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INTRODUCCION

La infeccion por el Virus de la hepatitis C (VHC) es una de las méas frecuentes en
los dltimos afios y en la actualidad es considerada como una pandemia mundial que afecta a
millones de personas alrededor del mundo

La infeccién se adquiere principalmente por via parenteral, Io que se puede justificar
gue su incidencia es mas elevada en ciertos grupos de riesgo como pueden ser drogadictos
y personas que han sido sometidas a alguna intervencién o manipulacién quirdrgica, sin
embargo, hace algun tiempo una de las principales fuentes de infeccién era la transfusion
de sangre o de alguno de sus derivados, pero afortunadamente, la determinacion del anti-
VHC en todos los donantes de sangre ha permitido reducir de una forma casi absoluta la
hepatitis postransfusional por el VHC.

La infeccién aguda por el VHC suele ser asintomatica y alrededor del 70-80% de
los casos evoluciona a la cronicidad. Desde su descubrimiento y hasta la época, el
padecimiento cronico por este virus se ha convertido en uno de los problemas de salud
publica de mayor relieve a escala mundial.

Anteriormente no existia un tratamiento eficaz para erradicar la infeccion, pero
actualmente existen farmacos capaces de mejorar el padecimiento entre los cuales destacan
el interferon pegilado asociado a la ribavirina. Los resultados obtenidos en los ensayos
clinicos publicados indican que entre el 40 y el 70% de los pacientes tratados, dependiendo
del genotipo de la hepatitis C, son capaces de eliminar el VHC y curar por tanto la
enfermedad.

Se han descrito seis genotipos y hasta 80 subtipos del virus, el conocimiento de los
mismos es importante para el tratamiento adecuado del paciente y el método de referencia
para la tipificacion molecular del VHC es la secuenciacion completa del genoma viral y su
posterior andlisis filogenético, pero esta posibilidad no esta al alcance de todos los
laboratorios de diagnéstico clinico, pero existen varios métodos alternativos comerciales,
los cuales se basan en el andlisis de la region 5’UTR mediante amplificacion y posterior
secuenciacion directa o hibridacion inversa de los amplificados con sondas dispuestas en
linea sobre membrana-LIPA, ademas existe una nueva generacion de pruebas
comercializadas con mejores prestaciones que analizan otras regiones del genoma como la
NS5B y laCore.

La determinacion del genotipo del VHC tiene interés clinico (patogenicidad,
diagnostico, resistencia al tratamiento) y epidemioldgico. El genotipo del VHC es un factor
prondstico con estadistica propia e independiente de otros factores (carga viral periférica o
dafio hepatico previo), de respuesta viroldégica mantenida (RVM) al tratamiento antiviral
(interferon estandar o pegilado en monoterapia o en combinacion con ribavirina). La tasa de
RVM es dos a tres veces mayor en pacientes infectados por los genotipos 2 y 3 que en los
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infectados por el genotipo 1, en donde los pacientes que no responden inicialmente al
tratamiento tienen mayor probabilidad de responder a un segundo curso terapéutico si estan
infectados por los genotipos 2 0 3 que si lo estan por el 1, existen pocos datos sobre el
grado de RVM en casos de infecciones por los genotipos 4, 5 y 6, sin embargo, se tratan
como si fueran infecciones causadas por el genotipo 1 y parecen responder mejor que las
producidas por éste, aunque peor que las generadas por los genotipos 2 y 3, por otra parte,
la caracterizacién de subtipo de las cepas circulantes del VHC permite establecer la forma
en que se transmiten eficazmente y conocer su distribucion geogréfica, los genotipos del 1
al 3 son de distribucion mundial, los subtipos 1a, 1b, 2b, 2a/c y 3a, representan la mayoria
de los subtipos en el norte y sur de América, Australia, este de Europa y Japon. Las areas
endémicas del genotipo 1y 2 son especificas fundamentalmente en el Este de Africa, en el
Oeste y centro del mismo el tipo 4, en la India el tipo 3 y en el Sureste de Asia el tipo 6. No
existe un area endémica del genotipo 5.

El método de referencia para la tipificacion del virus es la secuenciacién completa
del genoma, es decir, la determinacion del genotipo, sin embargo esto no resulta tan
sencillo debido a la variabilidad genética del virus, por o que es necesario seleccionar una
region gque no sea tan variable entre un genotipo y otro (Regioén altamente conservada) para
Su posterior secuenciacion y asi, plantearnos la siguiente pregunta de investigacion ¢La
determinacion del genotipo del VHC sera de utilidad para predecir el curso clinico, asi
como la progresion del dafio hepatico o la respuesta al tratamiento?, por tal motivo en el
presente trabajo se establecio un método confiable para poder determinar el genotipo del
virus de la hepatitis C (VHC), empleando técnicas de Biologia Molecular y estandarizando
el mismo, lo cual para poder lograrlo se obtuvo la secuenciacién nucleotidica de la region
5'UTR por cada genotipo (1a, 1b, 2a/c, 2b, 3a, 4, 5y 6), se alinearon las secuencias de cada
genotipo con lo que se realiz6 el disefio de los Primers y mandados a sintetizar con Applied
Biosystems (AB), posteriormente se aislo el ARN a partir de plasma de 10 muestras de
pacientes positivos al VHC provenientes de diferentes zonas de la ciudad de México,
Estado de México y otras, de igual manera se aisl6 el ARN de muestras provenientes de
ARMORED TECHNOLOGY™: ARMORED RNA® con los genotipos 1a, 1b, 2a/c, 2b 'y
3a, ya teniendo el aislado de ARN se obtuvo el ADNc, lo cual se logro realizando el
RT-PCR, ya obtenido el amplificado, se determino la calidad del mismo por medio de un
Gel de Agarosa y se realiz6 su purificacién para la secuenciacion y por ultimo se efectud el
analisis de la secuenciacion obtenida para la determinacion del genotipo.



1. ANTECEDENTES
1.1. HEPATITIS
1.1.1. DEFINICION

Es un trastorno inflamatorio del Higado (ver figura 1), caracterizado por ictericia,
hepatomegalia, anorexia, molestias gastricas y abdominales, trastornos de la funcion
hepatica y produccién de heces de color claro y orina oscura, dicho trastorno puede deberse
a infeccion bacteriana o virica, siendo esta ultima la de mayor interés; infestaciones
parasitarias, accion del alcohol y determinados farmacos y toxinas, el cual puede tener una
evolucion breve y leve o grave y fulminante que ponga en peligro la vida del paciente, ya
gue el Higado generalmente puede regenerar sus tejidos pero en algunos casos la hepatitis
grave evoluciona a cirrosis y disfuncién hepética créhica

Higado

Figura 1. Organo afectado por la hepatiti$

1.1.2. CLASIFICACION

Existen varios criterios para clasificar la hepatitis, el principal es por su agente
etiologico.

No Viral. Causadas por agentes ajenos a los virus, como son agentes toxicos,
medicamentos, ingesta de alcohol o por bacterias o parasitos

Viral. Provocadas por virus, destacando los denominados A, B, C, D, E y
recientemente descubiertos el F § &.

1.1.2.1. NO VIRALES
1.1.2.1.1. HEPATITIS TOXICA Y MEDICAMENTOSA

La hepatitis puede ser causada por muchos farmacos y agentes toxicos, las toxinas
hepéaticas o hepatotoxinas constituyen un grupo heterogéneo de sustancias quimicas,
naturales o sintéticas, que producen una variedad de lesiones en el higado, denominadas
hepatitis toxicag El higado tiene una elevada capacidad de unién no especifica a los
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agentes quimicos en virtud de su tamafio y alta concentracion celular de proteinas, ademas
contiene concentraciones elevadas de enzimas metabolizadoras de drogas, que con
frecuencia causan la formacion de metabolitos toxicos, por lo que el higado es

especialmente vulnerable a la toxicidad inducida metabdlicamente, ésta se asocia
generalmente a agentes liposoluBles.

Los xenobidticos pueden producir una lesién hepatica dependiente de la dosis en
humanos y animales de experimentacion, son considerados hepatotoxinas verdaderas
(predecibles) directas o indirectas, mientras que los que producen lesién hepatica, en
individuos no susceptibles, no dependientes de la dosis, son llamados hepatotoxinas
idiosincrasicas (no predeciblés).

Las hepatoxinas indirectas actuan interfiriendo la funcion del hepatocito,
interrumpiendo rutas o procesos metabdlicos especificos, este tiene como consecuencia la
alteracion secundaria de la estructura o la invalidacion de una funcion, en donde la lesién
estructural es secundaria a la lesion metabdlica, mientras que la producida por
hepatotoxinas directas es primaria y conlleva a una alteracion metabdlica, el dafio hepatico
producida por hepatotoxinas indirectas puede ser principalmente citotoxico y expresado
como esteatosis 0 necrosis, o colestasico y caracterizado por estancamiento del fl8ijo biliar
El Cuadro 1 enlista los farmacos y las sustancias comunes causantes de hepatitis.

Cuadro 1. Principales Farmacos y Sustancias causante de hepatitis

Anestésici Halotanc
Anticonvulsionante el ;
Carbamacepina
Metildope
Antihipertensivo Captoprilo
Enalaprilo
Isoniacidi
Antibiéticos Rifampicina
Nitrofurantoina
Diurético Clorotiacidz
Laxante Oxifenisantini
Antidepresor Amitriptilina
Impramina
Antiinflamatorio Ibuprofenc
Antiflingico Ketoconazc
Floconazol
Antiviral Zidovuding
Dideoxinosina
Bloqueadores de los Canales de Calcio Nifedipinc
Verapamilo




1.1.2.1.2. HEPATITIS ALCOHOLICA

El término hepatitis alcohdlica define unas alteraciones morfolégicas que se asocian
con manifestaciones clinicas muy variables, que van desde cuadros asintomaticos a otros
con signos de insuficiencia hepatocelular grave.

El patron histologico de la hepatitis alcohdlica se caracteriza por areas de necrosis
celular con un infiltrado inflamatorio constituido por leucocitos polimorfonucleares de
localizacion preferentemente centro lobulillar, en estas areas de necrosis los hepatocitos son
abalonados, con un citoplasma claro en cuyo interior se observan acumulos de una material
homogéneo, de contornos irregulares e intensamente eosindfilo, que reciben el nombre de
hialina alcohdlica o cuerpos de Mallory, dicha hepatitis se acompafia de un grado variable
de esteatosis y de fibrosis y puede asociarse a una cirrosis, en donde la forma clinica comudn
de este tipo de hepatitis aparece generalmente después de una temporada de ingestién de
alcohol superior a la habitual, y se caracteriza por astenia, anorexia, pérdida de peso,
ictericia, fiebre y hepatomegalia dolorosa, que en las formas graves existen signos de
malnutricion, ascitis y encefalopatia y en los exdmenes de laboratorio destaca una
hiperbilirrubinemia conjugada, una elevacion moderada de las transaminasas, que no se
corresponde con la extension de la necrosis y con un predominio de las aminotranferasas
AST sobre la ALT, una elevacion de gammaglutamiltranspeptidasa y de fosfatasa alcalina,
siendo frecuente la anemia, trombopenia y leucocitosis con neutrofilia, asi también, el
aumento de bilirrubina es mayor y también existe hipoalbuminemia y descenso de la tasa de
protrombina, que junto a esta forma clinica existen formas asintométicas, formas
colestaticas y formas en las que predominan las manifestaciones secundarias a una
hipertension portal.

1.1.2.1.3.HEPATITIS BACTERIANAS O PARASITARIAS

Es el resultado de afecciones producidas a nivel de higado por bacterias como las
causantes de la fiebre tifoidea, y por parasitos tales como protozoarios (amebas) y
toxoplasmosisToxoplasma gondif.

1.1.2.2. VIRALES

Existen otros virus ademas de los hepatotrépicos convencionales, que pueden causar
un sindrome de hepatitis aguda como manifestacion clinica inicial; pueden ser de la familia
herpes (EBV, CMV, HSV, VZV, y HHV6), el de la rubéola, sarampion, Coxsackie, la
fiebre amarilla y ébola, capaces de presentar formas de hepatitis primaria o secundaria. El
EBV es la causa mas comun de hepatitis aguda dentro de esta catBgoria.



Cuando se padece de hepatitis aguda el organismo empieza a producir defensas en
forma de anticuerpos dirigidos contra el virus causante de la infeccién, de forma que, en un
periodo variable, disminuye la inflamacién y los virus son progresivamente eliminados, ello
ocurre en la mayoria de las hepatitis agudas viricas que tienden a evolucionar hacia la
curacion espontanea, sin embargo en determinados casos, los virus de la hepatitis escapan a
la accion de los sistemas defensivos inmunitarios y en estos casos, la inflamacion persiste
en el tiempo y aparece la llamada hepatitis cronica (Cuadro 2). Sin embargo, la posibilidad
de gue la hepatitis evolucione a la cronicidad depende fundamentalmente del tipo de virus
de la hepatitis causante de la infecclién.

Cuadro 2. Caracteristicas del proceso al dafio hepétito

Inflamacioén del higado de aparicion brusc
Hepatitis Aguda gue comportdesion o necrosis mas o meno
intensa de las células hepéticas.

n P

Inflamacion del higado de mas de 6 meses de

duraciénque comporta lesién o necrosis mas o

Hepatitis Crénica menos intensa de las células hepaticas
aparicion de fibrosis.

Enfermedad crénica, difusa e irreversible del
higado caracterizada por fibrosis y nddulos|de
Cirrosis regeneracion que comporta una alteracioé
importante de la arquitectura y funcion
hepaticas.

=)

Existen siete tipos diferentes de virus hepatotrépicos capaces de producir hepatitis;
se les designa como A, B, C, D, E (ver figura 2 y cuadro 4) y hoy en dia se conocen otros
dos como son F, y G, aunque hay evidencias de la existencia de mas virus que pueden
causar inflamacion y necrosis del higado.

Todos los virus hepatotrépicos tienen la capacidad de causar infeccién aguda del
higado pero sélo el B, C, y D, ocasionan formas crénicas de la enfermedad (Cddtro 3).



Cuadro 3. Hepatitis producida por cada tipo de Virus$

Virus de la hepatitis A (VHA) ARN No produce hepatitis croni
Virus de la hepatitis B (VHB) ADN Hepatitis cronic
Virus de la hepatitis C (VHC) ARN Hepatitis cronic
Virus de la hepatitis D (VHD) ARN Hepatitis cronic
Virus de la hepatitis E (VHE) ARN No pioduce hepatitis créni
Virus de la Hepatitis F (VHF) ARN No produce hepatitis croni
Virus de la Hepatitis G (VHG) ARN *No produce hepatitis croni

* En un porcentaje menor (25% aproximadamente) de los casos puede ocasionar hepatitis crénica.

Figura 2. Informacion general de las hepatitis virale¥

Irfomracidn general

Individuos més afectados | | Zonhas mas afectadas
por edad v sexo Higado.
Cualquier edad.

Definician

Inflamacidn del higado porla accidn de distintos wimus, Hay varios fipos: las
mas frecusntes son ladel ipo & yladel ipo B, aungque hay otras
ratiedades, como la G la D ywia E.

Causas
Tipos B w &
Agua y alim entas Transfusiones
en mal estado de sangre
Jderinguillas Felaciones
com partidas sexuales
Tipos B vy Tipo B

Sintomas

= &l principio suelen confundirse con la gripe: fisbre, dolores de cabeza,
néuseas, cansahcio, diarres v pérdida. de apetito.

= Después aparece laictencia (Ja parte Hanca del ojo v la piel adquieren
tono amatillenta), ya que el higado deja de s=gregar Bilirm Bina.

= La orina 2 ozcurece por la bilis v lasheces presentan un tono
blanquecino.
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Cuadro 4. Caracteristicas de los virus de la hepatitis

Todos generan condiciones de infecciones en el Higado
Todas presentan-mareos, orina oscura, anorexia, nauseas, vomitos, ictericia

Entérica (comida y agua) Sexual, sangre, parenteral.
No Si
ADN
ARN ARN (transciptasa ARN ARN
reversa)
HEV ORF2 HBsAg, HBcAg, Muchos- .
HA-AG proteinas H?BeAg ° core, E1 TG ETD EIEE
. 4 meses (45-160 2 meses (15-
1 mes (15-20 dias) dias) 150 dias) 1-2 meses
Interferdn, Interferén
Tratamiento no especifico lamivudina, pegilado, Sigue como VHB
adenovir rabavirina,
. . Si; Engerix-B ;
Si; Havrix Puede ser prevenida
(rHBsAg) GSK, »
(GSK), Vacta No Recombivax B No por vacunacion contra
(Merck) VHB

(Merck)

1.1.3. HEPATITIS C
1.1.3.1. CARACTERISTICAS

1.1.3.1.1. PATOGENIA Y RESPUESTA INMUNOLOGICA

Todavia no se conoce con certeza el mecanismo de produccion de la lesién hepatica

en la infeccion por VHC, aunque podria ser consecuencia de un efecto citopatico directo,

como de mecanismos mediados por el sistema inmunoldgico. En la figura 3 se muestra la

historia natural de la hepatitis®C.

Infeccion VHC

Cirrosis

Exitus

Figura 3. Historia natural de la hepatitis C
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El cuadro histologico hepético se caracteriza por una hepatitis cronica leve,
acompafada por lesiones del conducto biliar, esteatosis, nddulos o foliculos linfoides
intraportales y alteracion eosinofilica del citoplasma del hepatocito, la infiltracion linfatica
es mas leve en la hepatitis C que en la hepatitis B, sin embargo, varia de persona a persona
(ver figura 4)>*?

Sexo femenino, edad joven en el momento de la infeccion
. »30 anos

- Hepatitis Desarrollo Riesgo de
’ Ingsﬁﬂgn * Cronica ’ de cirrosis ’ cancer: 1-4%
50-85% 2-20% por afo

Higado
5ano.

<20 ahos

=
0
§
{
o
g
a
o
T
T
)
2
Y
S
0
>

Consumo de alcohol, coinfaccion, fibrosis, edad avanzada

Figura 4. Historia natural de la hepatitis C crénica y su variabilidad de persona a persoria.

Los mecanismos inmunes juegan un papel primordial en la hepatitis C, ya que la
infeccion por VHC estimula tanto la respuesta celular como la humoral, donde la respuesta
inmunitaria celular basada en la cooperacion de los linfocitos auxiliares CD4+ y los
linfocitos T citotoxicos CD8+ es importante en la eliminacion de la infeccion virica,
mientras que la respuesta inmunitaria humoral es generalmente mas importante en la
prevencién de una infeccién secundafia.

Los mecanismos de respuesta inmune: la primera linea de defensa del huésped
contra los patdgenos es la respuesta inmune innata inespecifica; en la que intervienen las
citocinas, los interferones, el sistema del complemento, los neutréfilos, los macréfagos, las
células NK y NKT vy las células dendriticas, ocurre dentro de horas a dias para tratar de
controlar la infeccién inicial® La respuesta inmune adaptativa especifica a los patégenos
incluye la respuesta humoral, dada por las células B con la formacion de anticuerpos
neutralizantes que se enlazan a las particulas virales y limitan la diseminacion del virus, las
CD4 son los reguladores de la respuesta inmune adaptativa, y la respuesta celular que
corresponde a las células T por medio de los CD4 y CD8. Los mecanismos de persistencia
viral y progresion de la enfermedad son multifactoridles.
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En general, una respuesta vigorosa de CD4 y CD8 se asocia a eliminacion del virus
y control de la enfermedad, mientras que una respuesta débil se asocia con persistencia
viral y progresion de la enfermed&d.

Una respuesta inmune humoral puede ser inefectiva, mientras que una respuesta
celular T se asocia a eliminacion del virus. Tal vez, el desarrollo de terapias que estimulen
el sistema inmune (inmunomoduladores o vacunas) que aumenten la respuesta antiviral de
células T pueden actuar como coadyuvantes para las terapéuticas actuales contra el virus
C.13

1.1.3.1.2. EL VIRUS DE LA HEPATITIS C
1.1.3.1.2.1. DESCUBRIMIENTO

En la década de 1940, existian por lo menos dos tipos de hepatitis, la A y la B pero
no fue hasta la década de los 70 que se logré con marcadores serologicos, identificar la
causa de la enfermedad de ambos y distinguirlos clinica y serolégicdméhte.

En 1974, Prince y col., en el New York Blood Center reportaron que el 25% de los
pacientes sometidos a cirugia cardiovascular desarrollaron una hepatitis
postransfusional y el 18% de ellos dieron negativo a los marcadores de ambos virus y con
caracteristicas clinicas diferentes. Por este motivo, sugieren la posibilidad de un nuevo tipo
de virus y proponen identificarlo como virus de la hepatitis tipo C (VHC). Sin embargo, fue
hasta 15 afos después que un grupo de la Corporacion Chiron, en Emeryville, California, a
través de meétodos de biologia molecular e inmunolégicos, logré identificar el agente
etiolégico del VHC! Ellos construyeron una “secuencia” de ADN complementario
(ADNCc), del plasma que contenia el agente no caracterizado de la hepatitis no-A no-B
(HNANB). Después, buscaron en la biblioteca de ADN vy aislaron un clon de ADNc que
codificaba un antigeno asociado especificamente con HNANB y se encontrd que este clon
derivaba del genoma de un agente simildiogaviridaeo Flavivirus. Este nuevo agente
fue nombrado hepatitis C el virus causante de la mayoria de las hepatitis
post-transfusionale's 1°

1.1.3.1.2.2. TAXONOMIA

La identificacion y caracterizacion de los virus de la hepatitis B (VHB) y de la
hepatitis A (VHA) fue entre los afios 60 y 70, con el consiguiente desarrollo de técnicas
para el diagnostico, se puso de manifiesto la existencia de casos de hepatitis con periodos
de incubacion y modos de transmision caracteristicos de una enfermedad infecciosa pero
sin evidencia serolégica por los virus hepatotropicos humanos conocidos. Prince y
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colaboradores (1992), comunicaron por primera vez en 1974 el desarrollo de hepatitis
postransfusional en pacientes sometidos a cirugia cardiovascular sin infeccién por el VHB
y proponen la existencia de uno o varios virus de la hepatitis tipo C, en un articulo
aparecido en “The Lancet” en 1975 acufio el término hepatitis no A-no B para una
patologia cuyo diagnéstico debia ser hecho por excltsion.

Se considera al virus de la hepatitis C como un género independiente dentro de la
familia Flaviviridae, la cudl incluye ademas a los géneFdavivirus y Pestivirus. El
analisis de la secuencia de nucledtidos del ARN del virico y de los aminoacidos de los
péptidos del VHC muestra un elevado grado de homologia y organizacién gendémica entre
el VHC y los miembros de la familRlaviviridae, como se observa en la figurd’s.

pr
Flavivirug NS2

pr h

Pestivirug p2Q gp62| gp53 (30k) pl25 (38k) pl33

C: core; E: envoltura; M: matriz; NS: no estructural; p: proteina; gp: glicoproteing;
proteina no identificada; pr: proteasa; h: helicasa; r: replicasa.

Figura 5. Estructura antigénica del VHC, comparada con lo§lavivirusy los Pestivirus™®

Desde el extremo 5 al 3' del genoma, se encuentran sucesivamente regiones que
codifican la nucleocapside, proteinas de envoltura glicosiladas y proteinas no estructurales
implicadas en el proceso de replicacion del VHC.

La region 5 no codificadora (5’NC) muestra aproximadamente un 50% de
homologia con la correspondiente region de Restivirus, existen tres regiones de la
poliproteina del VHC que comparten homologias tanto corFlagvirus y Pestivirus
como con otros virus que infectan las plantas, una de estas regiones contiene muchos
residuos en comun con las helicasas codificadas pdflévévirus, los Pestivirusy los
Potyvirusde las plantas, siendo mayor conRestivirus*?

Una segunda regidn contiene secuencias cortas que estan altamente conservadas en
todas las ARN polimesas-ARN dependientes codificadas por virus de ARN Yy la tercera
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region contiene los aminoacidos conservados en las serin-proteasas codificadas por los
Flavivirus y Pestivirus indicando, por tanto, la existencia de una organizacién sithilar.

La poliproteina del VHC comparte muchas otras caracteristicas cblaldgrusy
Pestiviruscomo en su tamafo, ya que es similar en todos ellos (entre 3000 y 4000
aminoacidos y las proteinas estructurales, situadas en el aminoterminal (N-terminal),
comienzan con una proteina de la nucleocapside de caracter basico, por otro lado el
dominio de la replicasa se encuentra en el extremo carboxiterminal (C-terminal) en los tres
géneros de la familidlaviviridae, en cambio, la proteina de la nucleocapside esta situada
en el extremo C-terminal en I&®tyvirusy Carnovirusde las plantas, otra caracteristica es
la hidrofobicidad de las proteinas del VH&avivirus y Pestivirus,la cuales muy similar,
indicando una similitud en la estructura de la proteina y en la organizacion genética a pesar
de la ausencia de una homologia estructural en las secuencias primarias.

En el VHC inmediatamente después del dominio de la nucleocépside, se encuentran
muchos lugares de glicosilacion potencial, lo cual lo asemeja muy cerca ¢@stngrus
y el grado de identidad en las secuencias primarias, tanto a nivel de nucleétidos como de
aminoacidos, es mayor entre el VHC y Restivirus,lo que sugiere una relacién evolutiva
mas cercana que con lefavivirus. Incluso la densidad de las particulas infecciosas del
VHC parece més préxima a |Bestivirusque a losFlavivirus?

Actualmente el VHC es considerado como un virus ARN, de polaridad positiva,
con un genoma de 9,5 Kb, un miembro de la fankilavivirus, de un género separado:
Hepacivirus,cuyo tinico miembro es el VHE.

1.1.3.1.2.3. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA

Existen varias particulas de muy diversos tamafios (entre 30 y 65 nm de diametro)
gue se asocian a la infeccion VHC, en las primeras microfotografias electronicas de
particulas asociadas al VHC mostraban unas esferas de 30 nm de diametro, cuyo tamafo de
asemeja al atribuido en el momento actual a la capside del VHC. Abe y colaboradores
(1989), observaron tanto en sueros humanos como de chimpanceés infectados con VHC,
particulas viricas cuyo tamafio varia entre 36 y 62 nm de diametro, en cuanto a Kato y
Colaboradores (1994), obtuvieron microfotografias de alta resolucion que mostraban
particulas esféricas de 55 a 65 nm de diametro incluidas en el interior de vesiculas
citoplasmicas?

Estudios en gradientes de sacarosa y otros estudios basados en ultracentrifugacion,
mostraron que las particulas asociadas con VHC tienen varias densidades. Los estudios de
Bradley y colaboradores (1991) y de Miyamoto y colaboradores (1992), establecieron la
densidad del VHC, entre 1.08 y 1.11 g/mL, sin embargo se han encontrado fracciones de
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menos densidad (1.05 g/mL) que probablemente corresponden a complejos del virus con la
beta lipoproteina sérica, y otras fracciones de mayor densidad (1.17 g/mL) que parecen
corresponder a inmunocomplejos de virus y anticuerpos, por otra parte mediante el
tratamiento con detergentes no idnicos, se han identificado particulas de 1.25 g/mL que
parecen corresponder a la nucleocépside viral, esta variedad de tamafios se explica por el
hecho de que las particulas observadas incluyen las siguientes formas viricas y estructuras
asociadas: particulas viricas completas, nucleocapsides, viriones unidos a proteinas séricas
como lipoproteinas e inmunoglobulinas, particulas aberrantes, incompletas o parcialmente
descompuestas, vesiculas con VHC en si interior liberadas de células inféctadas.

De los estudios realizados hasta el momento parece deducirse que el VHC tiene un
tamafio de 50 nm, que presenta una envoltura derivada de la célula hospedadora, en las que
se insertan las glicoproteinas virales E1 y E2, la cual dicha estructura explica la sensibilidad
al cloroformo de las particulas infecciosas y los cambios en la densidad de flotacion
después del tratamiento con detergetftes.

Ademés de los lipidos en la superficie del virus se encuentran moléculas de
azucares. Parece ser que las proteinas de la envoltura se glicosilan mediante la union de
manosa en el reticulo endoplasmico de la célula hospedadora, con la posterior adicion de
carbohidratos durante el transito a través del aparato de Golgi, esa cubierta rodea a la
nucleocéapside formada por subunidades proteicas C, la cual contiene el genoma virico.

En la figura 6 se observa la estructura del VHC en donde se muestra la envoltura de
glicoproteinas, la nucleocapside (proteina core) y su material genético (ARN).

Envoltura

Glicoproteinas
envoltura

Figura 6. Modelo de la estructura del virus de la hepatitis €
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1.1.3.1.2.4. ESTRUCTURA GENOMICA

El genoma (ver figura 7) contiene un marco abierto de lectura uUnico de
aproximadamente 3000 aminoéacidos, flanqueado por regiones no traducidas altamente
conservadas, denominadas 5’ y 3'UTR. De las dos, la region 5’ es la mejor conservada, la
gue menos varia, con analogias superiores al 98%, y cuya principal funcion es permitir la
unién del ribosoma de las células hospedadoras al ARN virico en la estructura conocida
como IRES ifiternal ribosome entry sitpé*

5 UTR ORF FUTR
Region estructural Regidn no estructural
(AUG) < d hf‘ g -

5,_| ¢ | B E2 | ns2 NS3 _me NS5 |_

V Traduccion

Poliproteina precursora

¢ Maduracion

C E1 E2 MHS2 MS3 MS4B MNS5A NS5B
p21 gp31 gpid p7  p23 pfO pd p27 p5a pS8
Capside Envuslta Env. proteasa proteasa RMNA po
helizasa RMA dependiente
MTFasa

Figura 7. Representacion esquematica del genoma del VEfC

El marco de lectura presenta dos regiones: una estructural y otra no estructural, la
primera es capaz de codificar las proteinas de la capside (C) y las gp31 y gp70 (E1 y E2) de
la envuelta y entre las regiones E1 y E2 se encuentra la zona denominada HVR1
(hipervariable) que permite al virus su escape del sistema inmunitario y, por lo tanto, su
capacidad de influencia en la aparicion de infecciones persistentes y de fracasos
terapéuticos, la segunda region, no estructural, codifica para toda una serie de enzimas con
accion proteasa, helicasa, ARN-polimerasa dependiente de ARN, etc, que dentro de esa
region, es importante resefar el papel de NS3 y, sobre todo, NS5 por presentar ésta el sitio
de union a la PKR (protein-kinasa) y la zona ISDR (region determinante de la sensibilidad
al interfer6n), ambas implicadas en los fendmenos de variabilidad y resistencia al

tratamientd*
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1.1.3.1.2.4.1. PROTEINAS VIRALES

El genoma del VHC estad constituido por una cadena simple positiva de acido
ribonucleico (ARN) de entre 9,500-10,000 nucledtidos (9.6 kb), que codifica para una
poliproteina de aproximadamente 3,010 aminoacidos y caracterizada por un elevado grado
de heterogeneidad genética y con un marco de lectura visible {ORF).

El genoma estad precedido por una region no codificante 5’UTR de 42 bases,
altamente conservada y resistente a la desnaturalizacion y seguida por una region no
codificante 3'UTR de 27 bases con una secuencia de poli(A) (adenina) en el extfémo 3.

La poliproteina puede ser fragmentada, por calor o proteasas virales, en al menos
nueve proteinas funcionales, la porcion amino terminal forma la proteina estructural (region
5'terminal) y se divide en tres proteinas estructurales (C, E1, E2), mientras que la carboxilo
terminal (region 3'terminal) da lugar a varias enzimas virales y seis proteinas no
estructurales (NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a, NS5b), por lo que el orden y la nomenclatura
de los productos procesados en la proteina precursora del VHC es: NH2-C-E1-NS1/E2-p7-
NS2-NS3-NS4a-NS4b-NS5a-NS5b-COOH. En la Cuadro 5 se muestra la region gendémica
asf como las proteinas codificadas y su porcentaje de variaBiflidad.

Cuadro 5. Regiones genémicas, proteinas y porcentaje de variabilidad

Iniciacion
5’ no codificadora 90 traduccion
replicacién
Necleocapside Proteina de core 81 90 Encapsidacion
Envuelta E1 Glicproteina 56 49 Adherencia celular
EnvueItS7E2, E2- Glicproteina 56 49 Adherencia celular
No esl\}rsugtural Metaloproteina 57 56 Clivaje NS2-NS3
No estructural Serir-proteast Clivaje
NS3 NTPasa ARN 70 80 poliproteina
helicasa Energia
No esl.\'irsu:tural Cofactor proteasa 65 50 Replicacion
No estructural ARN Polimerasa- .
NS5 ADN dependiente 2 & Repllezser
Empaquetad
3’ no codificadora 26 virico
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1.1.3.1.2.5. VARIABILIDAD GENETICA (GENOTIPOS,
SUBTIPOS Y CUASIESPECIES)

De entre los virus de interés en patologia humana, el virus de la hepatitis C es uno
de los virus con un mayor grado de diversidad genética que se han estudiado hasta el
momento y la heterogeneidad genética que presenta puede ser intragenoma, dando lugar a
las cuasiespecies viricas, e intergendémica, que da lugar a los genotipos y subtipos (ver
figura 8)?

Genotipos Subtipos Cuasiespecies
1O~ U
O PO\ Y
U
1P U
L
4 J L
L
s U :
s

Figura 8. Variabilidad genética del Virus de la hepatitis C. Genotipos, Subtipos y
cuasiespecies.

La elevada cinética de replicacion viral y la baja fidelidad de la enzima responsable
de la replicacion (la ARN polimerasa dependiente de ARN) son los dos principales factores
gue explican la elevada variabilidad genética de este virus, el cual tiene una vida media de
2.5 hs en sangre y existe una alta produccién diaria de particulas virdf@se(llos
pacientes con infeccion crénica; la cinética de replicacion viral es, por lo tanto, superior
incluso a la del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), en segundo lugar, la enzima
que se encarga de la replicacién tiene una tasa de error aproximada“de 10
Desgraciadamente no existen modelos experimentales para el cultivo del virus, lo que
dificulta la obtencion de datos aunque, siguiendo el modelo propuesto para el VIH, la
probabilidad de una mutacién puntual sera del orden dey e una mutacién doble de
10™, lo que se traducird en la produccién diaria de aproximadamente 3300 virus distintos
al virus parental y de este modo, sera facil comprender que la poblacion que infecta a un
individuo es una mezcla muy heterogénea de genomas muy relacionados entre si, con una
homologia superior al 98%, y que se denominan cuasiespecies, siendo responsables de la
variabilidad intragenom&.
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Recientemente, un equipo de investigadores ha estimado que el virus parental del
gue se originaron todas las variantes que hoy existen aparecio hace, al menos 2000 afios. Si
aplicamos los datos de cinética de replicacion, de tasa de error de la enzima y de
probabilidades de mutacion, podremos entender como en todos estos afios se han ido
seleccionando variantes tan diversas que alcanzan un grado de diferencias en el acido
nucleico suficiente como para hablar no ya de variantes dentro de un mismo genoma, Sino
de variaciones intergenoma. En efecto, un modelo experimental en chimpancés (tomando
muestras en la fase aguda de la infeccion experimental y en la fase crénica, 8 afios y medio
después) ha demostrado que la tasa de mutacion (secuenciando genomas completos en
ambas muestras) es de aproximadamente 1.44° Xl6tituciones por afio, datos que
apoyan la hipotesis anterior de que la diversidad genética existente en el VHC es el
resultado de la acumulacién de mutaciones durante los Gltimos dos nfitenios.

La variabilidad intergenoma da lugar a los conceptos de genotipo, subtipo y aislado,
en donde se denominan genotipos a aquellos genomas cuyo grado de homologia se
encuentra entre el 66- 69%; se designan con un numero arabigo y, hasta el momento, se han
descrito 6 genotipos mayores y hasta 11 genotipos distintos, dentro de un mismo genotipo,
cuando el grado de homologia se encuentra entre el 77-80% se habla de subtipo; se
designan con una letra, que seguira al nimero que nombra al genotipo; hasta la fecha se han
descrito mas de 100 subtipos distintos y dentro de un mismo subtipo, se denomina aislado a
aguellos genomas en los que el grado de homologia no es superior al 91-95%, en la figura 9
muestra los porcentajes de homologia y la nomenclatura de las variantes d&l VHC.

Categorias  Homologia (%) d
1: genotipo
» Genotipo 66-69 )
« Subtipo 77-80 1a_hevi =, | a: subtipo
» Aislado 91-95
» Cuasiespecies =08 hevi: aislado
=

Figura 9. Homologia y nomenclatura de las variantes del VHE.

Existen pacientes infectados por mas de un genotipo o subtipo, lo que se denomina
infeccion mixta, en un mismo paciente sélo se han descrito por el momento variantes
intragenoma, y no variantes intergenoma, lo que quiere decir que no se ha demostrado el
cambio de genotipo o de subtipo, por lo que segun esto, si tenemos en cuenta la tasa de
mutacién anual del VHC, podemos deducir que para que en un mismo hospedador se
pudiera originar el cambio de subtipo desde el virus parental deberian pasar al menos 50-60
afnos, todo esto puede cambiar en el futuro, si se confirman los datos recientes que
describen el primer caso de recombinacién intergenotipo en ef¥/HC.
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1.1.3.1.3. EPIDEMIOLOGIA

A nivel mundial se estima que existen mas de 170 millones de personas infectadas
de forma crénica por el VHC (ver figura 10), lo que representa alrededor de tres por ciento
de la poblacion mundial, a la vez que se producen de tres a cuatro millones de nuevos
infectados cada afio, la situacion epidemiolédgica varia mucho de unos paises a otros, en
funcion sobre todo de su nivel de desarrollo socioecondmico, por ejemplo en los Estados
Unidos se estima que el numero de portadores es de 2.7 millones de personas en Francia el
numero de portadores se estima en 600,000 y en Italia se aportan cifras de 1, 500,000 de
personas afectadds.

ESTE
OESTE EUROP ESTE ASIA
A 60 M

EaEhUanll' EUROPA 10M
e 3 SUDESTE ASIA
30-35 M

AFRICA
30-40 M

AMERICA DEL SUR

12-15M AUSTRALIA
02 M

Figura 10. Namero de personas infectadas en diferentes zonas geografitas

En Espafia, algunos estudios realizados de base poblacional aportan tasas de
prevalencia del 12.67% de la poblacion, lo que supone de 400,000 a 1, 000,000 personas
infectadas y las cifras se elevan considerablemente en paises de Africa (Egipto), en donde
se han comunicado prevalencias de infeccion superiores al 15% de la poblacién, es muy
dificil conocer las tasas de incidencia real de la enfermedad, dado que puede permanecer
largo tiempo asintomatica, pasando inadvertida y no comunicadndose de forma adecuada los
nuevos caso¥. Alrededor de cuatro millones de estadounidenses tienen el VHC, en los
Estados Unidos, aproximadamente uno de cada 50 latinos estan infectados con el VHC, y
para el 2025 se espera que duplique la poblacién hispana inféctada.

En México las enfermedades hepaticas ocupan el tercer lugar de mortalidad y la
hepatitis se considera ahora un problema importante de salud nacional, sobre todo la
cronicidad que se desarrolla, y en esto la hepatitis C tiene un papel importante, observando
los datos epidemiolégicos del afio 2002 por grupos de edad, la mayor incidencia de la
hepatitis viral tipo C, se encuentra, en 24-44 afos con 597 casos, con mayor numero de
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casos en Baja California Norte (103 casos), esto explica que la infeccion aparece en la
mayoria de los casos después de una transfusiébn sanguinea o por via sexual, en segundo
lugar de la incidencia se encuentra el grupo de edad de 50-59 afios con 222 casos, lo que
también podria confirmar que después de varios afios se presenta la sintomatologia y se
hace manifiesta la enfermedad, segun el boletin epidemiolégico en el afio 2003 se encontrd
un total de 19,942 casos de hepatitis virales y en el 2002 fueron 19,614 casos en total, en
estos se incluyen la hepatitis A y€.

Considerando solo la poblacion femenina del pais, el grupo de edad de mayor
incidencia es el de 50-59 afios con una tasa global de 157, seguido de la edad de 25-44 afios
y en la entidad federativa con mayor numero de casos es el Distrito Federal, seguido del
Estado de México y en cuanto a la poblacion masculina, el grupo de edad de mayor
incidencia se presenta en 45-49 afios, con una tasa de 3.14, seqguido de la edad de 60-64
afos, y la entidad federativa de mayor prevalencia es el estado de Baja California, seguido
por el estado de Chihuahtin el afio 2003 se reportaron 1382 casos de ambos g&heros.

En cuanto a la distribucion mundial de acuerdo a los tipos del VHC (ver figura 11),
los genotipos del 1 al 3 son de distribucion mundial, los subtipos 1a, 1b, 2a/c, 2b y 3a,
representan la mayoria de los subtipos en el norte y sur de América, Australia, Oeste de
Europa y Japon, las areas endémicas del genotipo 1 y 2 son especificos fundamentalmente
en el Oeste, centro y Este de Africa el tipo 4, en la India el tipo 3 y en el Sureste de Asia el
tipo 6, no existiendo un area endémica del genotfjo 5.

Figura 11. Prevalencia de los distintos genotipos del VHC en las diferentes partes del muhdo
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1.1.3.1.4. METODOS DE DIAGNOSTICO

El diagnodstico de laboratorio de la infeccibn por VHC es fundamentalmente
serolégico y se basa en la deteccion de anti-VHC, sin embargo, la determinacion del ARN
viral y la determinacién del genotipo es una importante ayuda diagnostica para aquellos
pacientes susceptibles a ser trat£dos.

Tres métodos utilizados para el diagnostico de la infeccion por el virus de la
hepatitis C son:

1. La deteccibn de anticuerpos dirigidos contra el VHC mediante ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), que es capaz de detectar
inmunoglobulinas dirigidas contra cuatro antigenos del virus (C22-3, C33, C100-3,
C200y°

2. Deteccion de anticuerpos anti-VHC con ensayo recombinante (RIBA), que detecta
anticuerpos dirigidos contra los antigenos C22-3, C33, C100-3 y 511. Sin embargo,
la reaccion soélo es positiva cuando existen dos 0 mas antigenos, si sélo hay una es
indeterminada y con ninguno es negativa, esto hace que la prueba sea altamente
especifica pero con baja sensibilidad.

3. La prueba de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) es la que se utiliza para
confirmar la presencia del VHC, en donde tomando como estandar de oro a dicha
prueba, se ha evaluado que la ELISA tiene una sensibilidad de 93% y especificidad
de 92%; RIBA 86 y 94% respectivamente. Esta técnica es por excelencia la
utilizada para confirmar la presencia del VHC, puesto que dicho virus es un ARN
virus y la PCR amplifica ADN, las secuencias del VHC que van a amplificarse
deben ser previamente transcritas a ADN complementario (ADNc), éste es
posteriormente amplificado mediante PCR, por lo tanto, lo que se utiliza es la
técnica denominada RT-PCR.

Existen varias circunstancias por las que es conveniente utilizar la PCR para amplificacion
del virus en plasma:

1) Periodo de ventana inmunoldgicaEste es el periodo de tiempo que
transcurre entre la adquisicion de la infeccion y el desarrollo de anticuerpos,
este periodo es generalmente de 2 a 6 meses, pero puede llegar a ser mayor,
durante dicho tiempo es posible identificar al virus en sangre mediante PCR
aunque los anticuerpos sean aln negaff/os.

2) Viremia.Los anticuerpos son utiles para el diagnostico del contacto con el
virus, pero no sirve para conocer el estado del portador del virus, ni tampoco
para saber si el paciente cursa con replicacién activa del virus, este tipo de
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informacion puede obtenerse a partir de PCR y es util en el manejo del
paciente bajo terapia con interferdn.

3) Genotipo.Con PCR es posible no sélo detectar el virus en sangre, si ho
también detectar el genotipo viral especifico y cuantificdrlo.

Los ensayos cuantitativos normalmente son capaces de detectar hasta 1,000 copias/mL; sin
embargo, los resultados obtenidos con diferentes ensayos no son intercambiables y los
limites de deteccion varian de un método a otro, en cuanto a los ensayos cualitativos para
ARN de VHC tienen normalmente limites de deteccion menores que los de los métodos
cuantitativos que utilizan la misma técnica de amplificacion, son menos costos y mas utiles
para detectar la presencia o ausencia de infe&tion.

1.1.3.1.4.1. DETECCION DE GENOTIPOS

Las técnicas que permiten establecer la variante de VHC se pueden clasificar en
moleculares, que determinan el genotipo, y serolégicas, que determinan el serotipo, para
determinar el genotipo del VHC la técnica de referencia es la secuenciacion de acidos
nucleicos y el posterior analisis filogenético de la secuencia obtenida, dentro de los
métodos basados en el uso de la PCR puede utilizar cebadores o “Primers” tipo especificos
diseflados para unirse a secuencias definidas de un determinado genotipo y que, por lo
tanto, no amplifica secuencias de otros tife$, ADN amplificado de manera no selectiva
se puede analizar mediante secuenciacion directa, clivaje con enzimas de restriccion y
electroforesis de los fragmentos de ADN (RFLP) o mediante ensayos de hibridacion con
sondas especificas.

Se pueden estudiar varias regiones del genoma de VHC (NS5b, E1, core) ya que
aqui es donde se pueden localizar con mayor exactitud las diferencias que caracterizan a los
distintos genotipos y subtipos; sin embargo, la elevada variabilidad genética que caracteriza
a esta region del genoma condiciona que los protocolos de amplificacion para la posterior
secuenciacion sean extremadamente complejos, incluyendo la amplificacion por separado
de cada uno de los genotipos, por lo tanto, la secuenciacion de esta zona del genoma esta,
por el momento, restringida a determinados laboratorios de investigacion especializada en
el VHC, por dicha razon, para utilizar las técnicas moleculares para la deteccion de
genotipos, generalmente se recurre a la amplificacion de una parte del genoma mucho mas
conservada, la region 5 no codificante o region 5’UTR, ademas la utilizacion de esta
region como base para la determinacion del genotipo presenta una ventaja adicional: sirve
el amplificado que se obtiene para la determinacion de ARN-VHC (cualitativa o
cuantitativa) que se esté usando de rutina en el laboratorio ya que la mayoria de estos
ensayos amplifican dicha regi6h.

24



Las técnicas moleculares comerciales que se pueden emplear en el laboratorio son
basicamente dos: INNO-LIPA® HCV Il y Truprep® HCV 5’'NC Genotyping Kit (ambos
de Bayer Diagnostics), el primero es un ensayo basado en la hibridacion inversa: una vez
obtenido el amplificado de la region 5’UTR, este se desnaturaliza y se enfrenta a una tira de
nitrocelulosa que contiene sondas que permiten la hibridaciéon del producto de
amplificacion, dichas sondas son especificas de genotipo/subtipo, el producto de la
hibridacion se somete posteriormente a un revelado de tipo inmunoenzimatico, en donde
todo el proceso queda automatizado, y finalmente se interpreta la tira comparandola con un
patron que proporciona la casa comercial, el procedimiento y los patrones de interpretacion
se resumen en la figura 12.
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Figura 12. Fundamento e interpretacién del INNO-LIPA® HCV 1%

Truprep® HCV 5’'NC Genotyping Kit se basa en la secuenciacion bidireccional del
producto de amplificacién de la region 5’UTR, para ello se necesita purificar el producto de
amplificacion, y secuenciarlo mediante el empleo de cebadores marcados con distintos
fluoréforos (sintesis direccion 3) y (sintesis direccién 5’), y dideoxi-terminadores (ddATP,
ddCTP, ddGTP y ddTTP), en donde para cada muestra se requieren 4 reacciones de
secuenciacion para determinar en cada una la secuencia de A, C, G y T que al final un
software de interpretacion alinea las secuencias con las de referencia y establece un informe
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gue indica el genotipo, subtipo y aislado con el que muestra una mayor homologia, en esta
técnica se secuencia un fragmento de 183 bases, de las que 66 son responsables de las
diferencias entre genotipos/subtipos/aislados y en el resto de las posiciones no existen
diferencias entre los genotipos ya que, como sabemos, la regibn que se secuencia es
altamente conservada, dicha técnica es de mayor complejidad que la citada con
anterioridadf®

Ambas técnicas comerciales muestran una muy buena correlacion para la
determinacion del genotipo y subtipo de VHC, pero hay que destacar que ninguna
demuestra una eficacia superior al 80% para la estimacion del subtipo, aunque de menor
difusion, la PCR especifica de tipo y el estudio del polimorfismo de los fragmentos de
restriccion del producto de amplificacion (PCR-RFLP), que hasta hace poco se consideraba
como la técnica de referencia, también se pueden utilizar para la determinacion de
genotipos, aunque actualmente se usan en pocos laboratorios debido a que es dificil
incorporarlas al trabajo habitual del laboratorio de diagnéstico.

Como alternativa a los métodos moleculares se han propuesto diversos sistemas
para la determinacion del serotipo infectante, pero estos sistemas no se han propuesto, en
gran parte debido a la pobre especificidad para la discriminaciéon de la mayoria de los
subtipos, a la falta de sensibilidad (més del 20 % de las muestras no son tipables), y a
problemas de reactividad cruzada entre genotipos, lo que origina gran nimero de resultados
discordantes, ademas mediante estas técnicas se detectan con mayor frecuencia infecciones
mixtas?®

Mediante métodos moleculares podemos estudiar las cuasiespecies virales, para
ello, no existen técnicas comerciales y los meétodos de laboratorio son laboriosos y
complejos, por lo que la mejor aproximacion a este estudio consiste en amplificar la region
hipervariable (E2) y clonar el producto de PCR, para posteriormente secuenciar un namero
suficiente de clones (generalmente se acepta el 10%) y establecer el nimero de secuencias
diferentes, que corresponderan al nimero de cuasiespecies (mayoritarias) presentes en la
muestra, ya que dicha técnica es extremadamente compleja, se recurre a métodos de
relativa menor complejidad, que se basan en la amplificacion de la region hipervariable
para posteriormente evaluar el nUmero de cuasiespecies presentes en la muestra mediante
SSCP (single stranded conformation polymorphism) o HA (heteroduplex an&lysis).

Cabe mencionar que actualmente existe gran variedad de métodos alternativos
comercializados, pero ninguno identifica al 100% los genotfpos.
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2. JUSTIFICACION

De entre los virus de interés en la patologia humana, el Virus de la Hepatitis C (VHC)
es un miembro de la famili@avivirus, de un género separaddéepacivirus, siendo este el
unico que lo conforma, es un virus envuelto con un tamafio de 30 a 60 nm de diametro,
posee un genoma de ARN de cadena sencilla con 9,600 nucleétidos que codifica una
proteina que oscila entre 3,037-3,808 aminoacidos.

El VHC es un virus genéticamente estudiado hasta el momento y su caracteristica de
acuerdo a namerosos aislamientos y su analisis filogenético es su variabilidad genética:
genotipos, subtipos y cuasiespecies, dicha variabilidad genética tiene importantes
implicaciones tanto clinicas (patogenicidad, diagndstico y resistencia al tratamiento) como
epidemioldgicas, lo que dificulta el desarrollo de vacunas, asi como la falta de respuesta al
tratamiento.

El genotipo del VHC es un factor con significacion estadistica propia e
independiente de otros factores (carga viral periférica o dafio hepatico previo) de Respuesta
Virologica Mantenida (RVM) al tratamiento antiviral (interferon estandar o pegilado en
monoterapia 0 en combinacion con ribavirina), la tasa de RVM es dos a tres veces mayor
en pacientes infectados por los genotipos 2 y 3 que en los infectados por el genotipo 1. Por
otra parte se ha observado que de acuerdo al genotipo algunos pacientes muestran patrones
de replicacion significativamente diferentes que otros y aquellos con mayor viremia son los
gue fueron contagiados por medio de transfusién y responden menos a terapia con
interferén, de igual manera dependiendo de la heterogeneidad genética es la exposicion a la
terapia (24 semanas en los genotipos 2 y 3, y 48 semanas en el genotipo 1), también se
conoce que el genotipo viral puede estar relacionado con la evolucion de la hepatopatia y
gue la distribucion de los genotipos virales varia en diferentes areas geograficas.

En este sentido, el método de referencia para la tipificacion del virus es la
secuenciacion completa del genoma, es decir, la determinacién del genotipo, sin embargo
esto no es tan sencillo debido a la variabilidad genética del virus, por lo que es necesario
seleccionar una region que no varie entre un genotipo y otro (Region altamente conservada)
para su posterior secuenciacion.

Por lo anterior nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion ¢La
determinacion del genotipo del VHC sera de utilidad para predecir el curso clinico, asi
como progresion del dafio hepatico o la respuesta al tratamiento?
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3. OBJETIVOS
3.1. Generales

= Establecer un método confiable para poder determinar el genotipo del virus de la
hepatitis C (VHC), empleando técnicas de Biologia Molecular, asi como la
estandarizacion del método.

3.2. Particulares

Desarrollar las fases para obtener la secuenciacion genémica del VHC.

» Determinar la region de amplificacion del genoma vy realizar el alineamiento de los
diferentes genotipos del VHC.

» Disefar los cebadores (Primers) necesarios para la amplificacion y secuenciacion.

» Estandarizar las condiciones éptimas de amplificacion y secuenciacion.

4. HIPOTESIS

El método de referencia para la determinaciéon del genotipo del VHC es la
secuenciacion de acidos nucleicos (se pueden estudiar varias regiones del genoma), sin
embargo, la variabilidad genética que existe en las regiones del genoma condiciona los
protocolos de amplificacion para la posterior secuenciacién dependiendo de la regién
seleccionada, por lo tanto, con la seleccion de la region altamente conservada, es decir, una
zona que no varie mucho entre uno y otro genotipo; disefiando los Primers especificos para
la misma y las condiciones Optimas de amplificacién para la posterior secuenciacién sera
posible determinar el genotipo del VHC en cada paciente, y asi ayudar a predecir el curso
clinico, progresion del dafio hepatico o la respuesta al tratamiento.
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5. MATERIAL Y EQUIPO

5.1. General

Gradilla para tubos eppendorf

Micropipetas (10, 100 y 1000 pL)

Puntas para micropipetas (10, 100 Y 1000 uL)

Vortex (VELP® Scientifica)

Microcentrifuga (Beckman Coulter™: Microcentrifuge® 22R Centrifuge)

H,O desionizada y libre de DNAsas y RNAsas (GIBCO: UltraPure
Destilled, DNAse, RNAse free (Molecular Biology Grade))

5.2. Particular

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

Disefio de Primers
Computadora
Software MultiAlin (http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html)

Software Primer3Plus

Extraccion de ARN

Muestras positivas a VHC.

Campana de extraccion.

Kit de purificacion de RNA (QIAGEN: QIAamp® Ultrasens™ Virus Kit).

RT-PCR
Termociclador (Corbett Research CG1-96)

Enzima (Invitrogen: SuperScript™ Il Platinium® One-Step Quantitative
RT-PCR System).

Primers (sintetizados por Applied Biosystems)
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5.2.4.

Determinacion de la calidad del RT-PCR y purificacion del producto de

PCR

5.2.5.

5.2.6.

Céamara de Electroforesis (Life Technologies™: GIBCO BRL Horizontal
Gel Electrophoresis Apparatus)

Fuente de Poder (Life Technologies™: GIBCO BRL Electrophores)
Agarosa (Invitogen: UltraPure™ Agarose)

Buffer TAE (Invitrogen: UltraPure™ 10X TAE Buffer)

Bromuro de Etidio (Invitrogen: Ethidium Bromide Solution)

Enzima para purificar productos de PCR (USB®:ExoSAP-IT®)
Software Kodak 1D v3.6.

Sistema Analizador de Imagen (Kodak)

Secuenciacion
Termociclador (Corbett Research CG1-96)
Analizador Genético (Applied Biosystem: 3130 Genetic Analizer)

DNTPs (Applied Biosystems: BigDye® Termninator v1.1. Cycle
Sequencing Kit)

Kit de purificacion de Reacciones de secuenciacion (QIAGEN: DyeEx™ 2.0
Spin Kit)

Primers (sintetizados por Applied Biosystems)

Recursos empleados para el analisis de resultados
Computadora
Software DNA Sequencing Analisis v5.1

Software SeqScape® v2.5.
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6. METODO

6.1. Obtencién de la secuencia gendémica del VHC, andlisis bioinformético y
disefio de los Primers para amplificacion y secuenciacion

Las secuencias genomicas de los tipos virales seleccionados del VHC a obtener
fueron los genotipos y subtipos 1a, 1b, 2a/c, 2b, 3a, 4, 5 y 6. La seleccion de estos tipos
virales fue con base en los reportados bibliograficamente de acuerdo a los mas comunes.

Se obtuvo la secuencia genomica del VHC de cada genotipo de ARMORED
TECHNOLOGY™: ARMORED RNA® de los genotipos 1a, 1b, 2a/c, 2b y 3a de acuerdo a
su inserto de cada genotipo; y de GenBank 4, 5y 6.

Una vez teniendo las respectivas secuencias del genoma se realizo el alineamiento
de las secuencias nucleotidicas de los diferentes genotipos del VHC con el Software
MultiAlin  (http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html), se buscd la regidbn mas
conservada de las secuencias, una vez determinada la region mas conservada se reanalizo
con el mismo software de alineamiento pero especificamente de esta region 5’UTR (Region
no Traducible) y como resultado de este analisisdisefiaron los Primers para la
amplificacion y la secuenciacion empleando el SoftiRrimer3Plus especificamente de la
region mencionada.

Ya disefiados los primers por medio del software mencionado se procedi6 a realizar
una comparacion de estos primers en el banco de genes (GenBank, www.ncbi.nlm.nih.gov)
mediante el programa computacional BLAST (http.//www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/), para
verificar que so6lo se alineaban con el genoma del VHC y sus respectivos genotipos.

Por ultimo se solicito la sintesis de los mismos con Applied Biosystems (AB).

6.2. Extraccion de ARN

Se obtuvieron 10 muestras de pacientes positivos al VHC, las cuales previamente
fueron genotipificadas en Specialty Laboratories; de igual manera de los genotipos
ARMORED RNA®.

El ARN se aislo a partir de plasma para cada muestra positiva a VHC de cada
paciente provenientes de diferentes zonas de la Ciudad de México, Estado de México y
otras, las cuales llegaron a los laboratorios Carpermor S.A de C.V., durante el afio 2008 y
principios del 2009 para solicitar la determinacion del genotipo del VHC. De igual manera
se aisl6 el ARN de las muestras provenientes de ARMORED TECHNOLOGY™:
ARMORED RNA® con los genotipos 1a, 1b, 2al/c, 2b y 3a. Para la extraccion, se empleo
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el Kit de purificacion de ARN Y ADN; QIAGEN: QlAamp® Ultrasens™ Virus Kit con
algunas modificaciones respecto al protocolo de dicho kit como se describe a continuacion:

Medir 500 pL de agua y 500 pL de plasma en un tubo para microcentrifuga de 2 mL
limpio y estéril. Afadir 800 pL de buffer AC y 6 uL de solucién acarreadora de ARN.
Cerrar el tubo y mezclar por inversiones del tubo y posteriormente mezclar por vortex
durante 10 segundos. Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Transcurrido el
tiempo centrifugar a 1500 X g durante 4 minutos. Remover y desechar completamente el
sobrenadante con ayuda de una pipeta pasteur con punta capilar. Mezclar por vortex
durante 10 segundos para poder disgregar un poco la pastilla. Adicionar 300 puL de buffer
AR precalentado a 60°C y 20 uL de Proteinasa K. Mezclar por vortex hasta disolver
completamente la pastilla. Incubar en bafio seco durante 10 minutos a 40 °C +/- 2°C.
Centrifugar brevemente para remover las burbujas. Aiadir 300 uL de buffer AB y mezclar
por vortex durante 15 segundos y centrifugar brevemente para remover las burbujas que se
encuentren en el tubo. Transferir todo el lisado (aproximadamente 700 pL) en una columna
QIAamp Spin y centrifugar a 4000 X g durante 1 minuto. Colocar en un nuevo tubo
colector la columna, adicionar cuidadosamente 500 pL de buffer AW1 y centrifugar a
6000 X g durante 1 minuto. Colocar nuevamente en un tubo colector la columna, adicionar
500 pL de buffer AW2 y centrifugar a 20,000 X g durante 3 minutos. Cambiar
cuidadosamente la columna a un tubo limpio y estéril para microcentrifuga de 1.5 mL.
Realizar dos elusiones, cada una con 50 pL de buffer AVE y centrifugar a 6000 X g
durante 1minuto.

El procedimiento anterior fue realizado por cada muestra y por cada genotipo de
ARMORED TECHNOLOGY™: ARMORED RNA®.

6.3. RT-PCR

Para poder obtener el ADNc y posteriormente la amplificacion se realiz6 una
variante de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la cual es la RT-PCR, en donde
se obtienen ambos procedimientos en un soOlo paso, es decir la obtencion de ADNc
(Transcripcion reversa) y al mismo tiempo la amplificacion del mismo.

La composicion de la mezcla y las condiciones de amplificacion para la region
5'UTR se determinaron a partir de las condiciones estandar para PCR y de la temperatura
de alineamiento de cada primer.

En todas las reacciones de RT-PCR se utilizaron 5 pL del extracto de ARN, 1 U de
Invitrogen: SuperScript™ Il Platinium® One-Step Quantitative RT-PCR System, 25 L
de Buffer 2X, 0.5 uM de cada Primer tanto Forward como Reverse y completando con
Agua hasta obtener un volumen final de 50 puL por cada reaccion. ElI Programa utilizado
para poder obtener el ADNc, consistio de 1 ciclo de 25 minutos a 42°C, 1ciclo de 2 minutos
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a 95°C, 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 1 minuto a 55 °C y 1 minuto a 60°C, por ultimo
un HOLD a 4°C. Las reacciones de RT-PCR se llevaron a cabo en un Termociclador
(Corbett Research CG1-96).

6.4. Determinacion de la calidad del RT-PCR y purificacion del producto de PCR.

Una vez realizada la amplificacion los productos fueron resueltos por electroforesis
en geles de agarosa al 2% (2 g de Agarosa en 100 mL de agua) coloreados con 3 pL de
Bromuro de Etidio (10mg/mL) en una solucion amortiguadora de TAE 1X (400 mM Tris
acetato y 1 mM de EDTA) pH 8.3, y se corrid en una camara de electroforesis horizontal
(Life Technologies™: GIBCO BRL Horizontal Gel Electrophoresis Apparatus) a 100 Volts
por 50 minutos usando una fuente de poder (Life Technologies™: GIBCO BRL
Electrophores). Fueron irradiados con luz UV y analizados por el sistema analizador de
imagen (Kodak) con el Software Kodak 1D v3.6.

Para purificar los productos de PCR se utilizé una enzima (USB®:ExoSAP-IT®), la
cual es utilizada para purificar reacciones de PCR. El protocolo se describe a continuacion:

Adicionar directamente a cada producto de RT-PCR 3 pL de la enzima
(directamente en el tubo de PCR) e inecubaen un termociclador
(Corbett Research CG1-96), de la siguiente manera; 1 ciclo de 25 minutos a 37°C y un
altimo de 15 minutos a 80°C.

6.5. Secuenciacion y purificacion de los productos

La secuenciacion se llevo a cabo de acuerdo al protocolo de BigDye® Termninator
v1.1., con algunas modificaciones respecto al ciclado.

En todas las reacciones de Secuenciacion se utilizo de 3 a 9 ng del producto de
RT-PCR purificado, 2 pL de Big Dye v1.1, 3 pL de Buffer 5X, 2 uM de Primer y agua para
obtener un volumen final de 20 pL. La mezcla de reaccion anterior fue a % de Big Dye
segun el protocolo de BigDye® Termninator v1.1. Se realiz6 para cada muestra lo anterior
tanto con el primer Forward como Reverse, una reaccién por cada primer. El programa
utilizado consistié de 1 ciclo de 1 minuto a 96°C, 30 ciclos de 20 segundos a 96°C, 30
segundos a 50°C y 2 minutos a 60°C, por ultimo un HOLD a 4°C. La reaccién se llevo a
cabo en un Termociclador (Corbett Research CG1-96).

Los productos de las reacciones fueron purificadas con el kit de purificacién de
reacciones de secuenciacion QIAGEN: DyeEx™ 2.0 Spin Kit, de acuerdo al protocolo del
mismo.
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6.6. Recursos empleados para el analisis de resultados

Los resultados de la secuenciacion por cada muestra fue analizada con el Software
DNA Sequencing Analisis v5.1, una vez analizada y observada de acuerdo si se obtuvo una
secuencia de calidad, se reanalizé con el Software SeqScape® v2.5 y asi obtener el
genotipo de cada muestra.

En la figura 13 se muestra el procedimiento efectuado para poder obtener el
genotipo del VHC, en donde se observan los pasos que se siguieron para poder llegar a la
obtencion del genotipo del virus.

Obtencién de la secuencia nucleotidica
de la regiéon 5’UTR por cada genotipo
(1a, 1b, 2alc, 2b, 3a, 4,5y 6)

Alineamiento de las secuencias de cada
genotipo, disefio de primers y solicitud
de su sintesis

v
Extraccion de ARN
v
RT-PCR
L v
Purificacion del producto de RT-PCR

v
Secuenciacion

v
Obtencion del genotipo

Figura 13. Resumen del procedimiento para obtener el genotipo del
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7. RESULTADOS
7.1. Regién de amplificacion y secuenciacion (5’'UTR)

Para la seleccion de la regidn a amplificar se realizo todo el procedimiento antes
mencionado en el procedimiento, desde la obtencion de la secuencia del genoma del VHC
de cada genotipo y de ahi la realizacion del alineamiento para asi poder obtener la region en
la cual los genotipos a determinar en dicho estudio de acuerdo a lo reportado
bibliograficamente con respecto a la epidemiologia, es decir, en cuanto a mayor incidencia
en el territorio del continente americano y particularmente en nuestro pais, no variara
mucho entre uno y otro (regidbn mas conservada del genoma).

La region seleccionada fue la 5’UTR o también denominada region no codificante,
la cual estd comprendida entre los nucleotidos 1-342 esto es aproximadamente porque en
realidad entre cada genotipo varia un poco dependiendo de cual se esté hablando. Esta
region es altamente conservada como efectivamente se demostr6 con el analisis
bioinformatico realizado, el porcentaje de similitud entre aislamientos del mismo grupo es
de aproximadamente del 98% y entre aislamientos de diferentes grupos del 93% y esta
implicada en la regulacion de la replicacion del genoma viral o en la expresion de los
genes.

A continuacion en la figura 14 se muestra la secuencia genomica obtenida del
GenBank para el VHC, especificamente de la region 5’'UTR, la cual va del nucleotido
namero 1 al 342.

GCCAGCCCCCTGATGGGGGCGACACTCCACCATGAATCACTCCCCTGTGAGG
ACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGT
CAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGT
GAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCGCTC
AATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTG
GGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGA
GAGGTCTCGTAGACCGTGCACCA

Figura 14. Secuencia nucletidica de la regién 5’UTR. La secuencia de nucleétidos va desde el
numero 1 hasta el 342, los cuales representan aproximadamente la regién entre los diferentes
genotipos.
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7.2. Secuencias nucleotidicas de los diferentes genotipos.

Las secuencias nucleotidicas (figura 15) de cada genotipo particularmente de la
region 5’UTR como se ha mencionado se obtuvieron de ARMORED TECHNOLOGY ™:
ARMORED RNA® para los tipos 1la (Cat. No. 42004), 1b (Cat. No. 42006), 2a/c (Cat. No.
42008), 2b (Cat. No. 42010) y 3a (Cat. No. 42012)); y del GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) para los tipos 4 (VHC_Y11604), 5 (VHC_ 9826) y 6
(NC_009827) especificamente.

>la
CTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTATA
AGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAAT
CGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCA
ATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCG(
GAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGGAGGTCTCGTA
GACCGTGCACCATGAGCACGAATCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAACGTAACACCA
ACCGTCGCCCACAGGACGTCAAGTTCCCGGGTGGCGGTCAGATC

>1b
CTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTAT(
AGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAA(
CGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCA
ATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCG(
GAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGGAGGTCTCGTA
GACCGTGCACCATGAGCACGAATCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAACGTAACACCA
ACCGCCGCCCACAGGACGTCAAGTTCCCGGGCGTTGTTCAGATC

>2alc
CTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTAT(
AGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAA(Q
CGGTGAGTACACCGGAATTGCCGGGAAGACTGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCT
ATGCCCGGCCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTG(
GAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTACCCCGGGAGGTCTCGTA
GACCGTGCACCATGAGCACAAATCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAAAGAAACACAA
ACCGTCGCCCACAAGACGTTAAGTTTCCGGGCGGCGGCCAGATC

>2b
CTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTAT(
AGTGTCGTACAGCCTCCAGGECCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAAC
CGGTGAGTACACCGGAATTCCCGGAAAGACTGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTA
TGTCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGA
AAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTACGTAGGGAGGTCTCGTAGA
CCGTGCCATCCATGAGCACCAAATCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAAAGAAACACA
AACCGCCGCCCACAGGACGTTAAGTTCCCGGGTGGCGGTCAGATC
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>3a
CTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTAC(
AGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAA(
CGGTGAGTACACCGGAATCGCTGGGGTGACCGGGTCCTTTCTTGGAGCAACCCGCTCA
ATACCCAGAAATTTGGGCGTGCCCCCGCGAGATCACTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCG(C
GAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGGAGGTCTCGTA
GACCGTGCAACATGAGCACACTTCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAAAGAAACACCAT
CCGTCGCCCACAGGACGTCAAGTTCCCGGGTGGCGGACAGATC

>4
CTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTAT(
AGTGTTGTACAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTTCGGAACQ
CGGTGAGTACACCGGAATCGCCGGGATGACCGGGTCCTTTCTTGGATTAACCCGCTCA
ATGCCCGGAAATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCG(
GAAAGGCCTTGCGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGGAGGTCTCGTA
GACCGTGCACCATGAGCACGAATCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAACGTAACACCA
ACCGCCGCCCAATGGACGTTAAGTTCCCGGGTGGTGGCCAGATC

>5
CTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTAT(
AGTGTCGAACAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACL
CGGTGAGTACACCGGAATTGCCGGGATGACCGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCGCTCA
ATGCCCGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCG(
GAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGGAGGTCTCGTA
GACCGTGCACCATGAGCACGAATCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAAAGAAACACCA
ACCGCCGCCCACAGGACGTCAAGTTCCCGGGCGGTGGTCAGATC

>6
CTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTAT
GAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTAGTCTGCGGAM
CCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCCATTGGATCAAACCCG
CTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGG(H
TTGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGGAGGTCTC
GTAGACCGTGCAACATGAGCACACTTCCTAAACCTCAAAGAAAAACCAAAAGAAACA
CCAACCGTCGCCCAATGGACGTCAAGTTCCCGGGCGGCGGCCAGATC

Figura 15. Secuencias nucleotidicas de los diferentes genotipos. Se muestra la secuencia
completa de la regi6on 5’UTR, la cual se encuentra subrayada, mientras que la parte no
subrayada corresponde a la parte inicial de la regién de la nucleocépside o regién core. Las
secuencias esquematizadas corresponden del nucleédtido 40 al 432, correspondiendo
especificamente de la region 5’'UTR.
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7.3. Andlisis del alineamiento de las secuencias nucleotidicas de los distintos
genotipos.

1 10 20 30 40 h0 60 10 80 90 100 110 120 130

| + + + + + + + + + + + + |

la CTCCCCTGTGAGGARCTACTGTCTTCACGCAGARAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGRAGAGCCATAGTRGTC TGCGRAACCRGTGAGTACACC
1b CTCCCCTGTGAGGARCTACTGTCTTCACGCAGARAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTRCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGRGAGAGCCATAGTRATCTRCGGARCCGGTGAGTACACT

5 CTCCCCTGTGAGGARCTACTGTCTTCACGCAGARAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGARCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGRGAGAGCCATAGTGATCTRCGRARCCGGTGAGTACACT

d CTCCCCTGTGAGGARCTACTGTCTTCACGCAGARAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTTGTACAGCCTCCAGRACCCCCCCTCCCGRGAGAGCCATAGTGRTCTTCRGARCCGGTGAGTACACT

6 CTCCCCTGTGAGGARCTACTGTCTTCACGCAGARAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCRTGCAGCCTCCAGRCCCCCCCCTCCCGRGAGAGCCATAGTAGTCTRCGGARCCGGTGAGTACACT

Ja CTCCCCTGTGAGGARCTACTGTCTTCACGCAGARAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTACGAGTGTCGTRCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGRGAGAGCCATAGTRATCTRCGGAACCGGTGAGTACACT
2a/c CTCCCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCAGARAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGAEAGAGCCATAGTRGTCTRCGGARCCGGTGAGTACACT
eb CTCCCCTGTGAGGARCTACTGTCTTCACGCAGARAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGRCCCCCCCCTCCCGRGAGAGCCATAGTRATCTRCGGAACCGGTGAGTACACT
Conzensus CTCCCCTGTGAGGARCTACTGTCTTCACGCAGARAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGTALGAGTGTeGLACAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCAGGAGRGCCATAGTGTCTeCGRARCCGGTGAGTACACE

1 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260

| + + + + + + + + + + + + |

1a GGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTC-~TTGGATCAA-CCCGCTCARTGCCTGGAGAT TTGRGCGTGCCCCCRCARGACTRCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAARGGCCTTRTRGTACTGCCTGA
1b GGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTC-~TTGGATCAA-CCCGCTCARTGCCTGGAGATTTGRGCGTGCCCCCACGAGACTRCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAARGGCCTTRTRGTACTGCCTGA

5 GGAATTGCCGGGATGACCGGRTCCTTTC--TTGGATARA-CCCGCTCARTGCCCGRAGATTTGRECGTGCCCCCGLGAGACTRCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAARGGCCTTGTRGTACTGCCTGA

4 GGAATCGCCGGGATGACCGGRTCCTTTC--TTGGATTAR-CCCGCTCARTGCCCGRAART TTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTRCTAGCCGAGTAGTGT TGGGTCGCGAARGGCCTTGCGGTACTGCCTGA

6 GGAATTGCCAGGACGACCGGRTCCTTTCCATTGGATCAAACCCGCTCARTGCCTGEAGATTTGEGCATGCCCCCACARGACTRCTAGCCGAGTAGCGTTGGATTGCGARAGGCCTTGTRGTACTGCCTGA

Ja GGAATCGCTGGRRTGACCGGGTCCTTTC-~TTGGAGCAA-CCCGCTCARTACCCAGAART TTGRGCGTGCCCCCRCGAGATCACTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAARGGCCTTGTRGTACTGCCTGA
2afc  GGAATTGCCGGGARGACTGGGTCCTTTC--TTGGATARA-CCCACTCTATGCCCGGCCATTTGGGCGTRCCCCCGCARGACTGCTAGCCGAGTAGCGT TRGGTTGCGAARGGCCTTGTGRTACTGCCTGA
2b GGAATTCCCGGARAGACTGGGTCCTTTC-~TTGGATARA-CCCACTCTATGTCCGGTCATTTGRGCGTGCCCCCRCARGACTRCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAARGGCCTTGTRGTACTGCCTGA
Consensus  GGAATL¢Ccgga,GACCGGRTCCTTTC, , TTGGAE., AR, CCCeCTCaRTgclegba, ATTTGRGCATGCCCCCALaAGACL eCTAGCCGAGTAGE GTTGGGTcGCGAAAGGCCTTGLGGTACTGCCTGA

261 27 280 290 300 310 320 330 30 350 360 3 380 390

| + + + + + + + + + + + + |

la TAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGRGAGGTCTCGTAGACCGTGCA--CCATGAGCAC-GARTCCTARRCC TCARRGARRRACCARACGTARCACCARCCGTCGCCCACAGGACGTCARGTTCCCGRGTGGCG
1b TAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGRGAGGTCTCGTAGACCGTGCA--CCATGAGCAC-GARTCCTARACC TCARAGARARACCARACGTARCACCARCCGCCGCCCACAGGACGTCARGTTCCCGRGCGTTG

5 TAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGRAGGTCTCGTAGACCGTGCA-~CCATGAGCAC-GARTCCTARRCC TCARAGARRRACCARARAGARACACCARCCGCCGCCCACAGGACGTCARGT TCCCGRGCGGTG

d TAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGGAGGTCTCGTAGACCGTGCA=-CCATGAGCAC-GARTCCTARRCCTCARAGARARACCARACGTARCACCARCCGCCGCCCARTGGACGTTARGTTCCCGRGTGGTG

6 TAGGGTGCTTGCGAGTGCCCCGGRAGGTCTCGTAGACCGTGCA--ACATGAGCAC-ACTTCCTARRCC TCARAGARRRACCARAAGARACACCARCCGTCGCCCARTGGACGTCARGT TCCCGRGCGGCG

Ja TAGGETGCTTGCGAGTGCCCCGRGAGGTCTCGTAGACCGTGCA--ACATGAGCAC-ACTTCCTARACC TCARRGARARACCARAAGARACACCATCCGTCGCCCACAGGACGTCARGTTCCCGRGTGGCG
2a/c  TRAGGGTGCTTGCGAGTACCCCGGGAGGTCTCRTAGACCRTGCA--CCATGAGCAC-ARATCCTARACCTCARAGARARACCARAAGARACACARACCGTCGCCCACARGACGTTARGTTTCCGRGCGGCG
2b TAGGRTGCTTGCGAGTACGTAGGGAGGTCTCGTAGACCGTGCCATCCATGAGCACCARATCCTARACC TCARAGARARACCARAAGARACACARACCGCCGCCCACAGGACGTTARGTTCCCGRGTGGCG
Consensus TAGBGTGCTTGCGAGT2CecchGGAGRTCTCRTAGACCGTGCA, ,cCATGAGCAC, aaaTCCTARACCTCAARGAAARACCARAaGaAACACcAACCGLCGCCCAcagGACGTCARGT TeCCGGEEGGeG

391 398

la GTCAGATC

1b  TTCAGATC

5 GTCAGATC

4 GCCAGATC

6 GCCAGATC

Ja GACAGATC

2afc GCCAGATC

¢b  GTCAGATC
Conzensus G,CAGATC

Figura 16. Alineamiento de las secuencias de nucle6tidos de la region 5’'UTR de los diferentes
genotipos y la parte inicial de la region de la nucleocapside o regién core. Las secuencias
esquematizadas corresponden del nucleétido 40 al 432, pertenecientes especificamente de la
region 5'UTR, en donde el marcado con numero 1 en la figura indica al 40 y asi
respectivamente. Los nucleétidos marcados con color rojo corresponden a la similitud entre
los diferentes genotipos, las azules y negras a las diferencias, en donde las azules a su vez
demuestran la similitud en la mayoria y las negras en la minoria, mientras que donde se
localizan lineas significa una insercion de nucleétidos con respecto a los demas genotipos.
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7.4. RT-PCR

La estandarizacion del RT-PCR, como se menciono anteriormente se realizé de
acuerdo a las condiciones estandar del PCR y de la temperatura de alineamiento de cada
primer tanto Forward y Reverse. En el cuadro 6 se muestran algunas de sus caracteristicas
de cada primer utilizado, asi como el nombre asignado por el laboratorio.

Cuadro 6. Caracteristicas de los Primers Forward y Reverse para RT-PCR

LONGITUD SECUENCIA DE
PRIMER Tm (° % <
(Pb) m () GC (%) NUCLEOTIDOS
Forward
20 60.3 55 5-CCCTGTGAGGAACTACTGTC-3’
(HCV21F)
Reverse
2 4 5 -ACTCGCAAGCACCCTATCAG-3’
(HCVR) 0 59 50

Con los primers mencionados y especificos para la amplificacion de la region
5'UTR se obtuvo un producto de 270 pb, el cual se verifico y determino su calidad por
medio de una electroforesis utilizando un gel de agarosa a las condiciones ya mencionadas
(figura 17 y 18).

369 ph
246 pb
123 p

Ladder N la 1b 2alc 2b 3a

Figura 17. Producto de RT-PCR. Amplificado del RT-PCR en un corrimiento electroforético

en gel de agarosa al 2 %. Se observa el amplificado de diferentes muestras, los cuales
corresponden en todos los casos a un fragmento Unico de 270 pb utilizando los primers
correspondientes (Forward y Reverse). Ladder: Marcador de ADN de 123 pb por cada linea,
N: Negativo y 1a, 1b, 2a/c, 2b, 3a: Genotipos de ARMORED TECHNOLOGY ™: ARMORED
RNA®.
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Ladder M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 N

Figura 18. Producto de RT-PCR de muestras. Gel de agarosa al 2% en donde se observa el
corrimiento electroforético de las diferentes muestras con un amplificado de 270 pb en cada
caso. Ladder: Marcador de ADN de 123 pb por cada linea, N: Negativo y M: Muestra.

7.5. Secuenciacion

La estandarizacion de la reaccion de secuenciacion se llevo a cabo como ya se ha
mencionado de acuerdo al protocolo de BigDye® Termninator v1.1, con algunas
modificaciones en cuanto al ciclado.

La misma estandarizacion de la secuenciacion fue llevada a cabo a % de
BigDye® Termninator v1.1 de acuerdo a su protocolo, obteniéndose a esta concentracion
una buena sefial y buena calidad de secuenciacion.

Cabe mencionar que el primer Forward utilizado en el RT-PCR de igual manera fue
usado para la secuenciacién del VHC, cambiando Unicamente el Reverse. En el cuadro 7 se
muestran las caracteristicas de los primers utilizados para la secuenciacion.
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Cuadro 7. Caracteristicas de los Primers Forward y Reverse para Secuenciacion.

LONGITUD . GC SECUENCIA DE
FRIMER (Pb) TMEC) (op) NUCLEOTIDOS
Forward
2 . 5'-CCCTGTGAGGAACTACTGTC-3'
(HCV21F) 0 60.3 o9
Reverse
20 60.4 50 5 -CAAGCACCCTATCAGGCAGT-3’
(HCV288R)

Con cada uno de los Primers como ya se ha mencionado se realizé una reaccion por
cada uno, con los cuales en ambos casos se logré secuenciar correctamente un fragmento de

aproximadamente 240pb (figuras 19 y20).

En las figuras 19 y 20 se muestran las secuencias obtenidas de una misma muestra
con ambos primers (Forward y Reverse), en este caso corresponden al genotipo de una de
las muestras de ARMORED TECHNOLOGY™: ARMORED RNA®.

1 GUGCAGRA GEGTCTGEAT GRCGTTARTA TGAGTGTCGT GLAGCTTCCA GRACCCCCCC TCCCGGRAAR GLCATAGTGS TCTGLGRAAL  of

8l COOTOAGTAL ACCOOAATTG CCAGGACGAC COGGTCCTTT CTTGRATCAR CCCGCTCART GCCTGGAGAT TTGGGCGTGC CCCCGCRAGR 180

11 CTGCTAGCCE AGTAGTGTTG GETCGCGAM GRCCTTGTGE TACTGCCTGE TAGGGTGCTT 240

Figura 19. Secuencia del Genotipo 1la de ARMORED TECHNOLOGY™ con el primer
Forward. Corresponde a la secuencia del genotipo la donde se muestra la calidad de la
secuencia, la cual se representa por las barras sobre cada una de las bases nucleotidicas,
siendo las de color rojo de baja calidad, amarillo media calidad y azul de muy buena calidad.
La zona con barras rojas corresponde al inicio de la secuenciacion.
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239  CCCTGTGAGL AACTACTGTC TTCACGUAGE AAGCGTCTAG CCATRGCGTT AGTATGAGTG TCGTGCAGCC TCCAGGACCC CCCCTCCCR: 14D

149 GAGRGCCATE GTGGTCTGCG GAACCOGTGA GTACACCOGA ATTGLCAGGE CGACCGGGTC CTTICTTGRE TCAACCCGCT EMLTGEETGG

59 AGATTTGGGC GTRCCCCCGE AAGACTGCTA I}EEGAI}EELGT By iERENETY AGGCEI:Q(TI} 1

Figura 20. Secuencia del Genotipo 1la de ARMORED TECHNOLOGY™ con el primer
Reverse.

Cabe mencionar que asi como las secuencias ilustradas en las figuras 19 y 20 por
cada primer, se obtuvieron de igual manera en cuestion de la calidad obtenida, todas las
demas muestras de ARMORED TECHNOLOGY ¥ de las 10 muestras, con la Unica
variante en cuestion de la secuencia nucleotidica dependiendo del genotipo.

En la secuenciacion de cada una de las muestras se obtuvo un electroferograma, el
cual muestra con un color distinto cada tipo de base (A,T,G,C), que de igual manera
muestra la intensidad de la sefial. En la figura 21 se muestra el electroferograma de una de
las muestras de ARMORED TECHNOLOGY ™.
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Figura 21. Electroferograma del Genotipo 1a ARMORED TECHNOLOGY ™. Secuencia con

su respectivo electroferograma, el cual demuestra la calidad de la secuencia con barras azules,
la secuencia de nucledtidos con sus respectivos colores, asi como la intensidad de la sefial de
igual manera con sus colores especificos a cada base. La Adenina (A) se representa con color
verde, Timina (T) con rojo, Guanina (G) de negro y Citosina (C) azul.

De igual manera se obtuvieron los electroferogramas de las muestras de
ARMORED TECHNOLOGY™ vy de las 10 muestras.

Todos los datos anteriores, son resultados que proporciona el Software
SeqScape® v2.5 al analizar las secuencias obtenidas por el Analizador Genético de
Applied Biosystem: 3130 Genetic Analizer.

En la figura 22 se observa el ensamble de una de las muestras ARMORED
TECHNOLOGY™ realizado por el Software antes mencionado, la cual representa como
ilustra los resultados de las secuencias ensambladas dicho programa. Cabe mencionar que
para un ensamble por muestra se analizaron tanto la secuencia obtenida para Forward como
Reverse por cada muestra.
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g;Summary GGTCTGCGGAACCGETGAGTACACCGGAAT T GCCAGGACGACCGGETCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGOCT
L N T R R BT..... L...T..AT.C
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(4)Reference BETCTGCGGAACCEETGAGTACACCGGAATTGC CAGEACGACCOGETCCTTTCTTGGATCARCCCECTCAATGCCT
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Figura 22. Alineamiento del Genotipo 1la ARMORED TECHNOLOGY™. Resultados del
Software SeqScape® v2.5 con respecto al ensamble de la secuencia del genotipo la
representado en niveles con sus respectivos electroferogramas y calidad de la secuencia para
la muestra. (1) Representa la secuencia consenso cuando en un mismo proyecto se analizan
mas de 1 muestra. (2) Posibles Variantes en la secuencia nucleotidica que existen dependiendo
al genotipo con respecto a la secuencia de referencia. (3) NUmero de nucleétido. (4) Secuencia
de referencia. (5) Aminoacidos correspondientes a la secuencia de referencia. (6) Muestra
analizada y su respectiva secuencia (involucra la secuencia de Forward y Reverse). (7)
Secuencia con el primer Forward para la muestra 1a con su respectivo electroferograma. (8)
Secuencia con el primer Forward para la muestra 1a con su respectivo electroferograma. (9)
Libreria, la cual busca con respecto a las variaciones de nucleétidos y las compara con cada
secuencia (genotipo) de libreria y dependiendo a cual se parezca mas es el tipo de genotipo
(menos nimero de diferencias) es como se determina el genotipo del cual se esta tratando en
cada muestra.
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Asi como el resultado anterior donde se obtuvo el genotipo de la muestra la de
ARMORED TECHNOLOGY™ se realiz6 el mismo procedimiento para todas las
muestras tanto del mismo ARMORED, como las 10 muestras, cabe mencionar que se
realizé el alineamiento de cada muestra individualmente y en conjunto, es decir, un
alineamiento general de todas las muestras al mismo tiempo en un mismo analisis
(figura 23)

En la figura 23 se muestra como se obtiene un alineamiento de varias muestras al
mismo tiempo, en donde también se puede observar algunos de los diferentes cambios en

las bases entre cada uno de los genotipos, marcandose con color azul cielo.

1)
(2
3
(4)
®)
6
@)
®)
9)

(10)

| 1 . l : :
WALy GTICTGIGGAACCGGT GG ACACCGOAATH FCYRGGREGACYGGGTCCTTTCTTOGAKMALACCCRCTCWATRCCYRIN
Variants e C.TG.AGA. . v T v v v s v nnn s GT..ou A,..T..AT.CA.T
lex 111 121 131 141 151 lal 171 151
frence  GICTG(GGAACCGGTGIGIACACCGGAATIBCLAGGACEACCGGETCETTTCTTIGGATCAACCCECTCAATECCTGLA
‘erence-id d L B N B * ki H B N’_ C 1] )] )] B ki L 3 W I N P L 0 i T
e i nmn i N e
GICTGIGGAACCGGTGAGT ACACCGGAAT I G CCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGLA
Specinen? |||||||II.|IIlllllllllllllll.hllllll ciatlBtbitilinliidbeitithinl. 1
GTLTGIGGAACCGGTGAGTIACACCGGAATIGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGLCCTGL A
Specinens |||||.II|||III||II|I|III|II||h|I||I|I.|..||I..I||||.|.||||II||I|I|I||II|II|I|I
GTLTGlIGGAACCGGTGAGTIACACCGGAATIGCCOGGALAGACTGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGCCOGE
Specinend |II||I|I||||||I|||II|I|I|||||h|I|I|II|I_| nuunnnnismrmninn
GTLTGlGGAACCGGTGAGTIACACCGGAATIGCCOGGALGAC TGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGCCOGE
Specinens |||II.II|IIIII|II|||I|IIIIIll*llllIII||||III|II|II||||||||II||III|I|IIIIII|I I
GTLCTGlIGGAACCGGTGAGTACACCGGAAT GACCGGGTCCTTTCTTGGACCAACCCGCTCAATACC [ 4

Figura 23. Alineamiento de diferentes muestras al mismo tiempo. Resultados del Software
SeqScape® v2.5 con respecto al ensamble de varias muestras en un mismo instante, en donde
se muestran sus respectivas secuencias de cada muestra, ademas se observa las diferencias de
nucleétidos en cada una de las diferentes muestras, lo que indica que se trata de diferentes
genotipos. (1) Representa la secuencia consenso cuando en un mismo proyecto se analizan mas
de 1 muestra. (2) Posibles Variantes en la secuencia nucleotidicas que existen dependiendo al
genotipo con respecto a la secuencia de referencia. (3) Nimero de nucleétido. (4) Secuencia de
referencia. (5) Aminoacidos correspondientes a la secuencia de referencia. (6), (7), (8), (9) y
(10) Muestras analizadas y su respectiva secuencia (involucra la secuencia de Forward y
Reverse).
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De acuerdo a lo realizado una vez que se efectuaron los alineamientos
correspondientes como ya se ha mencionado, los resultados obtenidos (genotipos) para cada
una de las muestras de los genotipos de ARMORED TECHNOLOGY™ vy para las de los
pacientes se muestran en el siguiente cuadro.

Cuadro 8. Resultados de cada muestra analizada.

MUESTRA GENOTIPO

ARMORED 1la la
ARMORED 1b 1b
ARMORED 2a/c 2alc
ARMORED 2b 2b
ARMORED 3a 3a
PACIENTE 1 1b
PACIENTE 2 la
PACIENTE 3 1b
PACIENTE 4 2alc
PACIENTE 5 3a
PACIENTE 6 1b
PACIENTE 7 la
PACIENTE 8 la
PACIENTE 9 1b
PACIENTE 10 la

De los resultados anteriores se logro también el porcentaje de cada uno de los
genotipos, asi como sus subtipos tomando en cuenta Unicamente las muestras analizadas
por cada paciente, en donde el 80% correspondi6 al genotipo 1, de donde un 40% es de lay
el otro 40% 1b; un 10% para genotipo 2, siendo Unicamente del genotipo 2a/c; por ultimo el
otro 10% del genotipo 3.
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7.6. Validacion del método

Se realiz6 la validacion del método, en donde los parametros estudiados fueron los
siguientes:

» Precision (Reproducibilidad y Repetibilidad)

» Exactitud (Correlacién con los resultados reportados por los laboratorios de
referencia)

» Especificidad analitica
* Linealidad

* Sensibilidad analitica

Para cada uno de los parametros se obtuvieron los siguientes resultados:

7.6.1. Precision

La precision del método fue obtenida de acuerdo a la repetibilidad y
reproducibilidad del mismo.

La repetibilidad y/o precision intermedia fue realizada en relacién con la muestra de
ARMORED TECHNOLOGY™ del genotipo 1a por triplicado, en donde no fue cambiado
ningun parametro, es decir, fue analizada en un solo dia, con la misma muestra, mismo
tiempo, analizada por un solo analista, etc. Los resultados de las secuencias obtenidas se
muestran en las figuras 24, 25y 26.

1 GUGCAGRA GEGTCTGEAT GRCGTTARTA TGAGTGTCGT GLAGCTTCCA GRACCCCCCC TCCCGGRAAR GLCATAGTGS TCTGLGRAAL  of

8l COOTOAGTAL ACCOOAATTG CCAGGACGAC COGGTCCTTT CTTGRATCAR CCCGCTCART GCCTGGAGAT TTGGGCGTGC CCCCGCRAGR 180

11 CTGCTAGCCE AGTAGTGTTG GETCGCGAM GRCCTTGTGE TACTGCCTGE TAGGGTGCTT 240

Figura 24. Secuencia 1 de 3 del Genotipo 1a de ARMORED TECHNOLOGY ™,
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1 AEGGEAGCGE GTETGEATGG EGTTAGTATG AGTGTCGTGC AGCCTCCAGR ACCCCCCCTC EEGGGAGAGE CATAGTROTE TECOEAACCE GTGAGTACAC 1an
ot U e o O ot ORI ol Dt il
101 CREARTTGLC AGGACGACCE GRTCCTTTCT TOOATCALCC COCTCAATGC CTOGAGATTT GGGCGTGCCC CCOCAAGACT GCTAGCCRAC TARTRTTRGR 200
et 0L sttt M0ttt Wl
a0l TCRCRALGE CCTTOTRETA CTRCCTGATA BRGTGCTTR 28
Figura 25. Secuencia 2 de 3 del Genotipo 1a de ARMORED TECHNOLOGY ™,
.......... e ator IO Tl bt ot o ittt b
1 CTGRARAGAC GTGCTAGCCT GGCATTAGTE TGAGTGTCET GLAGCCTCCA GRACCCCCCC TCCCRGGRAGE GLCATAGTGR TCTRCGGAAL CRITGAGTAC 100
Akl R o e A A sfll S
101 ACCOGARTTG CCAGGACGEC CGGETCCTTT CTTGRACGAL ACCCRCTCAL TGCCTGGAGA TTTRRGCCTE CCOCCGCALG ACTGRCTAGCC GAGTARTGTT 200
it S AR torf
201 GEOTCOCRAL AGGCCTTRTG GTACTGCCTE ATAGGRTGCT TRCGARTA 248

Figura 26. Secuencia 3 de 3 del Genotipo 1a de ARMORED TECHNOLOGY ™,

La reproducibilidad se llevo a cabo con la misma muestra utilizada para la

repetibilidad, en donde a diferencia de lo anterior, en este caso se cambiaron diferentes
parametros, como fue la persona quien realizé el analisis completo, el tiempo en que se
realizaron los analisis, en relacion a diferentes dias, por lo tanto cambiaron temperaturas, ya
gue en un dia y otro no reencontraban a las mismas condiciones ambientales. El analisis
anterior fue realizado de igual manera por triplicado obteniéndose en todos los casos el

mismo resultado.

7.6.2. Exactitud

De acuerdo a la precision del método se realizo la correlacion de los resultados

obtenidos por el método implementado con respecto a lo reportado por los laboratorios de
referencia (Specialty Laboratories) en cuanto a las muestras de cada paciente y de igual
manera para las muestras de ARMORED TECHNOLOGY™:

(Cuadro 9).
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Cuadro 9. Correlacion entre los resultados obtenidos con los reportados por Specialty
Laboratories.

GENOTIPO
MUESTRA (SPECIALTY GENOTIPO (METODO)

LABORATORIES)

ARMORED 1la
ARMORED 1b 1b
ARMORED 2al/c 2a
ARMORED 2b 2b
ARMORED 3a 3a
PACIENTE 1 1b
PACIENTE 2 la
PACIENTE 3 1b
PACIENTE 4 2a
PACIENTE 5 3a
PACIENTE 6 1b
PACIENTE 7 la
PACIENTE 8 la
PACIENTE 9 1b
PACIENTE 10 la

7.6.3. Especificidad analitica

La especificidad analitica fue analizada en cuanto a los primers, es decir, que tan
especificos son los primers en la amplificaciéon del VHC, por lo tanto, dependiendo de esto
fue la calidad de la muestra, si ocurrio la amplificacion o no.
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En la siguiente figura se observa el producto de la amplificacién de los primers
sometidos a diferentes microorganismos.

. ]

]

=

e

369 pb Pl

246 pb P
123 pb ¥

Ladder N VIH VHA VHB VPH VEB CMV VHZ1 VHZ2 PV C.alb Neisseria VHC

Figura 27. Especificidad analitica del método. Gel de agarosa al 2%, en donde se muestra la
especificidad analitica del método, siendo especifico de los primers. (Ladder) Marcador de
ADN del123 pb/ linea, (N) Negativo, (VIH) Virus de Inmunodeficiencia Humana, (VHA) Virus
de Hepatitis A, (VHB) Virus de Hepatitis B, (VPH) Virus de Papiloma Humano, (VEB) Virus

de Epstein-Bar, (CMV) Citomegalovirus, (VHZ1) Virus de Herpes Zoster tipol, (VHZ2)
Virus de Herpes Zoster tipo2, (PV) Parvovirus, (C. alb) Candida albicans,
(Neisseria) N. gonorrhoeae y (VHC) Virus de Hepatitis C.

7.6.4. Sensibilidad y Linealidad analitica

La sensibilidad obtenida para el método fue de aproximadamente 1000 Ul/mL de
copias del VHC en plasma, y la linealidad encontrada por el método fue de este mismo
valor en adelante (Figura 28).

En la figura 28 se muestra el resultado obtenido por una muestra, en la cual se
realizaron diluciones y de acuerdo a su valor de carga viral se obtuvo el siguiente resultado
en cuanto a la amplificacién dependiendo la concentracion (Ul/mL) de VHC.

En los resultados representados en la figura, cabe mencionar que se utilizé un
estandar del Colegio Americano de Patblogos (CAP) de la cual se realizaron diferentes
diluciones sucesivas, sin embargo, es importante decir que dicha muestra es de
ARMORED TECHNOLOGY ™., La muestra de un paciente de igual manera que la de CAP
se le realizé diluciones sucesivas. La muestra de CAP contaba con 200 000 Ul/mL y la del
paciente con 100 000 Ul/mL.
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Ladder N M1 M2 M3 M4 CAP1 CAP2 CAP3 CA‘T4

Figura 28. Sensibilidad y Linealidad analitica del método. Gel de agarosa al 2% donde se
muestra la linealidad y la sensibilidad analitica del método, siendo CAP las muestras del
Colegio Americano de Patologos, M la muestra de un paciente con carga viral para VHC,
1-4 diluciones sucesivas. Ladder: marcador de ADN de 123 pb por cada linea, N: negativo
M1: 100 000 Ul/mL, M2: 10 000 Ul/mL, M3: 1 000 Ul/mL, M4: 100 Ul/mL,
CAP1: 200 000 Ul/mL CAP2: 20 000 Ul/mL, CAP3: 2 000 Ul/mL, CAP4: 200 Ul/mL.
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8. DISCUSION

En la actualidad el método de referencia para la determinacion del genotipo de VHC
es la secuenciacion de ADN, sin embargo la variabilidad genética que existe en las regiones
del genoma condiciona los métodos para la amplificaciéon, seguida de su secuenciacion
correspondiente. En el presente estudio se disefio un método confiable para poder
determinar el genotipo del virus en estudio, empleando técnicas de Biologia Molecular, asi
como la estandarizacion del método en donde se establecid la regién a amplificar seguido
del disefio de los Primers necesarios para su respectiva extraccion de ARN, amplificacion,
purificacién y por ultimo la secuenciacién de ADN para poder decretar el genotipo de dicho
virus.

La extraccion y purificacion de ARN del método disefiado se llevo a cabo por el Kit
de purificacion QIAGEN: QlAamp® Ultrasens™ Virus Kit, de acuerdo al protocolo
descrito con algunas modificaciones como se menciond anteriormente, el uso de éste
equipo con un método estandarizado y validado nos aporta mayor rapidez y seguridad al
manejar la muestra en comparacion con algunos otros métodos utilizados, como es el caso
del método convencional (Tiocianato/fenol/cloroformo) u algin otro empleado para dicho
proceso, ya que dicho estuche de extraccién y purificacion de ARN, combina las
propiedades de unién selectiva de una membrana de silica gel con la velocidad de una
microcentrifuga y/o la técnica de vacio y es idealmente adecuado para el procesamiento
simultaneo de muestras multiples.

Con el Kit utilizado para extraccion y purificacion de ARN, inicialmente la muestra

es lisada bajo condiciones altamente desnaturalizantes, para inactivar las RNasas y para
asegurar el aislamiento del ARN viral intacto; las soluciones amortiguadoras se ajustan para
proveer una union éptima del ARN a la membrana de QIAamp, y que la muestra sea
cargada dentro de la columna; el ARN se une a la membrana y los contaminantes son
lavados eficientemente a través de 2 pasos utilizando 2 buffers de lavado diferentes y un
ARN de alta calidad es obtenido por elusion en un buffer especial libre de RNasas, listo
para su uso directo 6 su almacenamiento seguro, por lo tanto el ARN purificado se
encuentra libre de proteinas, nucleasas y otros contaminantes e inhibidores, ya que la
columna de QlAamp garantiza la recuperacion extremadamente alta de ARN puro e intacto
en aproximadamente 30 minutos sin el uso de tiocianato/fenol/cloroformo y la extraccion 6
precipitacién con alcohol, ademas el ARN puede ser purificado por este sistema utilizado,
de plasma (con anticoagulantes diferentes a heparina), suero y otros liquidos corporales
libres de células y las muestras utilizadas pueden ser frescas 6 congeladas, pero si son
congeladas s6lo se pueden descongelar una vez, ciclos repetidos de
congelamiento/descongelamiento de muestras podrian: 1) reducir los titulos virales y
modificar una Optima sensibilidad, lo que se traduce en una baja amplificacion y por tal
motivo no lograra la secuenciacion correctamente, 2) favorecer la aparicion de acumulos de
crioprecipitados, que se traduce en una obstaculizacién de las membranas, por lo tanto se
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obtiene un bajo rendimiento de ARN traduciéndose nuevamente a una baja amplificacion y
secuenciacion inadecuada.

De igual manera las condiciones disefiadas para la RT-PCR del presente estudio se
realiz6 utilizando la enzima Invitrogen: SuperScript™ Il Platinium® One-Step
Quantitative RT-PCR System, la cual combina SuperScript™ Ill Transcriptasa Reversa
(RT) y Platinium®Tag DNA polimerasa en una simple mezcla enzimatico, con ésta se
tiene una gran ventaja respecto a la RT-PCR convencional en dos pasos, ya que se obtiene
la amplificacion del ARN en un soélo paso, es decir, no es necesario realizar dos PCR’s;
como primer paso la Retrotranscripcion y segundo la amplificacion para poder obtener el
ADN complementario (ADNc), si no que en un mismo paso se obtiene el ADNc que sirve
como molde para la produccion de nuevas copias virales, en base a la utilizacion de
cambios de temperatura especificos que sirven para separar las hebras originales (ARN
viral + ADNCc), para alinear y pegar los primers de las cadenas gendmicas por formar, para
gue actue la enzima (ADN Polimerasa) y forme los nuevos genomas.

Por otra parte en el método disefiado es necesario purificar los productos de
RT-PCR antes de la Secuenciaciéon de ADN por lo que en la estandarizacion se utilizo la
enzima USB®:ExoSAP-IT®, la cual estd disefiada para la purificacion de PCR para usos
posteriores tales como, Secuenciacion de ADN 0 Analisis de Polimorfismo de un sdlo
nucleotido (SNP), ya que cuando la amplificacion por PCR es completa cualquier resto de
dNTPs consumido y Primers restantes en la mezcla del producto del PCR interfiere con
dichos métodos, por lo que es necesario eliminarlos de la mezcla. El reactivo utiliza dos
enzimas hidroliticas, Exonucleasa | y Fosfatasa Alcalina de Camarén juntas en un Buffer
formulado especialmente para la purificacion del producto de PCR. Exonucleasa | elimina
residuos de una sola cadena como Primers y otros extrafios residuos de ADN de simple
cadena producidos en el PCR. La Fosfatasa Alcalina de Camaron elimina los dNTPs
restantes que pudieran interferir en reacciones posteriores, tal como es el caso de la
secuenciacion. Varias ventaja de utilizar dicho reactivo es porque 1) Es de facil uso, es
decir, se puede realizar en un solo paso y en el mismo tubo donde se encuentra el producto
de PCR, soOlo es necesario la transferencia con una micropipeta, 2) No hay pérdida de
muestra a diferencia de otros métodos utilizados para la purificacién, tales como,
purificacion por geles, columnas de purificacién, sedimentacion, filtraciones, etc., donde se
pierde una cantidad de producto considerable, con el uso de esta enzima se obtiene hasta el
100% de recuperacion de producto, entre otras ventajas mas.

Para la secuenciacion se utilizé la matriz de Applied Biosystems: BigDye®
Termninator v1.1., realizando el ciclo de secuenciacion respecto al protocolo establecido
con algunas modificaciones ya mencionadas en el procedimiento, ya que como se sabe en
la actualidad es una de las mas utilizadas para secuenciacion de ADN, por lo que es una
nueva formulacién que proporciona 1) Aumento en la Robustez, 2) Datos de Elevada
Calidad y 3) Mejora del éxito de dificiles platillas de secuenciacion.
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De igual manera que la purificacion de los productos de PCR es necesario la
purificacién de la reaccion de BigDye® Termninator v1.1., después del ciclado con dicha
matriz, para ello se utilizé el kit de purificacion de reacciones de secuenciacion
QIAGEN: DyeEx™ 2.0 Spin Kit, el cual tiene grandes ventaja respecto a otras técnicas de
purificacién de reacciones de secuenciacion, tales como, precipitacion con Etanol/EDTA,
precipitacion con Etanol/EDTA/Acetato de Sodio y otros, en cuanto a tiempos,
rendimientos y mas. DyeEx utiliza filtracion en gel para eliminar de forma rapida y
eficiente terminadores que no son incorporados a la reaccion de secuenciacion. La
eliminacion de los terminadores de la reaccion es importante para prevenir que estos
puedan interferir con el analisis de la secuenciacion de los resultados. El gel DyeEx del
material de filtracibn consta de esferas con poros uniformes, los cuales separan las
moléculas segun su peso molecular, en este caso son retenidos los terminadores y el ADN
es excluido y recuperado en el flujo continuo.

Por ultimo para el andlisis de los resultados obtenidos por cada secuenciacién en el
método disefiado se utilizo el Software DNA Sequencing Andlisis v5.1 y SeqScape® v2.5,
los cuales son de un facil manejo, el primero tiene la funcion principal de alinear la
secuencias Unicamente y poder realizar algunas modificaciones dentro de la secuencia,
como es el caso cuando la sefial de secuenciacion es buena pero por algin motivo el
software no lo nombra, en estos caso se puede nombrar manualmente, y el segundo ademas
de poder realizar lo anterior es capaz de identificar el genotipo, los polimorfismos,
traslocaciones, deleciones, etc., es decir este segundo es mas complejo.

De acuerdo al método estandarizado, los pasos necesarios para obtener el genotipo
del VHC como se ha mencionado anteriormente son:

Extraccion de ARN

\4
RT-PCR

v
Purificacion del producto de RT-PCR

v
Secuenciacion

v
Obtencion del genotipo

Lo anterior nos indica que dicho método es muy sencillo de llevar a cabo (facil
manipulacién), el personal no necesita estar sumamente capacitado para la realizacion del
mismo, ya que se realiza la mayor parte por medio de Kits; es de suma confianza, se
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obtienen rendimientos elevados, buena calidad de nuestros resultados, entre otras, ya que
como se ha mencionado los insumos utilizados en el método nos brindan grandes ventajas y
caracteristicas especiales con respecto a otros utilizados para el mismo fin, con lo cual nos
brinda una mayor calidad y una mejor confianza en nuestros resultados.

Cabe mencionar que hoy en dia en México existen pocos laboratorios en donde se
identifique el genotipo del VHC por secuenciacion de ADN, por tal motivo no existe
mucha informacion de estudios previamente realizados utilizando dichas técnicas
moleculares. A nivel mundial existen estudios efectuados por diferentes técnicas
moleculares, por mencionar algunos en 1991 Toshifumi Nakao y colaboradores
identificaron el Genotipo del VHC por medio de Polimorfismos de Longitud de fragmentos
de restriccion (RFLPY, en donde utiliza para la extraccion de ARN por el método
convencional de Tiocianato/fenol/cloroformo, la amplificacion (RT-PCR) se lleva a cabo
en dos pasos y las regiones identificadas son la region 5 ‘UTR, NS5, sin embargo cabe
mencionar que durante este tiempo aun no se tenia el conocimiento de los genotipos
actuales, y solo reconocieron los genotipos que en ese entonces habian sido identificados,
los cuales eran el genotipo denominado como K1 y K2; en el afio de 1992 Hiroaki Okamoto
y colaboradores identificaron los genotipos del VHC 1, 2, 3 y 4 Unicamente por medio de la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando Primers especificos para
cada uno de los genotipsutilizando de igual manera que Nakao en 1991 el mismo
método para la extraccion del ARN, la amplificacion fue realizada del mismo modo en dos
pasos de la regiéBGore y parte de la 5’UTR, fueron utilizados cuatro primers deferentes
(Forward) y un Reverse, los primeros especificos para cada uno de los genotipos (1, 2, 3y
4) y el segundo en general para los cuatro; en 1999 Jeff J. Germer y colaboradores
identificaron el genotipo de VHC por medio del andlisis directo de la secuencia de
productos generados con la prueba de Amplicor HCs& utilizo para la extracciéon del
ARN de igual manera el método convencional y para la determinacion del genotipo se
recurrié a la prueba comercial Amplicor HCV en donde detecta las regiones 5UTR y NS5,
dicho método identifica los genotipos 1, 2, 3, 4, 5 y 6 asi como algunos de sus variantes; y
asi hay varios estudios realizados pero ninguno especificamente por medio de
secuenciacion de ADN.

Como se puede observar en la mayoria de los estudios realizados utilizan el método
de extraccion de ARN convencional, el cual tiene varias limitantes, como son el tiempo de
extraccion y el rendimiento entre otras, en cambio con la utilizacion del método disefiado
como ya se ha mencionado la extraccion es mucho mas facil, se reduce el tiempo y se
obtiene un mayor rendimiento, por mencionar algunas ventajas. También cabe resaltar que
en la mayoria de estudios la técnica en comun es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), por lo que se puede observar que dicha técnica se ha planteado como una
herramienta molecular muy util en el diagnostico de enfermedades producidas por
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patogenos virales, por lo que el método disefiado en este estudio es de igual manera muy
confiable y util para diagnosticar el genotipo del VHC, ya que involucra dicha técnica.

La mayoria de estudios donde se involucra la deteccion del genotipo del VHC
involucra la identificacion de la zona 5’'UTR asi como la mayor parte de las técnicas
comerciales, tal es el caso de INNO-LIPA® HC¥ por mencionar alguno. La seleccién
de la mayoria de los estudios y técnicas comerciales se basa en que como se ha mencionado
es una de las regiones dentro del genoma altamente conservada, es decir, no varia mucho
entre un nucleotido y otro respecto a cada uno de los genotipos, con esto es mucho mas
sencillo poder diferenciar entre cada uno de los genotipos. Por lo anterior el método
estandarizado involucra dicha region para poder realizar el analisis del genotipo, con lo cual
nuevamente dicho método brinda confiabilidad en los resultados.

Con los Primers disefiados y las condiciones del RT-PCR estandarizadas se obtiene
un amplificado de 270 pb tal como se observa en las figuras 17 y 18, donde se puede
ademas rescatar que se obtiene un producto sumamente especifico y sin residuos, es decir,
se obtiene un producto Unico sin alguna interferencia aparente o productos inespecificos,
dicho fragmento no es muy grande pero si suficiente para poder discriminar entre un
genotipo y otro, ya que dentro de éste se encuentra la mayoria de los cambios importantes
de cada uno de lo nucledtidos entre cada genotipo del virus tal y como se muestra en la
figura 16 donde se observa el alineamiento de cada uno de los genotipos dentro de la region
amplificada junto con sus diferentes variantes de nucleotidos. De igual manera con los
Primers disefiados y las condiciones estandarizadas de secuenciacion se obtiene una
secuencia de 240 pb, la cual nuevamente es suficiente para poder discriminar entre cada
genotipo. Cabe resaltar que la utilizacion de los primers para la secuenciacion como ya se
ha mencionado, el Forward fue el mismo que para el RT-PCR, pero el Reverse fue distinto,
el motivo es para poder obtener una sefial de secuenciacion con mucho mayor calidad, ya
gue la union se lleva a cabo no desde el inicio o final del producto de amplificacion, si no
un poco mas al centro logrando tener una mejor sefial de secuenciacion, con esto no quiere
decir que no es recomendable utilizar los mismos Primers tanto en RT-PCR como
secuenciacion, ya que en diferentes estudios de secuenciacion para identificar algun
organismo especifico se utilizan los mismos Primers en ambas técnicas. Dichos resultados
brindan gran confiabilidad para identificar cada uno de los genotipos.

En la Cuadro 8 se puede observar los resultados obtenidos, en donde se puede ver
gue para los genotipos de ARMORED RNA se obtuvo el mismo resultado que el emitido
por dicha muestra, para las siguientes muestras de los 10 pacientes se obtuvieron genotipos
1, 2 y 3, junto con algunos de sus variantes. Se puede observar que de las 10 muestras de
los pacientes se obtuvo un 80% de genotipos correspondientes tipo 1, de los cuales la mitad
del mismo corresponden al subtipo la y la otra mitad al subtipo 1b; un 10% para el
genotipo 2, siendo Unicamente del genotipo 2 a/c y por ultimo el otro 10% correspondio al
genotipo 3 subtipo 3a. De los resultados anteriores se puede ver que uno de los genotipos
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de mayor incidencia es el genotipo 1, el cual como se describe en la literatura es uno de los
gue tienen mayor porcentaje en cuanto a epidemiologia.

Durante el estudio fue necesario calificar el desempefio del método, es decir,
validarlo, ya que en cualquier método disefiado es un requisito primordial cuando deseamos
obtener resultados técnicamente validos, exactos y confiables. La validacion del método es
necesaria ya que nos permite conocer los pardmetros de desempefio y proporciona un
elevado grado de confianza y seguridad en el método y en los resultados que se obtienen al
aplicarlo. Se puede decir que la validacion es la confirmacion por examen y el suministro
de evidencia objetiva que se han cumplido los requisitos particulares para la utilizacién o
aplicacion especifica prevista, es decir, es el proceso que establece mediante amplios
estudios de laboratorio que los parametros del método cumplen las especificaciones
relacionadas con el uso previsto de los resultados, en este caso para la determinacion del
genotipo del VHC por el método descrito.

Durante la validacion se realizaron como ya se describié anteriormente la prueba de
exactitud, el cual entre varias caracteristicas, evalia la veracidad del método, ya que
expresa la cercania entre el valor que es aceptado, sea como un valor convencional
verdadero, sea como un valor de referencia aceptado y el valor encontrado obtenido al
aplicar el procedimiento de andlisis un cierto numero de veces, en dicho método se evalud
la exactitud por medio de la correlacion de los resultados obtenidos respecto a los
reportados por el laboratorio de referencia (Specialty Laboratories), es decir, comparando
los valores obtenidos por el método con respecto a los reportados por dicho laboratorio. En
la Cuadro 9 se observan los resultados obtenidos junto con los reportados por los
laboratorios de referencia rescatando que de las 5 muestras de ARMORED RNA y las 10
de los pacientes se encontrd6 que de los 15 genotipos correspondientes a las muestras
analizadas por el método arrojo los mismos resultados que la de los laboratorios de
referencia, cabe resaltar que para el resultado del paciente 4, el genotipo que reporta
Specialty Laboratories es 2a, mientras que para el obtenido por el método es 2a/c, sin
embargo, es el mismo resultado, ya que de acuerdo ARMORED RNA el genotipo 2a y 2c
es el mismo, de igual manera como lo reporta Liang J, Hoffnagle en su libro titulado
“Hepatitis C biomedical research repoffs’Lo anterior nos demuestra que el método es
capaz de obtener resultados sin desconfiar de los mismos.

Un pardmetro mas que se evalu6 dentro de la validacion fue la precision, ya que es
de suma importancia al igual que la exactitud puesto que nos expresa la cercania de
coincidencia, es decir, el grado de dispersion entre una serie de mediciones obtenidas de
multiples muestreos de una misma muestra homogénea bajo condiciones establecidas como
es el analista quien realiza el examen, asi como las condiciones ambientales por mencionar
algunas. Dicho parametro fue evaluado de acuerdo a su repetibilidad o repetitividad, la cual
nos evalla la precision obtenida bajo las mismas condiciones de operacion en un intervalo
corto de tiempo, como es el caso del andlisis en el mismo dia, por el mismo analista, la
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misma muestra homogénea y el mismo equipo, obteniéndose como se observa en las
figuras 24, 25 y 26 resultados iguales en cuanto a secuencia y calidad de los mismos en
donde en los tres casos se llego a la misma conclusién, es decir, al mismo genotipo en todas
las muestras, por lo que la repetibilidad fue satisfactoria demostrando que el método es
capaz de obtener el mismo resultado de un misma muestra analizada cuantas veces se
requiera y siempre se obtendra un mismo resultado sin discrepancia entre un analisis y otro,
por lo que se obtendra el mismo genotipo sin desconfiar en los mismos. También como ya
se menciono dicho parametro fue evaluado mediante la reproducibilidad y/o precision
intermedia la cual nos evalla la precision obtenida dentro el laboratorio por diferentes
analistas, en dias distintos (distintas condiciones ambientales) con la misma muestra,
obteniéndose los mismos resultados que con repetibilidad en cuanto a que se llegé a la
misma conclusion (mismo genotipo en la muestra analizada). De igual manera que la
exactitud obtenida, la precision conseguida nos demuestra que el método una vez mas es
confiable y sirve para lo que fue disefiado.

En un método disefiado para poder identificar o diagnosticar ciertas enfermedades
por algun agente patdgeno es probable que no solamente se encuentre en el espécimen
(muestra) un solo tipo de microorganismo, sino que dos o mas de diferentes naturalezas, en
estos casos es probable que el método si no es especifico para un cierto tipo de
microorganismo se pueden obtener falsos negativos o positivos segun sea el caso, por lo
gue es necesario que todo método sea selectivo o exacto para evitar dichos problemas de
interferencias, en este caso se evalu6 dicho parametro (especificidad analitica) de acuerdo a
la especificidad o selectividad de los Primers disefiados, ya que en métodos de esta indole,
en donde se usan técnicas moleculares es muy comun que durante la amplificacion existan
amplificados inespecificos o de diferentes microorganismos dentro de una misma reaccion,
por lo que es importante que sean especificos y/ selectos so6lo para VHC. Dentro de este
parametro se sometié como se puede observar en la figura 27 a diferentes microorganismos,
los cuales fueron seleccionados de acuerdo a las pruebas de identificacion que se realizan
dentro del laboratorio, es decir, los microorganismos que son detectados y a los posibles
microorganismos de los cuales una muestra de esta indole puede contener desde que es
tomada o contaminada dentro del mismo laboratorio por alguna contaminacién cruzada. Lo
anterior nos demuestra que el método tiene la habilidad de evaluar inequivocamente el
analito (muestra) en presencia de componentes que se puede esperar que estén presentes.

Por ultimo se determino la concentracion minima de VHC que es posible ser
detectada, es decir, la sensibilidad analitica del método y también la concentracion minima
y la maxima con la que se puede trabajar, es decir, la linealidad analitica (intervalo de
linealidad). Para lo anterior como se muestra en la figura 28 se utilizaron dos tipos de
muestras, a las cueles se le realizaron diluciones sucesivas de multiplos de 10, el primer
tipo fue un estandar de ARMORED RNA, muestras del Colegio Americano de Patdlogos
(CAP), y las segundas fueron muestras de un paciente con una concentracion particular. De
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los resultados obtenidos se rescata que para el método disefiado se obtuvo una sensibilidad
de 1000 UI/mL aproximadamente de copias de VHC en plasma y la linealidad del mismo
valor en adelante, es decir, mayor o igual a 1000 Ul/mL. Lo anterior nos demuestra que
dentro de estas concentraciones el método es capaz de obtener resultados que tienen un
nivel adecuado de precision, exactitud y linealidad. Cabe resaltar quela concentracion
encontrada para el método es relativamente baja a comparaciéon a otros métodos tanto
comerciales como no comerciafés.

Una caracteristica que es importante mencionar respecto al método es que ademas
de todo lo que se ha descrito, es posible diferenciar facilmente y sin error los genotipos 1ay
1b, ya que como se describe en algunas bibliografias dichos genotipos son sumamente
dificiles de diferencias por el simple hecho que en la regién 5’UTR solamente existe la
diferencia de un so6lo nucleétido (A por G).

En la actualidad es importante poder encontrar o disefiar ciertos estandares de oro
para la determinacion de ciertas enfermedades, ya que como se sabe son métodos que por
su validez, confiabilidad y aplicabilidad es utilizado como primer método de referencia
para poder diagnosticar una determinada enfermedad por algun tipo de microorganismo. La
importancia de ciertos estandares de oro es de suma importancia principalmente en el area
de la Biologia Molecular, ya que existen pocos estandares de este tipo, debido a la
complejidad de las técnicas utilizadas. Por todo lo descrito anteriormente es posible que en
algun futuro si el método es estudiado con mucho mas detalle podria ser utilizado como un
estandar de oro para lo que fue disefiado, es decir, para la determinacién del Virus de la
Hepatitis C, ya que como se ha mencionado y con los resultados obtenidos se demuestra
gue el método es de suma confiabilidad, con una alta validez y es relativamente sencillo de
poder llevarse a cabo.
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9. CONCLUSIONES

Se logro disefar y estandarizar un meétodo confiable para poder determinar el
genotipo del virus de la hepatitis C, empleando técnicas de Biologia Molecular, tales como
RT-PCR y Secuenciaciéon de ADN, desarrollando las fases para obtener la secuenciacion
genomica del virus, amplificando la region 5’'UTR y disefiando los Primers especificos para
dicha region tanto en su amplificacion como su secuenciacion.

Con la estandarizacion del método disefiado efectivamente fue posible determinar el
Genotipo del Virus de la Hepatitis C (VHC) en cada uno de los pacientes, y aun que no fue
posible demostrar la efectividad de la determinacion del mismo para ayudar a predecir el
curso clinico, progresion del dafio hepatico o la respuesta al tratamiento, ya que, no fue el
objetivo de dicho estudio, se puede afirmar que efectivamente lo anterior es correcto.

60



10. PROPUESTASY/O RECOMENDACIONES

Se recomienda que cada vez que se manden a sintetizar los Primers sean
cuantificados y asi poder determinar la concentracion real de la muestra, ya que los
proveedores nos indican una concentracion pero en realidad no es la concentracion exacta.
Lo anterior es de suma importancia ya que si se toman concentraciones erréneas el método
no funciona con concentraciones menores a las mencionadas en el método principalmente
en la secuenciacion, el cual es un punto critico la concentracion de los Primers para poder
obtener resultados de calidad en cuanto a la secuenciacion.

El método disefiado posiblemente puede ser utilizado en un futuro no muy lejano
como un estandar de oro, debido a su confiabilidad, validez y aplicabilidad encontrada en el
mismo.
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12.GLOSARIO

ADN: Abreviatura de acido desoxirribonucleico (en inglés deoxyribonucleic acid o DNA).

Es la molécula que contiene y transmite la informacion genética de los organismos. Esta
formada por dos cadenas complementarias de nucleétidos que se enrollan entre si formando
una doble hélice que se mantiene unida por enlaces de hidrégeno entre bases
complementarias. Los cuatro nucledtidos que forman el ADN contienen las bases adenina
(A), guanina (G), citosina (C) y timina (T). Dado que en el ADN la adenina se empareja
s6lo con la timina y la citosina sélo con la guanina, cada cadena del ADN puede ser
empleada como molde para fabricar su complementaria.

ADNCc: Abreviatura de acido desoxirribonucleico complementario. ADN cuyas bases son
complementarias al ARNm, se emplea para clonacion o como sonda especifica en estudios
de hibridacion.

ARN: Abreviatura de &cido ribonucleico (en ingles ribonucleica cid o RNA). Es la
molécula formada por un poli-ribonucleétido de longitud variable que contiene Uracilo en
vez de Timina. Hay tres tipos: ARN mensajero (ARNm), ARN ribosomal (ARNr) y ARN
transferente (ARNY).

ADN Polimerasa: Enzima que puede sintetizar una nueva cadena de ADN, usando como
molde una u otra cadena de ADN ya existente.

Alelo: Una de las dos o mas formas alternativas de un gen en un locus determinado, que da
lugar a caracteristicas hereditarias alternativas.

Amplificacion de ADN: Es el incremento en el nimero de copias de un fragmento
especifico de ADN.

Bases: También denominadas pares de bases y a cada par la conforman la unién de
Adenina y Timina (Adenina y Uracilo en el caso de ARN), y Citosina y Guanina.

Biologia Molecular: Ciencia cuyo objetivo fundamental es la comprension de todos
aquellos procesos celulares, que contribuyen a que la informacion genética se transmita
eficientemente de unos seres a otros, y se exprese en los nuevos individuos.

Célula: Unidad anatomofuncional de los seres vivos, capaz de autoreproducirse y
constituyente el Unico elemento que proporciona ADN para todo tipo de andlisis
independiente del 6rgano o fluido del que proceda.

Codon: Triplete de bases del ADN que codifica un aminoacido.

Cromatina: Material formado por acidos nucleicos y proteinas que se observa en el nucleo

de la célula en interface.
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Cromosoma: Estructura de la célula portadora de los genes, filamentosa autoreplicativa
constituida por cromatina.

dNTPs: Unidades basicas de construccion para la nueva molécula de ADN y son utilizados
en multiples ensayos basados en la PCR. La pureza de los dNTPs es de suma importancia
para la obtencién de resultados confiables.

Dominio: Segmento de un polipéptido o de ADN que tiene propiedades especificas
conocidas.

Electroforesis: Es la técnica por la cual mezclas complejas de moléculas como proteinas,
ADN o ARN se separan en un campo eléctrico de acuerdo al tamafio y a su carga eléctrica.
La electricidad empuja las moléculas a través de los poros de un gel, que es una sustancia
firme como la gelatina.

Exon: Porcidon de una molécula de ADN, que produce aquellas partes del ARN precursor
gue no son eliminadas durante la transcripcion, forman el ARN mensajero y por tanto
especifican la estructura primaria del producto de los genes.

Enzima: Sustancia organica soluble, que provoca o acelera una reaccién bioquimica.

Gen: Unidad de herencia que ocupa una posicion concreta en el genoma (locus) y esta
constituido por una secuencia de ADN que codifica un ARN funcional.

Genoma: Constitucion completa del material genético en un organismo o individuo.
Genotipificacion: Determinacion del genotipo.

Genotipo: Conjunto de los alelos de un individuo en uno, varios o todos sus loci.
Locus: Sitio especifico de un cromosoma.

Mapeo: Término que designa colectivamente los distintos procedimientos (tanto genéticos
como fisicos) empleados en la construccion de mapas geénicos.

Mutacion: Cambio en una secuencia de nucledtidos de ADN. Si dicho cambio ocurre en
una célula sexualmente reproductiva, éste puede ser trasmitido a su descendencia.

Nucledtido: Subunidad quimica compuesta de un azucar con cinco carbonos, un fosfato y
una base nitrogenada, que forma los acidos nucleicos.

Oligonucleodtidos: Secuencia lineal de nucleétidos unidos por enlaces fosfo-diéster,
habitualmente no mayor de 50 nucleétidos
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PCR: Abreviatura de Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Procedimiento de laboratorio
en el cual, cantidades diminutas de ADN pueden ser copiadas millones de veces en unas
pocas horas.

Polipéptido: Polimero formado por aminoacidos unidos por enlaces peptidicos.

Primer o cebador: Pequefia cadena de nucledtidos a partir de la cual la ADN polimerasa
inicia la sintesis de una molécula nueva de ADN.

Proteina: Una molécula compuesta por una o mas cadenas de aminoacidos. Las proteinas
desempefian una amplia gama de actividades vitales en la célula.

Replicacion: Mecanismo que permite al ADN duplicarse (es decir, sintetizar una copia
idéntica). Esta duplicacion del material genético se produce de acuerdo con un mecanismo
semiconservador, lo que indica que las dos cadenas complementarias del ADN original, al
separarse, sirven de molde cada una para la sintesis de una nueva cadena complementaria
de la cadena molde, de forma que cada nueva doble hélice contiene una de las cadenas del
ADN original.

Transcripcion: Proceso mediante el cual se transfiere la informacién contenida en la
secuencia del ADN hacia la secuencia de proteina utilizando diversos ARN como
intermediarios. Durante la transcripcion genética, las secuencias de ADN son copiadas a
ARN mediante una enzima llamada ARN polimerasa que sintetiza un ARN mensajero que
mantiene la informacion de la secuencia del ADN. De esta manera, la transcripcion del
ADN también podria llamarse sintesis del ARN mensajero.

Secuencia del ADN:EI proceso de descifrar el orden de las bases nitrogenadas que
componen una molécula de ADN.

SecuenciacionConjunto de métodos y técnicas de Biologia Molecular cuya finalidad es la
determinacion del orden de los nucledtidos (A, C, Gy T).

Virus: Microorganismo, mucho mas pequefio que una bacteria, que al no poseer una
actividad metabolica independiente, solo puede reproducirse dentro de una célula vegetal o
animal viva.
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13 ANEXOS

13.1. Fichas técnicas de los Genotipos del VHC por ARMORED RNA®
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