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ARTICULO ORIGINAL

Presentacion diferencial de ARN mensajeros e identificacion del
gen selenocisteina liasa en células de carcinoma hepatocelular
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con expresion transitoria de la proteina core del virus de la

hepatitis C

Jesus Orlando Yepes !, Maria Luz Gunturiz 2, Luis Felipe Henao !, Maria Cristina Navas ?,
Norman Balcéazar 2, Luis Alberto Gémez 24

1 Grupo de Gastrohepatologia, Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia.
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Introduccién. El virus de la hepatitis C se asocia a diversas hepatopatias como hepatitis
aguda, hepatitis crénica, esteatosis, cirrosis y carcinoma hepatocelular. Numerosos estudios
han explorado mecanismos virales implicados en el establecimiento de la infeccion persistente
y en las propiedades oncogénicas e inmunomoduladoras de la proteina core del virus de la
hepatitis C. Las investigaciones orientadas a evaluar los cambios en la expresion de genes
celulares endégenos inducidos por la proteina core son importantes para identificar genes
candidatos responsables de los mecanismos de patogenicidad del virus de la hepatitis C.
Objetivos. Comparar perfiles de expresion e identificar genes celulares endégenos en la linea
celular derivada de carcinoma hepatocelular humano, HepG2, con expresion transitoria de la
proteina core del virus de la hepatitis C.

Materiales y métodos. Se utiliz6 la técnica de presentacion diferencial de ARN mensajero por
RT-PCR en células HepG2 con y sin expresion transitoria de la proteina core del virus de la
hepatitis C o de la proteina verde fluorescente, obtenidas previamente con el sistema de
expresion del Semliki Forest Virus, mediante transduccion de particulas recombinantes rSFV-
Core o rSFV-GFP.

Resultados. Se observaron diferencias en las intensidades de las bandas de ARNm expresadas
en células HepG2 transducidas con rSFV-Core comparadas con células sin transducir y
trasducidas con rSFV-GFP. Un ARNm de 258 pb expresado diferencialmente en células HepG2
transducidas con rSFV-Core fue clonado e identificado como selenacisteina liasa.
Conclusion. Los resultados confirman que la expresion de la proteina core del virus de la
hepatitis C se asocia con cambios en la expresién de ARN mensajeros especificos, incluido al
gen selenocisteina liasa, el cual puede estar involucrado en la fisiopatologia del carcinoma
hepatocelular.

Palabras clave: hepatitis C, expresion génica, carcinoma hepatocelular, ARN mensajero,
virus ARN, selenocisteina.

Differential display of messenger RNA and identification of selenocysteine lyase gene in
hepatocellular carcinoma cells transiently expressing hepatitis C virus Core protein

Introduction. Hepatitis C virus is associated with diverse liver diseases including acute and
chronic hepatitis, steatosis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Several studies have
explored viral mechanisms involved in the establishment of persistent infection and oncogenic
Hepatitis C virus. Expression assays of Hepatitis C virus core protein suggest that this protein
has transforming and carcinogenic properties with multifunctional activities in host cells.
Characterization of expressed genes in cells expressing Core protein is important in order to
identify candidate genes responsible for these pathogenic alterations.

Objective. To compare and identify gene expression profiles in the human hepatocarcinoma
derived cell line, HepG2, with transient expression of Hepatitis C virus Core protein.
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Materials and methods. We have used comparative PCR-mediated differential display of
MRNA from HepG2 hepatocarcinoma with and without transient expression of HCV Core protein
or green fluorescent protein, previously obtained using the Semliki Forest Virus-based
expression, through transduction of recombinant particles, rSFV-Core and rSFV-GFP,
respectively.

Results. We observed differences in band intensities of mMRNA in HepG2 cells transduced with
rSFV-Core compared with those detected in cells without transduction, and transduced with
rSFV-GFP. Cloning and sequencing of a gene fragment (258 bp) that was expressed differentially
in HepG2 cells transduced with rSFV-Core, was identified as selenocystein lyase.
Conclusion. The results confirm that HCV Core protein expressed in HepG2 is associated with
specific changes in mMRNA expression, including the gene for selenocystein lyase. This gene

EXPRESION DE ARN MENSAJEROS EN CARCINOMA HEPATOCELULAR

may be involved in the pathophysiology of hepatocellular carcinoma.

Keywords:
viruses, selenocisteine.

La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC),
es la causa mas comun de hepatitis no A no B,
postransfusional, y es el principal agente
causante de hepatitis crénica, cirrosis y carcinoma
hepatocelular (HCC) en el hemisferio occidental
(1,2). La Organizacion Mundial de la Salud estima
aproximadamente 170 millones de personas con
infeccién por el VHC a nivel mundial (3). De 50 a
80% de todas las personas infectadas evoluciona
a infeccién persistente crénica, y de ese
porcentaje, 20% desarrolla cirrosis, condicion que
predispone al desarrollo de HCC en 1 a 4% de los
casos por afio (2).

El VHC esta clasificado en la familia Flaviviridae,
género Hepacivirus. El genoma viral corresponde
a un ARN de cadena sencilla, de sentido positivo,
que codifica una poliproteina procesada por
proteasas virales y celulares para dar origen a
cuatro proteinas estructurales (core, E1, E2, p7)
y seis proteinas no estructurales (NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) (4-7).

Diversos estudios sugieren que la proteina core,
ademas de ser la unidad estructural de la capside
viral, estaria implicada en las estrategias virales
de persistencia y oncogenicidad. Core es una
proteina multifuncional de 23 kDa que es
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hidrolizada por una proteasa celular para generar
laisoforma p21 (173-179 aa), considerada como
la proteina core madura.

El estudio de la secuencia core, que se caracteriza
por ser altamente conservada entre los diferentes
genotipos, ha permitido identificar dominios
implicados en su localizaciéon nuclear, en su
capacidad de interacci6on con proteinas
involucradas en la regulacion transcripcional (8-
10) y la apoptosis (11-13), en su potencial
oncogénico (14-16), su capacidad para modificar
el metabolismo de lipidos (17,18) y sus
propiedades inmunomoduladoras (19-21). Aunque
los mecanismos moleculares por lo cuales la
proteina core contribuye a la carcinogénesis en
hepatocitos no se conoce, se ha sugerido que en
esta accion estan involucradas alteraciones como
la insensibilidad a la inhibicion del crecimiento, la
evasion de la apoptosis, la inmortalizacion, la
angiogénesis y la metastasis (11-16).

Las evidencias de la capacidad de la proteina core
del VHC de modificar procesos celulares se han
obtenido a partir de diversas aproximaciones,
como la expresion transitoria o estable de la core
en lineas celulares y el desarrollo de animales
transgénicos para la proteina core. Las evidencias
de la modulacién de la expresién de genes como
c-myc, c-fos, p53, p73y p21*%(8,9,22) por accién
de la proteina viral core se han obtenido mediante
transfeccién transitoria de construcciones con
genes reporteros que contienen las regiones
reguladoras de dichos genes; sin embargo, los
estudios que buscan evaluar directamente los
cambios en la expresion de genes celulares
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endégenos asociados con la expresion de la
proteina core del VHC han sido relativamente
escasos (23-25).

Una de las razones del poco conocimiento de la
expresion génica de células hepéticas infectadas
se debe en parte a las dificultades para obtener
un modelo €ficiente de replicacién del VHC in vitro
(26,27); para resolver esta dificultad se han
utilizado vectores virales, como el sistema de
expresion basado en el replicén de Semliki For-
est Virus (SFV), el cual es uno de los mas
versatiles y eficientes para la expresién de
proteinas heterdlogas en diversas lineas celulares
(28). La eficiencia de este vector en la linea celular
HepG2 se ha evaluado para la proteina de capside
del virus de la hepatitis E (29), la proteina core
del VHC y la proteina reportera GFP (del inglés
green fluorescent protein) (30). Teniendo en
cuenta que el VHC es esencialmente
hepatotrépico, el sistema de expresiéon de la
proteina core del VHC en células hepaticas se ha
propuesto como un modelo apropiado para el
estudio de las propiedades de esta proteina viral
(25,30).

En este estudio se planteé la hipotesis de que la
expresion heteréloga de la proteina core del VHC
en células HepG2 se asocia con cambios en la
expresion del ARN; por lo tanto, el objetivo fue
obtener y comparar de manera simultanea los
perfiles del ARNm en células HepG2 transducidas
con particulas recombinantes (rSFV) para la
proteina core del VHC, para la proteina verde
fluorescente (rSFV-GFP) y en células sin
transducir. En este trabajo se muestran
diferencias en los perfiles de expresion del ARNm
en células HepG2 con expresion transitoria de las
proteinas heterdlogas y se identifica uno de los
genes enddgenos expresados en la células
hepéticas trasducidas con rSFV-Core.

Materiales y métodos
Células

Se cultivaron células HepG2, gentilmente
proporcionadas por Sécrates Herrera (Universidad
del Valle, Colombia), en RPMI-1640 (Gibco Life
Technologies, Estados Unidos), con suplemento
de 1% de penicilina/estreptomicina, 25 mM de
Hepes, 1% de L-glutamina y 10% de suero fetal
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bovino, SFB, (Gibco Life Technologies, Estados
Unidos), a 37°C en una atmdsfera al 5% de CO,
(30).

Particulas virales recombinantes y
transduccion de células HepG2

Se utilizaron particulas virales recombinantes
obtenidas previamente por Henao y col (30)
mediante cotransfeccion de los ARN mensajeros
transcritos in vitro de pSFV1-Core o pSFV-GFP
y pSFV-helper en células BHK21 (30). Para la
transduccion de células HepG2 (1,5 x 107) se
utilizaron las particulas rSFV-Core o rSFV-GFP a
una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0,5y se
incubaron a 37 °C en una atmosfera al 5% de CO,,
en medio RPMI con 10% de SBF durante 24 horas
(30). Como control se utilizaron células tratadas
en idénticas condiciones, pero en ausencia de
particulas recombinantes. La confirmacion de la
expresion de la proteina verde fluorescente, GFP,
y de la proteina core en células HepG2 se realiz6
por Western blot, inmunofluorescencia indirecta
y andlisis de citometria de flujo, respectivamente,
como se describié previamente (30).

Presentacion diferencial de ARNm

Después de demostrar la expresion de las
proteinas en las células hepaticas se realiz6 la
extraccion de ARN total (31) a partir de 1,5 x 107
células transducidas con rSFV-Core o con rSFV-
GFPy de células control no transducidas; se utilizé
el reactivo TRIZOL (Gibco Life Technologies,
Estados Unidos) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Para eliminar el ADN gendmico
contaminante, el ARN total (50 Hg) fue tratado
con la enzima ADNasa | (Fermentas, Estados
Unidos) a una concentracion final de 10 unidades/
mg de ARN e incubado por una hora a 37°C. El
ARN total libre de ADN se recuperé mediante
extraccion con fenol:cloroformo 3:1, pH 4,8
(Sigma, Estados Unidos). La fase acuosa se
precipitdé con acetato de sodio (0,1 vol, 3 M) y
etanol absoluto (2,2 vol), el ARN se lavé con etanol
al 75% y se resuspendié en agua libre de
ARNasa (32).

La cantidad del ARN total se estim6 por medio de
espectrofotometria a 260 nm y la calidad por la
relacion 260/280 (1,8 a 2,0) y por la integridad del
ARN, evaluada por electroforesis en gel de
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agarosa (1,2%) en buffer Tris acetato EDTA
(TAE), 1X.

La presentacién diferencial de ARNm se realiz6
segun el protocolo descrito previamente por
GoOmez y col (33). En forma resumida, el ARN
total (5 ug) obtenido de células HepG2 sin
transducir y transducidas con rSFV-Core 0 rSFV-
GFP se transcribi6 con la transcriptasa reversa
Super Script Il (Invitrogen, Estados Unidos) con
el iniciador T12MG descrito por Liang y Pardee
(34). Los ADNc correspondientes fueron
amplificados por PCR utilizando el mismo iniciador
T12MG (TTTTTTTTTTTMG) y otro iniciador
arbitrario, AP-3 (AGGCGAACA) (Gene Hunter,
Estados Unidos) en presencia de a*?P-dCTP (ICN,
Estados Unidos). Después de la PCR, los
productos de amplificacion fueron separados en
un gel de poliacrilamida (6%) en condiciones no
denaturantes y a partir del gel seco; la
autoradiografia se obtuvo por calor y vacio
(Hyperfilm, Amersham, Inglaterra).

Las autorradiografias se analizaron por
comparacion de la localizacion y de las
intensidades de las bandas como se explica en
la seccion de analisis de datos. Las bandas que
presentaron diferencias en su intensidad se
seleccionaron y se recuperaron del gel de
poliacrilamida por elucién en agua . Dos microlitros
del producto eluido se reamplificaron, utilizando
el mismo par de iniciadores descritos arriba. Los
productos amplificados se separaron en un gel
de agarosa (1,8%) fueron purificados con el
sistema de purificacion de productos de PCR
(GFX, Amersham, Estados Unidos) y clonados
en el vector pGEM-T-Easy (Promega, Estados
Unidos) como se describié previamente (33).

A partir de 500 ng de ADN plasmidico
recombinante, extraido por el método de lisis
alcalina (35), se realiz6 la secuenciacion utilizando
el método de Sanger (36) con el sistema de
secuenciacion Big Dye Terminador (Perkin Elmer,
Estados Unidos) y el secuenciador automatico
Gene Analyzer (ABI Prism 310, Applied
Biosystem, Estados Unidos). Las secuencias
obtenidas se analizaron con el Software Vector
NTI Suite (Informax) y se compararon con las
secuencias disponibles en las bases de datos de

EXPRESION DE ARN MENSAJEROS EN CARCINOMA HEPATOCELULAR

dominio publico (GenBank, EMBL) via BLAST
(37).

Analisis de datos

La expresiéon de los genes de los tres grupos
experimentales se analizé comparando los niveles
de expresion relativos, en los que cada banda
representa los genes diferencialmente expresados
producto del differential display. Las
autorradiografias fueron digitalizadas y mediante
procesamiento y andlisis de las imagenes digitales
se cuantificaron las intensidades relativas de cada
una de las bandas por medio del sistema de
analisis y documentacion de electroforesis EDAS
290 (Eastman, Kodak, Inglaterra) y el software de
andlisis de imagenes Kodak 1D 3.5. Cada banda
se cuantificé en una escala de niveles de grises
en la que el nivel 0 representaba la banda mas
intensa u oscuray el nivel de 256 representaba la
banda menos intensa o clara.

Con el fin de eliminar los factores experimentales
que pudieran influir en los niveles relativos de las
intensidades de los genes expresados (por
ejemplo posibles diferencias en la marcacion en
la reaccion de PCR y en las eficiencias de
deteccion por diferencias en la cantidad de ARN
inicial y background) los valores de intensidad de
cada banda fueron normalizados restandoles el
valor del background y debido a que la masa
total de productos de ADNc sembrado en el gel
de poliacrilamida fue igual (2 pl del producto de
la reaccién con la misma actividad especifica
a-*2PdCTP 3000 Ci/mmol) en los diferentes grupos
experimentales, los niveles relativos de intensidad
se compararon usando la expresion [log, (T/NT)]
endonde T es el promedio + desviacién estandar
de las intensidades de las bandas detectadas
en la autorradiografia del grupo transducido
(rSFV-GFP o rSFV-Core) y NT es el promedio £
desviacion estandar de las intensidades de las
bandas detectadas en la autorradiografia del grupo
de células no transducidas (34).

Para identificar genes diferencialmente expresados
se establecieron como punto de comparacion las
bandas obtenidas de las células no transducidas,
y para saber si el promedio de las intensidades
de las bandas diferian entre los grupos, se realizé
analisis de varianzay la prueba de Fisher (38). El

197



YEPES J.0., GUNTURIZ M.L., HENAO L.F., et al

valor de p < 0,05 se consideré estadisticamente
significativo.

Resultados

A las 24 horas de la transduccién con las
particulas recombinantes se observé que las
células HepG2 no transducidas (Sin rSRV, figura
1A) tenian una morfologia fibroblastoide y se
adherian a la matriz extracelular; en contraste,
las células HepG2 transducidas con rSFV-GFP y
rSVF-Core presentaron una morfologia
redondeada y se desprendian de la matriz
extracelular (figura 1B y C). Este efecto citopatico
fue més evidente en las células transducidas con
rSFV-Core (figura 1C) que en las células
transducidas con rSFV-GFP (figura 1B), lo cual
sugirio que, ademas del efecto citopatico inducido

Biomédica 2006;26:194-205

por el vector viral, la proteina core del VHC podria
tener un efecto toxico.

Mediante el andlisis de Western blot se observé
la presencia de una banda de 21 kDa
correspondiente a la proteina core en células
transducidas con rSFV-Core y su ausencia en las
no transducidas (figura 1D); por analisis de
citometria de flujo se detectd la presencia de GFP
en células transducidas con rSFV-GFP (dato no
mostrado), como fue reportado por Henao y col
(30).

Luego de varios ensayos con diferentes tiempos
de transduccion (24, 48 y 72 h, datos no
mostrados), el ARN de las células HepG2 se
extrajo a las 24 horas de la transduccion, tiempo
gue garantiz6 la expresiéon de la proteina

Core
21 kDa

Figura 1. Efecto de la transduccién con particulas recombinantes rSFV-Core y rSFV-GFP en células HepG2 y expresion de
la proteina core del VHC. A, B, C. Fotografias de células de hepatocarcinoma HepG2 sin transducir (A, Sin rSFV) y
transducidas con el sistema de expresion SFV construido para expresar las proteinas heter6logas GFP (B, rSFV-GFP) y
core del VHC (C, rSFV-Core); estas células presentan una morfologia mas redondeada y se desprenden de la matriz
extracelular. D. Fotografia de Western blot (panel inferior derecho) que muestra la expresion de la proteina core (21 kDa)
detectada por quimioluminiscencia (ECL western blot, Amersham) de proteinas extraidas de células HepG2 sin transducir
(Sin rSFV) y transducidas (rSFV-Core) a un MOI de 0,5 después de haber sido fraccionadas en geles de poliacrilamida

(10%) y transferidas a membrana de PVDF (Henao, 2004).
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heteréloga core, con el menor efecto del vector  carril 2) y no transducidas (figura 2A, carril 1). En
SFV sobre la viabilidad de las células (figura 1). los tres grupos experimentales (células HepG2
Después de usar dos iniciadores arbitrarios enlos ~ no transducidas, transducidas con rSFV-GFP 'y
ensayos de presentacion diferencial de ARNm rSFV-Core) se detectaron 42, 43 y 44 bandas,
observamos que su perfil de expresién entre  respectivamente.

células HepG2 transducidas con rSFV-Core (figura  pentro de cada uno de los grupos de genes
2A, carril 3) no present6 mucha diferencia  expresados se observaron distribuciones de
comparado con el perfil de expresion obtenido de  intensidades de bandas individuales que variaron
las células transducidas con rSFV-GFP (figura 2A,  entre 85 (bandas mas oscuras) y 228 (bandas méas
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Figura 2. DD-RT-PCR y genes diferencialmente presentados. A. Autorradiografia que muestra perfiles de expresion y
genes diferencialmente expresados obtenidos por la técnica de differential display (DD-RT-PCR) de células HepG2 sin
transducir (Sin rSFV) y transducidas con el sistema de expresion SFV expresando las proteinas heter6logas GFP (rSFV-
GFP)y core (rSFV-Core). Se observa la presencia de bandas con migracién e intensidad similar entre los grupos experimentales
(cuadros en linea punteada) que sirvieron como control interno. Ademas, con la flecha se sefiala uno de los ADNc
diferencialmente expresado con mayor intensidad en el grupo rSFV-Core y con menor intensidad en los otros dos grupos
experimentales (cuadro linea continua). Este cADN fue clonado, secuenciado e identificado como selenocisteina liasa. B.
Gréfica de cajas que muestra las distribuciones de las intensidades de las bandas de los perfiles de expresién obtenidos en
cada grupo celular con rSFV-Core, rSFV-GFP y sin rSFV. La linea en el centro de cada caja representa el valor de la mediana
de la distribucién y los extremos superior e inferior de las cajas son los cuartiles superior (25) e inferior (75), respectivamente.
Las lineas por fuera de las cajas muestran los rangos. Para comparar si las intensidades de las bandas diferian entre los
grupos experimentales, se realiz6 andlisis de varianza y la prueba de Fisher (como se indic6 en materiales y métodos). El
asterisco indica diferencia significativa (p < 0,05, n = 44).

199



YEPES J.0., GUNTURIZ M.L.,, HENAO L.F., et al

claras) niveles de grises en el grupo transducido
con rSFV-Core, entre 11 y 190 niveles de grises
en el grupo no transducido y entre 17 y 206
niveles de grises en el grupo transducido con
rSFV-GFP. Las bandas se distribuyeron
homogéneamente en cada uno de los carriles y
la mayoria de estos ADNc, que representan los
diferentes genes expresados, presentaron
migraciones relativamente semejantes (figura 2A).
Sin embargo, la diferencia se detectd por la
intensidad de algunas bandas como se muestra
en la figura 2. Las bandas cuya intensidad era
mayor 0 menor que la del grupo no transducido
se consideraron como aumentadas o disminuidas
en su expresion, respectivamente. Este resultado
fue reproducible en tres ensayos diferentes de
trascripcion reversa con el primer T12MG, seguida
de PCR con el mismo iniciador T12MG vy el
iniciador arbitrario (AP-3).

Después de normalizar las intensidades relativas
de cada banda, el andlisis comparativo de los
niveles de intensidad y la distribucion de las
bandas de cada carril revelaron que las células
transducidas con rSFV-Core mostraron niveles de
expresion relativos diferentes comparados con los
niveles de expresion de células sin transducir y
transducidas con rSFV-GFP (figura 2B). Por
ejemplo, se observaron diferencias significativas
y reproducibles en los niveles de expresién
relativos de ARNm en las células HepG2
transducidas con rSFV-Core (promedio 143+37,
n = 44, p < 0,05) con respecto a los promedios
del grupo no transducido (83151, n = 42) y del
grupo transducido conrSFV-GFP (102+45, n=42).
Sin embargo, la comparacién de los promedios
entre estos dos grupos no mostré diferencias
estadisticamente significativas (n =42, p>0,05).
Estos hallazgos indican que los perfiles de
expresion pueden identificarse con base en la
comparacién de la migracion de las bandas y en
el promedio de intensidades relativas de los genes
expresados.

El andlisis de la presencia 0 ausencia de bandas
y de las intensidades relativas en las
autorradiografias (recuadros de la figura 2A)
permitié la deteccion de un fragmento ADNc de
258 pares de bases (figura 2A, sefialado con la
flecha) expresado diferencialmente en el grupo
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rSFV-Core y que no se observo en las células no
transducidas ni en las transducidas con rSFV-GFP
(recuadro linea punteada, figura 2A). Este ADNc
se purificd y se cloné como se describe en
materiales y métodos (datos no mostrados), y la
caracterizacion de este fragmento se realiz6 por
medio del andlisis de su secuencia en las dos
direcciones 5'-3'y 3'-5 (figura 3). La busqueda de
homologia con otras secuencias reportadas en
las bases de datos disponibles (GenBank, EMBL)
via BLAST revelé una identidad del 98% con
secuencias de ADNc reportadas, las cuales
codifican para la enzima selenocisteina liasa
humana (nimero de acceso al GenBank
BC000586.2), sugiriendo que las células HepG2
transducidas con rSFV-Core expresan este gen
(37). Elanalisis de la secuencia que encontramos
(nimero de acceso al GenBank AK002119.1)
mostré un enriquecimiento en A (27%) y T (29%)
y la presencia de las secuencias consensos
UUUTUU (39), consideradas como sefial de
poliadenilacion, y de la secuencia UAAAU, propia
de elementos ricos en AU (figura 3B, sefialadas
en color rojo). Ademas, observamos diferencias
en 4 de los 217 nucleétidos en el alineamiento
realizado con la secuencia de ADNc humano
(figura 3B, letras verdes). Estas caracteristicas
de secuencia son comunes en los extremos 3’ de
los ARNm que codifican proteinas y regulan su
estabilidad (39).

Discusién

Los resultados presentados en este trabajo ilustran
el potencial del sistema de expresién heterdloga
basado en el replicén del SFV y de la presentacién
diferencial de mARN en el estudio de la proteina
core del VHC expresado en células HepG2, asi
como en el andlisis de la expresion diferencial de
genes en presencia o ausencia de la proteina viral.
Esta aproximacion experimental permitié la
deteccion y la clonacion molecular de un
fragmento del ADNc que codifica para la
selenocisteina liasa, uno de los ADNc expresados
diferencialmente en células HepG2 transducidas
con rSFV-Core, con respecto a las células sin
transducir y a las transducidas con rSFV-GFP.
Este es el primer reporte de la asociacion entre la
expresion de este gen en células HepG2 y la
proteina core del virus de la hepatitis C. Las



Biomédica 2006;26:194-205 EXPRESION DE ARN MENSAJEROS EN CARCINOMA HEPATOCELULAR

GGGCACTGAAATCTTTTAT TC AAGTAGTTCCT TGAACCG
GGGCACTGAAATCTT TTAT TC AAGTAGTTCCT TGAACCG

CGTTAATTTAGT T TTCT GGCAA GTAAAACCACACATTA AAA

sl bt

CGTTAATTTAGT T TTCT GGCAA GTAAAACCACACATTA AAA

GTGTTTCCTCAAAACCATCA ATGTTA ATT CCACTGAAA

GTGTTTCCTCAAAACCATCA ATGTTATT CCACTGAAA

B gri 133875607IgblBC000586.2] Homo sapiens selenocysteine lyase, mRNA (cDNA
clone IMAGE;: 3163969), partial cds
length= 2429
Score= 398 bits (201), Expect= e-108
Identities= 213/217 (98%)
Strand= Plus / Plus

Query: 19 ccctgattcagettttaccttaattttatttgcagaggattcttttctcaaaatgetctg 78

FEEEEE Tererer rere e e e e e e e e re e e e e e e e e e e el
Sbjet: 2192 ccctgactcagcttataccttaattttatttgcagaggattcttttctcaaaatgctctg 2251

Query: 79 gcatttggacacacatcacatgtcgatatttgcataggagtcattttcagtggaataaca 138

FEErerrerrrrrerrer e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjet: 2252 gcatttggacacacatcacatgtcgatatttgcataggagtcattttcagtggaataaca 2311

Query: 139 tttttaatgtgtggttttacggttcaaggaactacttgatggttttgaggaaacacttge 198
FEErrrrerrerrerrerrerrrrerrerrerrer reeer rrerrrrrrrrerrernd
Sbjet: 2312 tttttaatgtgtggttttacggttcaaggaactacatgatgattttgaggaaacacttge 2371

Query: 199 cagaaactaaattaacgaataaaagatttcagtgccc 235

FELEEEEEEEr e e e e e e e e el
Sbjet: 2372 cagaaactaaattaacgaataaaagatttcagtgccc 2408

Figura 3. Secuencia del ADNc presentado diferencialmente y comparacion con secuencias del GenBank via Blast. A. En la
figura se ilustra parte del electrofluorograma obtenido como resultado de la secuenciacion del fragmento de ADNc purificado
y clonado como se describe en materiales y métodos. B. Comparacion de la secuencia obtenida, que resulté tener 98% de
identidad con el extremo 3' del ARNm del gen de la selenocisteina liasa humana. Las secuencias consenso sefialadas en
letras rojas fueron encontradas con el Software Vector NTI Suite.
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caracteristicas y actividades conocidas de la
selenocisteina liasa (40-42) y el analisis de
factores promotores que intervienen en la
hepatocarcinogénesis (40-45) nos permiten
proponer una posible participacion de esta
proteina en el carcinoma hepatocelular.

La diferencia observada en el efecto citopatico
de los cultivos celulares transducidos con rSFV-
Core comparado con el observado en el caso de
rSFV-GFP podria deberse a un efecto de la
proteina core en la regulacién de la apoptosis o,
alternativamente, a efectos citopaticos y
tumoricidas del vector de expresion SFV (28,46-
48). La interaccién de core con el dominio
citoplasmatico de dos miembros de la familia de
receptores del factor de necrosis tumoral (TNF),
TNFR-1y CD95, se ha demostrado in vitro (49-
54). Estainteraccion parece estar implicada en la
apoptosis observada en las lineas de células
hepéticas como HepG2 y Hut78 con expresion
transitoria de la proteina core (55-57). Por lo tanto,
se requieren estudios adicionales, incluidos
estudios de expresién de la proteina core
utilizando otro sistema de expresién distinto al
SFV, y ensayos que evallen directamente las
propiedades proapoptéticas de la proteina core,
algunos de los cuales estan en curso.

Una aproximacién para empezar a entender los
efectos de la expresion de proteinas del virus de
la hepatitis C en células hepéticas es identificar
cambios en la expresion de genes en la presencia
0 ausencia de la proteina de interés (24,58,59).
En este trabajo observamos perfiles de expresion
de ARNm semejantes en células HepG2 sin
transducir y expresando la proteina GFP. Sin
embargo, en células que expresan la proteina core,
el perfil de expresion de los ARNm cambia y uno
de los genes expresados diferencialmente en
estas células es el gen que codifica para la
selenocisteina liasa, SLC. Para demostrar la
relacién causal entre la expresién diferencial de
este geny la proteina core del VHC es necesario
realizar estudios de expresién de este gen por
Northern blot o RT-PCR cuantitativa en el sistema
descrito en este estudio y compararlos con las
condiciones durante la infeccidn natural, lo cual
podria realizarse con el reciente establecimiento
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de dos promisorios modelos de replicacion in vitro
del VHC (48, 51,52, 58,60).

La deteccion e identificacion de la expresion del
gen SCL en el hepatocarcinoma humano HepG2
permite sugerir un papel de este gen en la
promocion del carcinoma hepatocelular que no se
ha propuesto previamente (45). El gen SLC se
expresa normalmente en varios tejidos,
preferencialmente en higado, rifidén y testiculos
(40,41), y codifica para la enzima que cataliza la
formacién de L-alanina y selenio elemental a partir
de la L-selenocisteina, una molécula que cuando
se encuentra libre es téxica y al acumularse puede
llegar a ser letal (40,41). La enzima, en conjunto
con la selenofosfato sintetasa, también participa
en la biosintesis de selenoproteinas y de metil
selenocisteina, moléculas importantes en la
homeostasis del estado de 6xido-reduccion celular
y en la sintesis de derivados de cisteina,
moléculas que tienen la propiedad de tener
acciones de quimioprevencién contra el cancer
(44,61). Estos efectos y actividades, asi como la
relacion entre carcinoma hepatocelular, incremento
en la produccién de ROS y estrés oxidativo (45),
y el resultado de nuestro trabajo, permiten plantear
por primera vez una posible asociacién entre la
expresion de la selenocisteina liasa y el carcinoma
hepatico. Proponemos que la expresién de la
selenocisteina liasa esta finamente regulada, y
gue su alteracién puede estar involucrada en el
cancer de dos maneras; cuando aumenta su
expresion o actividad, la accién detoxificadora y
de defensa antioxidante incrementaria la viabilidad
y longevidad celular, facilitando o promoviendo la
accién de agentes tumorales (44,45).
Alternativamente, cuando su expresién o
actividad esta disminuida, conduciria a una menor
produccién de selenoproteinas y derivados,
conduciendo a una menor proteccién contra
especies reactivas de oxigeno, ROS, que pueden
dafar constituyentes celulares, oxidar el ADN y
modificar proteinas que en conjunto promueven
la carcinogénesis (44,45,61,62). No obstante,
estas hipdétesis requieren ser investigadas
especificamente en el cancer hepético.

En conclusién, los resultados de este trabajo
confirman que la expresion de la proteina core
del virus de la hepatitis C se asocia con cambios
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en la expresion de ARN mensajeros especificos,
incluyendo al gen SLC que puede estar involucrado
en lafisiopatologia del carcinoma hepatocelular.
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