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l | no de los principales problemas en la investigacion del
virus de la hepatitis C (VHC) ha sido la carencia de un
modelo de replicacién en cultivo celular. De hecho, el recono-
cimiento de este virus como agente causal de hepatitis no se
llevé a cabo por métodos de aislamiento convencionales
como ha sucedido con la mayoria de los virus conocidos. El
VHC fue caracterizado como tal hasta que su genoma fue
clonado, con lo que se definié como la principal causa de la
denominada hepatitis no A/no B. Actualmente se estima que
el 3 % de la poblacion mundial se encuentra infectado por
este virus y estéd en riesgo de desarrollar algun problema
cronico de higado como cirrosis y hepatocarcinoma.

Se han realizado multiples ensayos para infectar células
en cultivo con virus provenientes de suero de pacientes
infectados. Los mejores resultados se han obtenido utilizan-
do cultivos primarios de hepatocitos humanos o de chimpan-
Cé, Unica especie que, ademas de la humana, puede ser
infectada. Sin embargo, los rendimientos son extremada-
mente bajos y no son utiles para estudios de laboratorio. Para
solucionar este problema y para obtener un genoma viral
autorreplicativo, un grupo de investigacion aleman propuso
un sistema, el replicon, que permite obtener niveles de
replicacion 100,000 veces mayores a los que se obtienen en
los cultivos primarios. Para tal efecto, el genoma del VHC,
originalmente de ARN, es convertido mediante transcripcion
inversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) en
una cadena doble de ADN que, posteriormente, es insertada
en un plasmido que posee un promotor para la polimerasa del
fago T7. A partir de la secuencia clonada se puede obtener
ARN de cadena sencilla en sentido positivo (como el genoma
viral) mediante transcripcion in vitro, el cual es introducido a
las células en cultivo donde podra replicarse de manera
auténoma ya que contiene las secuencias que codifican para
las proteinas necesarias, entre ellas una ARN polimerasa
dependiente de ARN, y las proteasas que permiten la madu-
raciéon de sus proteinas.' El sistema se establecié original-
mente con un genoma incompleto que carecia de las protei-
nas estructurales, por lo que no es posible que se formen
particulas virales, lo cual no es necesario para que el replicén
funcione.

Este sistema ha sido utilizado principalmente en estudios
de replicacion, con los que se han podido determinar algunos
componentes y condiciones minimas para que este proceso
se lleve a cabo. Un objetivo muy importante ha sido también
su uso en el desarrollo de probables farmacos con actividad
antiviral dirigidos especificamente contra la replicacion. No
obstante, el sistema del replicdn tiene poca utilidad en otro
tipo de estudios que requieren necesariamente la formacion
de particulas virales infecciosas, tales como aspectos inmu-
noldgicos sistémicos en animales de laboratorio, o para
determinar aspectos importantes del ciclo viral.

Recientemente, la colaboracién de los grupos de investi-
gacion de Takaji Wakita (Tokio, Japon) y de Ralf Bartenschla-
ger (Heidelberg, Alemania), usando como base las técnicas
de construccion del replicon, lograron obtener particulas
virales infectantes en los sobrenadantes de cultivos celula-
res.? Para este trabajo, se realizd la copia completa del
genoma viral que se introdujo en un plasmido para después
ser sometido a transcripcién in vitro y obtener copias del
genoma completo del VHC. Particularmente se utilizé una
cepa denominada JFH-1 (por japan fulminant hepatitis), la
cual se replicé y ensamblé de manera efectiva en la linea
celular Huh-7 de higado humano para formar particulas con
caracteristicas biofisicas muy semejantes a las esperadas
para el VHC. Datos relevantes de este trabajo son que las
particulas virales obtenidas son capaces de infectar nueva-
mente las células Huh-7, asi como los chimpancés mediante
inoculaciones experimentales.

Antes de que este hallazgo fuera publicado formalmente
en la revista Nature Medicine, otro grupo de investigacion,
dirigido por Francis Chisari (La Jolla, E.U.A.), solicité la
colaboracion de Takaji Wakita para producir particulas vira-
les en cultivo. En este caso se usoé la linea celular Huh-7.5.1,
derivada de las células Huh-7, obteniéndose mejores resul-
tados en la produccién de los viriones® ya que los genomas y
proteinas virales son capaces de producirse mas rapido y en
mayor cantidad que en las células Huh-7 originalmente utili-
zadas. En células Huh-7.5.1 se pueden obtener titulos del
orden de 10° unidades infecciosas por ml de cultivo celular, lo
cual representa aproximadamente 50 veces mas que lo que
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se obtiene en células Huh-7. Las razones por las que las
células Huh-7.5.1 tienen ventaja en la produccion de viriones
no se ha determinado todavia; sin embargo, se sabe que
estas células tienen una mutacién puntual en la proteina RIG-
| por la que pierde funcionalidad. RIG-I es un componente
importante de la maquinaria celular involucrada en la activa-
cion del factor regulador 3 del interferon (IRF-3), que a su vez
interviene en la activacion de la respuesta innata antiviral, lo
que probablemente hace que en estas células el VHC tenga
menos restricciones para su replicacion.’

Casi al mismo tiempo, el grupo de investigacion de
Charles Rice (Nueva York, E.U.A.) disefié un sistema muy
semejante para producir particulas del VHC en cultivo, con la
diferencia de que el genoma utilizado es una combinacion
entre la cepa JHF-1 y la cepa J6, obteniendo un genoma
quimérico que se adaptd bien a las células Huh-7.5, linea de
la que derivan directamente las células Huh-7.5.1.% Este
trabajo informa que las particulas obtenidas son de caracte-
risticas muy similares alos informados porlos otros grupos de
investigacion, obteniendo titulos cercanos a 10° unidades
infecciosas por ml.

En los ultimos meses se han presentado otros estudios
que informan aumento en el rendimiento de este sistema de
produccién de viriones, lo cual es importante para tener una
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fuente de material bioldgico para realizar los diversos estu-
dios sobre VHC pendientes desde hace mucho tiempo. Otra
serie de trabajos se oientan hacia la obtencion de distintos
genotipos virales, ya que, tanto las clonas de JHF-1 como de
J6 son de genotipo 2a. Mientras que el genotipo mas frecuen-
te y que mayores problemas presenta durante el tratamiento
en los pacientes es el 1b. Sin duda esta serie de trabajos
contribuira en gran medida al estudio detallado del ciclo de
replicacion viral asi como a la obtencién de nuevos farmacos
para el tratamiento de la infeccién por el VHC.
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