Estrategias experimentales para el estudio de las
propiedades de la proteina Core del virus de la hepatitis C
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RESUMEN

El modelo de infeccion por el Virus de la Hepatitis C (VHC) se ha convertido en el tépico de interés
de numerosos equipos de investigacion, considerando el alto porcentaje de infeccién persistente
asociada al VHC. En efecto, del 50 al 80% de los pacientes con infeccién por el VHC, desarrollan
infeccion persistente, que puede evolucionar a cirrosis y carcinoma hepatocelular (HCC). Este
modelo presenta dos obstaculos mayores para su estudio: la ausencia de un sistema eficiente de
replicacion viral in vitro y el limitado niumero de modelos animales.

La proteina Core del VHC, ademas de ser la unidad estructural de la capside viral, parece estar
implicada en las estrategias virales de persistencia y oncogénesis; nuestro grupo ha planteado
estrategias experimentales para estudiar algunas de sus propiedades, tales como su capacidad
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inmunonoduladora en cultivos de calulas dendriticas humanas, su capacidad de modificar la
expresion del ARNm en células HepG2 con expresion transitoria de Core y la presencia de esta
proteina en tejido hepatico proveniente de pacientes con diagnoéstico de HCC; dichas estrategias
experimentales han sido:

* Produccién de la proteina Core del VHC en el sistema baculovirus y purificacion en condiciones
nativas para su evaluacién en ensayos biologicos.

* Expresion transitoria de la proteina Core del VHC en la linea celular HepG2, mediante
transduccion con particulas recombinantes del Virus Semliki Forest (SFV).

* Estudio de la expresion de p53, del estado replicativo viral y del nivel de expresion de la proteina
Core del VHC, en tejido hepatico proveniente de pacientes con diagnéstico de HCC asociado a la
infeccion por el VHC.

Aungue se logré la produccién de la proteina Core en el sistema Baculovirus, algunos
inconvenientes se presentaron en la purificacién de la proteina con las técnicas de
isoelectroenfoque y electroelusion. Ensayos preliminares de la capacidad inmunomoduladora de la
proteina Core obtenida en el sistema de Baculovirus, se realizaron en cultivos de células
dendriticas obtenidas por diferenciacién de monocitos.

De otra parte, se demostrd la eficiencia del sistema del SFV para la expresién transitoria de altos
niveles de proteina heteréloga en células HepG2; contrario a lo observado con la proteina
reportera GFP, la eficacia del sistema SFV para la expresion de la proteina Core fue menor en la
linea HepG2, comparado con el resultado obtenido en BHK-21.

Un analisis preliminar se realiz6 mediante la técnica de DD-PCR, para la identificacién de
transcritos con expresion diferencial en células HepG2 con expresion transitoria de Core,
comparado con células control o con expresion transitoria de la proteina reportera, GFP. Por
Gltimo, la deteccién por inmunohistoquimica de la proteina Core del VHC en cortes de tejido
hepatico, se logré en condiciones de pH acido con el anticuerpo monoclonal humano anti-Core
B12.F8.
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