 15
pacientes con serologia positiva para el VHC y en 8 de los 10 pacientes con hepatopatia
crénica por otras causas. EI RNA-VHC genomico se detecto en las muestras de sudor de
los pacientes con serologia positiva para el VHC (figura 15 D", E, F'y G”) pero no en las
muestras correspondientes a los pacientes con serologia negativa (figura 15 B y C). La
digestion de las muestras de sudor mediante RNasa antes de la extraccion del RNA no
elimind la deteccion del VHC-RNA (figura 15 D, E, F y G). Este hallazgo implica que el
RNA viral en el sudor estaba encapsidado. No se detectd6 VHC-RNA antigendmico en

ninguna de las muestras estudiadas.

MW A A B B CCDUDEEZFFGGHH MW

Figura 15. Deteccion del RNA-VHC en muestras de sudor tras digestion con RNasa (B, C, D,
E, F, G) y en muestras de sudor sin digerir (B, C", D', E’, F, G). MW: marcador de peso
molecular. A, A": muestra de suero digerida (A) y no digerida (A") de un paciente con
hepatitis crénica por virus C. B, B";C, C": muestras de sudor de dos pacientes con serologia
negativa para el virus C. D, D’; E, E"; F, F'y G, G": muestras de sudor de 4 pacientes con
hepatitis crénica por virus C. H, H": region no codificante 5' del RNA-VHC transcrita in vitro
del plasmido pC5'NCR, digerida (H) y sin digerir (H").
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5.6. Cuantificacion del RNA-VHC en el sudor y correlacion con el RNA-VHC en el
suero

La concentracion del RNA-VHC en sudor vari6 entre 2.9 x 10°Ul/ml y 8.2 x 10*Ul/ml
(media + desviacion tipica fue 2.76 x 10 *Ul/ml + 2.46 x 10* Ul/ml), siendo
estadisticamente mas baja que en suero (p=0.001). No se hall6 correlacidn estadistica entre

la concentracion de RNA viral en el sudor y en el suero (tabla 3).

Tabla 3. Cuantificacion de RNA-VHC en suero y sudor.

Edad:Sexo RNA-VHC suero (Ul/mL) RNA-VHC sudor (Ul/mL)
40:M 800.000 Muestra no disponible
35:H 375.000 33.940

47:H 807.142 49.380

44:H 185.000 9.210

50:M 320.579 14.890

40:H 52.725 6.410

56:H 1.780.000 32.830

63:M 850.000 12.340

57:M 750.000 19.530

41:M 763.500 81.870

30:M 263.017 59.230

36:H 9.500 Muestra no disponible
40:H 946.000 Muestra no disponible
60:M 200.000 8.700

56:H 2.000.000 2.890

M: mujer; H: hombre
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6. DISCUSION



6.1. Diferencias en la metodologia empleada para la deteccion del VHC en piel

En este trabajo hemos demostrado que el VHC infecta y se replica en las células epiteliales
de todas las capas de la epidermis (excepto en la capa cdérnea) asi como en las glandulas
sudoriparas y sebaceas. La presencia del virus ha sido demostrada tanto por hibridacién in
situ como por inmunohistoquimica. Es fundamental realizar los controles adecuados para
validar los resultados obtenidos con una determinada técnica, de esta forma se pueden
comparar los resultados obtenidos por otros autores.***

Mediante nuestra técnica de inmunohistoquimica hemos podido detectar la presencia del
VHC en piel sana de pacientes con hepatopatia por virus C, en contraposicion a otros
autores. Estas diferencias se pueden explicar por la diferente metodologia empleada.
Nuestras muestras fueron procesadas en parafina utilizando un anticuerpo monoclonal
distinto al empleado por Sansonno®** y Boyd™* lo que podria explicar, entre otros factores,

la mayor sensibilidad de la técnica.

Mediante nuestra técnica de hibridacién in situ hemos podido demostrar la presencia de
cadenas genomicas y antigenomicas del VHC en los queratinocitos y células epiteliales de
las glandulas sudoriparas y sebaceas en muestras de tejido de piel sana. Otros autores, sin
embargo, no han demostrado de forma sistematica la presencia de RNA-VHC de polaridad
positiva (genomica) y negativa (antigenomica) en las muestras de piel sana, lo cual
contrasta con nuestros resultados.

La sensibilidad de la hibridacion in situ depende de la proporcion del genoma que esté
representado en la sonda, de los métodos utilizados para detectar la sonda y de la
naturaleza de la sonda en si.

La especificidad de la prueba depende de la homologia de los nucledtidos entre la sonda y
la diana y en lo estricto de los protocolos de hibridacién y de lavados. **' La especificidad
de nuestra tecnica se demostré al no detectarse sefial de hibridacion si se pretrataban las
preparaciones con RNasa, si se hibridaba con una sonda no relacionada o si se omitia la
sonda durante este proceso. Por otro lado se podria aducir que la deteccion de la cadena de

polaridad negativa podria deberse a una hibridacion inespecifica entre la sonda de
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polaridad positiva (utilizada para detectar RNA viral de polaridad antigendmica) y el
RNA-VHC genOmico. Sin embargo se ha demostrado previamente que bajo las
condiciones en las que se ejecuta nuestra técnica de hibridacion in situ no existe
hibridacion cruzada entre la sonda empleada para detectar el RNA-VHC antigendémico y el

RNA viral genédmico. *

6.2. Deteccion del virus de la hepatitis C en la epidermis

6.2.1. Generalidades

La epidermis es un epitelio estratificado escamoso que se renueva periodicamente. El
tiempo medio de migracion de una célula en la capa basal hasta el estrato corneo es de dos
semanas y tarda otras dos semanas més hasta su descamacién.'*

La epidermis esta constituida fundamentalmente por queratinocitos que componen el 80%
de la poblacion celular y cuya funcion es contribuir a la formacion del estrato corneo. Los
diferentes estratos epidérmicos (basal, espinoso, granuloso y cérneo) se corresponden con
los estadios de diferenciacion celular de los queratinocitos.

La capa basal alberga a los queratinocitos mitéticamente activos.

El estrato espinoso se caracteriza por la presencia de queratinocitos con “espinas” en su
superficie que corresponden a las estructuras que favorecen la cohesion entre las células
epidérmicas que son los desmosomas. En el estrato espinoso los queratinocitos adquieren
la capacidad de sintetizar otras queratinas que no estan presentes en la capa basal.

En el estrato granuloso las células se caracterizan por la apariencia granular debida a los
granulos de queratohialina que estdn compuestos por varias proteinas (profilagrina,
filamentos intermedios de queratina y loricrina). Es en este estrato granuloso donde se
sintetizan y modifican las proteinas maduras a traves de los fendmenos de proteolisis y
fosforilacion. Las células del estrato granuloso también estan involucradas en la apoptosis
que da lugar a las células queratinizadas del estrato corneo. Los corneocitos han perdido el
nucleo y todos los contenidos celulares excepto los filamentos de queratina y la matriz de
filagrina. Las enzimas responsables de estos fendmenos de degradacion que han sido

identificadas en la capa granulosa son DNasas, RNasas, hidrolasas acidas, fosfatasas,
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proteasas y el activador del plasmindgeno.

El estrato cérneo es una unidad funcional compuesta por células ricas en proteinas
(corneocitos) embebidas en una matriz lipidica. El estrato cOrneo ejerce una excelente
funcién de barrera frente a agentes fisicos, quimicos y biologicos al mantener la
homeostasis de la superficie epidérmica.

Otras poblaciones celulares de la epidermis son los melanocitos, las células de Langerhans
y las células de Merkel.

Los melanocitos componen aproximadamente el 15% de la poblacion celular de la
epidermis. Se localizan fundamentalmente en la capa basal y su funcion es la formacién
del pigmento melanina que protege a los queratinocitos de la radiacion ultravioleta.

Las células de Langerhans derivan de la medula 6sea y constituyen entre el 2-8% de la
poblacion celular epidérmica. Se localizan preferentemente entre los queratinocitos
suprabasales. Pertenecen al grupo de las células presentadoras de antigeno y estan
implicadas sobre todo en las respuestas mediadas por células T.

Las células de Merkel son células del sistema neuroendocrino caracterizadas por la
presencia de granulos densos en su citoplasma. Estan implicadas en la recepcion sensorial
y se enceuntran fundamentalmente en la capa basal.

En la epidermis normal no se suelen encontrar otros tipos celulares a excepcion de
linfocitos aislados. **°

Nosotros hemos demostrado que el VHC presenta tropismo Unicamente por las células
epiteliales de la epidermis. Mediante la doble tincidn con proteina S-100 descartamos que
las células de Langerhans y los melanocitos estuviesen infectados.'** La identificacion de
formas replicativas del virus de la hepatitis C en los queratinocitos de las capas basal,
granulosa y espinosa podria sugerir que el virus se transmite por contacto directo a través
de la piel. Esta hipdtesis es poco probable en pacientes con integridad epidérmica ya que
no se ha detectado RNA-VHC ni proteina core en el estrato cérneo. La digestion
enzimatica de todas las organelas que se produce a nivel de la capa granulosa seria la

responsable de la destruccion de las particulas viricas.
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6.2.2. Patogenia del VHC en enfermedades con afectacion cutanea

Si el virus es capaz de infectar y de replicarse en células epiteliales, ¢qué implicacion tiene
en la patogenia de las diversas enfermedades cutaneas asociadas a la infeccidn cronica por
el VHC?

El desarrollo de las manifestaciones cutaneas se debe ¢a una disregulacion del sistema
inmune provocado por el linfotropismo del virus o a un efecto directo sobre los
queratinocitos en los que se ha demostrado su capacidad de replicacion?

La presencia del VHC se ha investigado en varias dermatosis inflamatorias de origen

desconocido como el liquen plano, psoriasis, prurigo y urticaria cronica.

6.2.2.1. Liquen plano

Aunque una gran parte de los estudios publicados encuentra una asociacion
estadisticamente significativa entre el liquen plano y la infeccion por el VHC, una relacién
etiopatogenica ha sido mas dificil de establecer. El liquen plano es una dermatosis
inflamatoria donde la presencia del virus de la hepatitis C se ha estudiado mas
extensamente desde las primeras publicaciones que sugerian una posible implicacion.*’

La prevalencia de la infeccion por el VHC en pacientes con liquen plano (cutaneo y
mucoso) presenta una considerable variabilidad geogréafica (0-60%)."4¢*%

La mayoria de los estudios sobre la prevalencia de la infeccion se basan en resultados de
serologia. Algunos estudios emplean la reaccion en cadena de la polimerasa y/o RIBA
(radio immunoblot assay) en suero para confirmar un resultado de serologia positivo.**

En la mayoria de los estudios existen sesgos de seleccion ya que se compara la poblacion a
estudio con una poblacion con menor prevalencia de infeccion como son los donantes de
sangre. Por otro lado el diagndstico de liquen plano no siempre es histologico y en la
mayoria de los estudios no se hace referencia a otras posibles causas de dermatitis
liguenoide como son los implantes dentales o los farmacos (antihipertensivos). La falta de
homogeneidad en el diagnostico de la infeccion por el VHC vy del liquen plano podria
explicar estas notables diferencias. Recientes estudios caso-control han demostrado una

prevalencia de la infeccion en pacientes con liquen plano similar al grupo control. *& %>
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Tambien el estudio de amplias series de pacientes con infeccion por el VHC no ha
encontrado que la prevalencia de liquen plano sea superior a la poblacion general aunque si
se ha demostrado una mayor frecuencia de otras manifestaciones cutaneas asociadas bien a
la hepatopatia subyacente (prurito, parpura por fragilidad capilar) o a la crioglobulinemia
mixta (pdrpura por vasculitis). ®

Nuestro grupo de investigacion ha aportado interesantes hallazgos en el estudio del VHC
en lesiones de liquen plano cutaneo y mucoso como ya se ha comentado previamente. En
sujetos con infeccién por el VHC se ha detectado, mediante hibridacién in situ, el RNA
viral en las células epiteliales de la mucosa oral de pacientes con liquen plano asi como en
los que no presentaban patologia mucosa alguna.**® El porcentaje de células positivas para
las cadenas positivas y negativas del virus estaba entre el 4.4%-14.3% en todas las biopsias
de pacientes infectados independientemente de la presencia o no de lesiones de liquen. Sin
embargo en el caso de liquen plano cutaneo el porcentaje de células infectadas era superior
en la zona lesional comparado con los hallazgos en piel perilesional. Es posible que la
sobreexpresion de receptores LDL en zonas de inflamacion®® facilite la entrada del virus y
de esta forma se explicaria la diferente tasa de infeccién en los casos de liquen plano
cutaneo.

En el caso del liquen plano mucoso es posible que existan otros receptores que no se
encuentran en la piel y que permitirian la entrada del virus de forma mas homogénea. Son
necesarios mas estudios para investigar ambas hipotesis.

Los autores que defienden un posible papel etiopatogenico del VHC en el desarrollo de las
lesiones sugieren que la infeccion desencadenaria una respuesta autoinmune. **° A favor de
esta hipotesis estan los hallazgos clinicos de desarrollo de novo o exacerbacion de lesiones
de liquen plano en pacientes con hepatopatia crénica por virus C que responden al
tratamiento con interferdn alfa,!>" 1°8 19, 160

La gran heterogeneidad geografica en la asociacion de la infeccion por el VHC y liquen
plano podria justificarse por factores que dependen mas del huésped que del propio virus.
No obstante son necesarios estudios epidemiologicos méas completos, evitando sesgos de

seleccion y con diagnostico histologico, no unicamente clinico de liquen plano, habiendo
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descartado otras causas de reacciones liquenoides para definir mejor cualquier posible

asociacion.

6.2.2.2. Porfiria cutanea tarda

La porfiria cutanea tarda (PCT) es el trastorno mas frecuente del metabolismo de las
porfirinas. '®! Existen dos formas, una familiar y otra esporadica. La forma familiar
presenta una herencia autosémica dominante y se caracteriza por el déficit enzimatico de
uroporfirindgeno decarboxilasa en eritrocitos y hepatocitos.*

En la forma esporadica solo los hepatocitos presentan dicho déficit enzimatico y son
necesarios determinados factores para desencadenar las manifestaciones clinicas que se
producen por fotoexposicion.'®® Entre estos factores destacan el alcohol, farmacos
(barbitaricos, carbamacepina, estrdégenos, sulfamidas), sobrecarga por hierro y virus (HIV,
hepatitis B y C). Se ha demostrado una elevada prevalencia de marcadores del VHC en
pacientes con PCT esporadica (50-90%), especialmente en paises del sur de Europa como
Italia, Francia y Espafia."®**® En el norte de Europa se han descrito tasas de prevalencia
inferiores, entre 8-18%, pero en cualquier caso superiores respecto a la poblacion general.
170,171

La gran variabilidad geogréafica podria deberse a la distinta prevalencia de determinados
genotipos que se identifican con mas frecuencia en pacientes con PCT como es el caso del
genotipo Ib. '™

La prevalencia de la infeccion por el VHC en pacientes con porfiria cutanea tarda es mayor
en presencia de cirrosis. Esto también podria explicar las cifras mas bajas de prevalencia
en algunos estudios. #

No parece que la elevada prevalencia de la infeccion en los casos de PCT se deba a
procedimientos invasivos realizados a estos pacientes ya que un estudio no demostrd
asociacion alguna entre la frecuencia de flebotomias y la prevalencia de la infeccion. ** No
obstante estos hallazgos requieren confirmacion ya que multiples procedimientos invasivos
como en el caso de hemodializados si que se asocian con un mayor riesgo de adquirir la

infeccion.*® 4°
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Actualmente se considera que la infeccidn por el VHC actia como factor desencadenante
en el desarrollo de las manifestaciones clinicas de la PCT en un sujeto genéticamente
predispuesto y generalmente en fases avanzadas de la enfermedad. Los mecanismos
etiopatogénicos no estan del todo aclarados. El dafio celular inducido por el VHC en el
higado daria lugar a una disminucion de la actividad de la uroporfirindgeno decarboxilasa
16517 "a una alteracion del sistema de oxidasas dependiente del citocromo P450 ', a una
respuesta autoinmune '™ y/o a una decompartimentalizacion de los depésitos de hierro.*®
El resultado seria una alteracion en el metabolismo de las porfirinas. No se han publicado

sobre la presencia del VHC en la piel de pacientes con PCT.

6.2.2.3. Psoriasis

La prevalencia de la infeccion por el VHC en los pacientes con psoriasis varia entre 0-44%
aungue son escasas las publicaciones a este respecto.'”>*"

Hay que tener en cuenta que algunos casos descritos se desarrollan en pacientes que
estaban en tratamiento con interferon alfa '® y estd ampliamente documentado que el
tratamiento con interferdn alfa, al igual que ocurre en el liquen plano, exacerba o induce la
aparicion de novo de psoriasis. 9%

La deteccion del RNA viral en lesiones de psoriasis mediante PCR no indica que el VHC
constituya una de las causas desencadenantes en la aparicion de la enfermedad como
sugieren algunos autores.’*® Un resultado positivo puede ser inespecifico por
contaminacion de la muestra con suero. Ademas el hallazgo de RNA viral en piel sana de
pacientes con infeccion cronica realizado en el presente estudio demuestra que el hallazgo
aislado del RNA viral en lesiones cutaneas carece de valor para justificar una posible
relacion etiopatogénica.

Recientes estudios con series amplias de pacientes con infeccion por el VHC no han
encontrado mayor prevalencia de psoriasis respecto a la poblacion general.®

No existen estudios que evalten la presencia del virus en lesiones de psoriasis mediante

inmunohistoquimica o hibridacion in situ.
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6.2.2.4. Prurigo

El prurigo es una entidad infrecuente, de etiologia desconocida que predomina en mujeres.
Clinicamente se caracteriza por la presencia de lesiones papulo-nodulares en la superficie
de extension de las extremidades, muy pruriginosas. Se han descrito casos aislados de
prurigo asociado a la infeccién por el VHC.* 1%

Solo se ha publicado una seria amplia de pacientes con prurigo en los cuales se objetivo
una prevalencia de la infeccion del 38% mediante EIA (enzyme immuno assay) y de 20%
mediante PCR comparado con 5% en el grupo control.*® Son necesarios mas estudios para
elucidar una posible asociacion.

Se considera que el mecanismo subyacente seria, como en el caso de otras manifestaciones
extrahepaticas la presencia de inmunocomplejos circulantes inducidos por el VHC, 1%

En algunos casos se ha demostrado la presencia de anticuerpos antinucleares, aumento de
inmunoglobulinas e hipocomplementemia™* *** aunque estos hallazgos son frecuentes en

pacientes con hepatopatia crénica por virus C.

6.2.2.5. Urticaria

La infeccién por el VHC se ha relacionado con casos de urticaria aguda **’

pero la mayor
parte de las asociaciones descritas corresponden a pacientes con urticaria cronica. EI 70%
de los casos de urticaria crénica son idiopaticos. *® Las tasas de prevalencia de la infeccion
mas elevadas en pacientes con urticaria crénica (24%) se describen en estudios realizados
en Japon, donde la prevalencia de la infeccion por el VHC en algunas zonas es superior al
15% . Estos estudios presentan un sesgo de seleccion al analizar como grupo control a un
gran numero de sujetos que son donantes de sangre, lo cual no refleja la verdadera
prevalencia de la infeccién en la poblacién general. **°

Otros estudios, sin embargo, no han demostrado una mayor prevalencia de la infeccion por
el VHC en pacientes con urticaria crdnica respecto a la poblacion general. %%

En el momento actual se desestima la asociacion entre la infeccion por el VHC vy el

desarrollo de urticaria cronica.
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6.2.2.6. Vasculitis

6.2.2.6.1. Vasculitis por crioglobulinemia mixta

La manifestacion extrahepatica mas frecuente de la infeccion por el VHC es la
crioglobulinemia mixta. Los niveles de crioglobulinas no se asocian directamente con las
manifestaciones clinicas ya que la mejoria que experimentan algunos pacientes tras el
tratamiento con interferon alfa no se correlaciona con la desaparicion de las
crioglobulinas.®* Ademas la mayor parte de los pacientes con crioglobulinemia mixta no

presenta manifestaciones clinicas.”

Mediante PCR se ha detectado mayor cantidad de RNA viral en el crioprecipitado de estos
pacientes comparado con los niveles en suero.®*

Mediante hibridacién in situ como ya se ha comentado previamente se han detectado
particulas virales en el endotelio, queratinocitos y epitelio ductal de piel afecta en pacientes
con vasculitis por crioglobulinemia mixta e infeccion por el VHC.**®

En todos estos casos se detectaron las cadenas positivas (gendmica) del virus. La sefial de
las cadenas positivas en la epidermis se localizaba preferentemente en las células
suprabasales. Estas células son las que, precisamente en condiciones de inflamacion,
presentan el mayor grado de activacion. En modelos experimentales de inflamacion los
niveles elevados de interleucina 1 alfa se asocian mas con las células suprabasales que con
las células basales."® Por otro lado la expresion de los receptores de las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) en las células epiteliales se encuentra elevada en condiciones de
inflamacién como ya ha sido comentado previamente en la discusién sobre liquen plano.™
A nivel de la dermis la sefial de hibridacion se localizaba alrededor de los vasos inflamados
y en el epitelio ductal.

Unicamente en dos muestras se detectaron escasos acimulos de la cadena negativa
(antigendmica) a nivel de la epidermis y dermis. Estas dos muestras procedian de dos
pacientes con los titulos més altos del VHC en suero. Segun los autores estos hallazgos no
implicarian que el virus se replica ya que consideran que los escasos acumulos de la

cadena negativa constituyen un producto intermedio de la elevada actividad replicativa en
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el higado.” No obstante no se puede descartar que las cadenas antigendémicas constituyan
un marcador de replicacion viral en esos casos.

No se detectd RNA del VHC en las células inflamatorias de las lesiones de vasculitis ni en
las células endoteliales sin signos de inflamacién. En una biopsia de piel normal que se
obtuvo de uno de los pacientes estudiados no se detectd RNA viral posiblemente debido a
la degradacion parcial del RNA como ya se ha comentado previamente.

Nuestros resultados obtenidos por hibridacion in situ e inmunohistoquimica han sido
superponibles. En ningun caso detectamos el VHC en las células endoteliales por lo cual
no parece que el endotelio no inflamado constituya un lugar preferente de replicacion viral
comparado con otros tipos celulares como las células epiteliales. De esta forma es poco
probable que la infeccidn de las células endoteliales desencadene el dafio tisular a traveés de
la generacidn de anticuerpos o de células T sensibilizadas contra las mismas responsables
de la produccion de vasculitis.”** Estos hallazgos sugieren mas bien que en el contexto de
una respuesta inflamatoria el VHC se acumularia en las células endoteliales mediante
endocitosis a través de receptores expresados en la superficie de dichas células.*® Otra
posibilidad es que complejos de alto peso molecular (crioglobulinas, IgG y antigenos del
VHC) iniciasen la activacion de las células endoteliales dando lugar a un aumento de la
permeabilidad vascular e infiltracion de neutrofilos que permitiria la formacion de

inmunocomplejos in situ y la continuidad del dafio vascular.*®

6.2.2.6.2. Periarteritis nodosa sistémica

La periarteritis nodosa sisttmica (PAN) es otra entidad donde se ha demostrado una
elevada prevalencia de anticuerpos frente al VHC. Es conveniente determinar el RNA viral
en el suero de estos pacientes ya que se ha demostrado que un elevado nimero de casos de
periarteritis nodosa sistémica con serologia positiva para el VHC realizado por EIA
(enzyme immuno assay) corresponden a falsos positivos (por hipergammaglobulinemia o
factor reumatoide) cuando se realizan pruebas de confirmacion mediante RIBA de segunda
generacion y PCR.*®

En la PAN sistémica se detectan con frecuencia crioglobulinas mixtas. Este hallazgo no
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debe inducir a error en el diagnostico de las vasculitis sistémicas que ocurren en pacientes
con infeccion por el VHC. La vasculitis asociada a CM y la PAN sistémica presentan datos
clinicos, histologicos y evolutivos que permiten diferenciarlas a pesar del hallazgo comun
de crioglobulinas mixtas.*®” ** Varios casos de vasculitis sistémicas de curso agresivo
catalogadas como vasculitis asociada a CM corresponderian en realidad a casos de PAN
sistémica. ***

La PAN es una entidad infrecuente y el mecanismo de produccion subyacente parece
deberse a la formacion de inmunocomplejos. Como se ha resefiado anteriormente y en base
a los resultados obtenidos del estudio de la vasculitis por CM, la infeccion de las células
endoteliales no parece ser el mecanismo inicial en el desarrollo de las lesiones de
vasculitis. Estos hallazgos indican que la presencia de receptores que se sobreexpresan en
condiciones de inflamacion permiten la entrada del VHC en determinados tipos celulares
como las células endoteliales y aumentan la carga viral en células epiteliales. No existen
estudios sobre la presencia del VHC en lesiones de vasculitis o piel sana de pacientes con
periarteritis nodosa.

Los estudios sobre la prevalencia de la infeccion por el VHC en dermatosis inflamatorias
apuntan hacia una posible relacion etiopatogénica. Esto explica el mayor ndmero de
publicaciones sobre dermatosis inflamatorias de etiologia desconocida como el liquen
plano, la psoriasis, el prurigo, la urticaria cronica y las vasculitis en comparacion con otras
dermatosis como el eccema cronico donde se identifican con mayor facilidad los factores
desencadentes o etioldgicos.

En regiones con baja prevalencia de infeccion, la ausencia de una asociacion
estadisticamente significativa plantea dudas sobre el posible papel etiopatogénico de la
infeccion crénica en el desarrollo de ciertas patologias. En estudios caso-control es
importante, especialmente en regiones con alta prevalencia de la infeccion por el VHC, que
el grupo control proceda del mismo lugar que el grupo a estudio y que no exista un gran
desfase temporal en la seleccidon de ambos grupos. Esto evitara los sesgos de seleccién que
tienden a sobreestimar la asociacion entre la infeccion por el VHC y determinadas

enfermedades cutaneas.
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6.3. Deteccion del virus de la hepatitis C en glandulas secretoras y sudor

6.3.1. Generalidades

6.3.1.1. Glandulas sebaceas

La glandula sebacea forma parte del complejo pilosebaceo y se distribuye por toda la
superficie corporal excepto en palmas y plantas. Su epitelio esta constituido por células en
distintos estadios de maduracion. Las células periféricas son las que se replican y carecen
de lipidos. Las celulas que se encuentran mas cerca de la luz glandular son anucleadas y
con gran namero de gotas lipidicas. La secrecion de la glandula sebacea es holocrina. Esto
implica que en el momento de la secrecion las células méas diferenciadas se destruyen y
junto con su contenido son expulsadas a la luz glandular.

El sebo se compone de lipidos neutros (colesterol y sus ésteres, escualeno, ésteres de ceray
triglicéridos). Las proteinas, acidos nucleicos y fosfolipidos de membrana se digieren y
posteriormente se reciclan durante la desintegracion de las células. Durante su paso a
través del conducto pilosebaceo los triglicéridos son parcialmente hidrolizados a acidos
grasos libres por enzimas de origen bacteriano. En los conductos pilosebaceos se
encuentran las especies que forman parte de la flora de la piel, sobre todo levaduras y
especies de Propinobacterium.*®

La ausencia de sefial en la capa basal del epitelio glandular podria explicarse por la
ausencia de factores de crecimiento que requiere el virus de la hepatitis C para su
replicacion. Estos factores se encuentran fundamentalmente en las células diferenciadas
como corresponde a las de los estratos superiores del epitelio glandular. La secrecion
sebacea podria contener particulas viricas al igual que se ha demostrado en el sudor. Sin
embargo existen otras variables que impiden confirmar esta hipdtesis. En primer lugar el
sebo contiene microorganismos productores de enzimas que podrian inactivar al virus. En
segundo lugar existen dificultades técnicas para evaluar la secrecion sebacea de forma

aislada.
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6.3.1.2. Glandulas sudoriparas

Existen dos tipos de glandulas sudoriparas, las glandulas sudoriparas ecrinas que estan
distribuidas por toda la superficie corporal pero con predileccion en palmas y plantas y las
glandulas sudoriparas apocrinas que se localizan en axilas y periné. Centraremos la
discusion en las primeras.

La glandula sudoripara ecrina se compone de dos segmentos, una espiral secretora y un
conducto. Cada segmento estd formado por distintos tipos celulares. La espiral secretora
presenta tres tipos celulares: celulas claras, células pardas y células mioepiteliales. Las
celulas claras se encuentran en la periferia y se encargan de la secrecion de agua y
electrolitos. Las células pardas o mucoides se encuentran cerca de la luz de los conductos
secretores y son las responsables de la secrecion de glicoproteinas. EI conducto ecrino se
compone de células periféricas o basales y células internas o cuticulares. Las células
basales estan implicadas en la reabsorcion activa de sodio y las células cuticulares aportan
elasticidad estructural a la luz ductal. *®

En los cortes seriados no hemos podido mostrar la presencia del conducto intraepidérmico
(acrosiringio). A nivel de la dermis hemos demostrado la presencia de sefial de hibridacion
asi como tincion positiva para la proteina del core en el ovillo glandular basal que engloba
la espiral secretora y el conducto excretor intradérmico. Mediante hibridacion in situ
detectamos el RNA-VHC gendmico en todas las biopsias estudiadas pero en un porcentaje
bastante inferior comparado con los hallazgos en las glandulas salivales: 9.6 + 5.2% y 37.1
+ 8.1%, respectivamente. Conviene destacar que en este trabajo se estudiaron glandulas
sudoriparas de piel sana en contraposicion al estudio de glandulas salivales de pacientes
son xerostomia (sialoadenitis crénica o sindrome de Sjogren).*

La presencia de inflamacion cronica con la consiguiente sobreexpresion de receptores
LDL"® u otros posibles co-receptores del virus podria haber facilitado la entrada del virus.
Por otro lado el porcentaje de celulas positivas en las glandulas sudoriparas para la cadena
genomica era superior al de la cadena antigendmica (9.6 + 5.2% vs 4.2 £ 3.8%). Estos
resultados difieren de los observados en las glandulas salivales donde practicamente todas

las células que presentaban la cadena genomica eran también positivas para la cadena

54



antigenémica.’> En el momento actual no podemos aportar ninguna explicacién para
justificar estas diferencias. Podria deberse a la existencia de variantes del VHC con
diferente tropismo por las glandulas sudoriparas o glandulas salivales. Otra hipdtesis seria
la existencia de factores celulares que permitirian una replicacion viral mas eficiente en las
glandulas salivales que en las sudoriparas ecrinas. Son necesarios mas estudios para

investigar ambas hipotesis.

6.3.1.3. Sudor

El sudor estd compuesto principalmente por iones inorganicos (sodio, cloro, potasio y
bicarbonato), lactato y amonia. %> También se han aislado glicoproteinas y proteasas
que disocian los enlaces de cisteina asi como sus inhibidores enddgenos.

La presencia del RNA viral en el sudor ha sido previamente demostrada mediante PCR
aungue no se determinaron las caracteristicas de las particulas virales.*® En nuestro estudio
detectamos que el genoma viral se encontraba encapsidado.

La presencia del virus en el sudor demuestra que, al igual que ocurre en las glandulas
salivales, el virus de la hepatitis C tiene capacidad no solo de infectar el epitelio si no de
ser incorporado en la secrecion glandular. Al contrario que la saliva que posee enzimas
capaces de inactivar el virus, el sudor carece de estas moléculas. Las enzimas detectadas en
el sudor que disocian los puentes disulfuro no parecen afectar la integridad del virus. Estos
hallazgos sugieren que el virus no es degradado por las enzimas presentes en el sudor y que
en teoria tendria capacidad de infectar otras células una vez que alcanzase la superficie
cutdnea. Son necesarios estudios in vitro para valorar la capacidad infectiva del virus

presente en el sudor.
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6.3.2. Vias de transmision parenteral inaparentes

Segun las distintas series en un 10-70% de los pacientes con infeccion por el VHC no se
identifica ninguna via de contagio aparente.** 4 %0 205209 Ante estos hallazgos se piensa
que la via de contagio en muchos de estos casos es por transmision parenteral inaparente a
través de pequefias erosiones cutaneas y mucosas.

La prevalencia de la infeccion entre contactos intimos que no implican relacion sexual
varia entre el 0.7% en Europa occidental y América del Norte %" #%23 y el 4% en el sur de
Europa y Asia.?**° Una reciente revision demostro que existia una homologia concordante
para el genotipo en el 66% y 74% de los contactos no sexuales y sexuales,
respectivamente.?

Se ha demostrado que el RNA viral es resistente a la desecacion a temperatura ambiente
durante al menos 48 horas.”” Este dato es relevante considerando la posibilidad de
transmision a través de fluidos biologicos como la sangre, la saliva y el sudor.

Las soluciones de continuidad en la mucosa nasal provocadas por laceracién con material
contaminado podrian constituir una via de transmision parenteral inaparente en pacientes
que consumen cocaina ya que esta practica se ha identificado como un factor de riesgo
independiente asociado a la infeccion por el VHC. %

El virus se ha aislado en la saliva®* **y en el sudor de pacientes infectados. Se ha logrado
transmitir la infeccion a chimpancés mediante la inoculacion de saliva de pacientes
infectados.”®

No existen trabajos en los que se haya cuantificado el titulo de RNA viral en saliva aunque
presumiblemente sea bastante inferior al del suero como hemos demostrado en el caso del
sudor. EIl bajo titulo viral presente en el sudor comparado con muestras correlativas en
suero explicaria la escasa eficiencia de transmision en contactos intimos no sexuales.””” #®
225 229

La transmision parenteral inaparente podria constituir una via de contagio mas significativa
en el caso de pacientes con dermatosis que cursen con solucion de integridad epidérmica.
En el estudio de posibles factores de riesgo en pacientes con infeccion por el VHC no se

suelen investigar antecedentes de enfermedades inflamatorias cutaneas (eccema cronico de
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manos, psoriasis). Sin embargo un estudio publicado hace dos décadas investigd la
prevalencia de marcadores del virus de la hepatitis B (VHB) en pacientes con eccema y
psoriasis de las manos. Se demostrd una prevalencia mas alta de positividad para alguno de
los marcadores del VHB en el grupo a estudio comparado con el grupo control, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa.”*

Por otro lado en el estudio sistematico de un paciente dermatoldgico se tiende a investigar
la posible infeccion por el VHC en aquellos que presentan entidades de etiologia
desconocida en las cuales se ha demostrado una asociacion estadistica con la infeccion
cronica (liquen plano, vasculitis, urticaria cronica, prurigo, psoriasis).

Ya ha sido resefiada previamente la elevada prevalencia de la infeccion en enfermedades
como la psoriasis que cursan de forma crénica con alteraciones de la integridad epidérmica
y donde no se ha demostrado una relacion etiopatogénica con la infeccion cronica por el
VHC.Y®1®  En este tipo de pacientes no se puede descartar que hayan contraido la
infeccion a través de una via parenteral inaparente, maxime cuando no se identifican otros

factores de riesgo.

Estos resultados llevan a considerar la secrecion sudoripara como un fluido susceptible de
ser infectivo en determinadas circunstancias. Un posible contagio a través del sudor podria
ser el responsable en ciertos casos de transmision por via parenteral inaparente tras
exposiciones repetidas especialmente en zonas con una alta prevalencia de la infeccion
como Egipto, Japén y el sur de Europa.

En base a nuestros datos no parece factible la transmision del virus a través de la epidermis
intacta ya que no se han detectado particulas virales en la capa cdrnea y ésta junto con los
foliculos pilosebaceos constituyen una excelente barrera fisico-quimica frente a agentes
externos. En base a estudios epidemioldgicos se considera que el contagio a traves de la via
parenteral inaparente por fluidos bioldgicos no es una via de transmision muy eficaz pero
podria ser notable en pacientes con dermatosis inflamatorias crénicas que presentan

soluciones de continuidad epidérmica.
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7. CONCLUSIONES



A)

B)

C)

D)

A)

B)
C)

El virus de la hepatitis C esta presente en la piel sana de todos los pacientes con
hepatopatia cronica por virus C sin patologia cutanea asociada que fueron estudiados
(n=15).

El virus de la hepatitis C presenta tropismo Unicamente por las células epiteliales de la
epidermis y de las glandulas sebaceas y sudoriparas. El porcentaje de infeccion no es
superior al 12%.

La deteccion de la cadena antigendmica del virus sugiere que el virus es capaz de
replicarse en las células infectadas.

Las células infectadas no muestran alteraciones morfologicas en el estudio con
microscopia convencional.

Unicamente se ha demostrado una correlacion positiva, estadisticamente significativa,
entre el porcentaje de células epiteliales de las glandulas sudoriparas con sefial positiva

para la cadena genomica del virus y la viremia.

El virus de la hepatitis C se detecta en el sudor.

El genoma viral se ha detectado en el sudor de todos los pacientes con RNA-VHC en
suero estudiados (n=12). La concentracién del virus en el sudor es 10-100 veces menor
que en el suero.

El genoma viral se excreta en el sudor en forma encapsidada.

No existe correlacion entre la concentracion del virus en el sudor y la concentracion del

virus en el suero.
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Detection of Hepatitis C Virus RINA and Core Protein in
Keratinocytes from Patients with Cutaneous Lichen Planus

and Chronic Hepatitis C
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Cutaneous lichen planus has been associated in
patients with chronic hepatitis C virus infection. It is
still unknown whether hepatitis C virus infects kera-
tinocytes of lichen planus lesions. In this report we
have analyzed the presence of genomic and anti-
genomic hepatitis C virus RNA in skin biopsies from
26 patients with chronic hepatitis C and healthy skin
and from 24 patients with cutaneous lichen planus
(five with and 19 without hepatitis C virus infection)
by in situ hybridization. Hepatitis C virus RNA was
detected in the keratinocytes of 69% of the patients
with healthy skin and chronic hepatitis C, in 100% of
the patients with lichen planus and hepatitis C virus
infection, and in none of lichen planus patients

without hepatitis C virus infection. The percentage
of keratinocytes showing genomic or anti-genomic
hepatitis C virus RNA was statistically lower (p <0.01
in all cases) in patients with healthy skin (mean * SD:
5.7 = 3.5% and 2.7 * 3.1% of keratinocytes with
genomic or anti-genomic hepatitis C virus RNA,
respectively) than in those with lichen planus lesions
(31.7 £ 7.9% and 18.8 = 7.4%, mean = SD) or the
unaffected adjacent skin (24.8 = 6.9% and 14.3 =
3.8%, mean = SD). In conclusion, we have demon-
strated that hepatitis C virus infects keratinocytes
from patients with lichen planus and hepatitis C virus
infection. Key words: hepatitis C virus-RNA/in situ
hybridization/skin. J Invest Dermatol 119:798-803, 2002

epatitis C virus (HCV) is a small-enveloped virus
belonging to the Flaviviridae family of animal
viruses. Its genome consists of a single-stranded
RNA of positive polarity and is about 9.4 kb in
length (Kato et al, 1990). As is the case with other
flaviviruses, it is thought that HCV replicates through a RNA
intermediate of anti-genomic polarity (Clarke, 1997).

Chronic HCV infection causes a wide range of types of liver
damage, ranging from mild chronic hepatitis to liver cirrhosis and
hepatocellular carcinoma (Di Bisceglie, 1997); however, besides
liver disease, chronic HCV infection is associated with several
extrahepatic manifestations, with skin disorders frequently observed
in these patients (Hadziyannis, 1998; Doutre, 1999). In relation to
these skin diseases, several epidemiologic studies have shown that
lichen planus (LP) lesions are more prevalent in patients with
chronic hepatitis C than in the general population (Nagao et al,
1995; Carrozzo et al, 1996).

LP is a mucocutaneous disease of unknown etiology that may be
caused by a cell-mediated immune response directed against
induced antigenic changes in epidermal keratinocytes (Sugerman
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27, 2002; accepted for publication June 28, 2002

Reprint requests to: Vicente Carrefio, MD, Fundacion para el Estudio de
las Hepatitis Virales, C/Guzman el Bueno, 72, 28015 Madrid, Spain.
Email: fehvhpa@fehv.org

Abbreviations: HCV, hepatitis C virus; reverse transcription—PCR,
reverse transcription-polymerase chain reaction; ALT, alanine aminotrans-
ferase.

et al, 2000). In a previous study, Mangia et al (1999), using the
reverse transcription—polymerase chain reaction (reverse transcrip-
tion—PCR)), were unable to detect HCV-RNA of anti-genomic
polarity (as an indicator of HCV replication) in skin samples from
patients with LP and chronic hepatitis C. By contrast, Erkek et al
(2001) detected HCV-RNA by PCR in lesional skin biopsies from
patients with chronic HCV infection and LP. Furthermore, we
have recently reported that HCV infects oral mucosa epithelial cells
from patients with oral LP and chronic HCV infection (Arrieta et al,
2000). Thus, it must still be determined whether HCV infects
keratinocytes from LP lesions.

For these reasons, in this study, we present the results of an in situ
hybridization study on the presence of genomic and anti-genomic
HCV-RNA in skin biopsies from patients with cutaneous LP and
chronic hepatitis C compared with biopsies of healthy skin from
patients with chronic HCV infection.

PATIENTS AND METHODS

Patients The presence of HCV-RNA of genomic and anti-genomic
polarities was analyzed by in situ hybridization in paraffin-embedded skin
biopsies from three groups of patients.

Group 1 Twenty-six patients (12 female/14 male; age: 42.54 *
12.38 y, mean * SD) with histologically proven chronic hepatitis C and
healthy skin without LP. All patients were anti-HCV positive, and
HCV-RNA was detectable in the serum of 23 of them. Seven patients
had normal alanine aminotransferase (ALT) values (upper normal limit
40 TU per liter), whereas the remaining 19 patients had abnormal ALT
levels (87.2 = 40.3 IU per liter, mean * SD).
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Table I. Histologic characteristics and location of
cutaneous LP lesions in the patients included in the study

Location of the lesions Infiltrate density

Arms  Legs Trunk 1 2 3
Patients with chronic 80% 80% 80% - 40%  60%
hepatitis C (n = 5)
Patients without 94.7% 84.2% 68.4% 5.3% 78.9% 15.8%

HCV infection (n = 19)

Group 2 Five patients (two female/three male; mean: 52 = 12.94 y,
mean = SD) with cutaneous LP and chronic HCV infection. HCV-
RNA was detectable in the serum of all five patients but only one of
them was anti-HCV positive. Four of the five patients had normal ALT
levels, whereas the other patient had abnormal ALT values (52 IU per
liter).

Group 3 Nineteen patients (10 female/nine male; age: 49.58 *
17.84 y, mean * SD) with cutaneous LP without markers of HCV
infection (anti-HCV and HCV-RNA negative in serum), and with
normal ALT values.

The inclusion criteria for patients from groups 2 and 3 were that there
would be sufficient paraffin-embedded tissue to perform the in situ
hybridization studies and that a serum sample obtained at the time of the
skin biopsy properly stored at —20°C would be available.

None of the patients were receiving anti-viral or immunosuppressive
therapy when the skin biopsies were obtained. Other causes of liver
disease, such as autoimmune hepatitis, coinfection with other hepato-
tropic viruses, etc., were excluded. Furthermore, all the patients included
in this study were negative for the antibodies against the human
immunodeficiency virus (anti-human immunodeficiency virus).

Skin biopsies from LP lesions and from the unaftected adjacent skin
were obtained to confirm the clinical diagnosis. After histologic examin-
ation, the remaining tissue was used for the in situ hybridization studies.
The anatomical locations of the LP lesions in patients with and without
chronic HCV infection are shown in Table I.

Skin samples from patients with healthy skin and chronic hepatitis C
were obtained when the diagnostic liver biopsy was performed. Liver
biopsies were obtained under ultrasonographic control and local anesthe-
sia. At the biopsy needle penetration site (between the eighth or ninth
intercostal space in the mid-axillary line), a 4 mm punch skin biopsy was
performed. Obtaining the skin biopsy did not modify the procedure used
to perform the liver biopsy.

The study was conducted in accordance with the guidelines of “Good
Clinical Practice” that underwrites the principles of the Declaration of
Helsinki on human experimentation. Written informed consent was
obtained from each patient participating in the study.

Serologic markers Anti-HCV was determined by a third-generation
enzyme-linked immunoassay (INNOTEST HCV AbDIII, Innogenetics,
Heiden, Germany), and confirmed by a recombinant immunoblot assay
(INNO-LIA HCV AbIII, Innogenetics).

Hepatitis B virus surface antigen, antibodies against hepatitis B virus
surface antigen, antibodies against hepatitis B core antigen, anti-hepatitis
D virus, IgM anti-hepatitis A virus, and anti-human immunodeficiency
virus were studied by commercial enzyme immunoassays (Roche
Diagnostic Systems, Basel, Switzerland).

HCV-RNA quantification and genotyping in serum samples
HCV-RNA concentration in serum was determined using the Amplicor
HCV Monitor Quantitative Assay (Roche Diagnostics Systems). HCV
genotypes were determined with the INNO-LIPA HCV II test
(Innogenetics NV, Zwjnaarde, Belgium).

In situ hybridization  Positive and negative polarity labeled HCV
riboprobes were generated by in vitro transcription of the pC5’NCR
plasmid (that contains the ¢cDNA corresponding to the complete 5’
noncoding region of the HCV genome) in the presence of digoxigenin
11-uridine triphosphate (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis,
IN). Dewaxed sections of the skin biopsies were hybridized with positive
or negative polarity labeled probes to detect anti-genomic and genomic
HCV-RNA, respectively, as previously described (Arrieta et al, 2001).
The in situ hybridization specificity was assessed by: (i) hybridization
with an unrelated probe (a 360 bp fragment of the chloramphenicol
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acetyl transferase gene, generated by PCR and cloned in the pCRII-
TOPO vector); (i) omission of the probe from the hybridization
mixture; and (iii) digestions of the sections with RNase A (0.2 mg per
ml) (Sigma, St Louis, MO) or DNase I (20 U per ml) (Sigma) for 2 h at
37°C prior to in situ hybridization.

The hybridization specificity of the positive and negative polarity
riboprobes with their complementary HCV-RNA was assessed by dot
blot hybridization as described previously (Arrieta ef al, 2001).

Immunohistochemistry Immunohistochemical detection of HCV
core antigen was performed in the skin biopsies from eight HCV-RNA-
positive and five HCV-RNA-negative patients from whom enough
paraffin-embedded tissue was available to perform this technique.

Detection of the HCV core antigen was automatically performed
(Tech Mate 500, Dako, Glostrup, Denmark) using an anti-HCV core
monoclonal antibody (Hepatitis C virus Monotope ™,  ViroStat,
Portland, ME) at a 1:30 dilution after antigenic retrieval pressure
cooking 3 min in 10 mM citrate buffer pH 6.0) using the Dako
Envision staining procedure. The detection specificity of the HCV core
antigen was assessed by omitting the anti-HCV core antibody in the
immunohistochemical detection in serial sections of the same skin
biopsies.

As described above, immunohistochemical detection of the S-100
antigen (a marker of Langerhans dendritic cells) was also automatically
performed in the same tissue sections that were previously employed for
in situ hybridization using an anti-S-100 polyclonal antibody (Dako) at
1 : 2000 dilution.

Histologic diagnosis of LP lesions LP was histologically diagnosed
when there was basal cell damage, lymphohistiocytic infiltrate in a band-
like pattern with variable intraepithelial exocytosis, and the presence of
homogeneous acidophilic bodies.

The severity of the inflammatory infiltrate in hematoxylin—eosin-
stained skin sections was scored from 1 to 3, depending on the intensity:
1 When the interphase between the dermis and the epidermis was
preserved and the intensity of the infiltrate was mild or focal in
distribution in the papillar dermis.

2 When the interphase between the dermis and the epidermis was
affected but had not disappeared, and the infiltrate had a band-like
disposition of moderate intensity.

3 When the interphase had disappeared and the density of the infiltrate

‘was severe.

Statistical analysis The Student’s t test was used to analyze
quantitative data and the Spearman correlation test for correlation. All p-
values are two-tailed; p < 0.05 was considered to indicate statistical
significance. All statistical analyses were performed using the SPSS
package (SPSS for Windows release 9.0, SPSS Inc., Chicago, IL).

RESULTS

HCV-RNA in serum In group 1 (chronic hepatitis C patients
with healthy skin), 23 of the 26 patients had HCV-RNA detectable
in serum. The viremia levels in these patients ranged from
9.5 X 10° IU per ml to 1.78 X 10° IU per ml (4.91 X 10> +
4.13 X 10° U per ml, mean * SD).

In group 2 (patients with cutaneous LP and chronic HCV
infection), the five patients had detectable HCV-RNA in their
serum at concentrations ranging from 10° 1U per ml to 8.87 X 10°
(1.79 X 10° = 3.95 X 10° IU per ml, mean * SD).

The fact that only one of the five patients with cutaneous LP and
HCV-RNA in serum had anti-HCV antibodies could indicate that
these patients were immunosuppressed. All these patients, however,
were anti-human immunodeficiency virus negative and their
immunoglobulin levels and the leukocyte and lymphocyte counts
were within the normal ranges (Table II).

With respect to the HCV genotype, in group 1, 21 patients were
infected by HCV 1b, one patient by HCV 1a, and the remaining
patient was infected by the HCV 2a genotype. In group 2, the five
patients were infected by the HCV 1b genotype.

Detection of HCV-RNA in keratinocytes by in situ
hybridization Positive hybridization signals were detected in
keratinocyte cytoplasm of the basal, spinous, and granular layers of
the epidermis in 18 of 26 (69.2%) of the skin biopsies from patients
with chronic hepatitis C and healthy skin (group 1) and in five of
five (100%) of the patients with LP and chronic HCV infection
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Table II. Immunoglobulin levels, number of leukocytes and percentage of lymphocytes in LP patients with HCV-RNA
detectable in serum

Patient IgG* IgA® IgM* IgE* Leukocytes* Lymphocytes’
no. Anti-HCV (mg per 100 ml) (mg per 100 ml) (mg per 100 ml) (mg per 100 ml) (cells per ml) (%)
1 Negative 920 200 80 0.05 6 X 10° 40
2 Negative 860 145 70 0.09 9 X 10° 45
3 Negative 1200 187 90 0.17 7 X 10° 35
4 Negative 960 220 125 0.08 9 X 10° 35
5 Positive 950 195 140 0.15 8 X 10° 40

“Normal values: 800-1800 mg per 100 ml.

*Normal values: 90-400 mg per 100 ml.
Normal values: 60-250 mg per 100 ml.
“Normal values: 0.01-0.43 mg per 100 ml.
“Normal values: 4.5-10 X10° cells per ml.
/Normal values: 20-50%.

(group 2) in both the LP lesions as well as in the unaftected adjacent
skin. No positive hybridization signals were observed in the skin
biopsies from the 19 anti-HCV-negative, serum HCV-RNA-
negative patients with cutaneous LP (group 3) (Fig 1).

The specificity of the in situ hybridization was further confirmed
by the lack of signals when the slides were hybridized with an
unrelated probe, when the probe was omitted from the hybridiza-
tion mix and when the slides were digested with RNase prior to
hybridization. In contrast, no changes were observed in the
hybridization patterns when the slides were predigested with
DNase (Fig 2).

Regarding the percentage of cells showing hybridization signals,
HCV-RNA of genomic polarity was observed in 5.7 * 3.5%
(mean * SD; range: 0.5-11.5%) of keratinocytes from patients
with healthy skin and in 31.7 £ 7.9% (mean * SD; range: 20—
40%) and in 24.8 = 6.9% (mean * SD; range: 17-35%) of the
keratinocytes of LP lesions and the unaffected adjacent skin,
respectively, from the patients with cutaneous LP. The differences
in the percentages of keratinocytes showing genomic HCV-RNA
in healthy skin and in LP lesions and the unaftected adjacent skin
were statistically significant (p = 0.001 and p = 0.003, respectively).
Similarly, the percentages of keratinocytes showing anti-genomic
HCV-RNA was significantly lower (p =0.007 and p =0.001,
respectively) in patients with healthy skin (mean *= SD:
2.7 * 3.1%; range: 0.4-13.2%) than in LP lesions (mean = SD:
18.8 * 7.4%; range: 15-32%), and than in the unaffected adjacent
skin (mean * SD: 14.3 = 3.8%; range 8-18%) (Table III).

The possibility of an unspecific hybridization between the
positive polarity probe and the genomic HCV-RNA and the
negative polarity probe and the anti-genomic viral RNA was
discarded as no unspecific hybridization was detected by dot-blot
hybridization (Fig 3).

No statistical correlation was found between the percentage of
keratinocytes showing HCV-RNA of genomic or anti-genomic
polarities and the HCV viremia in patients with healthy skin or
patients with LP.

Finally, no topologic correlation was observed between HCV-
infected keratinocytes and the inflammatory infiltrate in the LP
lesions of the patients with chronic HCV infection.

Immunohistochemical detection of HCV core antigen and
colocalization of HCV-RNA by in situ hybridization and
the S-100 antigen by immunohistochemistry To confirm
further that HCV infects and replicates in keratinocytes,
immunohistochemical detection of HCV core antigen was
performed in skin sections from patients with and without HCV-
RNA in serum. As shown in Fig 4, HCV core antigen was
detected in the keratinocyte cytoplasm from HCV-RNA positive
patients but not in the skin samples from the HCV-RNA negative
cases.

In order to confirm that the HCV-infected cells were
keratinocytes and not dendritic (Langerhans) cells, immunohisto-
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Figure 1. Detection of genomic and anti-genomic HCV-RNA in
patients with and without cutaneous LP. Hybridization signals
corresponding to genomic HCV-RNA in LP lesions (a), unaffected
adjacent skin (¢), and healthy skin (¢). Detection of anti-genomic HCV-
RNA in LP lesions (b), unaftected adjacent skin (d), and healthy skin (f).
Lack of hybridization signals in a LP lesion (¢) and in the unaffected
adjacent skin (h) from a patient without HCV infection. Counterstained
with safranine, original magnification (a—d,g) X 200; (e,f,h) X 400.

chemical detection of the S-100 antigen was performed on the
same slides used for the detection of HCV-RNA by in situ
hybridization. As shown in Fig 5, the cells expressing the S-100
antigen were different from those showing HCV-RNA.
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Figure 2. Specificity controls of the in situ hybridization

technique performed in different sections of the skin biopsy of
the lesion from a patient with LP and HCV-RNA in serum. (a)
DNase digestion and (b)) RNase digestion (¢) hybridization with the
unrelated labeled probe and (d) hybridization in the absence of the
HCV-labeled  probe.  Counterstained  with  saffranine,  original
magnification: (a) X 200; (b—d) X 400.
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Histologic damage in patients with LP and with or without
HCV infection Regarding the intensity of the lymphocytic
infiltrate in patients with LP with and without HCV infection,
three of five (60%) patients with LP and HCV infection had an
inflammatory infiltrate of intensity 3, whereas this occurred in three
of 19 (15.8%) patients with LP but without HCV infection. This
difference did not reach statistical significance (Table I).

DISCUSSION

In this study we investigated the presence of HCV-RNA in
keratinocytes from patients with chronic HCV infection with and
without cutaneous LP.

HCV-RNA of genomic and anti-genomic polarities was
detected in the keratinocytes of 69% of patients with healthy skin
and chronic hepatitis C and in 100% of the patients with cutaneous
LP and chronic HCV infection. Viral infection of keratinocytes was
also confirmed by the detection of HCV core antigen in skin
samples from patients with HCV-RNA in serum but not in the
skin biopsies from the HCV-RNA negative cases. Viral infection of
keratinocytes does not seem to be a special feature of HCV as it has
been shown that another hepatotropic virus, the hepatitis B virus, is
able to infect and replicate in keratinocytes (Mason et al, 1993).
Furthermore, it has been suggested that cytomegalovirus infection
of skin keratinocytes may be implicated in the development of skin
lesions in patients with systemic lupus erythematosus (Zhu, 1995)

Table III. Percentage of infected keratinocytes and serum viremia levels in the chronic hepatitis C patients with LP (1-5)
or with healthy skin (6-31)

Genomic HCV-RNA
(% of positive cells)

Anti-genomic HCV-RNA

(% of positive cells) HCYV viremia

(IU per ml)
Patients with LP LP Adjacent” LP Adjacent”
1 40 17 32 15.4 8.87 X 10°
2 31 28 16 8 9.29 X 10°
3 20 22 15 13.5 1.2 X 10°
4 38 35 16 16.5 10°
5 29.5 22 15 18 10°

Genomic HCV-RNA

Anti-genomic HCV-RNA HCV viremia

Patients without LP (% of positive cells) (% of positive cells) (IU per ml)
6 0 0 2.55 X 107
7 0.5 0.7 8 X 10°
8 0 0 -

9 0.5 1 3% 10°
10 9 13.2 3.75 X 10°
11 1 0.4 8.5 X 10°
12 8 4 8.07 X 10°
13 0% 0 - )
14 6 1 1.85 X 10°
15 0 0 7.4 X 10°
16 6.4 4.6 3.2 X 10°
17 3.7 3 5.27 X 10*
18 9 1 1.78 X 10°
19 5 75 85 X 10°
20 7 1 6.3 X 10°
21 8 1 7.63 X 107
22 11.5 23 2.63 X 10°
23 8.5 3 3.96 X 10°
24 7.4 2.4 9.46 X 10°
25 10 1 2 X 10°
26 0.5 1 1.3 X 10*
27 2 1.5 2.43 X 10°
28 0 0 95 X 10°
29 0 0 -

30 0 0 1 X 10°

31 0 0 4.92 x 10*

“Adjacent unaffected skin.
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Figure 3. Dot-blot hybridization of serial dilutions of synthetic
HCV-RNA of genomic and anti-genomic polarity with the HCV
anti-sense (a) and sense (b) probes.
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Figure 4. Immunohistochemical detection of HCV core antigen
in the skin biopsies from an HCV-RNA positive patient (a) and
from a HCV-RNA negative case (b). Arows indicate positively
stained keratinocytes.

and Epstein—Barr virus infection of epithelial cells is associated with

the appearance of oral hairy leukoplakia (Greenspan et al, 1985).
The percentage of keratinocytes showing hybridization signals

corresponding to HCV-RNA of genomic and anti-genomic
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Figure 5. Simultaneous detection of the S-100 antigen (open
arrows) and HCV-RNA (black arrows) in the LP lesion of a patient
with chronic hepatitis C. Original magnification X 400.

polarities was significantly higher in LP patients (in both the LP
lesion as well as in the unaffected adjacent skin) than in patients
with normal skin. As photoexposed skin is immunosuppressed
(Granstein, 1999), it may be argued that the differences observed in
the percentages of infected keratinocytes between patients with
healthy skin and patients with LP was due to the fact that the skin
biopsies from LP patients were obtained from a part of their body
that had been exposed to light. This is not the case, however, as not
only the skin samples from patients with healthy skin but also the
biopsies from LP patients were obtained from body zones that are
usually similarly photoexposed (the trunk in patients with healthy
skin, and legs, arms, or trunk in LP patients).

On the other hand, it could be argued that hybridization signals
are localized in the dendritic Langerhans cells and that they
correspond to HCV particles phagocyted by these cells. When
colocalization of HCV-RNA and the S-100 antigen were
performed, however, the corresponding signals were observed in
different cells.

Our results are in agreement with those reported by Erkek et al
(2001) who detected HCV-RNA in skin biopsies from LP lesions
in patients with chronic HCV infection; however, they differ from
those obtained by Mangia ef al (1999) who did not detect HCV-
RNA of genomic and anti-genomic polarity using reverse
transcription—PCR in cutaneous LP lesions from patients with
chronic hepatitis C. The lack of detection of HCV-RNA by
reverse transcription—PCR in skin biopsies in the report by Mangia
et al may be explained by the time that elapsed between when the
skin biopsies were obtained and when they were frozen. Thus, it
has been reported that if liver biopsies are frozen in liquid nitrogen
5 min after they were obtained, HCV-RNA may be undetectable
by reverse transcription—PCR due to the partial degradation of the
viral RNA (Madején ef al, 2000). In fact, this effect should be more
pronounced in skin biopsies than in liver biopsies, as the total
amount of HCV-RNA in skin samples should be lower than in
liver samples, in which up to 80% of hepatocytes may be infected
by the virus (Agnello et al, 1998; Rodriguez-Iiigo et al, 1999).

On the other hand, consistent with this study, in a previous
report it was demonstrated the presence of HCV-RNA of positive
and negative polarities in oral mucosa epithelial cells in oral LP
lesions from patients with chronic hepatitis C (Arrieta et al, 2000).
In that report, however, the percentage of infected oral mucosa
epithelial cells was similar in both the LP lesions and in healthy oral
mucosa, whereas in this study, as mentioned earlier, the proportion
of HCV-infected keratinocytes was significantly higher in LP
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lesions than in healthy skin. We have no explanation for this
discrepancy, although it may be speculated that oral mucosa
epithelial cells produce different cellular factors that allow more
efficient HCV infection in oral mucosa epithelial cells than in
keratinocytes. This hypothesis requires testing in the future.

With respect to the implication of HCV infection of
keratinocytes in the development of cutaneous LP, the fact that
the percentage of HCV-infected keratinocytes was significantly
higher in LP lesions than in healthy skin suggests that HCV
infection of keratinocytes may be involved in the pathogenesis of
cutaneous LP. The fact that the percentage of infected keratino-
cytes in LP lesions (31.7 £ 7.9%) was very similar to that found in
the unaffected adjacent skin (24.8 % 6.9%), however, goes against
this hypothesis. Nevertheless, our findings in LP patients suggest
that HCV infection of keratinocytes may contribute to the
development of LP lesions in patients with chronic HCV infection.
On the other hand, it is also possible that an unidentified host factor
of patients with LP may facilitate the infection and propagation of
the virus in keratinocytes from these patients. In this sense, as only
one of the five patients with LP and HCV infection had detectable
anti-HCV antibodies, it may be speculated that these patients may
have an immunologic defect that facilitates HCV infection of
keratinocytes. None of these patients, however, showed clinical or
analytical evidence of immunosuppression. Furthermore, in the
only patient with cutaneous LP and anti-HCV detectable in serum
the percentage of infected keratinocytes (40%) was similar to that
found in the four anti-HCV-negative cases (20-38%). Further
research is needed to establish whether the presence of circulating
anti-HCV in patients with LP does or does not modify the pattern
of HCV infection of keratinocytes.

On the other hand, it has been previously shown that HCV is
associated with very low-density lipoproteins in type II cryoglo-
bulins (Agnello, 1997) and that HCV may infect cells via the low-
density lipoprotein receptor (Agnello ef al, 1999). As these receptors
are upregulated in keratinocytes from inflammatory skin lesions
(Agnello and Abel, 1997), the higher proportion of infected
keratinocytes observed in LP lesions compared with that in healthy
skin may be an epiphenomenon related to the greater expression of
low-density lipoprotein receptors in keratinocytes from cutaneous
LP lesions than in healthy skin. This hypothesis requires confirm-
ation through the analysis of patients with chronic HCV infection
who also have other inflammatory skin diseases that are not
associated with the HCV infection, such as psoriasis.

With respect to the severity of LP lesions in patients with and
without HCV infection, in this study we have observed that,
whereas 60% of the patients with LP and chronic HCV infection
had a degree 3 inflammatory infiltrate, this occurred in only 16% of
the patients with cutaneous LP without HCV infection. This
suggests that HCV infection of keratinocytes may increase the
severity of cutaneous LP lesions by a currently unidentified
mechanism. This clearly warrants further investigation.

In conclusion, in this study we have demonstrated that HCV
infects keratinocytes from cutaneous LP lesions and that the viral
RNA is translated in these cells as demonstrated by the detection of
HCV core protein in the skin biopsies. Although, however, we
have detected HCV-RNA of negative polarity (which is usually
accepted as an indicator of HCV replication), we cannot affirm that
HCV replicates in keratinocytes, as the negative polarity viral RNA
may be the result of an abortive transcription of the HCV-RNA.
So, further studies are needed to provide direct evidence of HCV
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replication in keratinocytes. On the other hand, the percentage of
HCV-infected keratinocytes in patients with chronic hepatitis C
was significantly higher in patients with cutaneous LP than in
patients with healthy skin. This finding suggests that HCV infection
of keratinocytes is involved in the pathogenesis of cutaneous LP in
patients with chronic HCV infection; however, more studies are
required to confirm this hypothesis.

This work has been supported by a grant from the Fundacion Mapfre Medicina
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