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Biogumia

Articulo original
Biologia molecular

Clonacion de una secuencia representativa de la region
no traducible 5° (5" -UTR) del virus de la hepatitis C

Juan Navarrete-Castro,* Maria de la Luz Martinez-Rodriguez,**
Nanancy Siria-Torreblanca,*** Gloria Maria Calderén-Rodriguez****

RESUMEN

ABSTRACT

El uso de técnicas moleculares como pruebas diagnoésticas se
hace imprescindible en nuestros dias. Para poder tener un con-
trol positivo adecuado en la prueba cualitativa de RT-PCR para
la deteccién del virus de la hepatitis C (VHC) se cloné una se-
cuencia representativa de la region altamente conservada no
traducible 5 (5”-UTR) del virus de la hepatitis C (VHC). Se se-
leccion6 un paciente positivo al VHC por las pruebas diagndsti-
cas de HCV EIA 3.0 y RIBA HCV 3.0 y con carga viral > 90,000
copias de ARN/mL. Para la clonacion de la secuencia represen-
tativa de la region estudiada se obtuvo inicialmente ARNviral
(ARNVvV) del VHC a partir del plasma del paciente seleccionado,
utilizdndose la técnica de transcripcién inversa-reaccion en ca-
dena de la polimerasa (RT-PCR) y reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR) anidada, se utilizaron iniciadores especificos de la
region, el KY-80 y KY-78/FIP y RIP obteniéndose un producto
de ADN de 214 pb (ADNi) el cual se inserté en el vector de clo-
naciéon pGem-T, con el que se construy6 el plasmido recombi-
nante pGem-T-5"-UTR, el cual fue transformado en células de
E. coli DH5¢ obteniéndose la linea celular E. coli DH5a pGem-
T-5"-UTR como células clonas. A partir de las células clonas se
obtuvo ADN (ADNp) del cual se amplificé la region 5" -UTR por
PCR utilizandose los iniciadores FIP y RIP, obteniéndose un
producto de 214 pb el cual mostro6 ser eficiente como control po-
sitivo en la prueba del VHC por RT-PCR.

Molecular assays for diagnosis tests are widespread and essen-
tial in these days. Cloning of the representative sequence of the
hepatitis C virus (HCV) 5’ untranslated region (5’-UTR) a high-
ly conserved region, was carried out to be used as a positive
control in the HCV detection by reverse transcriptase-polimera-
se chain reaction (RT-PCR). We selected a patient with anti-
HCV antibodies by HCV EIA 3.0 and RIBA HCV 3.0 and a vi-
ral load > 90,000 copies of viral genome/mL. Standard recom-
binant DNA technologies were used for all cloning procedures.
First, we obtained viral RNA (RNAv) from the patient infected
plasma. The RNAv was used to obtain a DNA product (DNAI)
of 214 pb by a reverse transcriptase-PCR (RT-PCR) and nested
PCR reactions, these assays were development using conserved
primers (KY-80 and KY-78/FIP and RIP) deduced from the 5" -
UTR region of the HCV. DNAI was used for the plasmid cons-
truction pGem-T-5"-UTR which was transformed into E. coli
DH5« cells to obtain the E. coli DH5¢-pGem-T-5"-UTR cellu-
lar lines. 5"-UTR fragment was amplified by PCR using the
initiators FIP and RIP from stable cell clones to obtain the 57-
UTR product of 214 pb. This product appears to be a good posi-
tive control in the RT-PCR detection assay for HCV.

Palabras clave: Regién no traducible 5” (57-UTR), virus de
la hepatitis C (VHC), transcripcion inversa-reaccion en cadena
de la polimerasa (RT-PCR), clonacién.
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INTRODUCCION

La hepatitis por virus C es un problema de salud pu-
blica de importancia global, se ha reportado que exis-
ten aproximadamente 170 millones de portadores en
el mundo.** La infeccién por el virus de la hepatitis C
(VHC) se caracteriza por evolucionar hacia la cronici-
dad, con una progresion lenta que afecta principal-
mente al higado con un curso subclinico-silencioso,
que a partir de estados agudos evoluciona hacia cirro-
sis y carcinoma hepatocelular.® Uno de los principales
problemas relacionados con esta patologia es el diag-
nostico, ya que aungue se cuenta con pruebas para su
deteccidn, existen controversias en cuanto a las prue-
bas confirmatorias, existiendo un dificil diagndstico
oportuno de la enfermedad.®” Entre las pruebas diag-
nosticas utilizadas para la deteccion del VHC, tene-
mos: a) Las pruebas primarias: como los ensayos sero-
légicos de escrutinio para la deteccidn de anticuerpos
del VHC mediante ensayos inmunoenzimaticos como
el HCV EIA 3.0 y b) las pruebas complementarias o
confirmatorias, como el RIBA HCV 3.0 SIA (Strip Im-
munoblot Assay) para la deteccion especifica de ciertas
proteinas virales por anticuerpos especificos, asi como
ensayos moleculares que detectan regiones genémicas
especificas del VHC.5! Entre los ensayos moleculares
existen las pruebas cualitativas y cuantitativas, las
primeras sirven principalmente como pruebas diag-
nosticas, mientras que las pruebas cuantitativas que
detectan la carga viral, son utilizadas principalmente
para monitorizar la evolucién del enfermo y su res-
puesta al tratamiento.'?®

Debido a la carencia de controles positivos se deci-
dié realizar la clonacién de la regién altamente con-
servada 5" -UTR del VHC utilizando las técnicas con-
vencionalmente descritas para ello;*8 ya que esta
region resulta representativa y muestra muy poca
variacién génica. La utilidad de estas regiones es im-
portante, ya que por sus caracteristicas pueden ser
usadas como un control positivo en pruebas diagnds-
ticas, como la prueba para la deteccion por transcrip-
cién inversa-reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR) del VHC.

MATERIAL Y METODOS
Extraccién de ARN viral del VHC
El ARN viral (ARNvV) se extrajo de una muestra de
plasma obtenida a partir de 10 mL de sangre total

obtenida de un paciente positivo al VHC del Hospital
de Infectologia del Centro Médico Nacional “La
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Raza”, diagnosticado por la prueba HCV EIA 3.0
(Abbott, Inc.) y confirmado por RIBA HCV 3.0 SIA
(Chiron Co.), con una carga viral reportada de 91,569
copias/mL y genotipo la. Se guardé en alicuotas con-
gelando a —-70°C, utilizandose el miniequipo RNA vi-
ral de QlAamp (Quiagen, Co.) de acuerdo a las indi-
caciones del proveedor. EI ARNv obtenido también
se almacen6 a -70°C.

Transcripcion inversa (RT)

A partir del ARNv se realizé una reaccion de trans-
cripcion reversa en un volumen total de mezcla de re-
accion de 20 uL, con 7.5 uL de ARN extraido, 1 mM de
desoxirribonucleétidos (dNTPs), 1X de amortiguador
transcriptasa reversa AMV (Roche), 1X de hexdmeros
(Roche), 2 U de inhibidor de ARNsas, 1.25 U de enzi-
ma transcriptasa inversa AMV (Roche). Las reaccio-
nes se procesaron en un termociclador (Amplitron |1
Thermoline) bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de
70°C por 10 min, seguido de otro a 42°C durante 90
min y por ultimo, uno a 92°C por 5 min obteniéndose
el ADN complementario (ADNCc).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
inicial

Para la sintesis del producto de 244 pb de la region 5’
UTR del VHC se utilizé el ADNc obtenido con la RT y
se corri6 una PCR inicial con los iniciadores KY80-5-
GCAGAAGCGTCTAGCCATGG-3 y KY78"-5"CTCG-
CAAGCACCCTATCAGGC-3 ya reportados.’ Para esta
amplificacién se utilizé un volumen total de mezcla de
reaccion de 50 uL, con 10 uL de ADNc, 1X de amorti-
guador de Taq polimerasa, 1.92 mM de MgCl,, 0.2mM
de dNTPs, 1 pmol de cada iniciador, 1 U de Tag polime-
rasa (Roche) y se procesaron bajo las siguientes condi-
ciones: 1 ciclo a 95°C por 3 min, 35 ciclos de 95°C por 15
seg, 55°C por 1 min, 72°C por 1 min y por ultimo 1 ciclo
a 72°C por 8 min. El producto de PCR se analizé me-
diante electroforesis en geles de agarosa al 2%.

PCR anidada

El producto obtenido en la primera PCR (244 pb) se uti-
lizé para obtener, mediante una PCR anidada, un ADN
inserto (ADNI) de 214 pb. Los iniciadores utilizados en
la reaccion fueron el FIP-5"-TCTAGCCATGGCG-
TTAGTA-3" y RIP-5"CAGTACCACAAGGCCTTTC -
3" . Para esta amplificacion se utilizé un volumen to-
tal de mezcla de reaccién de 50 uL; empleando 2 uL de
muestra de la PCR inicial, 0.8X de amortiguador para
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Taq polimerasa, 1mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs,
2.5 U de Taqg polimerasa, (Roche), 2 pmol de iniciado-
res FIP y RIP; y se procesaron bajo las siguientes
condiciones: 1 ciclo de 95°C por 3 min, 35 ciclos de
95°C por 15 seg, 55°C por 1 min, 72°C por 1 min, y por
altimo 1 ciclo a 72°C por 8 min. El producto de PCR
obtenido, ADNi de 214 pb, se analizé6 mediante elec-
troforesis en geles de agarosa al 2% y posteriormente
se purificé el fragmento de ADN obtenido del gel de
agarosa mediante el equipo comercial QlAquick Gel
Extraction (Quiagen Co).

Construccion del plasmido recombinante
pGem-T+5"-UTR.

Para la construccion del plasmido recombinante pGem-
T+57-UTR, se utilizé el vector pGem-T (Promega) con
un tamario de 3,000 pb y la secuencia 5"-UTR (ADN:i)
con un tamafio de 214 pb obteniéndose un producto de
3,214 pb mediante ligacién, en la cual se utilizé una
mezcla de reaccion con el ADNi, pGem-T, amortigua-
dor, 10X de enzima T4 ADN ligasa.

Preparacion de células electrocompetentes y
competentes de E. coli DH 5a.

Las células electrocompetentes y competentes fueron
preparadas de acuerdo al método descrito por Hana-
han (1983),8 se hicieron alicuotas de 200 uL de las
células competentes y se preservaron a —70°C.

Transformacioén

La transformacidn se realiz6 mediante dos técnicas
electroporacion (electrotransformacién) y transfor-
macién por choque térmico.

La electrotransformacion se efectudé con un volu-
men de 10 uL de ADN del producto de PCR para un
volumen de 200 uL de células electrocompetentes. La
mezcla se sometidé a un alto voltaje durante 5 min,
adicionandose posteriormente 1 mL de medio SOC
(Bacto triptone, Bacto extracto de levadura, NacCl,
Glucosa) (Difco) y se incub6 a 37°C, en agitacion a
225 rpm por 1 h 30 min, al mismo tiempo se prepara-
ron placas de Petri de agar infusidn cerebro-corazon
(BHI) (BHIl/amp./X-Gal/lPTG) con ampicilina a una
concentracion de 2 ug/mL, al que se le afladieron 40
uL de un cromégeno acoplado a Gal (X-Gal) en una
concentracion de 20 mg/mL y 4 uL del inductor IPTG
a una concentracion de 200 mg/mL. Posteriormente
se adicionaron 100 uL de células sometidas a electro-
poracién en una placa y se espatulé en toda la super-
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ficie del agar. Simultaneamente, las bacterias elec-
troporadas se centrifugaron a 3,000 rpm por 1 miny
se sembraron en las condiciones antes mencionadas,
incubando las placas a 37°C por 20 h. Las células
transformantes presentaron una coloracion blanca y
las no transformantes una coloracion azul.'®

La transformacidn por choque térmico se realizé
afiadiendo un volumen de 10 4L del producto de PCR
de 214 pb puro con 200 uL de células competentes, se
mezclaron suavemente e incubaron en un bafio de
hielo durante 30 min. Inmediatamente se colocaron
en un bafio Maria a 42°C por 50 seg, seguido de un
cambio inmediato a un bafo de hielo durante 5 min.
Posteriormente se adicion6 1 mL de medio SOC, se
mezclo suavemente e incubd a 37°C con una agita-
cion de 225 rpm durante 1 hora 30 min y se sembra-
ron en las mismas condiciones que en el caso de la
electroporacion.

El aislamiento del ADN plasmidico (ADNp) se rea-
liz6 a partir de un cultivo de bacterias transforman-
tes en medio liquido BHI-ampicilina mediante el
equipo comercial Midi/Maxi/ Plasmid/Cosmid Purifi-
cation de QIAmp (Quiagen), siguiendo el protocolo
descrito por el proveedor, obteniéndose el ADNp re-
combinante, el cual fue analizado mediante electrofo-
resis en geles de agarosa al 1%.

Digestion del ADNp recombinante con la
enzima de restriccion Nhel

Para la confirmacién de las clonas E. coli DH5a+
pGem-T + UTR 57-VHC, se realizé una digestién con
la enzima de restriccion Nhel, enzima que reconoce
un sitio de restriccion especifico de la secuencia re-
presentativa de la UTR 5" -VHC. EIl pldsmido recom-
binante quedo linearizado (digerido) y verificamos el
tamarfio molecular esperado de 3,214 pb. La digestién
se efectud en un volumen de mezcla de reaccidn total
de 10 uL, conteniendo: 5 uL del ADNp recombinante,
1X de amortiguador para la enzima Hhel (M), 1X de
albimina sérica bovina (BSA), 10 U de enzima Nhel,
se incubo a 37°C por 2 h. EI ADNp recombinante di-
gerido fue analizado por electroforesis en geles de
agarosa al 1% con bromuro de etidio.

Comprobacioén de la obtencion de la linea
celular E. coli DH5a+ pGem-T + UTR5"-VHC

Se amplificé por PCR la secuencia clonada UTR 5”-
VHC utilizando los iniciadores FIP y RIP y como
plantilla el ADNp recombinante extraido de las célu-
las clonas. Esta amplificacion se realiz6 en un volu-
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men total de mezcla de reaccién de 50 uL; utilizando
5 uL de muestra de ADNp recombinante extraido,
0.8X de amortiguador 1 mM de MgCl,, 0.2 mM de
dNTPs, 2.5 U de enzima Tag polimerasa, 2 pmol de
iniciadores FIP y RIP con el programa descrito para
la PCR anidada. Posteriormente el producto de PCR
fue analizado mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% con bromuro de etidio.

Verificacion del producto clonado UTR 5’-
VHC como control positivo en la RT-PCR
cualitativa para el diagnostico del VHC

Para verificar que la secuencia clonada de ADN de
214 pb de la 5"-UTR del VHC funciona como control
positivo en la prueba de RT-PCR cualitativa para el
diagndstico de VHC, se seleccionaron dos muestras
de pacientes positivos al VHC diagnosticados y con-
firmados mediante las pruebas de EIAy RIBA Il y
una muestra de un paciente sano no infectado con
HCV que funciond como testigo negativo. Se realiz6
el aislamiento del ARNv, la RT-PCR y PCR anidada
utilizando los iniciadores KY80 y KY78 y FIP y RIP,

A
Carril 2
ADN de 244pb
600pb
300pb
244pb

200pb
100pb

respectivamente. Los productos de ADN de 214 pb
obtenidos de las muestras positivas y negativa junto
con el testigo negativo al VHC fueron analizadas me-
diante un corrimiento de electroforesis en geles de
agarosa al 2%.

RESULTADOS

El vector plasmidico pGem-T tiene un tamarfio de
3,000 pb al cual se le insert6 un fragmento de 214 pb
para construir el plasmido recombinante con un ta-
mafio de 3,214 pb; obteniéndose bacterias recombi-
nantes que contienen ADN plasmidico-recombinante
de la region 5°-UTR del VHC.

PCR inicial y anidada

Se obtuvo un producto de 244 pb de la RT-PCR ini-
cial, utilizando los iniciadores KY80 y KY78, poste-
riormente con los iniciadores FIP y RIP se obtuvo el
producto correspondiente al ADN inserto de 214 pb
(Figura 1), que se purificé y utilizé para la construc-
cion del plasmido recombinante pGem-T+5"-UTR.

B
Carril 2
ADN de 214pb
600pb
300pb
214pb

200pb
100pb

Figura 1. PCR Inicial y PCR anidada. A: Analisis electroforético del producto de 244 pb de la PCR inicial, en el carril 1 el marca-
dor de pesos moleculares de 100 pb; el carril 2 el producto amplificado. B: Electroforesis del producto amplificado de 214 pb re-
sultado de que corresponde al ADN inserto utilizado en la clonacion. El carril 1 muestra el marcador de 100 pb y en el carril 2 se

muestra el producto amplificado del ADN inserto.
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Aislamiento de ADN plasmidico a partir de las
células clonas

De las células transformantes se aislé el ADN plasmi-
dico con un tamafo de 3,214 pb que se digirié con la
enzima de restriccion Nhel (Figura 2). La clonacién
del ADN inserto se comprobdé al amplificar la secuen-
cia representativa 5"-UTR del VHC por PCR utili-
zando como molde el ADN plasmidico y los iniciado-
res FIP y RIP a partir de las células clonas.

Confirmacion del producto de la clonacién
como control positivo

Se verificé que el producto de la clonacién funcionara
como control positivo en la deteccion del VHC median-
te RT-PCR utilizando los iniciadores KY80 y KY78, el
FIP y RIP analizandose el ARNv obtenido de tres
plasmas positivos al VHC, de un plasma negativo y el
producto clonado como control positivo (Figura 3).

DISCUSION

El analisis y estudio del virus de la hepatitis C es
muy importante debido al incremento del nimero de

Carril 2

Carril 1

4072pb
3054pb b ADN p digerido
2036pb
1636pb

1018pb

506pb

Figura 2. Digestion del ADNp con Nhe I. Confirmacién del
ADNp de las células clonas que contiene la secuencia represen-
tativa de la region conservada 5”-UTR del VHC. Carril 1 marca-
dor de 1 kb; carril 2 producto de 3,214 pb de la digestion del
ADNp con Nhe I.
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casos en el mundo. Actualmente, los métodos diag-
nosticos principalmente inmunolégicos utilizados
para la deteccion del VHC no son del todo confiables,
debido principalmente a la variabilidad de la res-
puesta inmune del paciente, a la carga viral de cada
paciente o al mismo virus, por lo que es necesario te-
ner un método de deteccidn que nos permita recono-
cerlo.”12 Actualmente, existe una clara ventaja al
poder utilizarse métodos moleculares que permiten
un diagndstico méas acertado.?!?

Debido a que el VHC es un virus no cultivable, es
conveniente utilizar métodos como la RT-PCR para
su deteccion (PCR cualitativa) y en el caso del desa-
rrollo de pruebas caseras es muy importante ademas
contar con los respectivos controles. Debido a que en
nuestro laboratorio se desarrollé una prueba de de-
teccion casera para el diagnéstico del VHC, se escogio
el método de clonacion para obtener un fragmento de
la regién altamente conservada 5" -UTR del VHC que
nos sirviera como control positivo en la prueba cuali-
tativa. Por lo tanto, para la seleccion de la muestra
utilizada para la clonacién, se escogidé un paciente po-
sitivo por las pruebas seroldgicas convencionales, con
una carga viral alta conocida y con genotipo la, (uti-
lizandose en estas dos detecciones pruebas molecula-
res) lo que nos garantizo la positividad de la muestra.

El VHC, cuenta con regiones altamente conserva-
das, regiones variables y regiones hipervariables,?
por lo que nosotros escogimos a las altamente conser-
vadas para la clonacién debido principalmente a su
poca variabilidad genética. Como se ha detallado, se
utilizaron las secuencias de los iniciadores especificos
de la region 5°-UTR del VHC, el KY80 y KY78, el
FIP y RIP que amplifican un producto final de 214
pb dentro de la 5"-UTR del VHC y que son utilizados
en los ensayos moleculares de Amplicor Roche para
la deteccion cualitativa del VHC de forma comercial
y los resultados que obtuvimos fueron concordantes
con lo anteriormente reportado.?2*

Para lograr la amplificacién de la secuencia repre-
sentativa de 214 pb de la 5"-UTR del VHC, es muy
importante la optimizacién de las condiciones de am-
plificacién como son: temperatura de alineamiento de
entre 55°C a 62°C y la concentracién de reactivos.
Para la construccion del plasmido recombinante utili-
zamos el plasmido vector pGem-T (pGem-T+5"UTR)
por presentar ventajas que facilitan la especificidad
en la clonacion, principalmente la linearidad del plas-
mido con extremos cohesivos de timina terminales, la
presencia del gen “amp” que induce resistencia a la
ampicilina en las células transformantes y el gen “lac
z” al interactuar por a-complementacion con el in-
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Carril 1 Carril 2 Carril 3

Paciente Paciente
1 ' 2

100 pb

600pb
500pb

400pb
300pb

200pb

214 pb

[ —-
R —
i
e ———
R —
e ——
B —

100pb

ductor X-gal y el cromégeno IPTG, lo cual nos permi-
te diferenciar las clonas transformadas de las no
transformadas mediante la coloracion desarrollada;
asi mismo, presenta una gran variedad de sitios de
accion para diversas enzimas de restriccién que flan-
quean el sitio policlonal facilitando de esta forma el
poder desinsertar el producto clonado, en este caso la
57-UTR del VHC.

Gracias al desarrollo de técnicas moleculares se
puede detectar de forma directa al agente patdgeno,
en este caso al VHC, lo que incrementa la posibilidad
de tener un diagnéstico correcto. EI método de RT-
PCR para la deteccion del VHC, hace posible, por
ejemplo, la deteccidn del virus en pacientes con pro-
blemas concomitantes como la inmunosupresion, du-
rante los periodos de ventana que preceden a la sero-
conversion, algo que no permiten los métodos serolé-
gicos comunes. Otras ventajas es que no se requieren
grandes cantidades de muestra y su bajo costo com-
parada con algunas técnicas serologicas. Sin embar-
go, a pesar de sus ventajas también pueden encon-
trarse desventajas con los métodos de biologia mole-
cular, ya que se deben tomar en cuenta ciertos puntos
como son: una adecuada toma de muestra y su proce-
samiento inmediato, para la obtenciéon de suero o
plasma, evitando la manipulacién excesiva para no
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Carril 4

Control

(=) (=)

Carril 5

Control

Figura 3. Ensayo confirmatorio
de RT-PCR. Para detectar VHC.
Carril 1 muestra el marcador de
pesos moleculares de 100p; ca-
rril 2 y 3 muestras positivas al
VHC, carril 4 se observa el con-
trol negativo y en el carril 5 se
observa el control positivo pro-
ducto de 214 pb (resultado de la
clonacién) amplificado a partir
del ADN plasmidico de las célu-
las clonas.

activar las ARNsas que pueden degradar el ARN de la
muestra, asi como su conservacion a —-70°C. De esta
manera se pueden evitar los resultados falsos negati-
vos. Por otro lado también es conveniente el uso cui-
dadoso del material y equipo de laboratorio, ya que se
deben evitar las contaminaciones que pueden dar re-
sultados faltos positivos.

Finalmente, consideramos que el desarrollo de prue-
bas para el diagnéstico molecular de patologias infeccio-
sas es muy importante, ya que como en el caso del VHC
que llega a presentar dificultades en su diagnostico, con
los controles adecuados se puede contar con una prue-
ba casera que a bajo precio apoya de forma satisfactoria
al diagnéstico de esta patologia.
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