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1. RESUMEN

Hoy en dia existen muchos métodos moleculares (Berger y cols. 1998, Gerken y cols.1998, Lefrere y
cols. 1999, Nagata y cols. 1999, Pawlotsky y cols. 2000) para el diagnéstico clinico del Virus de la
hepatitis B (VHB), estos métodos permiten la deteccion especifica y sensible del ADN viral.

Con este proyecto experimental se pretenden desarrollar dos pruebas moleculares que podran ser
aplicadas en el drea clinica y en estudios epidemioldgicos: la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
cuantitativa competitiva para la determinacién de carga viral (nimero de moléculas de ADN/mL de
plasma) y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa-Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos
de Restriccién (PCR-RFLP) para la genotipificacion del VHB, estas pruebas pretenden ser sensibles,
especificas, rapidas y ademas econémicas en comparacion con las pruebas comerciales

La PCR cuantitativa competitiva tiene una alta sensibilidad para la deteccion de pequehas
cantidades de ADN viral (Gerken 1998, Hammerle 1997, Pawlotsky 2000, Simpson 1997) y es de
utilidad para la determinacion de carga viral del VHB circulante, el cual refleja el balance entre el
intervalo de replicacion viral-que se lleva a cabo en higado- y la respuesta inmune del hospedero,
asi como el efecto de la terapia antiviral (Gerken,1998).

Para la genotipificacion del VHB la técnica que se utilizara es PCR-RFLP’'s método que se basa en
el andlisis de la region pre-S la cual esta altamente conservada en el genoma del virus (Lindh,1998).
Este método proporciona los fragmentos especificos para la identificacion de los diferentes
genotipos. Esta identificacion es de gran utilidad a nivel epidemiolégico, ya que los genotipos tienen
una distribucién geogréfica caracteristica (Arauz-Ruiz,1997); como es el caso del genotipo F que
probablemente sea originario del continente americano mientras que la prevalencia de los genotipos
A y D en Sudamérica, es probablemente debido a la migracion del Norte y sur de Europa
(Lindh,1998).
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Para lograr los objetivos planteados en el proyecto es necesario estandarizar un método para la
extraccion del ADN viral de las muestras clinicas, que sea altamente sensible para recuperar
pequenas cantidades de ADN viral.

En el Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiologico (InDRE), Departamento de Diagnéstico y
Caracterizacién Molecular, en el Laboratorio de Métodos Cuantitativos, se logré estandarizar y
establecer un método completo para la cuantificacion y genotipificacion del VHB.
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2. INTRODUCCION

2.1. JUSTIFICACION

La infeccidn por VHB es una de las causas mas comunes de viremia crénica con un estimado de
200 a 300 millones de portadores a nivel mundial, favoreciendo el mantenimiento de la cadena de
iransmision. Este virus es considerado como el segundo carcinégeno humano conocido, después del
tabaco, siendo la causa de hasta el 80% del Carcinoma Hepatocelular Primario. A nivel mundial se
presentan mas de 250 mil muertes anuales asociadas con el VHB por hepatitis fulminante y cirrosis.
De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud: la Hepatitis B continta siendo un
problema mayor de salud publica en las Américas, con casi 400 mil infecciones nuevas cada afio. En
regiones de endemia intermedia, como Latinoamérica, entre 20 y 55% de la poblacion adulta ha
estado expuesta a la enfermedad y de 0.5 a 7% son portadores.

Con este proyecto experimental se pretenden desarrollar dos pruebas moleculares que podran ser
aplicadas en el drea clinica y en estudios epidemiologicos: la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Cuantitativa Competitiva para la determinacién de carga viral, técnica que presenta una alta
sensibilidad para la deteccion de pequefas cantidades de ADN viral; y la técnica de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa-Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de Restriccion para la
genotipificacion del Virus de la Hepatits B, la cual es de gran utilidad a nivel epidemiologico. Estas
pruebas pretender ser sensibles, especificas, rapidas y econémicas en comparacion con las pruebas
comerciales; ademas, en el drea clinica son Utiles en el monitoreo de la terapia antiviral, la
determinacion de la infecciosidad y en combinacidn con marcadores serologicos para la resolucion
de perfiles inusuales.
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2.2. GENERALIDADES

Aln visualizamos a la enfermedad humana como la consecuencia de la intriga de un demonio
modemo y muy organizado. En la vida real el mundo de los microorganismos rara vez es demonio
para el huésped que lo alberga. La enfermedad es el resultado de negociaciones inconclusas,
malentendidos  bioldgicos entre el microorganismo no invitado y el huésped
sorprendido.

Lewis Thomas.
Los microorganismos son parte de la vida; la mayoria de ellos buscan sobrevivir, sin causar dafio en
el hospedero que los cobija, de esta manera aseguran un sustento continuo. La relacién se llama
simbiosis -es una forma arménica o equilibrada de coexistencia- (Poo y cols. 2001). Sin embargo
algunos microorganismos como el virus de la Hepatitis B (VHB), al cual se enfoca el estudio, es
capaz de producir dafo al higado de manera silenciosa e insidiosa a menos que nuestro propio

sistema inmunitario sea capaz de neutralizarlo y eliminario.

La enfermedad que causa VHB es la hepatitis, definida como la inflamacién del higado (Poo y cols.
2001), la cual se ha clasificado en dos grandes grupos: la no infecciosa, provocada por agentes
quimicos (solventes, farmacos, etc.) y la infecciosa, ocasionada por virus, bacterias y parasitos.
Para este proyecto la hepatitis de interés es la hepatitis viral, que se define como una infeccién viral
de los hepatocitos provocando necrosis e inflamacién del higado, causada por uno o més de cinco
tipos virales.

Los signos y sintomas son las sefiales de humo enviadas por nuestro cuerpo para advertimos que
algo anda mal (Poo y cols. 2001), y para el caso de la hepatitis B, el signo mas notable de la
enfermedad es la ictericia, que va de una coloracion amarilla hasta naranja de la piel y conjuntiva
causada por la deposicion de niveles elevados de bilirrubinas en sangre como resultado de una
excrecidn defectuosa del pigmento biliar, debido al dafio causado al hepatocito (Fields y cols. 1996).

Dependiendo del tiempo que persista la inflamacion y necrosis hepatica, el dafo puede ir desde una
Hepatitis aguda, la cual es un padecimiento donde el tiempo de duracion es menor a 6 meses en
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los cuales se presentan los signos clasicos de la enfermedad: ictericia, orina oscura y excremento
pélido, pudiendo existir fiebre, escalofrios, dolores musculares, inapetencia y cansancio; hasta una
Hepatitis cronica, en la cual el padecimiento persiste por més de 6 meses, la mitad de los pacientes
pueden ser asintomaticos, sin embargo se detecta dafio al higado, como células inflamatorias,
necrosis y fibrosis; teniendo como consecuencia la aparicién de Cirrosis, que representa una fase
avanzada de dafio a este drgano en el cual existen numerosas cicatrices o zonas de fibrosis
rodeando a las células del higado dandole un aspecto nodular. El tiempo necesario para desarrollar
cirrosis es de 15 a 30 afos, la enfermedad en esta etapa practicamente no es reversible; y puede
llegar a desencadenar un Carcinoma hepatico (Poo y cols. 2001). EI VHB puede causar cualquiera
de estos padecimientos, siendo la respuesta del sistema inmune de cada individuo el principal
determinante de que aparezcan unas formas u otras.

El nimero de personas infectadas por el VHB, en el mundo es dificil de establecer, se calcula que se
trata de cientos de millones. Algunos de los casos evolucionaran a formas crénicas y eventualmente
a cirrosis o carcinoma hepatocelular.

La hepatitis viral cronica es una de las enfermedades hepaticas mas frecuentes a nivel mundial y es
una causa importante de morbilidad y mortalidad. En México la prevalencia en la poblacién adulta
varia entre 0.5 y 1.5%. (Méndez 1999); en el afio 2000 se reportaron 23,088 casos nuevos de
hepatitis virales (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica 2001).

2.2.1.HISTORIA

De diez cosas que nos molestan nueve no lo conseguirdn si entendiéramos perfectamente
Sus causas y autentica naturaleza.
Schopenhauer.

En la primera civilizacion donde se detectaron enfermedades hepaticas fue en Mesopotamia. Sin
embargo no fue sino hasta 1930 cuando se determind la via parenteral, como via de transmision
para las hepatitis; y hasta 1947 cuando se introducen los términos de Hepatitis A y Hepatitis B por
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MacCallum, categorizando la infeccion como epidemia y el suero de pacientes con Hepatitis como
suero ictérico. Mas tarde, entre los 50's y a principios de los 70's, los estudios de Murria y Krugman
fueron instrumento para definir posteriormente las relaciones y diferencias seroepidemioldgicas entre
la hepatitis A y la hepatitis B, lo cual finalmente ayudé para la evaluacién de nuevos métodos para el
diagndstico e inmunoprofilaxis de estas enfermedades. Dos tipos distintos de hepatitis fueron
diferenciados, el agente de hepatitis fue designado MS-2 y semejante a hepatitis B.

En el curso de una investigacion, en 1965, el Dr Baruch Blumberg recopilé muestras de suero de
pacientes de Australia, que contenian antigenos relacionados especificamente con los anticuerpos
del suero de un paciente hemofilico de América, déndole el nombre de Antigeno de Australia
(antigeno Au).

En 1970 Dane detectd el virion completo del VHB, de 42nm, que es una particula con doble
membrana, consta de una envoltura externa compuesta de un antigeno de superficie (HBsAg), y una
envoltura intema o nucleocapside que contiene diferentes antigenos, el antigeno de core del VHB
(HBcAg), ademds de un genoma pequefio, circular y parcialmente de doble cadena y una enzima

ADN polimerasa enddgena.

Un tercer antigeno fue descrito por Magnius y Espmark en 1972, y fue designado como antigeno e
del VHB (HBeAg) (Bruss y cols.1988, Henry 1993). Tiene un peso molecular de 30,000 daltons
(Henry 1993). Este antigeno es un marcador relevante de la presencia de viriones intactos, asi como
de su infectividad (Fields y cols. 1996). En 1973, Kaplan descubre que el VHB contiene una enzima
DNA-polimerasa dependiente de ADN.

En 1965 Blumberg inicia los estudios para la vacuna del VHB (Fields y cols. 1996). Actualmente
existen dos tipos de vacunas contra VHB, una derivada de plasma humano (ya no utilizada),
autorizada en noviembre de 1981 en E.U.A. llamada Heptavax; y ofra obtenida por ingenieria
genética, que recibe el nombre de Recombivax (Maldonado-Jimenez 1998).
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En 1993 al estudiar las variaciones genéticas de las cadenas del VHB, se observé que eran de
origen geografico diverso y con variaciones naturales en la estructura primaria del HBsAg; y en 1995
se observo que los subtipos, los genotipos y la epidemiologia molecular del VHB se refleja en la
variabilidad de la secuencia del gen S (MacDonald y cols. 2000).

2.2.2. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

El temor ante lo desconocido se desvanece poco a poco, tan pronto nos atrevemos a describirlo y a
explorario.
Andnimo.

El VHB es un microorganismo que forma parte de los mas de 10,000 que pueden ocasionar
infeccién y enfermedad en nuestro cuerpo (Poo y cols. 2001). El VHB es el virus prototipo de una
nueva familia de virus de ADN llamada Hepadnaviridae, es un virus envuelto, su nucleocapside es
icosahédrica y presenta un ADN parcialmente de doble cadena(Gyoo y cols. 2002, Roossinck y
cols. 1987); no presenta efectos citopaticos (Carretero y cols. 2002).

La inmunogenicidad y antigenicidad del VHB es retenida después de exponerse al eter, acido (pH
2.4 por menos de 6 hrs.), y calor (98°C por 1 min; 60°C por 10 hrs). La exposicién de HBsAg con
hipoclorito de sodio 0.25% por 3min. destruye la antigenicidad (y probablemente la infectividad). La
infectividad en suero es baja después de hervir directamente por 2min., autoclavear a 121°C por 20
min o por calor seco a 160°C por 1 hr. EI VHB retiene su infectividad cuando es almacenado de 30~
32°C por menos de 6 meses y cuando es congelado a -20°C por 15 afios. El virién completo tiene
una densidad de 1.22 g/cm3 en CsCl (Fields y cols. 1996).
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2.2.2.1 ESTRUCTURA DEL VIRION

El VHB infecta células produciendo multiples tipos de particulas relacionadas. A través de
microscopia electrénica, con preparaciones purificadas se encuentran tres tipos de particulas del
VHB:

a) particulas con doble membrana de 42-47 nm conocidas como particulas de Dane, de estas
se encuentran alrededor de 10'0 particulas/mL de plasma.

b) particulas pequefias esféricas y pleomdrficas, de 17 a 25 nm de didmetro aproximadamente,
éstas se encuentran en mayor numero, a una concentracion aproximada de 10%3
particulas/mL.

La estructura esférica de 20 nm y la filamentosa estdn compuestas exclusivamente de
HBsAg y derivados lipidicos (propios del hospedero), los principales lipidos contenidos son
fosfolipidos, colesterol, esteres de colesterol y triglicéridos (Roossinck y cols. 1987, Fields y
cols. 1996). Estas particulas carecen de &cidos nucleicos, por lo que no son infecciosas. Sin
embargo, en forma pura, estas particulas son altamente inmunogénicas e inducen
eficientemente una respuesta de neutralizacion por anticuerpos anti-HBs (Fields y cols.
1996).

¢) en menor cantidad, se encuentran estructuras de forma tubular filamentosas de 20 nm de
diametro y de longitud variable.

Las tres formas tienen en comdn al antigeno de superficie de hepatitis B (HBsAg), el cual esta
presente en cantidades enormes en el suero de pacientes infectados. La particula de Dane, el virién
infeccioso del VHB, es complejo y consiste en una particula de doble envoltura, una exterior de 7nm,
repleta con todos los polipéptidos del gen S y un core o capside interior de 27nm, la cual contiene las
proteinas HBc y HBe, un ADN circular de doble cadena y 3200 pb y una enzima DNA polimerasa.
Los titulos de las particulas de Dane en sangre pueden ir desde muy bajos 104/mL hasta muy
elevados de 10'%/mL.

11
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FIGURA 2.1. Particulas que presenta el Virion del VHB. (Microbiologia Clinica en la

WWW. Virologia.).
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2.22.2 TIPO DE PARTICULAS VHB.

La replicacion del VHB esta asociada con la formacion de tres antigenos los cuales son; el antigeno
de superficie (HBsAg), el antigeno C (HBcAg) y el antigeno E (HBeAg) (Bruss y cols. 1988).

* Proteinas de Superficie de Hepatitis B

Las proteinas de superficie (HBsAg) son tres: Proteina pequefia de antigeno de superficie
(SHBsAg), proteina mediana de antigeno de superficie (MHBsAg) y proteina grande de antigeno de
superficie (LHBsAg) (Budkowska y cols. 1995, Ryu y cols. 2000, Paulij y cols. 1999). El antigeno de
superficie (HBsAg) se halla en la cubieta y en la superficie de las particulas esféricas y
filamentosas- particulas no infecciosas-.

*SHBsAg 0 HBsAg.

Esta proteina es la mas pequefa de las proteinas de superficie, solo contiene un dominio-S (Mehd! y
cols. 1994, Pontisso y cols. 1989). Histéricamente nos referimos a ella como Antigeno de Australia
(Au antigen). Es altamente hidrofébica y es el principal constituyente de todas las particulas de
hepatitis B y es la causa de la insercion de las tres proteinas S dentro de las membranas del reticulo
endoplasmico y subsecuentes formaciones de particulas. Esta proteina parece ser manufacturada
por el virus en elevadas cantidades y forma parte de las particulas filamentosas y esféricas (Pontisso
y cols. 1989); también contiene un epitopo altamente antigénico. El andlisis de este epitopo permite
clasificar a los portadores de VHB. Varios subtipos son reconocidos por anticuerpos. El determinante
antigénico presente en todas las HBs conocidas se denomina "a” y los cuatro subtipos principales
se denominan “d” 6 “y’ y “w’ 6 “r". Las posibles combinaciones de estos antigenos dan lugar a ocho
subtipos de VHB, que son Utiles como marcadores epidemioldgicos (Aratz-Ruiz y cols 1997).

13
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*MHBsAg

La proteina de superficie de tamaiio mediano (MHBsAg) contiene 55 aminodcidos adicionales en el
dominio conocido como pre-S2 (Mehdl y cols. 1994), este dominio es hidrofilico y parece residir
extracelularmente. Esta proteina se encuentra en cantidades similares en las particulas
filamentosas, esféricas y las particulas de Dane (Pontisso y cols. 1989). Se ha propuesto que esta
proteina, estd involucrada en la union y entrada del VHB al higado. Sin embargo, en un estudio de
andlisis genético en pacientes con VHB con hepatitis fulminante, se encontré una mutacién
proveniente de la expresion de esta proteina, lo que probablemente excluya a MHBsAg de participar
como proteina de unién, aunque pueda contribuir a la unién viral por un mecanismo secundario.

*LHBsAg

Esta proteina es la mas larga de las proteinas de superficie, contiene un dominio pre-S1 ademas de
los dominios pre-S2 y S (Mehdl y cols. 1994). La secuencia del dominio pre-S1 parece ser altamente
variable en los pacientes infectados, esto sugiere que pueda ser una proteina involucrada en la
unién con el higado. Esta proteina se encuentra en mayor abundancia en las particulas esféricas
(Pontisso y cols. 1989).

Se han observado dos estructuras diferentes para esta proteina: una en la superficie de la célula y
en viriones maduros y la otra en la superficie del reticulo endoplasmico (RE); estas formas pueden
distinguirse en estudios con proteasas y anticuerpos. En estudios con VHB aviar —de pato- (DHBV),
parece ser que ambos dominios, pre-S1 y pre-S2 siguen en el citoplasma cuando LHBsAg esta en el
RE. Aun esta bajo debate €l cuando, donde y como el dominio pre-S2 es translocado a través de la
membrana. Se han encontrado cantidades de LHBsAg en particulas filamentosas (Heermann y cols.
1984).

14



Sanchez/Sotres

e Proteinas HBc y HBe.

La expresién del gen de core del VHB en células infectadas resulta en la produccién de dos
preductos diferentes que son distintos en sus propiedades biofisicas y antigénicas. Estos productos
son la proteina ¢ (HBc) y la proteina e (HBe) que tienen una secuencia de aminoacidos muy similar
(Wasenauer y cols. 1992).

La proteina de core de hepatitis B (HBc) es el mayor componente de la nucleocapside (Wasenauer y
cols. 1992). Esta proteina de 183 aminodcidos es expresada en el citoplasma de la célula infectada
(Bimbaum y cols. 1990). El andlisis de su secuencia indica que en HBc es predominantemente
hidrofilica.

Los viriones purificados poseen la proteina HBc, la cual se agrega en forma de particulas de core.
Esta envuelve al genoma viral y la polimerasa, encapsulandolos. En un virién maduro, las particulas
de core terminan envueltas por varias proteinas de HBs. Hay en apariencia una concentracion critica
requerida de particulas de core para el ensamblaje, de 0.8pM.

El HBeAg como su nombre lo dice (“early” ~temprana-), aparece durante la infeccion aguda del VHB;
solo como un producto soluble (Bruss y cols. 1988). La HBe es una no particula de 17 kd (Bimbaum
y cols. 1990), que es expresada por la traduccion de una secuencia 5' con respecto al marco de
lectura abierto (ORF) del HBc, y es conocida como la secuencia pre-C/C, esta secuencia codifica
para un dominio hidrofébico transmembranal, resultando en la traduccién/translocacion de la HBe
dentro del lumen en el RE (Bruss y cols. 1988).

El propdsito de la produccién de esta forma secretora de HBc no esta bien definido. Una teoria es
que los niveles altos de HBe pueden de algin modo suprimir al sistema inmune. Los altos niveles de
HBe son frecuentemente encontrados en el suero de pacientes con alta viremia del VHB.

15
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¢ Proteina Polimerasa de Hepatitis B

La proteina polimerasa de hepatitis B (HBp) tiene el ORF mas largo, cerca de 80% del genoma del
VHB. Proteina de 90Kd, tiene actividad de polimerasa dependiente de ADN y ARN. HBp es la llave
para la generacién del genoma y la encapsidacién del ARN pregenémico (ARNpg). HBp esta
empaquetada junto con ARNpg dentro de la nucleocapside del virién. Basandose en homologias de
secuencia y en el estudio del mecanismo de replicacion del genoma viral, HBp ha sido dividida en 4
dominios todos indispensables; lo que nos indica que el gen P es multifuncional (Radziwill y cols.
1990).

La porcién N-terminal de fa proteina actla en el proceso de generar el iniciador —primer- para la
sintesis de la cadena de ADN negativa y termina unida covalentemente a el extremo 5' de estd
cadena de ADN (-). Este dominio es llamado primasa.

El subsecuente dominio al parecer no tiene solo una funcion enzimatica, pero actia como
espaciador entre el primero y tercer dominios (Radziwill y col. 1990).

El tercer dominio le da nombre a la HBp. Este ocupa aproximadamente el 40% de la proteina y
codifica para la actividad de polimerasa dependiente de ARN y ADN. Sin embargo la HBp requiere
también de la presencia de iones metalicos, siendo el principal efector de esta reaccién el magnesio
con una concentracion de 5mM (Urban y cols. 1998) y de el ¢ tallo-asa para realizar la actividad de
transcriptasa reversa/polimerasa. El cuarto dominio de la HBp presenta la actividad de RNAasa H -
degrada el ARN en hibridos ADN:ARN- (Radziwill y cols. 1990).

o Proteina X de Hepatitis B

La proteina X de hepatitis B (HBx) presenta el ORF més pequefio del genoma del VHB. Es una
proteina de 154 aminodcides, cuya funcién y localizacién celular son un misterio; no ha sido
encontrada en viriones maduros y no esta asociada con particulas de nucleocapside. El analisis de
su secuencia sugiere su localizacion en citoplasma. La expresién de HBx es corta de acuerdo al
estado de infeccion (Reifenberg y cols. 2002).
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La estricta conservacién del ORF X en el genoma del VHB sugiere un rol importante de HBx en el

ciclo viral; aunque solo se tengan especulaciones del rol de esta proteina (Reifenberg y cols. 2002).

Se sugiere que HBx tiene actividad de cinasa serina/treonina. Quiz4 el efecto m4s intrigante de HBx
en células infectadas es su actividad tumorigénica (Kim y cols. 1991). HBx esta asociada con

infeccién crénica y con carcinoma hepatocelular (HCC) (Young y cols. 2002).

Esta proteina de 17kd esta involucrada en multiples procesos virales y celulares, como son la

replicacion viral, control y apoptosis de ciclo celular, adhesion intracelular y migracién celular

(Carretero y cols. 2002).

TABLA 2.1. Caracteristicas de los antigenos y anticuerpos del VHB. (Fields y cols. 1996)

Abreviatura Termino Descripcion
HBsAg Antigeno de superficie de El complejo de los determinantes antigenicos
hepatitis B. Antes llamado encontrados en la superficie del VHB y en
antigeno de Australia particulas de 22nm y formas tubulares.
HBcAg Antigeno de core de hepatitis B La especificidad antigénica asociada con el
core (27nm) del VHB.
HBeAg Antigeno e de hepatitis B Los determinantes antigénicos estan
intimamente asociados con la nucleocapside
de VHB. Estas proteinas se encuentran
solubles en suero.
Anti-HBs, Anti-  Anticuerpos de HBsAg, HBeAg y
HBc y Anti-HBe HBcAg Anticuerpos especificos que son producidos
en respuesta a sus respectivos
determinantes antigénicos.
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2.2.2.3. GENOMA VIRAL

Su genoma es un ADN circular pequefio parcialmente bicatenario, de aproximadamente 3200
nucleotidos de longitud (3.2Kb). La forma circular estad mantenida por la unién con extremo 5', esta
molécula tiene una estructura inusual con dos cadenas de ADN que no son perfectamente simétricas
(Radziwill y cols. 1990, Noppampanth y cols. 2003, Roossinck y cols. 1987, Wu y cols. 1991).
Presenta cuatro marcos de lectura abiertos (preS/S, preC/C, P y X) (Arauz-Ruiz y cols. 1997,
Carretero y cols. 2002, Roossinck y cols. 1987, Will y cols. 1987), codifica una transcriptasa inversa
y su replicacion es a través de un Acido ribonucleico (ARN) intermediario (Rabziwill y cols. 1990,
Urban y cols. 1998, Wu y cols. 1991).

Los viriones VHB contiene ADN y ARN, ademas en algunas regiones del genoma este puede ser de
cadena sencilla, cadena doble y algunas veces de triple cadena; esta peculiar caracteristica es un
resultado directo del mecanismo de replicacion del genoma del VHB.

Cada par de bases en el genoma del VHB esta involucrado en la codificacién de al menos una
proteina del VHB, el genoma también contiene elementos genéticos que regulan los niveles de
transcripcion, determinan los sitios de poliadenilacién, e incluso marca un transcrito especifico para
ser encapsulado en la nucleocapside.

Hay definidos cuatro marcos de lectura abiertos (ORFs) en el genoma, los cuales resultan en la
transcripcion y expresion de siete diferentes proteinas del VHB, mediante el uso de diferentes
cadenas de inicio para la sintesis de proteinas que son: ORF P ocupa la mayor parte del genoma y
codifica para la polimerasa viral (con actividad enzimatica central en la replicacién del genoma);
ORF S codifica para las tres proteinas de superficie, se divide en dos subregiones (pre-S1 y pre-S2);
ORF C codifica para las proteinas de core y e, proteinas estructurales de nucleocapside; y ORF X
codifica para la proteina X del VHB (Hirsch y cols. 1990).
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Para la comprensién adecuada del mecanismo de replicacion del VHB es necesario definir algunos

elementos que intervienen en esté, como son:

ARN pregenémico ~ARNpg-: Es un transcrito genémico al cual le falta el coddn de inicio
AUG. Es especificamente elegido por la polimerasa del VHB para su empaquetamiento;
sirven como molde para la sintesis del ADN y se dice que son ARN gendmicos bifuncionales
ya que también sirven de mensajeros para la traduccién de ORF's pre-C, C y P(Pollack y
cols. 1994, Will y cols. 1987); por lo que el ARN pregendmico de los hepadvariridaes, es
igualmente infeccioso que el ADN contenido en el virus (Wu y cols. 1991).

Enhnancer o Potenciador: secuencia nucleotidica que produce un incremento regional en
la trascripcion.

Tallo-asa: estructura secundaria en una cadena sencilla de acido nucleico que muestra una
region de bases apareadas y una region libre, ver figura 2.2.
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FIGURA 2.2. Estructura del ¢ tallo-asa (e stem-loop) de los Hepadnaviridae.

* DR1: es una pequeia secuencia de 11 a 12 nucledtidos localizada cerca del extremo &'
terminal del ARNpg.

e Secuencia redundante terminal (extremo 3' redundante): es una redundancia de
aproximadamente 200 nucledtidos que comprende parte de la regién 5' incluyendo el ¢ tallo-
asa y el DR1 (Fields y cols. 1996).

e ADNcce: es una formal del ADN del VHB circular covalentemente cerrada, la cual solo se
presenta al momento de la reparacién y trancripcion del genoma viral.

e Cap: esta contenido en el extremo 5' del ARNm, el cual esta formado de guanosinas
metiladas; y desempefia diferentes funciones como son, evitar que el extremo 5' del ARNm
sea digerido por nucleasas, ayuda a transportar el ARNm hacia fuera del nucleo y
desempeia un papel importante para iniciar la traduccién del ARNm ( Karp 1998)
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2.2.2.4. MECANISMO DE REPLICACION VIRAL

FIGURA 2.3. Ciclo de vida del VHB (Fields y cols. 1996)
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El VHB se adhiere de forma especifica a células capaces de soportar esta replicacion. Aungue los
hepatocitos, son el tipo de células mas efectivas para la replicaciéon del VHB, otros sitios
extrahepaticos han sido encontrados por ser capaces de soportar la replicacion, pero en menor
grado. Los intermediarios de replicacién y/o los transcritos virales han sido encontrados en células
mononucleares, en epitelio de conducto biliar, endotelio, células acinares pancreéticas y en tejido
muscular liso, también se han encontrado en glandulas adrenales, génadas, rifidn, nédulos linfaticos,
bazo y glandula tiroides en pacientes con infeccién aguda (Budkowska y cols. 1995). La adhesién
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viral frecuentemente determina la especificidad del virus por el tejido y el hospedero. Sin embargo,
para VHB no hay cultivos celulares primarios ~hepatocitos de adultos normales y fetos humanos-
viables, ya que el virus no se une a dichos cultivos, y a demds no son capaces de soportar la
replicacién viral (Pontisso y cols. 1989); sin embargo existen lineas celulares, como es el caso de
HepG2, -que se obtienen de HCC- la cual es Uil en el estudio de la replicacion del virus (Terre y
cols. 1991). Intentos para determinar el receptor del VHB han sefialado candidatos semejantes a la
apolipoproteina H (apo-H), la cual se cree que se une a la proteina SHBsAg , pero esta molécula no
es una proteina integrada en la membrana del hepatocito; ya que esta proteina esta asociada con
los kilomicrones y lipoproteinas de alta densidad, las cuales entran en los hepatocitos en el curso
normal del metabolismo de lipidos, por lo que se cree que facilita la entrada del VHB de esta forma
(Mehdl y cols. 1994), y la forma alterada de apolipoproteina H (alt apo-H) (Medl y cols. 1996),
albumina serica poli-humana (pHSA), fibronectina ~ unién via dominio preS2- (Budkowska y cols.
1995) e interleucina-6 (IL-6) (Ryu y cols. 2000), otra proteina que se une con HBsAg, por fosfolipidos
es la endonexin-2 (Fields y cols. 1996). Recientemente una proteina (gp 180) ha sido definida por
interaccién del receptor de union de la célula hospedera y con el dominio pre-S1 en virus de la
hepatitis B aviar (DHBV). También, se ha identificado una proteina de 80 Kd en los hepatocitos, la
cual se une sobre el domiinio pre S1 (Ryu y cols. 2000), que ha sido encontrada en la unién con el
VHB.

¢ Desnudamiento o Descapsidacion y Transporte al Nicleo.

Los pasos inmediatos, seguidos a la entrada del VHB no estan definidos claramente. Se cree que la
nucleocdpside debe liberarse de las proteinas de envoltura. Otros estudios sugieren un evento
proteolitico en la proteina de superficie larga (L HBsAg) produciendo la exposicion de un dominio de
fusion de membrana. Se cree que esto ocurre en membrana plasmatica y no dentro de una vesicula
acida.

22



Sénchez/Sotres

Después de la pérdida de la envoltura, se cree que la nucleocapside es transportada a la membrana
nuclear. El sistema DHBV es el modelo que ha sugerido que la descapsidacién del genoma del VHB
ocurre en la membrana nuclear(Tutieeman y cols. 1986).

« Reparacion y Transcripcion del genoma VHB.

El ADN del VHB es llevado dentro del nicleo donde es reparado a la forma covalentemente circular-
cerrada (ADNcce) (Gyoo y cols. 2002, Kéck y cols. 1993). La reparacién completa requiere de la
doble cadena (ADNdc) removida por la estructura 5' terminal (un iniciador de ARN y la proteina
polimerasa)(Fields y cols. 1996), resultando una buena unién covalente de las cadenas. La
polimerasa del VHB no es requerida en este paso. A diferencia de los retroviridae, la replicacion del
VHB no requiere la integracion del ADN viral en el genoma de la célula hospedera.

Una vez recircularizado, se inicia la actividad potenciadora -enhancer- y promotora generando los
transcritos requeridos para la sintesis de proteinas y la generacion del ARNpg. Los transcritos
generados pueden ser divididos en 2 categorias: subgendmico y gendmico. Los ARNs
subgenomicos tienen la funcion exclusiva de mensajeros; para la expresion de proteina X y las
proteinas de superficie (HBsAg). Los ARNs genémicos son bifuncionales, ambos sirven como
moldes para la sintesis de ADN y de mensajeros para traduccion de ORFs pre-C, C y P. El
transcrito largo mide mds de un genoma completo, sirve para la produccién de las proteinas e, core
y polimerasa. Un transcrito gendmico particular, al cual le falta el codén de inicio AUG, para la
proteina e, es llamado ARNpg por ser especificamente elegido por la polimerasa del VHB para el
empaguetamiento. Se ha hipotetizado una supresién mediada por los ribosomas, puede inhabilitar al
VHB para empacar genomas con el codon de inicio de la proteina e. Las mutaciones que inactivan
este AUG permiten la encapsidacion de los mensajeros largos. Las diferentes clases de transcritos
virales, pueden originarse por el uso de varios promotores. Han sido identificados cuatro promotores
virales, dirigiendo la expresion de: ARNs gendémico (pre-C y C), ARNm para proteina L, ARNm para
proteina M y S, y ARNm para proteina X (Gyoo y cols. 2002, Seeger y cols. 1986, Su y cols. 1989).
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o Ensamblaje de Nucleocépside.

Los niveles altos de expresion de las proteinas de core pueden producir la formacién de la
nucleocapside (vacia), sin la informacién genética contenida dentro de esta (Bimbaum y cols. 1990,
Miyanahara y cols. 1986). Se cree que la unién de la proteina polimerasa a una estructura de tallo-
asa resulta en la encapsulacion del ARNpg (Tavis y cols. 1998, Hirsch cols. 1990). La delecién del C-
terminal de la proteina polimerasa permite la unién de la polimerasa al tallo-asa, pero previene la
encapsulacién. Se cree que el C-terminal de la polimerasa estd involucrado en la interaccién con
proteina del core de hepatitis B (Kéck y cols.1993). En los Hepadnaviridae, solo la polimerasa unida
a los tallo-asa es empacada por las proteinas de core.

e Sintesis de ADN viral de VHB.

La transcripcion reversa del ARNpg ocurre después de que las proteinas del core se unen a la
polimerasa (Pollack y cols. 1994). Se cree que la transcripcion reversa/replicacién del ADN, inicia al
mismo tiempo que la encapsidacion (Tavis y cols. 1994).

El complejo mecanismo empleado por el VHB para la conversién del ARNpg en ADN de doble
cadena (ADNdc) estd bien caracterizado. La transcripcion de ARNpg resulta en la generacion de una
cadena de ARN con el extremo 3' redundante. La redundancia, de aproximadamente 200
nucleotidos comprende redundancias de la regién 5' incluyendo el € tallo-asa y una pequeha
secuencia de 11 a 12 nucleotidos llamada DR1. Otra copia de DR1 esta localizada cerca del extremo
3' terminal del ARN y es llamada DR2, ver Esquema 2.1 paso 1. Con la unién de la polimerasa inicia
la transcripcion reversa del molde ARNpg por 3 a 4 bases antes del DR1. La proteina polimerasa
en este momento esta sujetada covalentemente sobre la cadena de ADN negativa en crecimiento.
La polimerasa sirve como un iniciador cuando comienza la transcripcidn reversa. (Tavis y cols. 1994,
Gyoo y cols. 2002, Seeger y cols. 1986), ver Esquema 2.1 paso 2a.
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La polimerasa usa el ¢ tallo-asa como molde para iniciar la trascripcion reversa. Los cuatro
nucledtidos copiados, son idénticos a cuatro nucleétidos localizados en la regién DR1. Este pequefio
segmento de ADN puede ser transferido a la secuencia DR1 del extremo 3'y la transcripcion reversa
puede continuar por los mecanismos de elongacion conocidos, ver Esquema 2.1 pasos 2b y 3. La
transcripcion reversa del ARNpg genera la cadena de ADN negativa, la cual tiene extremos
redundantes iguales a el ARN que se utilizd como molde (Tavis y cols. 1994, Gyoo y cols. 2002).

Cuando se genera el ADN negativo, el molde de ARN es degradado por la actividad de RNasa H de
la polimerasa. Sin embargo, el cap de 15 a 18 oligoribonucledtidos en el extremo 5 terminal del ARN
permanece sin degradarse y sirve como iniciador para la sintesis de la cadena de ADN positiva, ver
Esquema 2.1 paso 4. Este ARN iniciador y los pares de bases se mueve para aparecer con la regién
DR2 del extremo §' en la cadena de ADN negativa. Se cree que este paso puede ser facilitado por
proteinas no identificadas (Tavis 1994, Gyoo 2002, Lien 1986), ver Esquema 2.1 paso 5.

Una vez translocado el iniciador, se inicia la sintesis de la cadena de ADN positiva y continua hasta
el extremo 5' terminal de la cadena de ADN negativa. Para completar la sintesis de la cadena de
ADN positiva se requiere una transferencia intramolecular de la cadena de ADN negativo dando
acceso a la porcién no copiada de la cadena. Este proceso es facilitado por la secuencia
redundante terminal encontrada en la cadena negativa. Tipicamente, la cadena de ADN positiva no
es completada hasta la entrada del virus a otra célula hospedera. Esto da como resultado que en los
viriones se observe el caracteristico segmento de ADN de cadena sencilla propio de los
Hepadnaviridae., ver Esquema 2.1 paso 6. Una propuesta es que los eventos de
replicacién/ftranscripcion reversa no pueden terminarse con el virién ensamblado debido a
impedimento estérico; alternativamente se ha sugerido que esto se debe a la falta de precursores en
la célula. De cualquier manera la existencia de los genomas incompletos de ADN/ARN esta una
caracteristica tipica de esta familia (Gyoo y cols. 2002, Tavis y cols. 1994, Kock y cols. 1993, Enders
y cols. 1987 ).
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ESQUEMA 2.1. Mecanismo de Transcripcion Reversa de los hepadnavirus (Tavis 1994).

2a. Cap — Q ——————————————— m._m-jf.._.gn
2b. C:p—mj{ _______________ _E{_.A.,,
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Esquema 2.1. EI ARNpg (paso 1 lineas punteadas) el cual presenta el cap y esta poliadenilado con
una redundancia larga terminal (R). La localizacién de DR1y DR2 es indicada por cajas numeradas;
el ¢ tallo-asa y el ARNpg estan empaquetados dentro del core con la polimerasa (ovalo P). La
interaccién del DR1 en el extremo 3' con P inicia la transcripcion reversa (paso 2). P inicia la
transcripcion reversa en el extremo 5'con el fallo-asa; extendiendo la cadena negativa de ADN (linea
continua) por tres a cuatro nucleotidos (paso 2a). Entonces P y el ADN covalentemente generado
son transferidos al extremo 3’ con el DR1 (paso 2b), para que se lleve acabo la extensién del ADN.
El ARNpg es degradado por la actividad de RNAasaH de la polimerasa (paso 3) hasta que P alcanza
el extremo 5' del molde, donde esta deja un oligomero de ARN alineado con la copia en el extremo
5" que es una duplicacién terminal pequefia semejante a la cadena de ADN negativa (r, paso 4). El
oligomero de ARN es transferido a DR2, donde este inicia la sintesis de la cadena de ADN positiva
(inea continua pequefia paso 5). Durante la elongacion, una transferencia del segundo molde
circulariza el genoma y la cadena positiva es extendida por una longitud variable (paso 6) para la
produccién de un ADN de un virus nuevo (Tavis 1994 y cols.).

o Gemacion y Secrecion del Virion Maduro y Particulas No Infecciosas.

Debido a la variable cantidad de transcritos de las diferentes proteinas de superficie, son producidas
mucho mas proteinas de superficie pequefas (SHBsAg) y medianas (MHBsAg), en comparacion
con la proteina larga de superficie (LHBsAg). Cuando el dominio S contiene varias secuencias
transmembranales, estas proteinas son co-ransladadas dentro del reticulo endoplasmico (RE). Las
proteinas HBs se agregan en regiones del complejo de Golgi, en un proceso en el cual las proteinas
del hospedero son excluidas del complejo. Las regiones con alta concentracion de las proteinas
SHBsAg y con un minimo de MHBsAg son capaces de gemar dentro del lumen del RE para producir
las particulas de 22nm. Las proteinas LHBsAg raramente estan contenidas dentro de las particulas
de 22nm, ya que son retenidas en RE (Cheng y cols. 1986).

Se cree que la nucleocdpside completa se asocia con &dreas del Golgi de alto contenido de la
proteina de superficie. Se piensa que LHBs interactia con HBc en el lado citoplasmaético del Golgi,
jalando las nucleocapsides dentro de las vesiculas en formacién, generando las particulas
recubiertas de 42nm las cuales son excretadas por exocitosis.
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Las tres proteinas de envoltura son expresadas mejor en membranas intracelulares que en la
superficie de la célula. Una caracteristica importante de los viriones, es la cantidad relativamente alta
de la proteina L; en una buena preparacion la proporcion es de subunidades L:M:S es
aproximadamente de 1:1:4 (Fields y cols. 1996).

2.2.3. EPIDEMIOLOGIA

La ignorancia no es una buenaventuranza, sino inconciencia y esclavitud; solo la
inteligencia nos puede hacer participes en la construccion de nuestros destinos.
John Dewey.

El VHB causa hepatitis aguda, crénica y es un agente etiolégico para carcinoma hepatocelular
primario (HCC) (Ryu y cols. 2000).

La infeccién por VHB es una de las causas mas comunes de viremia crénica con un estimado de
200 a 300 millones de portadores a nivel mundial (Ryu y cols. 2000, Urban y cols. 1998, Pawlotsky y
cols. 2000), favoreciendo el mantenimiento de la cadena de transmisién. Este virus es considerado
como el segundo carcinégeno humano conocido, después del tabaco, siendo la causa de hasta el
80% del Carcinoma Hepatocelular Primario. A nivel mundial se presentan mas de 250 mil muertes
anuales asociadas con el VHB por hepatitis fulminante y cirrosis (Cheng y cols. 1986). De acuerdo
con la Organizacién Panamericana de la Salud: la Hepatitis B continta siendo un problema mayor de
salud publica en las Américas, con casi 400 mil infecciones nuevas cada afo (Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiologica 2001).

En regiones de endemia intermedia, como Europa oriental, la regién Mediterrdnea, Unién Soviética,
Oriente Medio y Latinoamérica, entre 20 y 55% de la poblacién adulta ha estado expuesta a la
enfermedad y de 0.5 a 7% son portadores. Un 90% de la poblacién afectada son nifios (Urban y
cols. 1998). La infeccién en nifios es mas comin en regiones de endemia intermedia que en las de
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endemia reducida. Los nifios afectados con hepatitis B tienen mds probabilidad de convertirse en
portadores y corren mayor riesgo de presentar, mas adelante, cirrosis o cancer hepético. Los recién
nacidos expuestos al virus a través de sus madres al momento de nacer, suelen mas tarde (a los 20
0 30 afos de edad) presentar lesién hepatica crénica y muchos mueren debido a cancer hepatico.

Para la hepatitis B no se conoce reservorio en animales inferiores; los seres humanos constituyen el
reservorio y el vector, por lo que se dice que es una infeccion especifica de especie (Ryu y cols.
2000); aunque se ha encontrado esta infeccion en otras especies (MacDonald y cols. 2000,
Noppompanth y cols. 2003). El virus se disemina directamente de persona a persona, sobre todo a
través de portadores crénicos, individuos en los que se detecta el antigeno de superficie del VHB en
dos determinaciones distintas separadas por un periodo minimo de seis meses (Poo y cols 2001). La
ruta de diseminacién mas eficiente del virus de la hepatitis B es la percuténea; en donde el virus
puede transmitirse por medio de sangre o de productos sanguineos contaminados. La transmision
perinatal y la diseminacion a través de mucosas o por transmision sexual son de baja eficiencia,
generalmente requiere altas cantidades del virus. Normalmente se encuentran altas concentraciones
del VHB en sangre y en higado.

El virus también ha sido detectado en una variedad de secreciones corporales y excreciones,
incluyendo semen, saliva -recientemente se han reportado casos de infeccion de VHB por
mordedura con una alta prevalencia en dentistas y miembros de familias de pacientes con VHB lo
que sugiere la propagacion por este fluido- o fluidos nasofaringeos, y fluidos menstruales
(Noppompanth y cols. 2003). Por heces no ha sido demostrado el origen de la infeccién,
presumiblemente por que el virus es inactivado por enzimas presentes en la mucosa intestinal o
derivadas de bacterias de flora normal. El virus algunas veces esta presente en orina, pero esta
presencia tiene un limite epidemioldgico importante, excepcionalmente puede ocurrir cuando hay
una infeccion crénica y se ha encontrado HBsAg positivo en orinas de pacientes urémicos dentro de
la hemodidlisis. Se ha detectado HBsAg en bilis y jugo pancredtico, pero no en jugo gdstrico.
También han sido positivos para HBsAg: el fluido pleural, fluido de ascitis, fluido cerebroespinal,
lagrimas, leche matema; por lo que asumimos que todos los fluidos biolégicos de pacientes

infectados con VHB pueden ser infecciosos y capaces de transmitir VHB, especialmente en una
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situacion en la cual hay exposicion de membranas mucosas o percutaneas (Fields y cols. 1996). La
transmisién por contacto sexual y exposicion parenteral -transmision de madre a hijo-, es
responsable de un alto grado de endemia en varias regiones del mundo; el 25 al 50% de los
pacientes con hepatitis crénica resultan por transmision vertical u horizontal por exposicion
nosocomial en la infancia (Noppompanth y cols. 2003).

La zoonosis no esta confirmada aun, pero se sabe que es similar a [a transmisién zoonotica del virus
de inmunodeficiencia humana ViH (Noppompanth y cols. 2003).

TABLA 2.2. Pacientes en riesgo de contraer hepatitis B (Méndez 1999).

Pacientes en riesgo
Personas con sintomas de hepatitis
Personas con elevacién en la concentracion de enzimas hepaticas
Contacto sexual con portadores identificados de VHB
Personas sexualmente activas con parejas multiples
Personas que usen drogas intravenosas
Pacientes con hemodialisis
Pacientes de instituciones para discapacitados mentales
Trabajadores de la salud expuestos a sangre o a sus productos
Recién nacidos de madres VHB-positivos (se recomiendan pruebas
diagnésticas en mujeres embarazadas)
Personas con puncién accidental con agujas
Personas con tatuajes o perforaciones corporales
« Pacientes hemofilicos de transfuciones sanguineas o de productos de sangre
antes de 1990

® & & & & & & 2 @

La clasificacion genética del VHB se basa en la comparacion del genoma completo, habiéndose
definido seis genotipos; A,B,C,D,E,F (Mbayed y cols. 1998, Arauz-Ruiz y cols. 1997,). Los genotipos
Ay D estan extensamente distribuidos en el Viejo Mundo, los genotipos B y C estén confinados en
el Este de Asia; el genotipo E en Africa (sub-Sahara). El genotipo F, que codifica para el subtipo
adw4, es originario del Nuevo Mundo — en gente indigena del Centro y sur de America-. En un
esludio reciente en América Central; de 90 cepas de VHB investigadas, el 71% corresponde al
genotipo F, el 14% al genotipo A y los genotipos D y C el 6% y 1% respectivamente (Arauz-Ruiz y
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cols. 1997, MacDonald y cols. 2000). La heterologia serologica se basa en un determinante
antigénico en comdn, “a”, y dos pares de determinantes exclusivamente mutantes, “d/y”, y“ w/r*,
identificando cuatro subtipos de HBsAg; y son: adw, ayw, adr y ayr, aunque en una blsqueda
posterior se definieron nueve subtipos (Arauz-Ruiz y cols. 1997).

2.2.4. SINDROMES CLINICOS

La vida es una constante busqueda del equilibrio.

Andnimo.
La evolucién clinica de la hepatitis B puede ser muy variable, desde una infeccion asintomatica,
anictérica, que ocurre en la mayoria de los casos, hasta una enfermedad aguda, que en algunas
ocasiones se complica evolucionando hacia la cronicidad, fa cirrosis o al carcinoma hepatocelular
(Maldonado-Jimenez 1998, Enders y cols 1987, Urban y cols 1998).

La infeccién del VHB se caracteriza por un largo periodo de incubacion y un inicio insidioso. Entre
los sintomas del periodo prodrémico se encuentra la fiebre, malestar y anorexia; seguidos de
nauseas, vémitos, malestar abdominal, fiebre y escalofrios. Se desarrollan con rapidez los sintomas
mas clasicos indicando dafio hepatico ictericia, coluria y acolia.

Muchos pacientes con VHB tienen pocas manifestaciones clinicas de enfermedad hepatica, si es
que tienen alguna. Sin embargo la mayoria de los pacientes admiten tener fatiga o un malestar no
especifico que atribuyen a otras causas (Poo y cols 2001).

Puede existir infeccion viral sin Hepatitis, sin dafio al higado, pueden presentarse anticuerpos contra
VHB e incluso particulas virales (carga viral positiva) en sangre, con transaminasas normales y por
lo tanto el higado no esta inflamado. Esta condicién se atribuye a un fendmeno de tolerancia del
organismo a la presencia del VHB (parecido a un estado de coexistencia pacifica). Al realizar biopsia

a estos pacientes sdlo se encuentran cambios minimos (Poo y cols. 2001).
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Hepatitis aguda viral se divide en cuatro fases clinicas: a) periodo de incubacién -tiempo
comprendido entre la exposicién y el primer dia de sintomas o ictericia-, b) periodo prodrémico o
estado de pre-ictericia, c) fase de ictericia y d) periodo de convalecencia.

El periodo de incubacién para la hepatitis viral tipo B es de 45 a 160 dias en la mayoria de los casos
(Maldonado-Jimenez 1998). Los factores determinantes para ocasionar infeccion con el VHB son: a)
la medida del inoculo, b) la via de infeccién, c) la coinfeccién con otros agentes causantes de
hepatitis, d) alteracion de patogenicidad viral por medios fisicos y quimicos, e) interacciones
inusuales entre virus-hospedero y f) la concurrente administracién de anticuerpos especificos.

La fase prodrémica es corta y varia desde algunos dias hasta semanas, y en la mitad de los
pacientes se caracteriza por poca fiebre, facilmente se fatigan, malestar, anorexia, mialgia, nausea, y
vomito.

En fase de ictericia el paciente presenta una apariencia amarillenta, la orina presenta una coloracion
de dorada-café, las bilirrubinas se elevan, con deposiciones palidas y las mucosas membranales
presentaran decoloracidn (amarillentas). Esta etapa empieza diez dias antes de iniciados los
sintomas. La ictericia aparece clinicamente, cuando los niveles de bilirrubinas totales se encuentran
entre los 2 - 4 mg/dL, la fiebre esta presente y usualmente permanece los primeros dias de ictericia.
El examen fisico del paciente con hepatitis aguda muestra dolor a la palpacién o percusiones en el
higado. Ocasionalmente, durante la etapa aguda de la infeccién por VHB, ocurre una necrosis
importante del higado conduciendo a un dafo severo en los procesos de sintesis hepdtica, funcién
excretora y mecanismos de detoxificacién; este dafio hepéatico se conoce como hepatitis fulminante
si ocurre durante las primeras 8 semanas de la enfermedad, es caracterizada por un inicio repentino
de fiebres altas, un marcado dolor abdominal, vomito e ictericia, seguido del desarrollo de
encefalopatia hepatica asociada con un coma profundo y convulsiones, ascitis, diatesis hemorragica,
disfuncién renal y rigidez conduciendo a la muerte en un 70 a 90 % de los pacientes (Fields y cols.
1996). Otros sintomas comunes son, el bajo deseo de tomar alcohol o fumar, malestar y
ocasionalmente dolor de cabeza (Poo y cols 2001).
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Hepatitis viral crénica. Algunos de los pacientes con infeccion crénica, pueden no tener evidencia
clinica y bioquimica de enfermedad en higado. Aunque frecuentemente son categorizados como
portadores asintomaticos de hepatitis B o simplemente portadores de HBsAg, estos pacientes
presentan facilidad para fatigarse, ansiedad, anorexia, malestar y se quejan notablemente. Los
niveles de transaminasas, bilirrubinas y gammaglobulinas son marcadores que se elevan de forma
lenta. Posteriormente puede haber una serie de remisiones y recaidas. Las remisiones pueden ser
largas, de pocos meses a varios afios. Durante una recaida, la aminotransferasa puede ser un
marcador elevado asi como las bilirrubinas y puede presentarse ictericia.

La prediccion y progresién de cirrosis incluye descompensacion hepatica, con episodios repetidos de
exacerbaciones agudas severas y/o elevados niveles de alfa-fetoproteinas (mas de 100ng/mL), junto
con liberacion de HBeAg. La cirrosis se caracteriza anatémicamente por la presencia de nédulos en
el higado, combinado con fibrosis. Estos nodulos excesivos y fibrosis resultan en una distorsion de la
arquitectura normal del higado e interfiere con el fluido sanguineo a través del higado (Poo y cols.
2001).

Carcinoma Hepatocelular (HCC). Esta forma de enfermedad es adquirida después de un tiempo
prolongado de infeccién con Hepatitis B cronica. Los eventos que desencadenan el desarrollo de
esta enfermedad son actualmente desconocidos (Maldonado-Jimenez 1998, Enders y cols 1987,
Urban y cols 1998).
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2.2.5. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Investigar es ver lo que otros ven, pero pensar lo que otros no piensan.
Hans Krebs

Para el Diagndstico de laboratorio de la Hepatitis B se analizan 3 aspectos.

l. Evaluacién Bioquimica.
Il. Marcadores Serolégicos Virales

M. Evaluacion Histologica.

I Evaluacién bioguimica. En esta seccion se incluyen estudios generales y estudios

especificos del higado, comunmente conocidos como pruebas de funcién hepatica.
Estudios generales.

Incluyen por lo menos una biometria hematica, quimica sanguinea y examen general de

orina, que permiten detectar padecimientos asociados como la anemia, diabetes, trastornos
renales o infecciones, entre otros.
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studios especifi el higado.

A Pruebas de funcion del Higado. Incluyen la determinacién de bilirrubina, albimina y
el tiempo de protrombina. La primera evalia la funcién o capacidad excretora del higado. La
bilirrubina esta dividida en directa e indirecta. Poniendo mayor interés en la directa la cual se
eleva cuando hay obstruccion de los conductos biliares o inflamacién y necrosis de células
hepéticas, junto con la fosfatasa alcalina (Poo y cols. 2001). La bilirrubina ha sido utilizada
como exploracién colectiva en las epidemias de hepatitis (Henry 1993).

B. Pruebas de inflamacidn. Las aminotransferasas (fransaminasas) son un indicador
altamente sensible en el dafio hepatocelular; la alanina aminotransferasa (ALAT) vy
aspartato aminotrasferasa (ASAT) o también llamadas glutémico pirdvica (TGP) y glutamico
oxaloacética (TGO) respectivamente, enzimas del higado que participan en procesos
metabdlicos fundamentales. En el caso de la hepatitis viral los niveles de ALAT son
significativamente mds altos que los de ASAT. ALAT se eleva bruscamente y suele bajar sin
meseta a valores de 100 — 400 U/L, en cuyo margen de actividad fluctia durante tiempos
variables. Pueden también producirse subidas y bajadas en montafia rusa, en tanto persista
el agente causal. Cuanto mas tiempo permanezca elevada la ALAT, més probable es que se
desarrolle la cronicidad (Henry 1993). Otras enzimas que pueden elevarse cuando hay
destruccion de células son la gama glutamiltranspeptidasa (GGT) y la lactatodeshidrogenasa
(LDH) (Poo y cols. 2001, Fields y cols. 1996, Maldonado-Jimnez 1998).

Los niveles de bilirrubina en suero y la actividad de ALAT, a demds de los marcadores
virales, son las mejores guias en el laboratorio para seguir el curso de la enfermedad (Henry
1993).

C Pruebas de regeneracion. El estudio que indica el nivel de regeneracion es la alfa-
fetoproteina, producida por los tumores. Esta simple determinacion puede ayudar a detectar
en forma temprana un tumor hepatico (Poo y cols. 2001), por lo que los portadores de
HBsAg deben ser vigilados anualmente para su reconocimiento precoz (Henry 1993)

35



Sanchez/Sotres

II. Marcadores virales.

En esta seccion se incluyen las pruebas seroldgicas capaces de detectar marcadores Utiles, para la
identificacion del virus, estos marcadores pueden ser de 2 tipos:

a) Indirectos: ejem. anticuerpos especificos, producidos por células inmunes en respuesta a la
estimulacién antigénica viral;

b) Directos: ejem. Antigenos virales y genoma, componentes del virion o producidos durante la
replicacion.

Estas pruebas son necesarias para definir: si la infeccion esta presente; en ese caso, si es aguda o
crénica; en caso de ser cronica, si es replicativa o no replicativa; y finalmente, si no hay infeccion, si
el anticuerpo protector existe o no.

a) Marcadores Indirectos:

¢ Anticuerpo anti-HBc. Se trata del primer anticuerpo en aparecer en la enfermedad, siendo ya
detectable con los primeros sintomas de la enfermedad en la fase aguda o en la crénica. La
positividad de anticuerpos de la clase IgM frente a este marcador (anti-HBc IgM), se interpreta
como indicador de infeccién aguda reciente. Hoy se sabe que no sélo existe IgM especifica
frente al “core” en las fases agudas sino que también es detectable en los casos de
enfermedad crénica con replicacion viral y lesion hepatica, aunque la concentracién de esta
clase de anticuerpos es menor que la encontrada en las fases agudas.

Cuando se detecta IgM Anti-HBc con HBsAg negativo los resultados de esta prueba son
inseguros porque pude ser que se trate de una infeccién en curso o una infeccién pasada, por
lo que es recomendable la determinacién del HBeAg y la carga viral (ADN-VHB) para un
diagndstico adecuado (Gerlich1980).
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o Anticuerpo anti-HBe. La aparicion de anticuerpos anti-HBe en el curso de una infeccion
aguda indica generalmente buena evolucién y baja infectividad del paciente. En la mayoria de
los casos son detectables poco antes de desaparecer el HBsAg, pudiendo encontrarlo positivo
durante varios anos después de la infeccién. En los casos de hepatitis cronica en los que
coexiste con HBsAg suele indicar escasa actividad replicativa de la enfermedad viral,
coincidiendo casi siempre con diagnésticos histoldgicos de higado “nomal” (portador
asintomético) o hepatitis cronica persistente. (Maldonado-Jimenez 1998, Microbiologia Clinica
en la WWW. Virologia.).

* Anticuerpo anti-HBs. Es el indicador de la recuperacion de la enfermedad, ultimo marcador
en aparecer, haciéndolo generalmente a los tres meses de evolucién de la enfermedad.
Persiste durante mucho tiempo, neutralizando al virus y confiriendo proteccién. En los
individuos vacunados es el Unico marcador presente (Maldonado-Jimenez 1998, Henry 1993).

b) Marcadores Directos:

e HBsAg. este antigeno se encuentra en el citoplasma del hepatocito y en la sangre durante el
periodo de incubacidn, la fase aguda de la enfermedad y en el estadio crénico. Este marcador
es la primera eleccién en el diagnéstico de la enfermedad por hepatitis B (Paulij y cols. 1999).
El titulo de HBsAg va aumentando y llega generalmente a su maximo cuando comienzan a
elevarse los niveles sericos de aminotransferasas. Al producirse la mejoria clinica y disminuir
los niveles de aminotrasferasas, descienden los fitulos de HBsAg, que mas tarde
desaparecen. El titulo maximo de HBsAg determina aproximadamente el plazo en el que se
halla presente el antigeno durante la fase de recuperacion: si se alcanzan titulos elevados en
un periodo temprano, el HBsAg persistird durante mas tiempo que si los titulos iniciales son
bajos, ver Grafico 2.1 (Henry 1993). Si la evolucién es favorable, desaparecera a los 3 ¢ 6
meses de la enfermedad; por el contrario el mantenimiento de titulos elevados durante mas de
6-8 semanas es indicio de mal prondstico y de evolucion a la cronicidad. La positividad de este
marcador més alld del sexto mes de infeccion, define la situacion clinica de hepatitis cronica
(Heermann y cols. 1984).
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¢ HBeAg. este antigeno a diferencia de los otros se encuentra escondido en el interior del virion,
su valor clinico se funda en su excelente correlacion con la presencia de replicacion viral y
viremia. El HBeAg aparece poco después que el HBsAg, habitualmente antes de la elevacion
maxima de aminotrasferasas. La desaparicion de HBeAg se produce pronto, en general antes
que la del HBsAg, y va seguida de una seroconversién a anti-HBe; esta progresion suele
indicar un buen pronostico para que el paciente se recupere de la infeccién aguda. Los
individuos que progresan desde la Hepatitis B aguda hacia el estado de portador crénico no
experimentan la seroconversion de HBeAg a anti-HBe durante la fase aguda de la infeccion,
ver Grafico 2.1 (Henry 1993). En algunas ocasiones este marcador debe ser manejado junto
con anti-HBe y ADN-VHB para poder valorar la respuesta inmune frente a las proteinas del
virus y la viremia ya que por si sélo no permite predecir con certeza la presencia o no de
replicacién viral (Heermann y cols. 1984, Microbiologia Clinica en la WWW. Virologia.).

o HBcAg. Es secretado a la sangre durante la replicacion viral, este antigeno no se detecta en
sangre durante la hepatitis aguda, pero el anticuerpo frente a este antigeno aparece poco
después del HBsAg, aunque antes del comienzo de los sintomas y asciende rapidamente con
el trascurso del tiempo. Este es un marcador seroldgico solo se presenta cuando existe
particulas de Dane (Miyanohara y cols. 1986, Henry 1993).

Interpretacién de los Marcadores Serolégicos

El perfil de los marcadores seroldgicos en la infeccidn aguda estd claramente definido y permite
seguir en cada paciente la evolucion de la infeccion, ver Grafico 2.1. A las 6 semanas después de la
infeccién viral se detectan HBsAg y marcadores de replicacion viral activa (HBeAg y ADN HBV).
Estos marcadores permanecen positivos durante toda la fase prodrémica y al inicio de la fase clinica.
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A los 4-6 meses suele desaparecer HBsAg y aparece anti- HBs. Este anticuerpo se asocia con la
recuperacion de la infeccion por VHB y con la inmunidad a la reinfeccion por este virus. Igualmente
anti-HBs puede no detectarse en algunos pacientes de manera inmediata tras la desaparicion de

HBsAg, existiendo un intervalo de vaﬁos meses hasta la aparicion de anti-HBs.

HBeAg aparece durante todo periodo de replicacion activa del HBV. Aparece simultdneamente o a
los pocos dias de aparecer HBsAg y declina en paralelo con HBsAg siendo reemplazado con un pico
de anti-HBe al comienzo de la recuperacion clinica. Estos anticuerpos, anti-HBe , persisten 1-2 afos

tras desaparecer la infeccidn aguda por hepatitis B.

Periodo de incubacion Enfermedad aguda Convalescencia

[ HBihg 1 AwiHBs
[ Anti-HBe IgM [ AatiHEe IoG
l L 1 1 L 1 1 L 1

DNA polimerasa

a—————
il T

AiHBe e

Meses tras infeccidn |

Transaminasas
Cliraca
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GRAFICO 2.1. Perfil de los marcadores seroldgicos. Aparicion de los diferentes marcadores
serologicos durante el curso de la enfermedad, relacionados con la presencia de los signos y
sintomas y la elevacién de las transaminasas. Los marcadores virales son detectables antes de que
aparezcan los sintomas de la elevacion de ALAT o ASAT; siendo los marcadores mas precozmente
detectables el HBsAg, HBeAg y ADN VHB. La ALAT se eleva poco antes de la aparicion de los
sintomas prodrémicos. La IgM anti-HBc es detectable cuando el paciente es examinado por primera
vez. El HBsAg es detectable de 1 a 15 semanas después de la iniciacion de los sintomas. EI HBeAg
y el ADN VHB deben desaparecer poco tiempo después del punto méximo de actividad de ALAT. El
anticuerpo contra HBsAg se hace mesurable tarde, en la convalescencia. (Henry 1993).

TABLA 2.3. Marcadores seroldgicos de la hepatitis B en diferentes fases de la
infeccion (Microbiologia Clinica en la WWW. Virologia.).
Anti-HBc

Fase de la infeccion HBsAg Anti-HBs IgG  IgM HBeAg Anti-HBe
Periodo de incubacién tardio  + - - - +- -
Hepatitis aguda + - + + + -
Hepatitis aguda HbsAg- " "
negativa
Portador HbsAg sano + - ++ - - +
Hepatitis B crénica replicativa ~ + - ++4+ +- +
Hepatitis crénica 5 e . . "
minimamente replicativa
Infeccion HBV pasada 5 4 i i 4
reciente
Infeccion VHB pasada e @ A
distante
Vacunacion reciente - ++ . . -
e S S e S S

e Viremia que es la presencia del virus en sangre periférica. En la practica, el material
genético viral es usado para la evaluacién de cantidades de virus en suero o plasma. La
carga viral es la cantidad de virus circulante o nimero de copias del genoma viral por
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volumen de suero o plasma, esta prueba es uno de los marcadores mds fiables para el
monitoreo de la infeccion y la evaluacién de la respuesta a la terapia antiviral (Gerken y cols
1998, Pawlotsky y cols. 2000) y juega un rol importante en la diferenciacién del diagndstico
en combinacién con marcadores serologicos especificos de VHB (Berger y cols. 1998).

Datos recientes basados en un modelo mateméatico de dindmicas de replicacion, han
mostrado que la determinacion de carga viral es una estimacién exacta del indice de
produccion del virién en el higado.

Esta prueba es de utilidad en dos tipos de pacientes: a) Portadores crénicos con HBsAgQ
positivo y con un bajo grado de replicacion viral o sin el y pruebas de funcionamiento
hepético normales; b) Pacientes con hepatitis B crénica, replicacion activa y enfermedad de
higado progresiva, con riesgo de cirrosis y HCC (Pawlotsky y cols. 2000, Chen y cols. 2000).
El VHB puede estar presente en niveles muy elevados en sangre hasta de 1x10'3 viriones
por mililitro en pacientes con HBeAg positivo (Noppompanth y cols. 2003).

Los valores de carga viral son reportados en valores logaritmicos, ya que dichos cambios
solo son significativos cuando existe un aumento o disminucién de un logaritmo a otro. Este
término matemético denota un cambio en el valor de lo que esta siendo cuantificado por un
factor de 10. Por ejemplo, si la carga viral inicial por PCR fue de 20,000 copias/mL de
plasma, luego un aumento de 1 registro equivale a un aumento de 10 veces o 200.000
copias/mL de plasma. Cualquier cambio de menos de la mitad del registro se considera
insignificante. Mas sencillamente, si la carga viral no se ha triplicado o ha descendido a un
tercio de su nivel anterior, la diferencia no es importante. Por ejemplo, si la primera carga
viral fue de 20.000 copias, un aumento a 60.000 o una caida a 7.000 copias puede ser el
resultado de cambios transitorios. Dos factores son los responsables de esté variabilidad: el
primero es la variabilidad bioldgica natural diaria de la carga viral en una persona, la cual
hace que los investigadores consideren tomar su decision clinica basada en los cambios en

41



Sanchez/Sotres

la carga viral deben basarse en muestras tomadas 2-3 semanas aparte. El segundo factor es
la variabilidad intrinseca de las pruebas que normalmente tienen coeficientes de variacién en
el intervalo del 0.25 de un logaritmo.

Dos categorias de técnicas de amplificacion de ADN, para conocer la carga viral en
pacientes infectados con VHB, son las més utilizadas:

-Técnicas de amplificacion de sefial.

El genoma viral puede ser detectado y/o cuantificado en suero o plasma por medio de
técnicas basadas en hibridacion, como son la hibridacién directa en membrana —Hibridacién
en dot-blot -, método de hibridacién en fase liquida y el método de amplificacién ADNc
(Hwang y cols 1996, Chen y cols 2000, Gerken y cols 1998, Pawlotsky y cols. 2000), en la
cual el genoma viral es capturado por sondas especificas y la presencia de hibridos
genoma-sonda es revelado por una reaccion enzimatica calorimétrica o luminiscente,
emitiendo una sefial. En algunos casos, una amplificacién adicional es necesaria para poder
detectar y cuantificar muy pequefias cantidades de genoma viral circulante. La cuantificacion
es realizada por comparacién con una curva estandar establecida en cada corrimiento (Karp
1998, Tamarin 1996).

-Técnicas por amplificacién del material genético.

En estos ensayos, un gran nimero de copias gendmicas virales son sintetizadas
quimicamente en una reaccién enzimdtica ciclica, las cuales después seran detectadas,
para poder ser cuantificadas. La técnica mejor conocida es La Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR), la cual amplifica un segmento de ADN flanqueado por dos regiones de
secuencia conocida, requiriendo la presencia de un iniciador para copiar la cadena que le
sirve de molde, y por medio de la enzima Taq DNA polimerasa realiza la sintesis de ADN.
Este proceso tiene la capacidad de formar hibridos dependiendo de la temperatura: a altas
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temperaturas el ADN se desnaturaliza permaneciendo en forma de cadena sencilla y al bajar
la temperatura puede reasociarse formando hibridos (Hoelzel y cols. 1998, Karp 1998,
Barrera y cols. 1993) ver Esquema 2.2. En la practica suelen obtenerse entre 2 y 50
millones de copias a partir de 2 0 3 cadenas originales. Hoy en dia, la cuantificacién del
genoma viral por PCR es “competitiva”, basadas en comparacién con una curva estandar
establecida en cada corrimiento y para la cuantificacién se conocen la cantidad de copias
gendmicas contenidas en el estdndar (Hoelzel y cols. 1998). Existen métodos comerciales
muy efectivos como es el caso de Roche Amplicor HBV Monitor ™ (Gerken y cols. 1998,
Nagata y cols. 1999, Lefrere y cols. 1999, Pawlotsky y cols. 2000), ver Tabla 2.4; pero con
un costo muy alto. Para este proyecto se estandarizé el método de PCR cuantitativo-
competitivo el cual pretende ser un método efectivo, rapido y con un bajo costo, para que
pueda estar mas al alcance de los pacientes, es recomendable realizarse esta prueba
constantemente para poder monitorear el progreso de la enfermedad en el paciente
infectado con VHB. Se reportan que una PCR competitiva es significativamente mas
sensible y ligeramente menos especifica y reproducible en comparacion con la hidridacién
por captura y ADNc (Pawlotsky 2000).
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ESQUEMA 2.2 Fundamento de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (Karp 1998,

Barrera y cols 1993).
PCR
Lo 3
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5' 3
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¢ Variabilidad Genética del Virus. Existen por lo menos seis genotipos del VHB (A, B, C, D, E,
F), los mas frecuentes en nuestro pais son A y F. Las técnicas basadas en biologia
molecular dtiles para identificar el genotipo, son la técnica de secuenciacion de Sanger-
Coulson -terminacién de la cadena por incorporacién de dideoxinucleétido-, como su
nombre lo dice analiza la secuencia de una region determinada en el genoma viral, que sera
subsecuentemente clasificada mediante algoritmos predeterminados (Karp 1998, Flodgren y
cols. 2000, Mbayed y cols. 1998. Westland y cols. 2002), ver Tabla 2.4; estos métodos de
secuenciacion requieren equipo muy caro por lo que son dificiles de realizar en un
laboratorio con pocos recursos econdmicos. Pero existen otros métodos de tipificacion
molecular, por los cuales se puede obtener el genotipo del VHB, como son las técnicas
basadas en PCR: como es el caso de PCR con iniciadores tipo especifico en el cual se
realiza una primera amplificacion donde se obtendrd el fragmento requerido para la
identificacién del genotipo del VHB y una segunda amplificacién (PCR anidada) con los
iniciadores de tipo-especifico con los cuales se obtendran los fragmentos especificos
dependiendo del genotipo que el virus presente (Naito y cols. 2001); otro método es el PCR-
RFLP (Restriccion Fragment Length Polymorphism), técnica utilizada en el proyecto, que se
basa en la amplificacién de un fragmento de 479pb de la regién pre-S del genoma de el
VHB, para posteriormente realizar los cortes con las enzimas de restriccion Ava Il y Dnp I,
generando asf diferentes patrones o fragmentos de ADN de restriccion de varios tamafios,
este polimorfismo es generado por rearreglos en la secuencia del ADN, o cambios de bases
dentro de las secuencias reconocidas por las enzimas de restriccion. Posteriormente estos
fragmentos serdn interpretados mediante algoritmos predeterminados, que nos permiten
reconocer el genotipo del VHB presente (Lindh y cols. 1998), ver Esquema 2.3. El motivo
por el cual se utiliza dicha técnica es por presentar un bajo costo, ademas de ser fécil y
rapida de realizar, presentando buena efectividad.
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TABLA 2.4. Kits Comerciales mas utilizados para el Diagndstico y Tipificacion del VHB.

PRUEBA

METODO

Carga Viral para VHB  Amplicor HBV Monitor Roche

Genotipificacion

VHB

para

™, utilizada por: Gerken y cols
en 1998, Nagata y cols en 1999,
Lefrere y cols en 1999,
Pawlotsky y cols en 2000

Secuenciacién, por la técnica de
Sanger-Coulson, con analisis de
secuencias por el Método de
Clustal W algorithm, utilizadas
por: Flodgren y cols en 2000,
Mbayed y cols en 1998,
Westland y cols en 2002)

CARACTERISTICAS

Sensibilidad de 400 copias/mL, 100% de
especificidad (Nagata y cols. 1999, Lefrere y
cols 1999). En comparacion con el ensayo de
Hybrid-capture y bADN, este método es més
sensible (Pawlotsky y cols. 2000) Tiempo de
reporte de resultados 2 semanas.

El software que se uliliza para VHB es
MegAlign (V5.0) (Westland y cols 2002). Este
método inicia con el agrupamiento de dos o mas
cadenas homélogas, después adiciona cadenas
para incrementar la variabilidad una por una.
Como resultado se obtienen &rboles
filogenéticos que son finalmente visualizados
con Drawtree (Flodgren y cols. 2000).
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ESQUEMA 2.3. Esquematizacion de Método de PCR-RFLP’s (Persig y col 1993).
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M. Evaluacion histoldgica. En pacientes con enfermedad crénica
del higado es fundamental conocer cual es el grado de dafio tisular. Existen tres razones por las
cuales es recomendable realizar la biopsia hepatica: 1)cuantificar con precisién la intensidad del
dafio necrético, inflamatorio y de fibrosis (cicatrizacién excesiva), de acuerdo a la escala de Knodell
o la denominada escala METAVIR, que nos da el grado de fibrosis en numero dependiendo del dafio
al higado; antes de iniciar un tratamiento; 2) calcular cual es el pronéstico de la enfermedad a largo
plazo, ya que no es lo mismo tener fibrosis leve que fibrosis extensa (lo cual no es posible precisar
por ultrasonido); 3)conocer si el tratamiento ha logrado disminuir el dafio tisular, repitiendo la biopsia
16 2 afos después de la primera (Poo y cols. 2001).

2.2.6. TRATAMIENTO

Las medicinas no son nada si no se utilizan con juicio, pero son como manos de los dioses, si se
utilizan con prudencia.
Herophilus, 300 A.C.

Se han estudiado varios agentes antivirales en la infeccion del VHB. Los andlogos nucleosidicos
como el ganciclovir y el famciclovir han demostrado tener una actividad anti-VHB. Se ha demostrado
que la lamivudina, elimina el VHB en todos los pacientes con una dosis oral diaria, pero la recaida
clinica es comin al suspender la terapia. Sin embargo, la baja toxicidad de este farmaco hace
posible su administracién por periodos prolongados en pacientes resistentes al interferén (Méndez
1999).
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El tratamiento con interferén alfa-2b recombinante, ha demostrado ser un método seguro y eficaz en
el tratamiento de la hepatitis B. EI mecanismo de accién del interferén alfa-2b en la hepatitis viral
cronica no se entiende completamente, pero con base en los datos obtenidos in vitro, parece ser el
resultado de su actividad antiviral e inmunomoduladora, interfiiendo en la replicacién viral y
reforzando la capacidad del sistema inmune para reconocer y atacar al virus (Méndez y cols. 1999).

TABLA 2.5. Objetivos de la terapia con interferon alfa-2b en pacientes con hepatitis
B cronica (Méndez y cols. 1999).

Objetivo. Implicacién.

Disminucion de HBeAg Remisién viroldgica:
*Reduccién / erradicacion de la replicacion viral.
*Disminucion de potencial de infeccion.

Disminucién de ADN-VHB Supresion de la replicacién viral.
Se relaciona a la disminucién de HBeAg.

Normalizacion de la concentracion Cese de la inflamacion hepatica e interrupcién de la
de ALT progresion de la lesion hepatica.

Erradicacién completa del VHB.

Disminucion de HBsAg.

Lamivudina [(B-L- (-)-2".3"-dideoxi-3 -tiacitidina, 3TC] es un andlogo nucleosidico con potente
actividad antiviral en contra del VHB y del virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH). La lamivudina
fosforilada intracelularmente, lamivudina-5 - trifosfatada tiene actividad metabdlica como inhibidor de
la DNA polimerasa dependiente de ARN viral (transcriptasa reversa) por actuar en la cadena de
terminacién y por competir con el sustrato natural dCTP. EI mecanismo de replicacién de los
hepadnavirus y retrovirus es a través de una transcripcion reversa y una parte en comin de ambos
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virus altamente conservada es YMDD (tirosina, metionina, aspartato, aspartato) modificada en el
dominio de catélisis de la polimerasa. Las pruebas clinicas para el tratamiento con lamivudina en
pacientes con hepatitis B crénica tienen que mostrar rapidamente una reduccién en suero de los
niveles de ADN VHB, mejora en histologia hepatica y puede lograr la seroconversion HBeAg. En el
transplante de higado, lamivudina ha sido afectivo en la prevencién y tratamiento de la reinfeccion
del aloinjerto con VHB. No obstante, en terapias con periodos cortos puede no eliminar el pool de
ADNccc; actualmente la terapia antiviral es requerida en la mayoria de los pacientes para conservar
la supresion de la replicacién viral (Gutffreund y cols. 2000).

Con monoterapia prolongada de lamivudina la emergencia de virus VHB resistentes al farmaco, esta
empezando a incrementarse (Puchhammer-Stockl y cols. 2000,Gutffreund y cols. 2000); por lo que
la terapia combinada recomendada para el fratamiento de la hepatitis B crénica es el alfa-interferon y
lamivudina (Stuyver y cols. 2000).

2.2.7. PREVENCION Y VACUNAS DISPONIBLES

Hay dos formas de vivir tu vida. Una es pensar que nada es un milagro. La otra es pensar que todo
es un milagro.

Albert Einstein.

Se dispone ya de la primera vacuna humana a base de ingenieria genética, que ofrece una
esperanza para controlar la hepatitis B.

Esta vacuna recombinante llamada Recombivax, fue autorizada por la Administracién de Drogas y
Alimentos de E.U. (FDA). Esta se produce involucrando al ADN recombinante que codifica la
secuencia de una proteina antigenica del virus (Maldonado-Jimenez 1998); esto se consigue al
introducir a Sccharomyces cerevisiae (levadura del pan) un plasmido que contiene el gen S de
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aproximadamente 150pb, algunos autores como Cheng y cols. describen que la regién que debe ser
utilizada es la pre-S1 o pre-S2 que también codifican para el HBsAg (Cheg y cols 1986), que es el
determinante antigénico mas utilizado para la produccién de vacunas (Budkowska y cols. 1995,
Torresi y cols. 2002, Paulij y cols. 1999). La ventaja de utilizar este antigeno es que no solo se
encuentra en las particulas infecciosas de Dane, también se encuentra en las particulas esféricas y
filamentosas —no infecciosas- lo que hace mds facil su produccién (Heermann y cols. 1984, Cheng y
cols. 1986); otra ventaja es que este antigeno es capaz de provocar la seroconversion (Anti-HBsAQ)
en un 95% de los pacientes que son vacunados (Torresi y cols. 2002).

El HBsAg se recolecta mediante el lisado de las células de la levadura y se separa de los
componentes de ésta por interaccion hidrofébica y cromatografia con exclusién de tamafios. La
proteina HBsAg purificada se somete a filtracion estéril y a tratamiento con formol antes de su
envasado. La vacuna se envasa de modo que contenga 10 g de proteina HBsAg/mL, adsorbida con
0.5mg/mL de hidroxido de aluminio, se afiade timerosal como conservador a una concentracion de
1:20000.

La vacuna recombinante se administra en una serie de tres dosis en un periodo de 6 meses, la
segunda dosis se administra 1 mes después de la primera y la tercera 5 meses después de la
segunda. En los adultos y en los nifios mayores de 10 afios la dosis recomendada en cada una de
las tres inoculaciones es de 10 pg (1mL) por via intramuscular. Los nifios menores de 10 afios han
de recibir dosis de 5 pg (0.5mL) con la misma pauta que en el caso anterior.

La respuesta es la secrecion de citocinas, asi como la induccién de células citotdxicas que
responden igual a cuando se produce la infeccidn en forma natural. La vacunacion con la vacuna
recombinante probablemente es lo mas simple y seguro para inducir células T citotéxicas via MHC
(Complejo Mayor de Histocompatibilidad) clase |, la presencia del antigeno da como resultado la
secrecion de proteinas recombinantes secretadas de las células transfectadas.(Maldonado-Jimenez
1998).
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Esta vacuna a base de ingenieria genética ofrece una verdadera esperanza. Si bien no existe un
tratamiento eficaz en contra de la enfermedad, el arribo de la vacuna a base de ingenieria genética
es la primera oportunidad real disponible para la prevencion de la hepatitis B.

La ventaja de la vacuna recombinante es su facil preparacion y su estabilidad asi como la facilidad
de inyectarse en el tejido en forma intradérmica o intramuscular. Esta vacuna posee otras ventajas
importantes entre las que destacan poder producirse en grandes cantidades, lo cual aumenta en
forma importante su existencia y disponibilidad, a deméds de permitir que el producto se venda a
menor precio. Aunado a ello, la ingenieria genética proporciona ademds una vacuna segura; pura y
eficaz, sin riesgo de otros contaminantes plasmaticos (Fields y cols. 1996).
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3. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Estandarizar las técnicas de: Reaccion en Cadena de la Polimerasa cuantitativa competitiva (PCR)
para carga viral y PCR-RFLP para la genotipificacion del virus de la hepatitis B (VHB), para su
aplicacion en el drea clinica.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Estandarizar el método de extraccion del Acido Desoxirribonucleico (ADN) para VHB.

Realizar la busqueda de los iniciadores que amplifiquen la regién mas conservada del VHB y
estandarizar una PCR cualitativa para evaluar el método de extraccion.

Elaborar el control interno cuantitativo y estandarizar la técnica de PCR para determinacion
de la carga viral.

Estandarizar la técnica de PCR con los iniciadores adecuados para la genotipificacion del
VHB.

Realizar los ensayos con enzimas de restriccion Ava Il y Dpn |l para la genotipificacion de
VHB, por la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa-Polimorfismo de la Longitud
de los Fragmentos de Restriccion (PCR-RFLP).
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIAL

Se trabajarén 153 plasma de pacientes con Hepatitis B, 138 plasmas con HBsAg positivo y 15
plasmas con HBsAg negativos, los cuales fueron donados por El Centro Medico Nacional (CMN)
“La Raza", Centro Medico Siglo XXI, Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los
Trabajadores del Estado (ISSSTE) Hospital “Gonzalo Castafieda”, Hospital Infantil de México
“Federico Gomez", todos del D.F. Los plasmas fueron recolectados en al Inétituto de Referencia
Epidemiologicas (InDRE), en el Departamento de Diagnostico y Caracterizacion Molecular, en el
Laboratorio de Métodos Cuantitativos, entre los afios 2000-2002, los cuales fueron almacenados
a-20°C.

4.2, ESTANDARIZACION DEL EXTRACCION DE ADN DEL VHB.

4.2.1. EXTRACCION CON HIDROXIDO DE SODIO

La extraccion de ADN se realizé con 10pL de plasma al cual se agregaron 2.5pL de NaOH 0.5M
dando un ligero vortex e incubado por 1 h a 37 °C, posteriormente se centrifugo a 6000 rpm por
15 5. La muestra se neutralizé con 2.5uL de HCI 0.5M. (Ver Apéndice de técnicas)(Kaneko y
cols. 1989)

4.2.2. EXTRACCION CON PROTEINASA K/FENOL

Para esta extraccion se mezclaron 200plL de plasma con 250uL de Tris-EDTA pH 7.8, 12.5ul
de SDS 10% vy 25uL de Proteinasa K (10mg/mL.). Ya estandarizada la PCR cuantitativa
competitiva también se adicionaron las diluciones del CIC agregando 10ul de las diluciones
del CIC 10 ( 1X107 copias de CIC/ml) y 1X10% ( 1X105 copias de CIC/ml). Se incubo por 2
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horas a 60 °C, posteriormente se agregaron 500pL de Fenol saturado pH 8.0 dando vdrtex
vigoroso y dejando reposar por 5 min y se extrajo con 500uL de cloroformo, dando vortex
vigoroso, se centrifugo a 10,000 rpm por 10 min; se transfirié la fase acuosa (sobrenadante) a
un tubo con 500uL de cloroformo para extraer el ADN, se centrifugo a 10,000 rpm por 10 min,
recuperando la fase acuosa, para precipitar con 400pL de isopropanol y 65uL de NaCl 5M, se
dejo reposar a —20 °C por 30 min y se centrifugo a 10,000 rpm por 10 min. se decanto el
sobrenadante y se lavo la pastilla de ADN con 1 mL de etanol al 70% se centrifugo a 10,000 rpm
por 5 min, se decanto el sobrenadante y se dejo secar. EI ADN se puede guardar a 20 °C hasta
su uso. (Ver Apéndice de técnicas) (Klein y cols 1997).

4.3. ESTANDARIZACION DE PCR PARA EL VHB

4.3.1. PCR CUALITATIVO PARA EL VHB CON INICIADORES HBV+ Y HBV-

Para la estandarizacion de la técnica de PCR se realizd una reaccion de 50uL. (por cada
muestra), la cual contenia 5pL de buffer 10X para Taq ADN polimerasa -Tris-HCI (0.1M), Mg:Cl
(0.015M) y KCI (0.5M) a pH=8.3-, 1pL de iniciador HBV+ (CAT TGA TCC TTA TAA AGA ATT
TGG AGC), y 1uL de iniciador de HBV-(CCA GCA GAG AAT TGC TTG CCT GAG), que
equivale a 50 picomolas respectivamente, 10uL de mezcla de los cuatro trifosfatos de
deoxirribonucledsidos (1mM), 31uL de agua bidestilada, 0.3uL de Taq ADN polimerasa (5U) y
se adicionaron 3pL del ADN obtenido de la extraccion. La PCR consta de 35 ciclos con una
incubacién previa a 95 °C por 1 min, cada ciclo consiste en una desnaturalizacion a 95 °C por 15
s, una alineacién a 60 °C por 30 s y una extension a 72 °C por 30 s, seguidos de una extension
final de 7 min a 72 °C. (Ver Apéndice de técnicas.) (Hdmmerle y cols. 1997).

El resultado cualitativo se observo con una electroforesis en geles de agarosa al 2%, tifiendo las
bandas con bromuro de etidio, las cuales se observaron por fluorescencia. El peso molecular
de la banda es de 181 pb.
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4.3.2. PCR CUALITATIVO PARA EL VHB CON INICIADORES HBV252 Y HBV428R

Para la estandarizacion de la técnica de PCR se realizé una reaccion de 50uL. (por cada
muestra), la cual contenia 5uL de buffer 10X para Taq ADN polimerasa -Tris-HCI (0.1M), Mg.Cl
(0.015M) y KCI (0.5M) a pH=8.3-, 1pL de iniciador HBV252 (ACT CGT GGT GGA CTT CTC
TCA) ,y 1uL de iniciador de HBV428R (TG AGG CAT AGC AGC AGG ATG), que equivale a 50
picomolas respectivamente, 10l de mezcla de los cuatro trifosfatos de deoxirribonucledsidos
(1mM), 31pL de agua bidestilada, 0.3uL de Taq ADN polimerasa (5U) y se adicionaron 3pL del
ADN obtenido de la extraccion. La PCR consta de 35 ciclos con una incubacién previa a 95 °C
por 1 min, cada ciclo consiste en una desnaturalizacién a 94 °C por 30 s, una alineacion a 62 °C
por 1 min y una extensién a 72 °C por 30 s, seguidos de una extension final de 7 mina 72 °C.
(Ver Apéndice de técnicas.)

El resultado cualitativo se observo con una electroforesis en geles de agarosa al 2%, tifiendo las
bandas con bromuro de etidio, las cuales se observaron por fluorescencia. PM de la banda es
de 195 pb.

4,3.3. CONSTRUCCION DE CONTROL INTERNO CUANTITATIVO (CIC).

Para la construccion del control intemo cuantitativo se realizé una PCR semianidada con una
reaccion de 50pL, ver tabla 4.1, la cual contenia 5uL de buffer 10X para la Taq ADN polimerasa
-Tris-HCI (0.1M), MgoCl (0.015M) y KCI (0.5M) a pH=8.3-, 1uL de iniciador BV1D (CAT TGA
TCC TTA TAA AGA ATT TGG AGC CCT TCT GAC TTC TTT CCT TC), y 1pL de iniciador de
HBV-(CCA GCA GAG AAT TGC TTG CCT GAG), que equivale a 50 picomolas
respectivamente, 10uL de mezcla de los cuatro trifosfatos de deoxirribonucledsidos (1mM),
31uL de agua bidestilada, 0.3uL de Tag ADN polimerasa (5U) y se adicionaron 3uL del
producto de 181pb que se obtuvo de PCR con iniciadores HBV+ y HBV-. La PCR consta de 3

ciclos con una incubacién previa a 95 °C por 1 min, cada ciclo consiste en una desnaturalizacion
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a 95 °C por 15 s, una alineacion a 50 °C por 30 s y una extension a 72 °C por 30 s, seguidos de
22 ciclos, los cuales constan de una desnaturalizacion a 95°C por 15 s, una alineacion de 60°C
por 30 s, y una extension de 72°C por 30 s, terminando con una extensién final de 7 mina 72
°C.

El resultado se observo con una electroforesis en geles de agarosa al 2.5%, tifiendo las bandas
con bromuro de etidio, las cuales se observaron por fluorescencia y se cuantificaron por
videodensitometria. El peso molecular de la banda es de 156 pb.

TABLA 4.1. Mezcla de reaccionde PCR para
elaboracion del CIC, con volumen de 50uL.

o Buffer 10X PCR 5.0 L
e BVIDdil 1:100 1.0L
e HBV-dil 1:40 1.0pL
e dNTP's 10.0 pL
e HO 30.0 uL
e Tag DNA polimerasa 0.3pL

¢ Producto de PCR
Cualitativo dil 1:100 3.0pL

4.3.4. PCR CUANTITATIVA COMPETITIVA PARA CARGA VIRAL DEL VHB

Para la estandarizacion de la técnica de PCR se realizo una reaccién de 50uL. (por cada
muestra), la cual contenia SpL de buffer 10X para la Tag ADN polimerasa -Tris-HCI (0.1M),
Mg.Cl (0.015M) y KCI (0.5M) a pH=8.3-, 1L de iniciador HBV+ (CAT TGA TCC TTA TAA AGA
ATT TGG AGC), y 1pL de iniciador de HBV-(CCA GCA GAG AAT TGC TTG CCT GAG), que
equivale a 50 picomolas respectivamente, 10uL de mezcla de los cuatro trifosfatos de
deoxirribonucledsidos (1mM), 31pL de agua bidestilada, 0.3pL de Taq ADN polimerasa (5U) y
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se adicionaron 3ul del ADN obtenido de la extraccion proteinasa K/Fenol —con los controles
respectivos-. La PCR consta de 35 ciclos con una incubacion previa a 95 °C por 1 min, cada
ciclo consiste en una desnaturalizacion a 95 °C por 15 s, una alineacidn a 60 °C por 30 s y una
extension a 72 °C por 30 s, seguidos de una extension final de 7 mina 72 °C. (Ver Apéndice de
técnicas.)

El resultado cuantitativo se observa por electroforesis en geles de acrilamida 12%, tinendo las
bandas con bromuro de etidio, las cuales se observardn por fluorescencia. Observando una
banda de 181pb y otra de 156pb.

Cuantificacion.

La imagen de los geles de acrilamida al 12% se capturo en el Eagle eye, y con la ayuda del
programa llamado TotalLab v 1.10, se cuantificaron las bandas mediante videodensitometria
(que compara la fluorescencia del producto de amplificacion del virus, con la fluorescencia del
producto de amplificacion de un control interno con un nimero conocido de moléculas).

Se observaron dos bandas de diferente peso molecular en el mismo carril (una banda de 181 pb
producto de amplificacién del VHB y otra banda de 156 producto de amplificacion del control
interno).

Los datos de adsorbancia obtenidos se pasaron a una hoja de excel para realizar los calculos
siguientes:

Densidad de la muestra / Densidad del control X moléculas del control/ mL =
Moléculas o copias de ADN/mL de plasma.

Cada una de las muestras se proceso por duplicado con dos diluciones diferentes de control —dil
1X104y 1X10€ por cada 10mL ( 1X107 y 1X105 copias de DNA respectivamente), por lo tanto se
obtuvo un resultado similar en ambas reacciones de donde se saco el promedio en nimeros
absolutos y en LOG base 10 de moléculas o copias de ADN por mililitro de plasma. Las
muestras que no se amplificaron en esta prueba se consideraron como menor a 125 copias/mL
(limite minimo de deteccidn) y se reportaron como No Detectable.
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4.4. GENOTIPIFICACION DEL VHB POR PCR-RFLP

4.4.1 PCR PARA GENOTIPIFICACION POR PCR-RFLP PARA VHB.

Se realizé una PCR para una reaccion de 50pL., la cual contenia 5l de buffer 10X para la Taq
ADN polimerasa -Tris-HCI (0.1M), Mg:Cl (0.015M) y KCI (0.5M) a pH=8.3-, 1pL de iniciador P1
(TCA CCA TAT TCT TGG GAA CAA GA), y 1pL de iniciador P2 (TTC CTG AAC TGG AGC
CAC CA) que equivale a 50 picomolas respectivamente, 10uL de mezcla de los cuatro
trifosfatos de deoxiribonucledsidos (1mM), 31uL de agua bidestilada, 0.3uL de Tag ADN
polimerasa (5U) y se adicionaron 3pL del ADN obtenido de la extraccion con proteinasa
K/Fenol. La PCR consta de 40 ciclos con una incubacién previa a 94 °C por 3 min, cada ciclo
consiste en una desnaturalizacion a 94 °C por 45 s, una alineacion a 53 °C por 1 min y una
extension a 72 °C por 90 s, seguidos de una extension final de 7 min a 72 °C. (Ver Apéndice de
técnicas.) (Lindh y cols. 1998).

El resultado se observa con una electroforesis en geles de agarosa al 2%, tifiendo las bandas
con bromuro de etidio, las cuales se observaron por fluorescencia. El peso molecular de la
banda es de 479 pb.

4.4.2 DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION AVA Il Y MBO |

Para una reaccion de 20uL con enzimas de restriccion se requirio de 6pl del producto (479pb)
de PCR con iniciadores P1y P2, el cual se mezclo con un coctel que contenia 2.0 pL de buffer
de la enzima -ver apéndice de reactivos-, 11.8uL de agua bidestilada y 0.2uL de enzima de
restriccion Ava Il (5U). Para la enzima de restriccion Mbo | (5U) se utilizé un volumen de 1.0 pL
con un coctel parecido al anterior. Las reacciones se incubaron a 37°C por 3h. (Ver apéndice
de técnicas) (Lindh y cols. 1998).

Los productos de reaccién se corrieron en un gel de acrilamida 12%. El resultado de la
electroforesis se observo tifiendo las bandas con bromuro de etidio, las cuales se observaron
por fluorescencia. El bandeo de cada muestra se compard con el algoritmo de genotipificacion

del VHB, descrito por Lindh y cols.
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DIAGRAMA DE FLUJO
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Estandarizacion de técnica de extraccion de
ADN (Proteinasa K/Fenol y NaOH)

! l

Estandarizacion de PCR (con los Estandarizacién de Genotipificacién
dos pares de iniciadores: HVB+y por PCR-RFLP’s

HBV- y HBV252 y HBV428R).

1 |

Estandarizacién de PCR para

Elaboracién de control Genotipo del VHB (con iniciadores
interno para PCR P1 y P2) amplificando un fragmento
cuantitativa competitiva de 479pb de la regién pre-S
PCR cuantitativa Digestién con enzimas de
competitiva ( con diluciones restriccion Ava Il y Mbo I, del
de control initerno fragmento de 479pb.

adecuadas) para carga viral |
Analisis y discusion de
resultados

|

Conclusiones |
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5 RESULTADOS

5.1 METODOS DE EXTRACCION PARA EL VHB.

Se analizaron 68 plasmas de pacientes con HBsAg positivo, realizando la extraccién de ADN del
VHB por los métodos de Proteinasa K/Fenol y NaOH (Ver Material y Métodos), el ADN viral obtenido
se amplificd por PCR con los iniciadores HBV+ y HBV- , los cuales reconocen una secuencia
especifica del ADN del VHB, los productos de esta amplificacion se analizaron por electroforesis en
geles de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio. El fragmento amplificado se observé como
una banda fluorescente de ADN de 181 pb. Los resultados se observan en la Figura 5.1.

En la Figura 5.1 se observa la efectividad de ambas técnicas de extraccion; cuando las cantidades
de ADN viral son altas los resultados fueron similares, mientras que con cantidades bajas de ADN
viral los resultados de extraccion difieren como se observa en las lineas 4 a 10 de ambas imagenes.

Se realizé una comparacién entre el método de Proteinasa K/Fenol y el método comercial
PUREGENE (Genomic DNA Purification Estuche). Las extracciones se realizaron al mismo tiempo y
con plasmas de los mismos pacientes, los resultados se observaron igual que en el caso anterior
con una PCR y se mostraron las bandas del fragmento de ADN -181pb- en geles de agarosa al 2%
por fluorescencia.

Los resultados se muestran en la Figura 5.2, donde se observa que estos métodos son efectivos
cuando la cantidad de ADN es alta, pero no asi cuando la cantidad de ADN es baja, ya que el
estuche no recupero bajas cantidades del mismo.
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FIGURA 5.1.Comparacion de las Técnicas de Extraccion. Imagen A Extraccion con NaOH, Imagen B
extraccion con Proteinasa K-Fenol, utilizando las mismas muestras para las dos extracciones. Cuando las cantidades
de ADN viral son altas los resultados son similares, lineas 2 y 3 de las dos imagenes; mientras que con cantidades
bajas de ADN viral los resultados de extraccion no coinciden, como se observa en lineas 4 a 10 de ambas imédgenes

—mismas muestras-.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1pb 181pb

Tmgen . Estromeibo com NAOH, Imagen B. Extraccién con Proteinasa K-Fenol.
1: Marcador de PM @X 174, ]
: : 1: marcador PM.

1, 2: muestras con altas cantidades de ADN viral. : ; X

: ; X ; 1, 2: muestras con altas cantidades de ADN viral.
4 a 10: muestras con bajas cantidades de ADN viral. y : ) :

2 y 4 a 10: muestras con bajas cantidades de ADN viral.

11" blanco de reaccion —todos los reactivos menos
muestras-.
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5.2 ESTANDARIZACION DE PCR CUALITATIVA PARA EL VHB CON LOS

INICIADORES HBV + Y HBV -,

Para la estandarizacion de la PCR para el VHB, se probaron dos métodos. El primer método de PCR
probado para la amplificacién y deteccién del ADN del VHB en plasma, fue el descrito por Hammerle
y cols., quienes amplificaron una region altamente conservada en el genoma del VHB que codifica
para la proteina de core, utilizando los iniciadores HBV+ (CAT TGA TCC TTA TAA AGA ATT TGG
AGC) y HBV- (CCA GCA GAG AAT TGC TTG CCT GAG); proporcionando un fragmento de 181pb,
el cual se tomo como banda diagnostica para la deteccién del VHB, ya que al realizar el analisis de
estos iniciadores en el Gene Bank del NCBI. Ver Esquema 5.1 —mostrado adelante, no mostrd

homologia con secuencias de otros virus o genomas conocidos.

TABLA 5.1. Estandarizacion de la PCR cualitativa con los Iniciadores HBV+ y HBV-
Condiciones optimas de la PCR para la amplificacidn del fragmento diagndstico (181pb ) del

VHB.
TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
Desnaturalizacion inicial 95°C q!
Desnaturalizacién 95°C 15"
Alineamiento 60°C 30" 35 ciclos
Extensién 72°C 30"
Extensién final 72°C 7
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FIGURA 5.2. Comparacién del método de Proteinasa K/Fenol con el método comercial PUREGENE (Genomic
DNA Purification Kit). Se observa que ambos métodos son efectivos cuando la cantidad de ADN es alta (Lineas 3,4 y
8.9 respectivamente), mientras que con cantidades de ADN bajas (Lineas 7 y 10 ), la efectividad no es la misma.

2 3 4 5 6 7 8 9 1011

...“ L. ——— 18Ipb

1: Marcador de PM ®X 174.
2 y 5: muestras extraidas con Proteinasa K/Fenol.

6: control negativo de extraccion,
7 a 10: extraccion con el Kit PUREGENE
11: control negativo de extraccion.
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Se analizaron 68 plasmas de pacientes las cuales presentaban, basandonos en sus historias
clinicas, HBsAg positivo por serologia (ELISA); las condiciones de la PCR ya estandarizada son las
que se muestran en la Tabla 5.1

Para la estandarizacion de la PCR no se presentaron muchas dificultades solo se probaron
diferentes concentraciones de los iniciadores para obtener amplificaciones consistentes y no
mostraran productos de amplificacion inespecificos.

Como se muestra en la Figura 5.3. el par de iniciadores (HBV+ y HBV-) amplificé un fragmento del
genoma del VHB el cual proporciono una banda de ADN de 181 pb, la cual se observd por
electroforesis en geles de agarosa al 2%.

El par de iniciadores (HBV+ y HBV-) no amplifico otras regiones del VHB o del genoma humano que
pudieran causar alguna interferencia en la PCR. Los controles negativos, de plasmas de pacientes
sanos, no presentaron ninguna amplificacién por lo cual se descarta una inespecificidad causante de
falsos positivos —datos no mostrados-.

5.3 ESTANDARIZACION DE PCR CUALITATIVA PARA EL VHB CON LOS INICIADORES
HBV252 Y HBV 428R.

El segundo método de PCR cualitativa probado, fue con los iniciadores HBV252 (ACT CGT GGT
GGA CTT CTC TCA) y HBV428R (TG AGG CAT AGC AGC AGG ATG), los cuales amplifican una
region que codifica para el gen S del VHB; las secuencias fueron obtenidas al analizar el genoma
del VHB en el Gene BanK de NCBI permitiendo localizar la regién mas conservada del virus. Ver
Esquema 5.1 -mostrado adelante-.
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Se analizaron 15 plasmas de pacientes con HBsAg positivo; obteniendo un fragmento esperado de
195 pb, y otro fragmento no esperado, con un peso molecular de aproximadamente 315 pb. Para
eliminar ese fragmento no esperado se realizaron algunas modificaciones al procedimiento, como
fue: el tiempo de alineacién, sin ningtin resultado; también se probo con diferentes diluciones de los
iniciadores, pero tampoco se logro evitar la amplificacién de la banda de 315pb, por lo que se

recurrié a modificar la concentracion de Cloruro de Magnesio (MgCly), realizando curvas de MgCl. de
0.1M a 1.5M a diferentes volimenes, sin embargo en todas las concentraciones se siguio
amplificando la banda de 315pb. Ver Figura 5.4. Para el caso de los plasmas negativos tampoco
causaron ninguna amplificacién por lo que no existe inespecificidad causante de falsos positivos.

5.4 ELABORACION DEL CONTROL INTERNO CUANTITATIVO (CIC) PARA PCR
CUANTITATIVA COMPETITIVA DEL VHB.

Se construyé un CIC, para la PCR cuantitativa competitiva, el cual presenta una secuencia
homologa a la secuencia del fragmento diagnéstico de 181 pb amplificado por la PCR cualitativa
estandarizada anteriormente, donde los iniciadores que amplifican este fragmento diagndstico,
también amplificaron el fragmento del CIC, siendo asf una reaccién competitiva.

El fragmento del CIC se construyd con una delecién de 25 pb, la cual se explica a continuacion en el
Esquema 5.1. y 5.2., obteniendo un producto de 156 pb, y se pudieron distinguir perfectamente las
bandas de ADN de cada fragmento, por electroforesis en geles de acrilamida 12%. Ver Figura 5.5
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ESQUEMA 5.2. Esquema de Construccion del CIC. Como primer paso se realizo,
por PCR con iniciadores HBV+ y HVB-, obteniendo un fragmento de 181pb, el cual
posteriormente se ocupo para realizar la PCR semi-anidada con los iniciadores: BV1D,
iniciador que hizo la delecién de 25pb —ver Esquema 5.1-, y el iniciador HBV-, obteniendo
un fragmento de 156pb, el Control Interno Cuantitativo (CIC).

Ira PCR Genoma YHB
Gen G
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et st
PCR e Deleton. Pyt Diagnostion

semi-anidada -ir-"_"‘._.l , e 181pb
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Sénchez/Sotres

Para la construccién del CIC se ocupd un iniciador BV1D (CAT TGA TCC TTA TAA AGA ATT TGG
AGC CCT TCT GAC TTC TTT CCT TC) que permitié realizar la delecion, ver Esquema 5.1 , de 25
pb. Para la elaboracién del CIC se realizé una PCR semi-anidada, ocupando como ADN un producto
de amplificacién de la PCR cualitativa (con iniciadores HBV+ y HBV-), los iniciadores utilizados
fueron: BV1D —que generd la delecién- y el HBV- -iniciador de PCR cualitativa-. La reaccién de
PCR siguid los siguientes pasos, ver Tabla 5.2.

TABLA 5.2. Condiciones adecuadas de la PCR para la Construccion
de CIC
TEMP TIEMPO CICLOS
Desnaturalizacion inicial 95°C 1’
Desnaturalizacion 95°C 15"
Alineacion 50°C 30" 3 ciclos
Extensidn 72°C 30"
seguido de...
Desnaturalizacion 95°C 15"
Alineacion 60°C 30" 22 ciclos
Extension 72°C 30"
Extensidn final 72°C i

El CIC obtenido se presenta en la Figura 5.6. en la cual se observa una banda de ADN de 156pb en
un gel de agarosa al 2.5% por fluorescencia. Para conocer el nimero de moléculas que tenia el CIC,
se realizé un corrimiento electroforetico en un gel de agarosa al 2.5%, donde se corrio un volumen
conocido del marcador de ADN para pesos moleculares ®X 174RF DNA/Hae Ill fragments y
diferentes volimenes -1, 3 y 10 pL- de una dilucién 1:5 del producto de PCR-CIC obtenido;
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Sénchez/Sotres

conociendo el peso molecular de cada una de las bandas del marcador, los nanogramos totales y su
densidad dptica del marcador, asi como la densidad dptica de la banda del CIC, ver Figura 5.6; se
procedio a realizar los calculos que se presentan en la siguiente tabla:

TABLA 5.3 Cdlculos para obtener la concentracion del CIC
Estudiamos una dilucién 1:5 al cuantificarla obtenemos
2.08 nanogramos de DNA control por microlitro
Entonces 1 uL contiene 2.08E-09 gr de DNA
1 par de bases = 660 Daltones
el control mide 156 bases

el control pesa 156*660 = 102960 daltones
dividiendo la cantidad en gramos

entre el peso molecular obtenemos: 2.01632E-14 moles/ uL
en un mol hay : 6.02E+23 moléculas
dividiendo entre el numero de moles por

microlitro tenemos en un uL de dilucién: 1.21E+10 moléculas
en un ul del original hay: 6.07E+10 moléculas

El nimero de moléculas de ADN/mL que se obtuvieron del Control Interno Cuantitativo se presenta
enla Tabla 5.4.

| TABLA 5.4. Numero de moléculas de CIC obtenidas.

tn 1uL de dilucién 1:5: 1.21X10'0 de moléculas de ADN
n 1pL del original : 6.07X10'° de moléculas de ADN

Posteriormente conociendo el nimero de moléculas de ADN/mL se probaron diferentes diluciones
del CIC elaborado, para encontrar diluciones con los cuales se pudieran cuantificar muestras con
muy baja carga viral (entre 100 y 1000 copias o moléculas de ADN por mililitro) y con carga viral alta
(mas de 10,000,000 de copias o moléculas de ADN/mL), es decir que abarcaran un intervalo de LOG
(logaritmos) de 2 a 8, por lo que se utilizaron dos diluciones, una con un nimero bajo de copias de
ADN y otra con un nimero alto de copias de ADN. Esta diluciones se adicionaron en la técnica de
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Sénchez/Sotres

Extraccion con Proteinasa K/Fenol en un volumen de 10pL -Ver Apéndice de Técnicas-, se corrid
posteriormente la PCR con los iniciadores HBV+ y HBV-, encontrando las diluciones adecuadas de:
1X106 (1X105 copias de CIC/ 10pL) y 1X10+ (1X107 copias de CIC/10pL), diluciones obtenidas de la
dilucién 1:5 del CIC, con lo cual se aseguro la amplificacion del ADN viral de las muestras, sin
ningin problema en cuanto a competicién de sustrato, ver Figura 5.7.

5.5 ESTANDARIZACION DE PCR CUANTITATIVA COMPETITIVA PARA CARGA
VIRAL DEL VHB.

Se analizaron 68 plasmas, con HBsAg positivo y con resultado positivo para PCR cualitativa. E| ADN
de las muestras fue extraido por el método de Proteinasa K/Fenol, con la adicién del CIC en
diluciones 1X106 y 1X10+ respectivamente, y posteriormente se realizd la PCR con los iniciadores
HVB+ y HBV-. Los productos de amplificacion se observaron por fluorescencia en geles de
acrilamida al 12% tefiidos con bromuro de etidio, ver Figura 5.8., la imagen del gel se capturé en
Eagle eye Il con formato PDF. Para poder conocer la densidad dptica de los diferentes fragmentos
de ADN —del virus y del CIC- se utilizé un programa llamado TotalLab v1.10, el cual nos permitio
realizar la cuantificacién del virus —en la muestra- comparando la densidad éptica del producto de
amplificacién del VHB (banda de 181 pb) con la densidad éptica del producto de amplificacion del
CIC (banda de 156 pb); con estos datos de densidad dptica y conociendo el nimero de moléculas-
segun la dilucidn que se utilizé, con la ayuda de la siguiente formula, se pudo conocer el nimero de
moléculas o copias de ADN del VHB / mL de plasma:

(D.O de la muestra / D.O. del control ) moléculas del control/ mL =

Moléculas o copias de ADN del VHB / mL de plasma.
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Sanchez/Sotres

Debido a que las muestras se procesaron con dos diluciones diferentes, para las que presentaron
valores de carga viral entre 10,000 y 1,000,000 se obtuvieron 2 resultados de copias de ADN del
VHB y éste fue similar en ambas reacciones, por lo que se manej6 el promedio de estos valores en
nimeros absolutos y en LOG base 10 de copias de ADN del VHB por mililitro de plasma. Para las
muestras con valores mayores a 105 6 menores a 104 se tomé solamente el valor generado por el
control mas cercano.

Para la estandarizacién del método y antes de aplicarlo a las muestras clinicas fue necesario
estudiar su linealidad y variabilidad asf como el limite inferior de deteccion.

Para conocer la linealidad, se analizé un plasma del cual se sabia que presentaba elevados niveles
de carga viral de donde se realizaron diluciones seriadas 1:5, las cuales fueron procesadas con las 2
diluciones del CIC, desde la extraccién hasta la PCR cuantitativa competitiva, ver Tabla 5.5; los
resultados se cuantificaron y graficaron en forma Logaritmica, el andlisis por minimos cuadrados
mostré un Coeficiente de correlacion de 0.9269, como se observa en el Gréfico 5.1; el cual nos
indicé la linealidad del proceso analitico para la deteccion de copias de ADN VHB/ mL plasma asi
como una ligera tendencia a dar valores sobrevaluados para las muestras que presentan cargas
virales mas bajas, Figura 5.9.

TABLA 5.5 Linealidad del Método de PCR cuantitativa
competitiva. Diluciones trabajadas para la obtencion de linealidad
del método.
Diluciones de stock  Concentracion de
positivo (con ADN del VHB) diluciones LOG promedio*
1 8.67
1:5 0.2 7.19
1:25 0.04 6.12
1:125 0.008 5.45
1:625 0.0016 512
1:3125 0.00032 4.65

*Log promedio obtenido por valores de carga viral de las
diluciones con los dos controles (1X10-6y 1X10).
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Sanchez/Sotres

GRAFICO 5.1. Curva de Linealidad para
PCR cuantitativa Competitiva del VHB

ro e e

10 -
94
B8 -
74

°F

54

LOG (ADN viral/ml)

4 T T '
0.0001 0.001 0.01 0.1 1

diluciones de CIC

Para poder conocer la reproducibilidad de los resultados generados fue necesario conocer la
Desviacion Estandar (DE) y el Coeficiente de Varianza (C.V.) del método. Datos que se obtuvieron
de la siguiente manera, de la dilucion 1:125 de plasma positivo (con ADN del VHB), que se ocupé
para la curva de linealidad, se realizaron repeticiones del método —entendiendo por método: la
extraccion con Proteinasa K/Fenol y la PCR cuantitativa competitiva- con las dos diluciones del CIC,
después de realizar la cuantificacion los datos obtenidos se analizaron estadisticamente, obteniendo
un coeficiente de varianza para el CIC alto (1X10¢ copias de CIC) de 23.9% y de 11.7% para el CIC
bajo (1X10¢ copias de CIC), los resultados de este andlisis se muestran en la Tabla 5.6. Es
importante recalcar que los métodos comerciales reportan que los valores de CV menores a 25 son

aceptables, ver Figura 5.10.
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Sénchez/Sotres

TABLA 5.6 Determinaciones estadisticas del
Método de PCR cuantitativa competitiva. Datos con
los que se pudo conocer la precision del CIC.

Dil 1X10% Dil 1X107

Promedio 297E+05  9.97E+05
DE 70922.6692 116644.419
CV (%) 23.9 117

El limite minimo de deteccién del método, se obtuvo realizando diluciones seriadas de la dilucién del
CIC 1X10%; las cuales se muestran en la Tabla 5.7. procesadas por el método estandarizado
(entiéndase por método extraccion con Proteinasa K/Fenol y PCR cuantitativa competitiva),
obteniendo un limite minimo de deteccién de 125 copias de ADN/mL de plasma, las muestras que
caigan por debajo de este limite se reportaron como No Detectable, ver Figura 5.11.

TABLA 5.7. Limite inferior de deteccion del Método de
PCR cuantitativa competitiva para carga viral.

Dilucién de CIC 1x10%  Ndmero de copias (copias/mL)

1x10€ 10,000

1:10 1,000

1:20 500

1:40 250

1:80 125*

1:160 No detectable
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Sanchez/Sotres

Los resultados obtenidos para carga viral se muestran en la Tabla 5.8. y en la Tabla 5.9. se
observa una frecuencia alta de niveles de carga viral elevados entre Log de 5 (1X10° copias de
ADN/mL) a 7 (1X107 copias de ADN/mL).

TABLA 5.8. Carga Viral de muestras procesadas

Cuantificacién
Muestra  (Copias de ADN/mL plasma) Log
B1 004 27,041,247 743
B1 005 106,781,553 8.03
B1006  No detectable
B1008 No detectable
B1010  No detectable
B1011  Nodetectable
B1019 2,083,285 6.32
B1020 4,714 3.67
4,166,570 6.62
No detectable
37,322 457
4,834 368
76,431 488
76,413 4,88
38,430 4.58
1,061 3.03
31,997,302 7.50
214,764,114 8.33
28,635,799 7.46
184,438 5.27
3,919 3.59
444,929 5.65
289,403 5.46
836,820 5.92
4,151,154 6.62
No detectable
No detectable
No detectable
No detectable
No detectable
No detectable
No detectable
48,224 4.68
103,826,339 8.02
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Sénchez/Sotres

Cuantificacién
Muestra _ (Copias de ADN/mL plasma)  Log |
B1144 8,094,328 6.91
B1145 23,448,892 7.37
B1 146 44,686,907 7.65
B1147 5,403,617 6.73
B1148 16,862,329 7.23
890,269 5.95
84,147,797 7.92
983,547,523 8.99
16,979,186 7.23
28,458,347 7.45
No detectable
52,644,666 1.72
852 293
115,025,000 8.06
9,209,358 6.96
119,192 5.08
101,091 5.00
442 517 5.65
210,492 5.32
194,953,083 8.29
43,797,541 7.64
14,390,755 7.16
156,571,358 8.19
16,116,349 7.21
44,020 4.64
4,069,413 6.61
3,151,359 6.50
14,801,869 117
55,612,573 7.74
arriba de
59,520,553 777
22,720,377 7.36
No detectable
143,682 5.16
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TABLA 5.9. Valores de Frecuencia para Carga Viral
del VHB.
Intervalos de LOG
(copias de ADN/mL) Frecuencia
No detectables 14

2.0-29 1
3.0-39
4.0-49 6
5.0-5.9 10
6.0-6.9 8
7.0-7.9 17
8.0-8.9 T

5.6 ESTANDARIZACION DEL METODO DE PCR-RFLP'S PARA EL GENOTIPO DEL
VHB

Se realiz6 una busqueda bibliografica de los mejores métodos para la realizacion de la
genotipificacion del VHB, que se adaptardn mejor a nuestras necesidades, entre los cuales se
encontraron; el método de PCR-RFLP’s, Secuenciacion, PCR-multiplex y PFGE. La sensibilidad y
especificidad de estos métodos, es igualmente buena para todos, con la diferencia que el método de
PCR-RFLP's, es el mas econdémico y facil de procesar, por lo que decidimos utilizarlo en este
estudio.

Se analizaron 51 ADN virales, extraidos por el método de Proteinasa K/Fenol, los cuales también
fueron cuantificados por PCR cuantitativa competitiva; para la identificacion de su genotipo por el
método de PCR-RFLP's, se inicio con una PCR utilizando los iniciadores P1 (TCA CCA TAT TCT
TGG GAA CAA GA) y P2 (TTC CTG AAC TGG AGC CAC CA), ver Esquema 5.3, los cuales
amplificaron la regién pre-S obteniendo un fragmento de 479 pb; esta secuencia ha sido reportada
como altamente conservada en relacién con los genotipos del VHB, ver Figura 5.12.
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Sénchez/Sotres

Posteriormente se realizd la digestion del producto de PCR con las enzimas Ava |l —que reconoce
GGWCC W= A o T- y Mbo | —que reconoce GATC-, Ver Apéndice de Técnicas, inicialmente la
enzima que se iba a utilizar era Dpn |l (reconoce GATC) en lugar de Mbo |, pero por su elevado

costo se sustituyé por éste isoesquizémero -endonucleasas de restriccion que reconocen la misma

secuencia diana y la cortan de la misma forma-, ver Esquema 5.3. Los patrones de restriccion
obtenidos se visualizaron en geles de acrilamida al 12%, tefiidos con Bromuro de etidio, detectando
los fragmentos de restriccién por fluorescencia.

muestras con VHB

Tabla 5.11 Resultados de Genotipo obtenidos de

MUESTRA
HB002
HB009
HBO13
HB023
HB024
HB025
HBO027
HB039
B1004
B1005
B1019
B1021
B1054
B1056
B1057
B1067
B1069
B1071
81080
B1131
1142
1144
1145
1146
1147

GENOTIPO MUESTRA

F1 B1148
F2 B1149
F1 B1150
F2 B1151
F2 B1152
F2 B1153
F2 B1157
F1 B1163
F1 B1165
F1 B1166
F1 B1167
F1 B2006
F2 B2007
F1 B2016
F1 B2017
X B2071
X B2077
F1 B2078
X B2080
F1 B2081
X B2082
Fi B2083
F1 B2084
F1 B2085
F1 B2087

GENOTIPO
F1
X
F1
X
F1
F1
F1
Fi
Fi
Fi
F1
F1
F1
X
X
F1
F1
F1

X
F2
F2
X
X
X
X
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La Figura 5.13. muestra los tres patrones de restriccion obtenidos de la digestion del fragmento de
ADN (de 479 pb) con las enzimas de restriccion Ava Il y Mbo I; los patrones mostrados pertenecen a
los genotipos F1, F2 y un patrén diferente a los patrones reportados por Lindh, al cual se le llamo
“X". En la tabla 5.11 se presentan los resultados obtenidos de las muestras procesadas para el
Genotipo.

Los PM de los patrones de restriccién obtenidos se calcularon con el programa TotalLab v1.10,
utilizando como estandar el marcador para ADN de pesos moleculares VIl pUCBM21 / Hpall / Dral
plus Hind Ill. ver Figura 5.13; los diferentes PM de los fragmentos de restriccion obtenidos por los
cortes con las enzimas de restriccion utilizadas, nos permiten conocer el genotipo presente en cada
muestra, al compararlos con el algoritmo que Lindh y cols reportan ver Tabla 5.10.

La prevalencia de los genotipos obtenida en este trabajo fue de 58.8 % para el genotipo F1, 25.4%
para el genotipo X y 15.6% para el genotipo F2 ver Tabla 5.12. de frecuencias.

TABLA 5.12. Valores de Frecuencia de los
Genotipos encontrados por PCR-RFLP’s

Frecuencias
Genotipo %
Fi 58.8 (30)
F2 156 (8)
X 254 (13)

Total de muestras
frabajadas: 51
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Sanchez/Sotres

6. DISCUSION

En este estudio se estandarizé el método de Reaccién en Cadena de la Polimerasa cuantitativa
competitiva (PCR) para la cuantificacién del VHB; asi como el método de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa-Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (PCR-RFLP) para la
genotipificacién del mismo, utilizando muestras de pacientes con HBsAg positivo por el método de
ELISA.

El método de extraccion de ADN viral de eleccion fue el método de Proteinasa K/Fenol el cual se
compard con el método de NaOH, y un método comercial GENE PURE.

Con el método de Proteinasa K/Fenol se logré una extraccion y purificacion de ADN mejor que con el
método de NaOH y el Estuche GENEPURE. Con el método de NaOH no se obtuvo ADN viral en
muestras con cantidades bajas de este, ver Figura 5.1 —figura mostrada en resultados-, donde se
observa la amplificaciéon de muestras con bajas cantidades de ADN obtenidas con el método de
Proteinasa K/Fenol y no asi con el método de NaOH; esto pudo deberse a varios factores, como
son, el volumen de la muestra que se ocupa para la extraccién con NaOH, el cual es de 10pL, en
comparacion con el volumen de 200pL utilizado para el método de Proteinasa K/Fenol, pues resulta
légico recuperar mas ADN viral si se utiliza un volumen més grande; otro factor importante es la
obtencién del ADN viral relativamente crudo con el método de NaOH, es decir se libera el ADN del
virus, pero este no esta totalmente purificado, debido a que puede contener proteinas y sales
pudiendo causar interferencias o incluso la inhibicion de la PCR, mientras que con Proteinasa
K/Fenol se obtiene un ADN puro, con menor riesgo de presentar interferencias con alguna sustancia
o compuesto que contenga el suero del paciente, ademas el ADN se puede almacenar y volver a
utilizar, cosa que no sucede con el método de NaOH.
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Con el Estuche comercial GENE PURE se obtuvieron resultados similares a los obtenidos por el
método de NaOH; pero con una ventaja que no presenta el método de NaOH, con este método el
ADN viral obtenido es puro y se puede volver a reutilizar, como con el método de Proteinasa
K/Fenol, pero la desventaja del estuche PUREGENE es su costo.

Como se puedo observar aunque el método de Proteinasa K/Fenol es un método que presenta
algunos inconvenientes como son: requerir de varias horas para su procesamiento, y la toxicidad del
fenol; fue el método mds sensible, obteniendo cantidades mds bajas de ADN del VHB, en
comparacién con los otros métodos.

Para la estandarizacion de la PCR para el VHB se probaron dos pares de iniciadores, los cuales en
la bibliografia muestran resultados dptimos con buena sensibilidad y especificidad; estos iniciadores
amplifican regiones altamente conservadas por lo cual con muestras de pacientes sanos no
causaron falsos positivos.

El par de iniciadores HBV 252 y HBV 428R, amplificaron una region de 195 pb que codifica para el
gen S del VHB, secuencia obtenida al analizar el genoma del VHB en el Gene BanK de NCBI y
encontrar la region mas conservada del virus; también amplificaron otra region la cual solo se
observé en plasmas positivos, por lo que se consideré que es causada por la unién de los
iniciadores con otra regién del VHB; aunque para fines diagnésticos no afecta la especificidad de la
prueba para la PCR cuantitativa competitiva no se podrian utilizar, ya que se tendria un fenémeno de
competencia multiple.

Por este motivo se decidié utilizar los iniciadores HBV+ y HBV-, los cuales amplifican un fragmento
del gen C (1814nt - 2450nt) de 181pb, que codifica para la proteina de core, los cuales presentaron
una buena sensibilidad y especificidad, no presentaron amplificaciones inespecificas con otras
regiones del VHB, asi como tampoco hubo amplificaciones en muestras de pacientes sanos; por lo
tanto fueron los iniciadores mas apropiados para el desarrollo de la técnica de PCR cuantitativa
competitiva.
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Con los marcadores serologicos HBsAg y HBeAg reportados en las historias clinicas de los
pacientes y los resultados de PCR cualitativa se pudo realizar una tabla comparativa entre estos
marcadores serolégicos y al ADN viral, Ver Tabla 6.1

TABLA 6.1 Comparacion entre la serologia de los pacientes
y los resultados de ADN viral,
HBsAg HBeAg
+ - +
AND-VHB 26/48 0/48 13/16 0/16
Positivo
ADN -VHB 16/48 6/48 2/16 1116
Negativo

El analisis de la tabla 6.1 muestra distintos perfiles que presentan los pacientes con infeccion por el
VHB:

1. No se observaron resultados positivos de ADN-VHB en pacientes con HBsAg y HBeAg negativos,
lo que nos muestra un perfil comdn de la infeccion.

2. Se observaron 16 casos de pacientes positivos al antigeno de superficie y negativos al ADN-VHB,
esto puede explicarse por el hecho de que existen particulas no infecciosas como las circulares y
filamentosas presentes en circulacion, las cuales solo contienen al HBsAg; Este perfil también se
presenta en individuos vacunados.
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3. Otro caso relevante es la presencia de HBeAg sin ADN viral. El HBeAg tiene una excelente
relacion con la presencia de replicacion viral y siempre debe de ser manejada junto con los
marcadores anti-HBe y ADN viral; este perfil solo se presenta en un caso, esto pude deberse a
reacciones cruzadas o por el tiempo que transcurrié desde la prueba de HBeAg hasta la deteccién
del ADN viral, en el cual pudo ocurrir una seroconversion a anti-HBe, por lo cual el virus ya no se
replicé y por lo tanto no se observd la presencia del ADN viral. Se sabe que en el transcurso de 2
meses aproximadamente, el HBeAg puede desaparecer, dando lugar al periodo de convalescencia,
el cual podria ser corroborado con la determinacién de Anti-HBe. Esta es una de las razones por las
cuales es indispensable que los pacientes a los que se les realice PCR para la deteccion del ADN
viral, tengan un estudio serolégico completo.

La cuantificacion del ADN del VHB tiene una relevancia clinica importante en el monitoreo de la
terapia antiviral, la determinacion de la infecciosidad y para la resolucién inusual o las discrepancias
de los perfiles seroldgicos (Berger,1998), es por eso que se decidié estandarizar el método de PCR
cuantitativa competitiva para carga viral del VHB, el cual nos proporciond el nimero de moléculas de
ADN/ mL de plasma de pacientes infectados.

El método de PCR cuantitativa competitiva requiere de un Control Interno Cuantitativo (CIC), el cual
permite cuantificar el nimero de moléculas de ADN/mL que presenta una muestra, y también indica
la existencia de inhibicién en las muestras procesadas.

El CIC tiene una secuencia homologa a la secuencia del fragmento diagnéstico (181pb), pero con
una delecion de 25pb, resultando un fragmento de 156pb, el cual se amplifica con los mismos
iniciadores con los que se amplifica el fragmento diagnostico, por lo tanto al observar las
amplificaciones en la electroforesis, se observan dos bandas con diferentes PM las cuales presentan
una densidad éptica con la cual se cuantificaron las muestras.
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Para la cuantificacién del VHB se tuvieron que manejar dos diluciones de CIC: un CIC bajo de 1X104
copias de ADN/mL, con el cual se pudieron cuantificar muestras con carga viral baja, entre 100 y
1000 copias ADN/mL; y un CIC alto de 1X108 copias ADN/mL, con el cual se cuantificaron muestras
con carga viral alta, de mas de 10,000,000 copias ADN/mL, asegurando con estas dos diluciones la
competicion de los iniciadores por el ADN viral y el ADN del CIC. EI motivo por el cual se trabajo con
estas dos diluciones fue debido a que los valores de carga viral de VHB manejan un intervalo muy
amplio de 2 - 8 Logaritmos, y seria imposible cuantificar carga virales muy altas o bajas con un solo
control.

La reproducibilidad del método de PCR cuantitativa competitiva es buena, al obtener un coeficiente
de varianza para el CIC alto (1X106 copias de CIC) de 23.9% y de 11.7% para el CIC bajo (1X10¢
copias de CIC), tomando en cuenta que los métodos comerciales reportan que los valores de CV
menores 25% son aceptables. El método mostré una linealidad a lo largo de 6 logaritmos ( 2-8 Log)
obteniendo una correlacion de 0.9269. El limite de deteccion del método es de 125 copias de
ADN/mL de plasma o 2.0 log de copias de ADN/mL de plasma, con estos datos estadisticos
podemos decir que el método esta estandarizado y puede utilizarse como prueba diagnostica.

Con base en los resultados obtenidos se puede decir que el VHB presenta niveles de cargas virales
elevados entre 1x105y 1x10° de copias de ADN/mL de plasma, caracteristica propia de este tipo de
infeccién, y que representa un gran problema de salud publica por ser un foco de infeccién.

El genotipo del VHB es importante para la evaluacion etiologica y de relevancia clinica, estudiando el
impacto de la variabilidad genética en el curso de la infeccién o para rutinas de investigacién, por lo
que el método utilizado PCR-RFLP’s es un sistema de genotipificacion facil de interpretar y
econémico (Mizokami,1999).
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Para el estudio del genotipo se amplifico un fragmento de 479 pb de la regién pre-S ( 2823nt - 80nt )

del VHB, el cual fue digerido con las endonucleasas Ava Il y Mbo |.

Para poder analizar los genotipos obtenidos por PCR-RFLP’s, es necesario recordar que en el
Continente Americano solo han sido reportados los genotipos D y F (Lindh 1998); y en este estudio

solo identificamos el genotipo F que es el que prevalece en el centro y sub-America.

Continuando con este andlisis es necesario construir los diagramas correspondientes a los RFLP’s,

por lo que se realizaron los siguientes esquemas.

En el Esquema 6.1 se observa el mapa de restriccion del genotipo F1. La enzima de restriccion (ER)
Ava |l corta en un solo sitio en todo el fragmento amplificado (479pb), en la posicion 3043pb del ADN
del VHB dando dos grandes fragmentos de 221 y 258pb; y la ER Mbo | corta en tres sitios del
fragmento, en 28, 3124 y 2943 pb generando cuatro fragmentos de 121, 52, 180 y 126 pb. Los
RFLP’s generados por el corte con Mbo | no son especificos de F1, ya que Mbo | corta en la misma
posicién en todos los subgenotipos F, por lo tanto Mbo | solo nos indica de que genotipo se trata,
mientras que Ava Il nos proporciona el sub-genotipo, ya que esta enzima corta en diferentes sitios
en el genotipo F1y F2. Ver Figura 5.13 —figura mostrada en resultados-.

ESQUEMA 6.1. Mapa de restriccion del genotipo F1 para las enzimas de restriccion
Ava Il y Mbol. Linea negra fragmento de 479pb obtenido de amplificacion con los iniciadores
P1y P2; linea punteada, sitio de corte de Ava lI; lineas discontinuas sitos de corte de Mbo |.
Nameros con azul fragmentos obtenidos.

3043
221pb T 258pb

126pb 180pb 121 52pb
P P T
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En el Esquema 6.2. se muestra el mapa de restriccion del genotipo F2. El primer patrén que se
observa es el que se obtiene con la ER Ava I, la cual corto dos sitios en la posicién 3152 y 3043 pb
obteniendo tres fragmentos de restriccion (149, 109 y 221) que son especificos para el genotipo F2;
mientras que Mbo | corta tres sitios en 28 - 3124 -2943pb obteniendo cuatro fragmentos iguales a
los del genotipo F1. Ver Figura 5.13 —figura mostrada en resultados-.

ESQUEMA 6.2. Mapa de restriccion del genotipo F2 para las enzimas de restriccion
Ava Il y Mbo I Linea negra fragmento de 479pb obtenido de amplificacion con los
iniciadores P1 y P2; lineas punteadas, sitios de corte de Ava Il; lineas discontinuas sitos de
corte de Mbo |. Numeros con azul fragmentos obtenidos.

3043 3152
21pp 109pb + 149pb

2817 T 1 1 61
126pb | 180pb 1 121pb | 52b

2943 3124 28

Como se observa en la Figura 5.12 (figura mostrada en resultados), se encontré un patrén de
RFLP's diferente a los reportados en la literatura (Lindh 1998), lo cual fue confirmado con las dos
enzimas de restriccion; obteniendo este patron en varias mueltras, ver Tabla 5.12. (tabla mostrada
en resultados). Los sitios que corto la ER Ava Il estan en la posicion 3053 y 2860pb dando tres
fragmentos de 209, 190 y 44 pb; la ER Mbo | corto dos sitios a largo del fragmento de 479pb del
ADN viral, dando tres fragmentos de restriccion de 183, 178 y 124 pb. Ver Esquema 6.3.
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ESQUEMA 6.3. Mapa de restriccion del genotipo X, con la enzima de restriccion Ava
ll. Para la enzima Mbol no se encontraron los sitios de corte en el fragmento de 479pb
amplificado -segun el mapa genomico del VHB reportado en el Gene Bank del NCBI-. Linea
negra fragmento de 479pb obtenido de amplificacion con los iniciadores P1 y P2; lineas
punteadas, sitios de corte de Ava Il. Numeros con azul fragmentos obtenidos.

2860 3063

[

2817 61

Estos RFLP's fueron comparados con la secuencia de un nuevo genotipo (genotipo H), reportado
por Arauz-Ruiz y cols, con el cual tampoco coincide, ya que no se encontraron los sitios de corte de
las enzimas en las posiciones antes mencionadas. Hasta este momento con la investigacion
realizada en este proyecto no podemos decir que se trata de un nuevo genotipo, ya que seria

necesario secuenciar el ADN viral , de las muestras con el patrén denominado X.

En base a los resultados obtenidos por PCR-RFLP podemos observar que el genotipo F1 predomina
con un 58.8%, siguiendo de el patron de restriccion desconocido con un 25.4% y en ultimo lugar el
genotipo F2 con un 15.6%, solo en el D.F., estos datos pueden ser de utilidad en estudios

epidemioldgicos y en el monitoreo de la terapia antiviral.

Estos métodos seran de gran utilidad en el area clinica. PCR cuantitativa competitiva para carga viral
del VHB, como prueba diagnostica, que en combinacion con los marcadores serologicos es Ltil para
la resolucion de perfiles inusuales y para el seguimiento de la terapia antiviral. El método de PCR-
RFLP’s para el genotipo del VHB, es de utilidad a nivel epidemiolégico, pues se conocera el estado
actual de la poblacion y se podria predecir las consecuencias de esta enfermedad —cirrosis y cancer-

ademas de ser un método facil de procesar y econémico.
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Estos métodos pueden ser empleados en instituciones de Salud Publica, debido a su bajo costo en
material y equipo, beneficiando a un alto nimero de pacientes que padecen esta enfermedad, los
cuales tienen que realizarse periddicamente estas pruebas para el seguimiento de su tratamiento.
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7. CONCLUSIONES

Se cumplié con los objetivos planteados al establecer un método completo para la
cuantificacion y genotipificacién del VHB, método que sera de gran utilidad en el diagndstico,
en el seguimiento de la terapia antiviral y en estudios epidemiologicos.

El método de Proteinasa K/Fenol es el método estandarizado para la extraccién y
purificacién del ADN del VHB, al presentar una mejor sensibilidad en comparacién con otros
métodos.

Los iniciadores idéneos para la estandarizacién de la PCR cualitativa del VHB son HBV+ y
HBV-, los cuales amplifican una regién conservada de 181 pb, del gen C del virus y no
amplifican regiones inespecificas del virus.

Se construyé un CIC (156pb), semejante al fragmento diagnéstico (181pb), util para
cuantificacion del ADN viral, por medio de una PCR cuantitativa competitiva; para determinar
la carga viral del VHB presente en el plasma de pacientes infectados.

El método de PCR cuantitativa competitiva requirié de dos diluciones de CIC (un CIC bajo de
1X10* copias de ADN/mL y un CIC alto de 1X10¢ copias ADN/mL) para la adecuada
cuantificacion del VHB.

El método de PCR cuantitativa competitiva mostré una linealidad a lo largo de 6 logaritmos
(2-8 Log) y un limite de deteccién de 125 copias de ADN/mL.

Un parametro caracteristico del VHB es que en la mayoria de los casos, la carga viral de los
pacientes infectados, presentan cargas virales muy elevadas que oscilan entre 1X10° y
1X10¢ copias ADN/mL.
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Los iniciadores iddneos para la estandarizacién de la PCR para el genotipo del VHB, son P1
y P2, los cuales amplifican una region del gen pre-S del virus, de 479 pb.

La estandarizacion del método de RFLP se realizé con las enzimas de restriccion Ava Il y
Mbo |, obteniendo tres patrones diferentes; F1, F2 y un patrén desconocido.

El patrén de restriccién desconocido no puede considerarse como un nuevo genotipo, hasta
no realizar estudios subsecuentes.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio, de las muestras obtenidas del 2000-
2002 de pacientes con HBAgs (+) del D.F., podemos concluir que la mayoria de los
pacientes infectados con VHB presentan cargas virales elevadas que oscilan entre 1X105y
1X10° copias de ADN/mL, asi como el predominio del genotipo F.
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8.1 LISTA DE ABREVIATURAS.

ADN: Acido desoxirribonucleico

ALT: Alanina Amino Transferasa

Anti-HBc: Anticuerpa de core del VHB
Anti-Hbe: Anticuerpo e del VHB

Anti-HBs: Anticuerpo de superficie del VHB
BM: Biologia Molecular

CIC: Control intemo cuantitativo

CV: Coeficiente de varianza

DO: Densidad 6ptica

DS: Desviacién estandar

ELISA: Enzyme linked inmunoadsorbent assay
ER: Enzima de restriccion

HBcAg: Antigenos de core del VHB

HBeAg: Antigeno e del VHB

HBsAg: Antigeno de superficie del VHB

m.o: Microorganismo

NCBI: National Center for Biotechnology Information
nm: Nanémetro

ORF's: Marcos de lectura abiertos

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa
RFLP's: Polimorfismo de la longitud de los fragmentos
PEGE: Electroforesis de Campo Pulsado

VHB: Virus de la hepatitis B
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8.2 APENDICE DE REACTIVOS

PREPARACION DE SOLUCIONES.
1. NaOH 0.5M

Para preparar 50 mL. Pesar 1.012g de NaOH y aforar a 50mL con agua bidestilada.
Almacenar a temperatura ambiente.

HCl 0.5M

Para preparar 50mL. Agregar 2.45mL. de HCI concentrado y aforar a 50mL con
agua bidestilada. Almacenar a temperatura ambiente.

Buffer TE (Tris 25mM — EDTA 2.5mM) pH 7.8.

Para preparar 200mL. pesar Tris-base (12.5mM) 0.30gr.; Tris HCL (12.5mM)
0.39gr. ; Acido tetracetico etilendiamina (EDTA) (2.5mM) 0.184g; disolver con
agitacion en un vaso de precipitado con 100mL. de agua bidestilada y aforar a
200mL. con agua bidestilada. Esterilizar en autoclave. Almacenar a temperatura
ambiente.

SDS (lauril sulfato de sodio) al 10%.

Para preparar 200mL, pesar 20g de SDS y disolver por agitacion con 100mL. de
agua bidestilada aforar a 200mL. con agua bidestilada y esterilizar por filtracion.
Almacenar a temperatura ambiente.

Proteinasa K (10mg/mL).
Para preparar 5mL. pesar 50mg de proteinasa K y aforar a 5mL. con agua
bidestilada. Alicuotar y mantener a —20°C por mas de un afio

NaCl 5M.

Para preparar 100mL, pesar 29.39g de NaCl y disolver 60mL de agua bidestilada
poco a poco con agitacion y calor, ya que este disuelto aforar a 100mL Esterilizar
con vapor humedo. Almacenar a temperatura ambiente.

Etanol al 70%.

Para preparar 100mL agregar 70mL de etanol y llevar a 100mL con agua
bidestilada.
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10.

11.

12.

Solucién de Tris a pH 8.0.
Para preparar 2000mL, se pesa:

*157.64g de Tris-HCI (1M)
*121.14g de Tris-base (1M)

Disolver con agitacion en 1400mL. de agua bidestilada, ajustar el pH 8.0 con acido
clorhidrico concentrado, aforar a 2000mL. Esterilizacion por filtracion y autoclave.

Fenol saturado (pH 8.0).

Descongelar el fenol (grado biologia molecular) en bafio maria a 65 °C.

Realizar lavados con agitacion con la solucién de tris pH 8.0 (cada lavado se efectia
con aproximadamente 250mL). Durante el primer lavado se agita por 15 min y los
subsecuentes por 5 min

En cada lavado esperar que las fases se separen por completo ( favoreciendo esta
separacion metiendo el frasco de fenol al refrigerador).

Ya separadas las fases, eliminar el Tris .

En el quinto lavado se mide el pH del Tris extraido (esperar el tiempo necesario a
que el pH de la solucién se estabilice), debe alcanzar un pH minimo de 7.8,
(considerando el ideal como un pH de 8.0).

Para evitar la oxidacion del fenol es necesario dejar una capa de Tris pH 8.0 y
adicionar 0.5 g de 8-hidroxiquinoleina, dando una ultima agitacion.

NOTA: ALMACENAR EL FENOL SATURADO EN REFRIGERACION A 4 °C.

Amortiguador 10X para la Tag DNA polimerasa.
Disolver 1.57g de Tris-HCI (0.1M), 0.30g de MgCl (0.015M) y 3.7g KCl (0.5M) en
100mL de agua bidestilada , y calibrar a pH=8.3.

Bromuro de etidio 10 mg/mL.
Disolver 100mg de bromuro de etidio en 10 mL de agua bidestilada estéril, usando
guantes, guardar protegido de la luz.

Buffer TBE 10X

Disolver en agua bidestilada 108g de tris-base, 27.5g de acido bérico y 6.8g de
EDTA. Aforar a un litro, calibrar solucién a pH= 8.3. Para preparar buffer TBE 1X
adicionar de un volumen de buffer TBE 10X con nueve volumenes de agua
bidestilada. Para prepara buffer 0.5X adicionar 0.5 volumen de TBE 10X con 9.5
volumenes de agua bidestilada.
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13.Colorante para electroforesis.
Preparar una solucion al 0.25% de azul de bromocresol y 0.25% de xilen-cianol en
sacarosa al 40% en agua destilada (alternativamente se puede utilizar glicerol al

35% en lugar de sacarosa al 40%.

14.Acrilamida 38:2
Utilizando guantes, pesar 38g de acrilamida y 2g de bis-acrilamiida y disolver en
70mL de agua bidestilada estéril, aforar a 100mL y guardar en frasco ambar.
Algunos lotes de acrilamida no se disuelven totalmente, en ese caso es necesario
filtrar papel Wthaman antes de guardarla.

15. Persulfato de amonio 10%
Pesar 1 g de persulfato de amonio y disolver en agua dibestilada hasta 10mL.

Guardar a 4°C.
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8.3. APENDICE DE TECNICAS.

EXTRACCION CON HIDROXIDO DE SODIO

OBJETIVO. Extraer el ADN viral (HBV) contenido en una muestra clinica (suero o plasma) por
medio de una extraccién alcalina con Hidréxido de sodio (NaOH) con fines de diagnéstico.

FUNDAMENTO. Este método se basa en la capacidad que tiene el NaOH de degradar los
lipidos de la envoltura del HBV, actuando como detergente, favoreciendo la reaccién con un
periodo de incubacién a 37 °C por una hora; sequido de una centrifugacion que favorecerd la
sedimentacion de los lipidos, dejando libre el ADN viral, que al momento de ser neutralizado con
Acido clorhidrico (HCI), separara a las proteinas virales de los acidos nucleicos.

MATERIAL Y EQUIPO

Refrigerador a4 °C

campana de bioseguridad clase Il de flujo vertical
vortex

microcentrifuga(Hermle)

incubadora a 37 °C

micropipeta (Gilson P10)

puntas estériles de 10uL con filtro

tubos de polipropileno de 500uL

gradilla

. & . o & & & @

REACTIVOS

o Hidroxido de sodio 0.5M
e Acido clorhidrico 0.5M

ARR

. Enumerar los tubos de polipropileno de 500uL
. Descongelar las muestras

. Agregar 10pL de suero en los tubos de 500pL
. Agregar 2.5l de NaOH 0.5M

. Dar un ligero vértex e incubar por 1ha 37 °C

. Centrifugar a 6000 rpm por 15 s

. Neutralizar con 2.5uL de HCI 0.5M

~ U W=
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EXTRACCION CON PROTEINASA K/FENOL

OBJETIVO: Extraer el ADN del virus de la Hepatitis B (HBV) contenido en una muestra clinica
(suero o plasma) con fines de diagndstico.

FUNDAMENTO: Este método se basa en el enfrentamiento del HBV con un detergente (dodecil
sulfato de sodio) SDS, que tiene la capacidad de degradar la envoltura del virus; y con una
enzima (Proteinasa K), que romperd la conformacion estable de los capsdmeros del virus, en
donde la reaccion se vera favorecida con una incubacién a 60 °C (temperatura ideal a la que
actua la enzima), por dos horas. Para que se tenga una extraccion de cidos nucleicos intactos
se utiliza Fenol saturado a pH 8.0, el cual liberara el ADN de las proteinas de la cépside.
Posteriormente el ADN es precipitado con isopropanol, para asegurar la separacion de las
proteinas virales del material genético se adiciona cloruro de sodio.

MATERIAL Y _EQUIPO:

e Refrigeradora 4 °C

e campana de bioseguridad clase Il fiujo vertical
e vortex

 incubadora con vacio (60 °C)

» microcentrifuga refrigerada ( Hermle)

¢ balanza digital (Chyo)

* agitador magnético

e magneto

« potenciémetro

« bomba de vacio

« micropipetas ( Gilson P200, P1000, P20)

» puntas esteériles con filtro (1000, 50, 200uL )
e tubos de polipropileno de 1.5 mL

o Gradilla de polipropileno

s vaso de precipitado de 2000mL

» matraz aforado de 2000mL

e espatula

* vasos de precipitado de S0mL

¢ pipetas serologicas desechables ( 1mL, 5mL)

o perilla

e membranas de 47 mm de diametro con poro de 45um
» matraz Kitazato de 1000mL

« embudo de filtracién

e guantes de latex
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REACTIVOS:

Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10%
Proteinasa K 10mg/mL.

Tris-HCl

Tris-base

NaCl 5M

Etanol absoluto grado Biologia molecular
Cloroformo grado Biologia molecular
Isopropanol grado Biologia molecular
Fenol saturado grado Biologia molecular pH:8.0
10. EDTA

11. Agua Bidestilada

12. 8-hidroxiquinoleina

6000 31 /O 1 G D) =2

DESARROLLO:

o W=

7.
8.

9.

. Enumerar los tubos de polipropileno de 1.5mL

. Descongelar las muestras

. Agregar a cada tubo 250pL de Tris-EDTA pH 7.8

. Agregar 100uL de muestra

. Anadir 12.5uL de SDS 10% a cada tubo y anadir 25pL de Proteinasa K

. Anadir 10pl de las diluciones del CIC 10+ ( 1X107 copias de CIC/mL) y 1X10% ( 1X10°

copias de CIC/mL) - solo para PCR cuantitativa competitiva-,

Incubar los tubos por 2 horas a 60 °C

Agregar 500pL de Fenol saturado pH 8.0 dar vortex vigoroso y dejar reposar por 5 min
Extraer con 500pL de cloroformo, dar vortex vigoroso

10.Centrifugar a 10,000 rpm por 10 min
11.Transferir el sobrenadante a otro tubo, (desechar la fase organica en el frasco de residuos

fendlicos) y agregar 500pL de cloroformo

12.Centrifugar a 10,000 rpm por 10 min
13.Transferir el sobrenadante (desechar la fase orgdnica en el frasco de residuos fendlicos) a

otro tubo y agregar 400pL de isopropanol y 65uL de NaCl 5M a cada tubo

14.Dejar reposar a -20 °C por 30 min Centrifugar a 10,000 rpm por 10 min

15.Decantar el sobrenadante (en el frasco de desechos alcohdlicos)

16.Lavar la pastilla de ADN con 1 mL de etanol al 70% y centrifugar a 10,000 rpm por 5 min
17.Decantar el sobrenadante (en el frasco de los desechos alcohdlicos), dejar secar y guardar a

-20 °C hasta su uso.
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PCR CUALITATIVO PARA EL VHB CON INICIADORES HBV+ Y HBV-

OBJETIVO: Amplificacion del Acido desoxirribonucleico (ADN) del virus de la hepatitis B (HBV)
para demostrar que el virus estd en circulacién, en pacientes con serologia positiva.

FUNDAMENTO:La base fundamental de este método es que cada agente infeccioso causante
de una enfermedad posee una secuencia caracteristica propia en la composicion de su genoma,
por medio del cual puede ser identificado. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es
un método que se basa en el uso de oligonucledtidos sintetizados artificialmente que hibridan
las hebras opuestas y flanquean la region de interés del ADN blanco. Una serie de ciclos
repetidos, que involucran la desnaturalizacion del molde, la hibridacion de los iniciadores con una
de las cadenas del molde y la extensién de los iniciadores hibridados, por la enzima ADN
polimerasa, resultando una acumulacién potencial de un fragmento especifico.

MATERIAL:

e EQUIPO:
*termociclador Perkin Eimer GENE AMP 2400
*congelador a -20 °C
“cdmara de electroforesis
*transluminador de UV
*fuente de poder (BioRad)

e INSTRUMENTOS:
*Micropipetas (Labsystem 0.5-10, 10-100, 20-200, 200-1000pL)
*Puntas estériles con filtro (10, 2-50, 20-200 y 200-1000uL)
*Tubos de polipropileno para PCR de 500 y 200uL
*Gradilla para tubos de PCR
“Gasas estériles
*Guantes libres de talco

e REACTIVOS:
“Amortiguador 10X para la Taq ADN polimerasa.
“Iniciadores HBV+ (CAT TGA TCC TTA TAA AGA ATT TGG AGC),
HBV- (CCA GCA GAG AAT TGC TTG CCT GAG).
* Mezcla de Deoxinucledtidos trifosfatados (ANTP' s) (1mM)
*Taq ADN polimerasa (1.5 U)
*Agua inyectable.
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PATRONES DE REFERENCIA:
No se cuenta con patrones de referencia cerificados, por lo que se utilizan muestras
positivas para HbsAg.

DESARROLLO:
Para una reaccion de 50uL. se realiza lo siguiente:.

1. Enumerar los tubos que se utilicen en la prueba
2. Preparar un coctel de reaccion (dependiendo del numero de muestras)
e Adicionar 5uL de buffer 10X
1uL de iniciador HBV+ y 1uL de iniciador de HBV- (50 picomolas)
10pL de mezclade dNTP's (1mM)
31pL de agua bidestilada
0.3uL de Taq ADN polimerasa (1.5U)
3. Dar vortex al coctel
4, Adicionar 47uL del coctel a cada tubo, manteniéndolos en bafio de hielo
5. Dar vortex al ADN de la muestra
6. Adicionar 3uL del ADN de la muestra a los tubos con el coctel
7. Colocar las muestras en el temociclador cuando tenga una temperatura de 94 °C.

L]

Realizac.:idn de la PCR, bajo las condiciones especificas de cada termociclador.
« Termociclador Perkin Elmer GENE AMP 2400 Nim. 1y 2

Para la realizacion de la PCR se utiliza el programa hb-2. Es necesario una previa
incubacion a 95 °C por 1 min. La PCR consta de 35 ciclos los cuales constan de 95 °C
155, 60 °C 30 s, 72 °C 30 s, seguido de una extension final de 7 mina 72 °C.

Es importante siempre tener como control interno negativo un blanco de reaccion (sin
ADN) y un control interno positivo una muestra que se conoce es positiva para PCR.

El resultado cualitativo se observa con una electroforesis en geles de agarosa al 2%,
tifrendo las bandas con bromuro de etidio, las cuales se observaran por fluorescencia.
PM de la banda diagnostica: 181 pb.

PCR CUALITATIVO PARA EL VHB CON INICIADORES HBV252 Y HBV428R

OBJETIVO: Amplificacion del Acido desoxirribonucleico (ADN) del virus de la hepatitis B (HBV)
para demostrar que el virus esta en circulacion, en pacientes con serologia positiva.
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FUNDAMENTO: La base fundamental de este método es que cada agente infeccioso causante
de una enfermedad posee una secuencia caracteristica propia en la composicion de su genoma,
por medio del cual puede ser identificado. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es
un método que se basa en el uso de oligonucledtidos sintetizados artificialmente que hibridan
las hebras opuestas y flanquean la region de interés del ADN blanco. Una serie de ciclos
repetidos, que involucran la desnaturalizacion del molde, la hibridacién de los iniciadores con una
de las cadenas del molde y la extension de los iniciadores hibridados, por la enzima ADN
polimerasa, resultando una acumulacién potencial de un fragmento especifico.

MATERIAL:

« EQUIPO:
“termociclador Perkin Elmer GENE AMP 2400
*congelador a -20 °C
*camara de electroforesis
*transluminador de UV
*fuente de poder (BioRad)

e INSTRUMENTOS:
*Micropipetas (Labsystem 0.5-10, 10-100, 20-200, 200-1000p.L)
*Puntas estériles con filtro (10, 2-50, 20-200 y 200-1000pL)
*Tubos de polipropileno para PCR de 500 y 200uL
*Gradilla para tubos de PCR
*Gasas estériles
*Guantes libres de talco

» REACTIVOS:
*Amortiguador 10X para la Tag ADN polimerasa.
*Iniciadores HBV252 (ACT CGT GGT GGA CTT CTC TCA) y HBV428R (TG AGG CAT
AGC AGC AGG ATG).
* Mezcla de Deoxinucledtidos trifosfatados (dNTP' s) (1mM)
*Tag ADN polimerasa (1.5 U)
*Agua inyectable.

TRON RENCIA:

No se cuenta con patrones de referencia certificados, por lo que se utilizan muestras
positivas para HbsAg.
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DESARROLLO:
Para una reaccion de 50p.L. se realiza lo siguiente:.

3. Enumerar los tubos que se utilicen en la prueba
4, Preparar un coctel de reaccion (dependiendo del numero de muestras)
Adicionar 5pL de buffer 10X
1uL de iniciador HBV252 y 1uL de iniciador de HBV428R(50 picomolas)
10pL de mezclade dNTP's (1mM)
31pL de agua bidestilada
0.3uL de Taq ADN polimerasa (1.5U)
3. Dar vortex al coctel
4. Adicionar 47l del coctel a cada tubo, manteniéndolos en bafio de hielo
5. Dar vortex al ADN de la muestra
6. Adicionar 3uL del ADN de la muestra a los tubos con el coctel
7. Colocar las muestras en el termociclador cuando tenga una temperatura de 94 °C.

Healiza{;ién dela PCR, bajo las condiciones especificas de cada termociclador.
 Termociclador Perkin Elmer GENE AMP 2400

Para la realizacion de la PCR se utiliza el programa hb-4. Es necesario una previa
incubacion a 94 °C por 1 min. La PCR consta de 35 ciclos los cuales constan de 94 °C
30 s, 62 °C 1 min, 72 °C 30 s, seguido de una extension final de 7 mina 72 °C.

Es importante siempre tener como control interno negativo un blanco de reaccion (sin
ADN) y un control interno positivo una muestra que se conoce es positiva para PCR.

El resultado cualitativo se observa con una electroforesis en geles de agarosa al 2%,
tifiendo las bandas con bromuro de etidio, las cuales se observaran por fluorescencia.
PM de la banda diagnéstica: 195 pb.

PCR CUANTITATIVA COMPETITIVA PARA EL VHB

OBJETIVO: Cuantificacion del VHB en circulacién sanguinea, por medio de la PCR cuantitativa
competitiva, para conocer la carga viral de los pacientes con hepatitis B.

FUNDAMENTO: Este método se basa en una Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), que
utiliza un control cuantitativo interno con un numero conocido de moléculas de DNA, de tal
manera que en el mismo tubo de reaccion se amplifican dos fragmentos de distinto tamaiio
(fragmento del VHB y fragmento del control interno), y mediante videodensitometria se puede
calcular el numero de particulas de una muestra problema.
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MATERIAL:

« EQUIPO:
*termociclador Perkin Elmer GENE AMP 2400
*congelador a -20 °C
*camara de electroforesis
“transluminador de UV
*fuente de poder (BioRad)

e |INSTRUMENTOS:
*Micropipetas (Labsystem 0.5-10, 10-100, 20-200, 200-1000pL)
*Puntas estériles con filtro (10, 2-50, 20-200 y 200-1000pL)
*Tubos de polipropileno para PCR de 500 y 200uL
*Gradilla para tubos de PCR
*Guantes libres de talco

* REACTIVOS:
*Amortiguador 10X para la Tag ADN polimerasa.
*Iniciadores HBV+ (CAT TGA TCC TTA TAA AGA ATT TGG AGC),
HBV- (CCA GCA GAG AAT TGC TTG CCT GAG).
* Mezcla de Deoxinucledtidos trifosfatados (ANTP' s) (1mM)
*Taq ADN polimerasa (1.5 U)
“Agua inyectable.
*Controles 106 y 104

PATRONES DE REFERENCIA:

« control interno negativo, blanco de reaccion (sin ADN)
» control interno cuantitativo, sintetizado previamente.

DESARROLLO:
Para una reaccion de 50pL. se realiza lo siguiente:.

5. Enumerar los tubos que se utilicen en la prueba

6. Preparar un coctel de reaccion (dependiendo del numero de muestras)
o Adicionar 5uL de buffer 10X

1uL de iniciador HBV+ y 1uL de iniciador de HBV- (50 picomolas)

10puL de dNTP's

31pL de agua bidestilada
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o 0.3ulL de Taq ADN polimerasa (1.5U)
3. Dar vortex al coctel

4. Adicionar 47l del coctel a cada tubo, manteniéndolos en bafio de hielo
5. Dar vértex al ADN de la muestra

6. Adicionar 3uL del ADN de la muestra a los tubos con el coctel
7. Colocar las muestras en el termociclador cuando tenga una temperatura de 94 °C.

Healizac:ién de la PCR, bajo las condiciones especificas de cada termociclador.
o Termociclador Perkin Eimer GENE AMP 2400 Nim. 1y 2
Para la realizacién de la PCR se utiliza el programa hb-2. Es necesario una previa
incubacion a 95 °C por 1 min. La PCR consta de 35 ciclos los cuales constan de 95 °C
155,60 °C 30 s, 72 °C 30 s, seguido de una extension final de 7 mina 72 °C.

El resultado cuantitativo se observa con una electroforesis en gel de acrilamida 12%,
tinendo las bandas con bromuro de elidio, las cuales se observaran por fluorescencia.

Cuantificacion.

Capturarimagen en el Eagle eye, del gel de acrilamida al 12%.

e Abrir la imagen en el programa llamado TotalLab v 1.10, que cuantifica mediante
videodensitometria (que compara la fluorescencia del producto de amplificacion del virus,
con la fluorescencia del producto de amplificacion de un control intemo con un nimero
conocido de moléculas).

» Se observan dos bandas de diferente peso molecular en el mismo carril (una banda de 181
pb producto de amplificacién del VHB y otra banda de 156 producto de amplificacion del
control interno).

» El programa hace la cuantificacion de la densidad de cada una de las bandas que hay en

el carril, estos datos se pasan a una hoja de excel para realizar los calculos.

Calculos
Densidad de la muestra / Densidad del conirol X moléculas del control/ mL =
Moléculas/mL de plasma.
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Interpretacion de resultados.

Cada una de las muestras se procesa por duplicado con dos diluciones diferentes de control il
1X104 y 1X10%- ( 1X107 y 1X105 copias de DNA respectivamente), por lo tanto se debe obtener
un resultado similar en ambas reacciones y se reportara el promedio en nimeros absolutos y en
LOG base 10 las particulas virales por mililitro de plasma.

Una muestra que no amplifique en esta prueba se considera como menor a 125 copias/mL (limite
minimo de deteccion) y se reporta como No Detectable.

GENOTIPIFICACION POR PCR-RFLP PARA EL VHB

OBJETIVO: Realizar la genotipificacién del VHB, por el método de PCR-RFLP, con fines de
importancia clinica, asi como epidemiolégicos.

FUNDAMENTO: El método se basa en la capacidad de amplificar el segmento de la regién pre-
S, para posteriormente cortar con las enzimas de restriccion Ava Il la cual reconoce la secuencia
GGWCC (W= Ao T) y Dpn I, la cual reconoce la secuencia GATC, generando asi fragmentos
de restriccion, que nos permitan reconocer el genotipo del VHB, que se encuentra presente.

MATERIAL:

» REACTIVOS

“Iniciadores (50 picomoles)
P1 TCA CCATAT TCT TGG GAA CAA GA
P2 TTC CTG AAC TGG AGC CAC CA

*Tag DNA polimerasa (1.5U)

*Mezcla DE dNTP's (1mM)

*Agua bidestilada

*Buffer 10X

*Ava Il (5U)

*Dpn Il (5U)

“Acrilamida

« EQUIPO:
*termociclador Perkin Elmer GENE AMP 2400
*incubadora 37°C
*congelador a-20 °C
*camara de electroforesis
*transluminador de UV
“fuente de poder (BioRad)
*Multi-block
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o INSTRUMENTOS:
*Micropipetas (Labsystem 0.5-10, 10-100, 20-200, 200-1000puL)
*Puntas estériles con filtro (10, 2-50, 20-200 y 200-1000uL)
*Tubos de polipropileno para PCR de 500y 200uL
*Gradilla para tubos de PCR
*Guantes libres de talco

ARR

-y

Realizar extraccién del ADN viral de la muestra con Proteinasa K/Fenol
Adicionar 3uL de ADN en la mezcla de reaccion.

Para una reaccion de 50pL. se realiza lo siguiente:.

Preparar un coctel de reaccion (dependiendo del numero de muestras)

o Adicionar 5uL de buffer 10X

o 1pL de iniciador Pl y 1uL de iniciador de P2 (50 picomolas)

e 10pL de dNTP'’s (de una mezcla 1mM)

o 31pl de agua bidestilada

e 0.3ulL de Tag ADN polimerasa (1.5U)

Dar vortex al coctel

Adicionar 47uL del coctel a cada tubo, manteniéndolos en bafio de hielo

NOTA Colocar las muestras en el termociclador cuando tenga una temperatura
de 94 °C.

Realizacién de la PCR, bajo las condiciones especificas, en el termociclador.
Incubacion previa a 94 °C por 3 min. La PCR consta de 40 ciclos los cuales son
de 94 °C 45 s, 53 °C 60 s, 72 °C 90 s, seguido de una extension final de 7 min a
72°C.

6uL del producto de PCR es mezclado con el coctel que contiene 2.0 pL de
buffer 10X, 11.8uL de agua bidestilada y 2U de Ava Il y 2U de Dpn Il ,
respectivamente en un volumen fotal de racién de 20 pl (realizando reacciones
por dublicado).

Incubar las reacciones a 37°C por 3h.

Los productos de reaccion se corren en un gel de acrilamida 12% por 1:30hr. Al
mismo tiempo se corre un blanco que debe contener 10 L del producto de
PCR.

El resultado de la electroforesis se observa tifiendo las bandas con bromuro de
etidio, las cuales se observaran por fluorescencia.

El bandeo de cada muestra debe ser comparada con los algoritmos respectivos
del VHB.
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PREPARACION DE GELES

1.

Preparacion de Gel de Agarosa 2%. Para fragmentos grandes de DNA.

Para preparar un gel al 2% de agarosa de 10 por 6 cm, se necesitan 0.6g de
agarosa en 30mL de buffer TBE 1X.

Hervir la mezcla en homo de microondas o en una parrilla eléctrica, hasta que
se haya disuelto completamente.

Anadir 2yl de solucién de bromuro de etidio 10mg/mL.

Sellar los extremos de la charola para el gel con cinta adhesiva resistente al
calor, poner la charola en una superficie nivelada y colocar el peine procurando
que quede cuando menos a 0.5mm entre los dientes y el fondo de la charola.
Vertir la mezcla en la charola evitando hacer burbujas y dejar solidificar el gel a
temperatura ambiente.

Retirar la cinta adhesiva y el peine y colocar el gel en la cdmara de
electroforesis la cual debera contener la misma solucion amortiguadora usada
para hacer el gel.

El gel deberd quedar ligeramente sumergido en la solucién y orientado de tal
manera que los pozos queden del lado del electrodo negative (negro).

Sobre un pedazo de parafiim limpio, poner gotitas de 1uL de colorante de
electroforesis.

Tomar con una micropipeta automatica 10pl de DNA que se va a analizar,
mezclarlo con el colorante en el papel parafilm y poner la muestra en uno de los
pozos del gel. Colocar, también marcador de DNA para pesos moleculares ®X
174 RF DNA/Hae Il fragments, realizando los mismos pasos (el marcador esta
diluido 1:5 con colorante).

Aplicar corriente de 120V, y correr por 30 min.

Sacar el gel de la camara, cuidando de no romperio. Si la charola donde se
formé el gel es transparente a la luz UV, tdmese la charola completa.

Capturar imagen en el Eagle eye con formato PDF.
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2. Preparacion de Gel de Acrilamida 12%. Para analizar fragmento pequefios de 35 a 1500
pb podemos usar geles de acrilamida.

Montar los critales de la cdmara de electroforeisis vertical. Los cristales
ensamblados no deben tenr fugas.

Para un gel de acrilamida al 12% se mezcla en un matraz, los suguientes
ractivos:

*agua 6.5mL
*buffer TBE 10X 0.5mL
*acrilamida:Bis 38:2 3.0mL
*TEMED 5uL

(N,N,N,N tetrametiletilendiamina)

*persulfato de sodio 10% 100 pL
Agitar perfectamente la muestra y con una pipeta de 10mL vaciar la solucién
entre los cristales, cuidando que no se derrame.
Se incerta con cuidado el peine entre los cristales.
Esperar a que la mezcla se polimerice (aprox. 10min.)
Retirar el peine con cuidado para no romper los pozos, poner el gel en la cdmara
y llenar los depositos con buffer TBE 0.5X.
Preparar la muestra igual que en los geles de agarosa. Cargar los pozos,
cuidando que no se mezclen las muestras, utilizar un marcador de pesos
moleculares VIl pUCBM21 / Hpall / Dral plus Hind IIl.
Conectar los electrodos a una fuente de poder y corer el gel a 150V por 2 horas.
Sacar el gel de la cAmara, desmontar los vidrios y transferir el gel con cuidado a
un recipiente conteniendo cinco veces el volumen del gel de TBE 0.5X al que se
le afiaden 5l de solucién de bromuro de etidio 10 mg/mL.
Teir por 5min por cada mL de espesor del gel.

Capturarimagen en el Eagle eye con formato PDF.

109



	Portada
	Índice
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Objetivos
	4. Material y Métodos
	5. Resultados
	6. Discusión
	7. COnclusiones
	8. Referencias



