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El polimorfismo conformacional de simple cadena
en la caracterizacién del VHC
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RESUMEN. La infeccitn por el virus de la hepatitis C constituye hoy un
problema de salud en el mundo. En Cuba aproximadamente el 1 % de la
poblacidn es seropositiva ¥ se estima, por la practica internacional, que en
un 80 % de los infectados la enfermedad se hace crénica y deestos un 20 %
desarrolia cirrosis hepdatica. Se ha planieado que el curso de la enfermedad
guarda estrecha relacion con la variante gendmieca del virus. De ahi, laim-
portancia de contar con un método sencillo para caracterizar molecu-
larmente las diferentes variantes gendimicas en cada caso. En el presente
trabajo se establecid una metodologia sencilla en pacientes cubanos que
facilita este estudio para el virus de la hepatitiz C. Se optimizé el secuen-
ciamiento directo de los productos de 1a reaccién en cadena de 1a polimera-
sa (PCR) del ADN complementaric de la regién 5 no traducida (5'NT) det
virus y debide 2 1 baja heterogeneidad encontrada en las muestras estu-
diadas y a la imposibilidad de detectar coinfeccidn, se desarrollé una téeni-
ca mas sencilla y rapida de bisgueda de variantes del genoma viral: se des-
cribe un método no radiaetivo para el estndio del Polimorfismo
Conformacional de Simple Cadena de los producios de la PCR que permi-
te, nediante tincidn con nitrato de plata, obtener una visualizacidn directa
y muy sensible del produclo desnaturalizado de la PCR en gel no
desnaturalizante de poliacrilamida. Se demuestra cémo cadenas simples
de una misma longitud se separan por diferencias en sus secuencias, En
particular, se muestra como se separan las dos cadenas cornplementarias
del fragmento de ADN y cdmo se diferencian cadenas con un solo cambio
de base,

ABSTRACT. Type C viral hepatitis is a health concern in all arcund the
world. In Cuba, about 1 % of the population is considered to be seroposi-
tive. International studies have shown that 80 % of the infected people be-
comes chronic and 20 % of them suffers from cirrhosis. It has been said
that the evolution of the disease is closely related to the genome variant of
the virus. Thus, it is important to have a simple method for molecular char-
acterization of the different genome variants in each case. This paper de-
scribes a2 simple methodology developed to study HCV in Cuban patients.
The direct sequencing of the products from the polymerase chain reaction
{PCR) of the complementary DNA 5’ non-translated region was optimized.
Due to the low heterogeneity found among the studied samples and to the
fact that it was not possible {o detect coinfection, a simple and rapid tech-
nique was developed to search variants of the viral genome. A nonradioac-
tive method is described for the study of Single-Strand Conformation Poly-
morphism {(S5CP) of the PCR products. A direct and very sensitive visual-
ization of the SSCP bands is accomplished by silver staining. It is demon-
strated how single chzains of the same length are separated due to the dif-
ference in their sequences, specially how the two complementary chains of
the DNA fragment are separated and how chains with only a single base
change are differentiated.

LA AL AL L A AT 2T

Sk, A b

REAE LAt A e

INTRODUCCION

Se estima que aproximadamen-
te el 1 % de la poblacién mundial
estd infectada por el virus de Iz he-
patitis C (VHC). S8e ha comprobado
que hasta el 80 % de los infectados
evolucionan a una hepatitis crénica
y entre ellos, cercadel 20 % desarro-
Hla cirrosis hepatica.!*? Uno de los
factores que se afirma influyen en
la forma de evolucitn de fa enferme-
dad en cada infectado es el genotipo
del virus presente.* El VHC, que es
miembre de la familia Flaviviridae
tiene como material genético un
ARN de simple cadena positiva de
unos 10 960 nuciedtidos® y existeen
¢l hospederc en forma de cuasies-
pecie. Segin la clasificacién actual-
mente aceptada, se han definido al
menos seis genotipos que se nom-
bran con las cifras 1, 2, 3, etc.® Den-
tro de los genotipos se definen dife-
rentes subtipos que se nombran con
ietras: 1a, 1b, 2a, 2b, etcétera.

Uno de los méiodos més poten-
tes de caracterizacién molecular de
ia infeceién por VHC y que ha ofre-
cido abundante informacidn al ana-
lizar muestras provenientes de dife-
rentes regiones del mundo® es el
secuenciamiento directo de produe-
tos de 1a reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR}.? Sin embargo, es
frecuente la necesidad de buscar
congiciones éplimas para el secuen-
ciarniento de cada fragmento ampli-
ficado.®

Se han reportado otros métodos
mdés sencillos: juggos de cebadores
de PCR genotipo-especificos,'s tiras
de nitrocelulosa con oligonucled-
tidos genotipo-especificos sobre las
que se hace hibridar el preducto de
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la PCR marcadeo con isétopos radiac-
tivos! o anélisis con enzimas de res-
triccién del producto amplificado.!?
Estos métodos, sin embargo, permi-
ten determinar $6lo una parte de las
posibles variantes gendmicas, au-
mentando considerablemente su
complejidad cuando se intenta abar-
car un numerc mayor de vanantesa
diferenciar y exigiendo el disefio de
nuevos oligonucleétidos o la medi-
ficacién de los existentes. Ademas,
estdn dirigidos fundamentalmeniea
encontrar secuencias yaconocidasy
en caso de coexistencia de genomas,
no pertmiten obiener una interpreta-
ci6n clara.

Estos inconvenientes pucden ser
superados medianie el estudio del
Polimerfismo Conformacional de
Simple Cadena (PCSC){Single-
Strand Conformation Polymorphism
(SSCPy] aplicado a los productos de
la PCR,** gue consiste en realizar
una electroforesis en gel de poliacri-
larida, en condiciones no desnatu-
ralizantes, del ADN previamente
desnaturalizado. En estas condicio-
nes, las cadenas simples del ADN
adaquieren conformaciones estables
debido al apareamiento entre bases
de una misma cadena. De esta ma-
nera, la conformacién final de la
molécula y por tanto su movilidad
electroforética, dependen directa-
mente de su estructura primaria {se-
cuerncia nucleotidiea).

El objetivo de este trabajo fue se-
leccionar y establecer una metodo-
logia sencilla que permitiera carac-
terizar molecularmente las diferen-
tes variantes gendmicas del VHC,

MATERIALES Y METCODOS
Descripcién de las muestras

Se emplearon dos grupos de
muestras. El primero consistid en
dos productos de la PCR con una
sola base de diferencia en sus se-
cuencias, gue fueron obtenidos me-
diante amplificacién de los clones
Core 2 y 8. Esios, resultanies de la
clonacidn de un fragmento de 230 pb
de laregién de la cépsida, tenian sélo
una base diferente en sus secuen-
cias, segln se demostrd por secuen-
ciamiento “convencional” de los
plasmidios (Fig. 1).

El segundo grupo consistid en 25
amplicones cuyas secuencias resul-
taron idénticas cuando fueron reali-
zadas directamente al productodela
PCR. Estos fragmentes de ADN de
229 pb, se obtuviercn por reversec-
transcripeidn acoplada a dos rondas
de PCE (nested PCR), como ha sido
descrito previamente, " a partir de 25
aislamientos virales de 8 provincias

del pais. Ei RNA viral se extrajo del
suero de los pacientes utilizando
el método de Chomezynski.'®

Todos los productos de ias PCR
fueron purificades mediante etectro-
foresis en gel de agarosa {2 %) de
bajo punto de fusién para ser
secuenciados y{o) analizados por
PCSC.

Secuencia direcia

Para la seleceién de las condicio-
nes de la secuencia directa de los
productos de la PCR, se siguieron las
instrucciones del “fmol DNA
sequencing system kit” (Promega,
USA ) excepto gue las reacciones se
prepararon con diferentes relaciones
molde:cebador (1:10 ¥ 1:5) ¥ sin in-
cluirlos ddNTP {ierminadores espe-
cificos de la extensidn) en las cuatro
mezclas finales {(PCR lineal o L-
PCR). Estas cuatro mezclas idénti-
cas para cada relacién molar
molde:cebador fueron sometidas a
diferentes canfidades de ciclos de
desnaturalizacidn 8 95 *°Cpor 30 g e hi-
bridacidn-extension a 70 °C por 30 s,
pary ser analizadas posteriormente
mediante electroforesis en geles des-
naturalizantes de secuenciammienta.
De esta forma, con cada relacion
molar molde:cebador se estudiaron
cuatro diferentes cantidades de cj-
clos: 3, 10, 20 y 30. La mejor condi-
cidn de secuencia se definid como

aguella relacidn molar molde:ce-
bador y cantidad de ciclos, para los
cuales desaparecian las paradas
inespecificas. En las condiciones
escogidas se realiz6 la secuencia se-
gun las indicaciones del sistemna de
secuenciamiento.

PCSC radisactivo

Para la variante radiactiva gel
PCSC se realizé una PCR adicional
con ambos cebadores {o uno de ellos)
marcados con ¥P La electroforesis se
practicéd en las mismas condiciones
qgue la secuencia directz, perp en ugl
gel no desnaturalizante (sin urea).
Este fue secado vy reglizada su radio-
grafia,

PCSC no radioactivo

Laelectroforesis se reakizd en con-
diciones no desnaturalizantes, en gel
de poliacrilamida (15x15x0,08) ca*al
12,5 % en TBE 0,5% que también sir-
vit como regulador de corrida. Se
realizé corrida previade 1 ha4 °C,
15 mA y 9 W para alcanzar la com-
posicidn idnica adecuada dentro del
gel. La electroforesis se mantuvo
durante 3 & bajo el régimen descri-
to.

Una mezcla de 6§ pl. de disolu-
cion de ADN {(de 0,5 a 50 ng), 4 uL. de
disolucién de parada (35 % for-
mamida, 20 mmol/L. EDTA, 0,05 %
bromofenol azul ¥ 0,05 % cianol de
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Fig. I Descripeidn de los dos grupos de muestras utilizados para demostrar las carge-
teristicas del PCSC. Su habilidad de detectar diferencias de solo una base entre se-
cuencios se demostrd empleando las PCR de los plasmidios Core 2 y 8, con sdlo una
base diferente (¢}, obtenidos por clonacion de la PCR de un fragmento de 230 pb de
la regidn de la capsida. Para el estudio de sy utilidad en la deteccidn de secuencias
minoritarias dentro de una cuastespesie, se tomaron 25 PCR con igual secuencia con-
senso demostradn mediante secuenciamiento directo. Estos 25 fragmentos correspon-
den a los nucledtidos (-260) al {-32) de la regidn 5'NT del VHC fnumerados a partir del

ATG gue inicia lo poliproteina).
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xileno) y 2 uL. de formarmida, se apli-
c6 al gel directamente del blogue 1ér-
mico donde fue calentada al menos
3 min a 85 °C, para producir su
desnaturalizacion.

Para la tincidén del gel se proce-
dio segin protocolo descrite por
Promega.® El gel fue fijado 20 min
en &cido acético 10 % (v} ¥ lavado
dos veces con agua durante 2 min
cada vez. La tineidn se realizé duran-
te 30 min en disolucidn de nitrato de
plata 0,1 % (p/v) con formaldehido
0,06 9 {v/v). Se lavd muy brevemen-
te con agua {5-10 s) antes del revela-
do. Sereveld a4 “Ccon una mezcla
compuesta por carbonato de sodio
3 % (p/v), tiosuifato de sodio 0,02 %
{p/vy v formaldehido 0,04 % (viv),
hasta la aparicidon de las bandas (2
a 5 min). La reaccidn de revelado se
detuvo anadiendo disolucidn de fi-
jacion enfriada previamentead °C.
En todos los pasos se empled agua
ultrapura y voliimenes de 800 mL .

RESULTADOS Y DISCUSION

Debido al elevado contenido de
guanina y citocina del genoma del
VHC (61 %), se decidid usar el se-
cuenciamiento ciclico, gue permite
utilizar una pequehna cantidad de
muestra (ADN) y una purificacién
menos exigente. Con este método,
sin embargo, es frecuente la necesi-
dad de buscar las condiciones Opii-
mas para cada fragmento a causa de
las particularidades de cada uno de
ellos,

Optimizacion del secuenciamiento

Tres magnitudes definen una
condicidn de secuenciarniento cicli-
co: la relacién molar molde:cebador,
el nimere de ciclos y el perfil ciclico
de temperaturas (desnaturalizacién,
hibridacién y extension). El método
mas preciso para ajustar una condi-
cidn de secuencia es empirico: es la
propia reaccién de secuencia, pero
el procedimiento se hace impracti-
cable por el gran ndimero de varian-
tes a analizar. Mediante reacciones
tipicas, pero omitiendo los ddNTE se
evalub, al mismeo tiempo, la relacién
molar molde:cebador y el ndmero de
ciclos mas apropiado, fijando sola-
mente el perfil ciclico de tempera-
turas adecuado a las caracteristicas
del cebador uiilizado.

Al estudiarse diferentes condi-
ciones de secuenciamiento para el
producto de la PCR de 228 pb de la
regién 5'NT del VHC, se comprobd
que de las variantes ensayadas la
mejor secuencia {B2) se obtiene en
las condiciones para las cuales no
existen paradas inespecificas de la

polimerasa, causadas por las estruc-
turas secundarias ¥ 1a hibridacién de
ias cadenas complementarias del
molde durante la L-PCR (A2) que co-
rresponden & la relacidén molar 1.5y
20 ciclos (Fig. 2). En las condiciones

Al A2
110 1.5
5102030 5102030

.~"-_:\;\;$»..' s

de relacién molar 1:5 ¥ 5 ciclos, no
se realizd secuencia por la débil se-
nial que aparecia en la zona superior
del gel, lo que denotaba una incom-
pleta extension de los cebadores.
Ademas, se concluyd, gue con el

B1 B2
110 1.5
20 20

Fig. 2. Optimizacion de las condiciones de secuenciamiento directo de lo PCR del
fragmento de 229 pb de la regidn ¥NT del VHC. Al y A2 son la L-PCR con relacidn
molar moide.cebador 1:16 (0,15:1,5 pmol) y 1.5 (0,3:1,5 pmol) respectivamente, ensa-
yadas a 9, 16, 20 y 30 ciclos. Bl y B2 reacciones de secuencia con relacion molar
molde.cebador 1.5 y 20 ciclos de lo L-PCR y con 1:18 de relacidn molar y 20 ciclos
respectivamente. El cebador usado [5 TCGCAAGCACCCTATCAGGCAG-3'f fue mar-
cade con “P y el orden de aplicacion en la secuencia fue TCGA.
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cebador utilizado no es necesario
realizar la secuencia en 38 ciclos de-
bido a que a los 28, ya tiene lugar su
agotamiento.

Asi, se determind que las condi-
ciones Optimas de secucnciamiento
son aguellas para las cuales se logra
la extension completa del cebador
sobre el molde y como consecuencia,
resultados mas legibles vy confiables
en la secuencia directa.

PCSC

La baja heterogeneidad demos-
lrada entre las regiones 5 'NT del
VHC de aislamientos de diferentes
zonas del pais sugirié el uso de una
técenica ras sencilla y rapida de biis-
queda de variantes gendmicas del
VHC. El experimento de PCSC con
cebadores de PCR radiactivos de-
mostré la aplicabilidad de este mé-
todo al comprobarse ta separacion de
las cadenas simples durante la elec-
troforesis (Fig. 3). En el carril 3, se
visualizaron ambas cadenas (como
ocurre durante la tineién con nitra-
to deplata) y se observd que las ban-
das obtenidas se correspondian con
las cadenas simples de los carriles 1
y 2.

Eli analisis de PCSC no radiaciivo
de los clones Core 2 v 8 que se dife-
renclan en sélo una base (deiermi-
nado por secuencia “clasica” de los
plasmidios) demostrd gue enlas con-
diciones descritas el método es ca-
paz de detectar una mutacién pun-
tual: las bandas de ADN rena-
turalizado migran exclusivamente
segun su talla, que es la misma; en
cambio las cadenas simples migran
de manera diferente. Esto demues-
tra que la diferencia en la migracion
de las cadenas simples se debe sélo
a cambios en su secuenciaynoenel
numero de sus nucledtidos (talla).

La resolucién lograda con el
PCSC no radiactivo fue superiorala
que se obtiene normaimente con la
radiografia de un gel {Figuras 4 ¥ 5).
Esta ventaja unida a las de una ade-
cuada sensibilidad, rapidez v senci-
llez de la ejecucidn del revelado con
nitrato de plata en lugar de radiacti-
vidad, gue reguiere de las precaucio-
nes propias del trabajo con isétopos
radiactivos, hacen del PCSC no ra-
diactivo una téenica muy ventajo-
sa para la mayoria de los laborato-
rios.

El PCSC de las muestras con
idéntica secuencia consenso demos-
ird, como se esperaba, un mismo
patron de migracién de las cadenas
simples para todas cllas (Fig. 5); sin
embargo, en algunas se detecto la
presencia de bandas adicionaies de

1) a

2)

3)

Fig. 3. Variante radicctiva del PCSC. Durante la reamplificacién (PCR de marcaje),
se us¢ el cebador directo radiactive (1), el inverso (2), 0 ambos (3}, con lo que se
logrd la visualizacidon selectiva de cada una de las cadenas simples del ADN (o
de ambas).

1 Z 3 4 5
50 ng 5ng 0.5ng 50 ng 5 ng

Core 8

Core 2

Fig. 4. Gel de PCSC tenido con nitrato de plate. Lineas 1, 2 y 3 -Clon Core 2 en canti-
dades de 50. 5 y 8,5 ng respectivamente, lineas 4 y 5- Clon Core 8, 50y 5 ng respectiva-
mente. Las secuencias de los fragmentos Cora 2 y 8 se diferencian en sélo uno base.
Aparecen senialadas, para ambos clones, lasbandas de ADN renaturalizado GUEe Migran
exclusivamente segin su talla, aprecidndose que es la misma. En cambio, las cade-
nas simples migran de manerq diferente. Esto demuestra que la diferencia en la mi-
grocton de las cadenas simples se debe s6lo a cambios en su secuencia y np en o
nimero de nucledtidos (talla).
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Fig. 5. Gel de PCSC tefiido con nitrato plata donde aparecen algunas de las muestras
de wdéntica secuencin consenso. Se observa el mismo patrén “principal” en todas,
pero en algunas aparecen bandas minoritarias adicionales,

menor intensidad. Esto se explica
por la posible coexistencia de dos o
mas variantes gendmicas en un mis-
mo aislarniento, manteniéndose una
de ellas como mayoritaria,

CONCLUSIONES

Se demosiré que la mejor secuen-
cia directa de productos de la PCR
se obtiene en las condiciones para las
cuales no aparecen paradas inespe-
cificas en la L-PCR, por lo gue este
método se propone para la op-
timizacién de la secuencia directa de
PCR. Su aplicacién al secuencia-
miento directo de los fragmentos de
ADN de 228 pb, delaregidén 5’NT del
VHC, permitio obtener una buena
proporcidn sefaliruido ¥ por tanto,
buena legibilidad de los geles de se-
cuencia.

Sedemostrdla utilidad del PCSC,
técnica sencilla, que permite obtener
informacién acerca de la compleji-
dad de la cuasiespecie del VHC, al
detectar secuericias minoritarias que
no se hacen visibles por secuencia-
miento directo por visualizarse sélo
la secuencia consenso.

Siguiendo una variante gue evi-
ta reamplificar el producto de la PCR
usando cebadores radiactivos y sus-
tituye la radiografia de un gel gran-
de por la tincidn con nitrato de plata
de un gel pequeio, se obtiene una
resolucién mucho mayor y una sen-
sibilidad apropiada{~0,1 ng/banda).
Esta téenica permite agilizar consi-
derablemente el estudio de las va-
riantes gendmicas circulantes: los
resultados se obtienen a s6lo unas

horas después de lterminada la PCR,
siendo posible procesar aproximada-
mente 20 muestras en un mismeo gel.
Resultan innecesarios ademas, las
precauciones y los medios propios
det trabajo con radiactividad y se re-
quiere una purificacién menos exi-
gente del producto de la PCR,
evitdndose asi nuevas reacciones y
otras manipulaciones complicadas,
io que trae asociado una disminu-
cidnen la frecuencia de repeticiones
debidas a errores.

Con el empleo del PCSC, el ugo
de la secuenciacitn se pucde Iimitar
a aquellos aislamientos que tengan
un patron diferente (nuevo}, los cua-
les pudieran ser incluidos en geles
sucesives como identificadores de
esas “nuevas’ variantes,
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