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1. Resumen

El virus de la Hepatitis B (HBV) es el causante de enfermedades hepaticas
que van de la Hepatitis aguda a la crénica y hasta el Hepatocarcinoma en
humanos. Pertenece a la familia Hepadnaviridae, se constituye por una
particula de 42 nm de diametro; presenta una capside (envoltura
lipoproteica exterior) y nucleocapside interior que envuelve el ADN del
virus.

El genoma del virus HBV es circular de ADN doble cadena con cuatro
marcos de lectura abierta — ORF- (S, C, P y X), los cuales se encuentran
traslapados. Cada ORF codifica para proteinas estructurales y funcionales
bioldgicamente para el virus. En el ORF X, el gen x codifica la proteina HBX,
la cual se asocia al desarrollo de la Hepatitis cronica y Hepatocarcinoma,
por su actividad transactivadora.

La variabilidad genética del gen X incluye variaciones genotipicas
especificas y mutaciones emergentes durante la infeccidon crénica. Las
mutaciones mas frecuentes se presentan en la region basal del core las
cuales afectan a la region X debido a su traslapamiento, las mutaciones
gue presenta esta region son muy comunes en los analisis de secuencia
de los pacientes con hepatitis cronica, aungue aun se desconoce de qué
manera estimulan la evolucion de la enfermedad.

Dentro de las metodologias de diagnodstico para la hepatitis B aguda y
cronica, se emplean los marcadores moleculares y la determinacion de
ADN virico. La técnica in vitro mas sensible y directas para amplificar las
secuencias especificas del genoma, es la PCR, la cual puede ser de punto
final o PCR en tiempo real y las cuales ayudan a determinar la cantidad de
DNA en suero de pacientes.

En México, los casos de hepatitis B cronica son escasos, sin embargo, se ha
reportado una alta incidencia en poblaciones indigenas, considerando
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entonces que las técnicas de diagnostico pueden no ser especificas para
el genotipo H endémico de México y para HBV, lo que estaria
enmascarando el problema.

Este proyecto terminal pretende llevar a cabo la amplificacion y
purificacion del gen x de HBV en pacientes mexicanos con Hepatitis B
cronica, como preliminar para en un futuro llevar a cabo la secuenciacion
del gen X de HBV y determinar si se encuentran mutaciones que puedan
relacionarse con la evoluciéon de la enfermedad en pacientes mexicanos.

Para la amplificacion del ADN se utilizara la PCR de punto final
semianidada; en la visualizacion de la separacion de los fragmentos
obtenidos de la PCR se usara una electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Finalmente se purificaran estos fragmentos con un kit comercial y se
cuantificara el ADN virico.

El proceso permitira establecer la PCR como técnica para la amplificacion
de la region X en el genotipo H de pacientes mexicanos con Hepatitis
cronica y permitira posteriormente obtener la secuenciacion y el analisis
de las mutaciones en esta region, que permitan establecer un diagnostico
mas especifico para esta enfermedad en México.

2. Introduccion

El virus de la Hepatitis B (HBV), fue descubierto por Baruch Blumberg en
1963, denominandolo antigeno australiano “Au”. Posteriormente se
demostrd la asociacion de este antigeno con la hepatitis B y se
desarrollaron test especificos para la identificacion de la Infeccion por el
HBV (Prince & et. al, 1982).

En 1970 se detecta el virion completo de la Hepatitis B, particula de 42 nm
de doble envuelta, con una cubierta externa y un core interno,
denominada particula de Dane (Dane et al, 1970).
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El virus de la Hepatitis B es un virus hepatotropico que afecta solo al ser
humano, se encuentra dentro de la familia Hepadnaviridae, genero
Orthohepadnavirus, junto con los virus de la hepatitis de la marmota
americana, de hepatitis de la ardilla y de la hepatitis del pato.

El virus del HBV esta constituido por una particula esférica de 42 nm de
didmetro (particula de Dane), rodeada de una envoltura lipoproteica de 7
NnmM de espesor, conteniendo las proteinas virales de superficie (HBsAg). En
el interior del virion se encuentra la nucleocapside icosaédrica, compuesta
por el antigeno core (HBcAQ), el cual rodea al ADN gendmico que en el
extremo 5°de la cadena negativa lleva unida covalentemente a la
polimerasa viral (figura 1) (Venegas et al, 2010).

Medium Surface Protein

Small Surface Protein
Large Surface Protein

Polymerase

Icosahedral Core

Fig.l. Particula de Dane (virus completo); se aprecia la cubierta
lipoproteica que recubre la nucleocdpside icosaédrica que contiene
el ADN viral y fuertemente unida la polimerasa.

Tomado de https://contravir.com/crv431/

El genoma viral del HBV, es un ADN circular de pequefno tamano,
parcialmente de doble cadena: una cadena larga, de unas 3200 bases
(cadena negativa) y una cadena corta (positiva) de 1700 a 2800 bases. El
genoma se mantiene en conformacion circular a pesar de no estar cerrado
covalentemente (ADNrc) debido a una pequefa region cohesiva que
solapa la region situada entre los extremos 5 de ambas cadenas (Bock &
et. al, 2007).
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Estas regiones de cohesion, se denominan DRI para la cadena negativa y
DR2 para la cadena positiva, estas secuencias positivas, se encuentran
implicadas en la replicacion e integracion del genoma del virus en los
hepatocitos. Ademas, en los ORF C y P se encuentran dos regiones
incrementadoras o enhancers de la transcripcion.

En la cadena negativa (-) se han identificado 4 marcos de lectura abiertos
de transcripcion (ORF), S, C, P Y X; conservados entre los diferentes
subtipos del HBV, que representan los genes codificantes. El virus de
hepatitis B incrementa su capacidad codificante al existir un solapamiento
entre los distintos ORF. El marco de lectura S codifica las 3 proteinas virales
de superficie: HBsAg: L (large, LHBsAg), M (middle, MHBsAg) y S (small,
SHBsAQ), las que comparten idénticos extremos C terminales en sus
secuencias primarias. La proteina S es la mas abundante, en ella se
encuentra el denominado /loop antigénico “a”, frente al que se produce la
respuesta primaria de anticuerpos neutralizantes anti-HBs. La proteina
preSl parece reconocer los receptores de la superficie celular, colaborando
con la especificidad del virus por un huésped determinado

El gen C (o core) incluye las regiones precore y core. Ademas del promotor
basal del core (PBC), cuya secuencia es suficiente para iniciar la
transcripcion, también contiene secuencias que actuan como lugares de
unién de los factores incrementadores de la transcripcion. EI ORF C
codifica para la proteina core o HBcAg, unidad estructural de la capside y
también para el HBeAg, dependiendo de la region en donde se inicia la
traduccion (Rodriguez-Frias et al, 2008).

La polimerasa viral se codifica en el marco de lectura P y esta
funcionalmente dividida en 3 regiones: en el extremo aminoterminal se
encuentra el dominio proteina terminal (PT), el cual esta involucrado en la
encapsidacion e iniciacion de la sintesis de la cadena negativa de ADN; en
medio de la proteina, el dominio transcriptasa reversa (TR), que cataliza la
sintesis del genoma viral; y en el extremo carboxiterminal, el dominio de
RNAsas H (RH), que degrada el ARN pregenémico en el intermediario
hibrido ARN/ADN y facilita la replicacion del genoma viral (Liang, 2009).

Universidad Abierta y a Distancia de México | Division de Ciencias de la Salud, Biologicas y Ambientales
México 2018




UnADM

Universidad Abierta y a

L Distancia de México

Elgen X, de unas 0.7 kb, fue el Ultimo ORF en ser identificado y se le asigno
la letra X debido a que la proteina que codificaba no presentaba
homologia con ninguna otra proteina viral o celular y su funcion se
desconocia (Feitelson & et al, 1997).

El gen X del virus HBV, codifica una proteina pequefa (proteina X o HBX)
de 154 aminoacidos, que tiene un peso molecular aproximado de 17.5 KDa

(figura 2).

Figura 2.

4 strand

Fig. 2 Genoma del virus HBV do3 a_ afga negativa, compuesta por
cuatro marcos de lectura abierta ORF)‘gen—S gen P,gen Cy Gen X,y cadena corta
positiva. Asi como dos reglones de cohesion DR1 y DR2. Tomado de
http://www.laboratoriocentralmm.com.br/manual-de-exame-h/

Proteina X

Debido a la falta de resultados de |la cristalografia de rayos X y la resonancia
magnética nuclear, se sabe poco de la estructura tridimensional de HBx.
Los analisis comparativos de las secuencias del gen x de HBV de
hepadnavirus de mamiferos de diferentes especies, revelaron areas de alta
conservacion, incluidos los supuestos dominios helicoidales situados en la
region amino y carboxilo terminales y un motivo potencial de espiral
enrollada (Colgove et al., 1989; Kodam et al., 1985).
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Dentro de sus multiples funciones de la proteina HBx en el virus HBV, se
ha demostrado que los aminoacidos 52 a 148 son esenciales para la
actividad bioldégica de |la proteina.

Ademas, la eliminacion del fragmento amino-terminal de 1-50
aminoacidos aumenta las funciones transcripcionales de HBXx, lo que
sugiere puede ser un elemento regulador negativo. Adicional a estas
funciones, se atribuye la transduccion intracelular de senales, reparacion
del ADN e inhibicidon de la degradacion proteica (Kumar y Sakar, 2004)
(figura 3.).

Se ha establecido que esta proteina es necesaria para una infeccion
productiva por HBV in vivo y esta asociada con las patogénesis de las
enfermedades relacionadas con el HBYV, especialmente en la aparicion de
carcinoma hepatocelular (HCC) en pacientes cronicos (Chen & et al, 2000;
Koike, 2009).

Esta asociacion se da, segun investigaciones realizadas en tumores del
HCC analizados, la mayoria de los genes del HBV en el HCC, no se expresan,
sin embargo, HBx o las versiones truncadas de esta proteina pueden
seguir expresandose, por lo que es posible que esta proteina tenga otra
funcion, aparte de la sensibilizacion de células frente a estimulos
mutagénico, en el desarrollo de HCC o la subsiguiente supervivencia y
proliferacion de células tumorales (Tu & et. al., 2001).

Durante la infeccion viral aguda, la expresion de HBXx es baja y se relaciona
directamente con el nivel de replicacion, sin embargo, al evolucionar hacia
Hepatitis cronica, cirrosis y Hepatocarcinoma el ADN viral se integra en el
genoma del huésped y la expresion la proteina X se desregula,
convirtiendose en la Unica proteina viral detectada en pacientes con
carcinoma hepatocelular (Feitelson & et al, 1997).
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Figura 3.

PreS2/preS1/S

Fig. 3 Estructura de la proteina HBV-X
La capacidad activadora de la transcripcion
se encuentra en el extremo terminal C de la
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Replicacién:

Una de las caracteristicas principales de |la familia Hepadnaviridae, es el
proceso en el cual llevan a cabo la sintesis de su ADN en el nudcleo de la
célula, mediada por una transcripcion reversa en la cual interviene el ARN
viral, conocido como ARN intermediario (Ganem et al, 2004).

La infeccion de la célula hepatica se inicia con la interaccion del HBV con
un receptor, todavia desconocido, de la membrana del hepatocito. La
interaccion depende del preSl, una vez adherido el virus HBV, se introduce
por endocitosis, al entrar libera la nucleocapside y se transporta desde el
citoplasma al nucleo, conducida por la sehal de localizacion nuclear
presente en la proteina del core (Stoeckl et al, 20006).

Ya en el nucleo, al ADN viral, se modifica a una forma circular cerrada
covalentemente (ADNc), la cual sirve como molde para la transcripcion
de los ARN virales, por medio de la polimerasa viral y enzimas de la célula
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huésped. Del nucleo los ARN se transportan al citoplasma en donde
funcionan como ARNmM traduciendo en las diferentes proteinas que
requiere el virus para las sintesis de sus estructuras.

Sin embargo, uno de los ARN, el ARN core, ademas funciona como ARN
pregenomico y sirve como molde para la retrotranscripcion por medio de
la retrotranscriptasa de la proteina P, sintetizandose el genoma del ADN
parcialmente de doble cadena.

También el ARN pregendmico interactua con las proteinas C y P para
formar las capsides, en las cuales se lleva a cabo la retrotranscripcion, la
sintesis de la cadena negativa y posteriormente la cadena positiva.

La nucleocapside que contienen el nuevo ADN viral sintetizado, pueden
ser conducidas de nuevo al ndcleo en un proceso de realimentacion que
aumenta el reservorio de ADNccc nuclear o bien se recubren en el reticulo
Endoplasmatico con una envuelta lipidico-proteina que contiene el
HBsAgQ, son transportadas al aparato de Golgi y de alli son liberadas al
espacio extracelular, en forma de nuevos viriones (Mangus & et. al, 2003)
(figura 4).
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Figura 4.

Fig. 4 Ciclo infectivo y replicativo del HBV. Interaccion del virus HBV
con el hepatocito, su Integracién en el ndcleo y el proceso de
replicacion que lleva a cabo en la celula huésped, hasta su conversiéon
en virion. Tomado de Ganem & et. al, 2004.

Genotipo

La clasificacion genética de HBV, basada en el analisis y comparacion de
secuencias de genomas completos, ha identificado 8 genotipos que van
desde la A hasta la H. Sus diferencias se dan sobre una divergencia
intergrupo de al menos 8% en la secuencia nucleotidica completa.
Analisis filogenéticos muestran que la mayoria de estos genotipos,
pueden ser subdivididos en subgenotipos, los cuales se diferencian entre
sien no mas de un 4% en sus secuencias completas, lo que muestra la alta
variabilidad de este agente viral (Schaefer, 2007) (Figura

5).
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Figura 5.
GENOTIPO SUBTIPO DISTRIBUCION GEOGRAFICA
PREDOMINANTE
A adw2, ayw] Noroeste de Europa, Norteameérica
y Africa Central
B adw2, ayw] Sudeste de Asia, China, Japon
C ayr,adrg*adrg- Sudeste de Asia, China y Japon
adw2
D aywz, ayw3 Sur Europa, Oriente Medio e India
E Ayw4 Africa
F Adw4qg Nativos Americanos, Polinesia,
Ameérica Central y Sur
G Adw?2 Francia y Estados Unidos

El interés de los genotipos, aparte del epidemioldgico, es su relacidon con
ciertos aspectos evolutivos y terapéuticos del virus. Asi la mutacion mas
frecuente de HBV es la G1896A que determina la falta de formacion del
HBeAg y se asocia solo con los genotipos B, C y D, pero nunca con el
genotipo A, debido a la necesidad de mantener la encapsidacion del virus

Fig. 5. Genotipos y subgenotipos de HBV y zonas geograficas en donde se ubican.
Tomado de https://www.seimc.org/contenidos/ccs/revisionestematicas/viromicromol/\VHBrev.pdf

(Simmonds & et al, 2005). Estos genotipos muestran diferente geografia a
nivel global, el genotipo A prevalece mas en el noroeste de Europa, Norte
América, India y Africa, los By C en Asia, el D es mundial, pero predomina
en el mediterraneo, el E se encuentra en Africa Occidental, mientras que
los genotipos F y H son detectados en América del sur y Central
(Simmonds et al, 2005).

En México se considera prevalece el genotipo Fy G, sin embargo, estudios
recientes, han detectado una endemicidad del genotipo H. (Roman & et.

al, 2013).

Variabilidad genética:
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La variabilidad genética ocurre en todos los virus, aunque los virus ADN
son mMas estables que los virus ARN. Asi, se debe considerar que a pesar de
gque HBV es un virus ADN, se comporta intracelularmente como un
retrovirus (virus ARN), con una tasa de mutacion del orden de los virus ARN
(1,4-7,9 x 10°° sustituciones/sitio/afio), mutaciones en respuesta a una etapa
de retrotranscripcion en el ciclo replicativo y al solapamiento de genes de
HBV (Osiowy, et al, 2006).

Como consecuencia de esta variabilidad, el virus circula como una mezcla
de variantes genéticas (alteraciones genéticas en el genoma viral en
replicacion: mutaciones puntuales, delecciones e Iinserciones),
constituyendo una especie compleja que evoluciona a lo largo de la
infeccion segun la presion evolutiva de factores como la respuesta
inmunoldgicay los tratamientos antivirales.

Las mutaciones en la region del core a menudo afectan al gen X debido al
solapamiento de los genes en el genoma del HBV. Casi todas las
delecciones/inserciones en la region basal del core (que es la regidn en la
gue mas comunmente ocurren las mutaciones en el virus HBV), ocasionan
en el gen X, una proteina truncada, es decir, una sustitucion de los
aminoacidos 130 y 131 en la proteina X; esta proteina carece de un dominio
en C- terminal que esta altamente conservado en el HBV y que aun con
mutaciones en la proteina X no afecta su funcién transactivadora in vitro
(Rodriguez-Novoa, 2013). La infeccion por cepas VHB con mutaciones en
el gen X cursa con ausencia de marcadores serolégicos de infeccion por
VHB, provocan una disminucion de la expresion del HBeAg y que han sido
asociadas a un aumento de la replicacion viral y a una progresion de la
enfermedad hepatica a formas mas graves.

Debido a la recesion de los efectos antiproliferativos y apoptoéticos sobre
los hepatocitos infectados, esta condicion contribuye al desarrollo de la
Hepatitis cronica y puede evolucionar a hepatocarcinoma. El diagnostico
requiere siempre técnicas de amplificacion gendmica de dicho gen (PCR)
(Jardi et al, 2004).
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La PCR de punto final es una metodologia por la cual se amplifican
regiones especificas de un genoma, antes de llevarla a cabo se requiere
determinar la carga viral con la que cuenta la muestra, ya que se requieren
de 10-20 ng, se deben obtener al menos 5 ng/UL de ADN de cada muestra,
sise recuperan 50 UL el rendimiento neto de |la extraccion seria de 0.25 ng,
suficiente para llevar a cabo de manera optima la PCR; una cantidad
menor la dificultaria (Vargas-Coérdoba, 2016).

De igual manera en la purificacion de los fragmentos obtenidos producto
de la PCR, se debe llevar a cabo una cuantificacion y una evaluacion de la
pureza del producto, asi como su calidad, por medio de una
espectrofotometria. Para estimar la pureza del ADN se considera la
proporcion de absorbancia a 260 y 280 nm, una proporcion de 1.8 es
aceptada como ADN puro, proporciones menores a este valor indican la
presencia de proteinas.

Una segunda valoracion de la pureza de acidos nucleicos es la proporcion
260/230 de absorbancia y los valores aceptados se encuentran en el rango
de 2.0-2.2, si la relacion es menor indica la presencia de contaminantes,
como carbohidratos, fenol o silica (Alejos-Velazquez & et al., 2015)

Ademas de conocer la cantidad y calidad del ADN por espectrofotometria
es importante conocer si el ADN que se obtuvo de la purificacion es
integro. La integridad del ADN se puede observar mediante una
electroforesis en gel de agarosa; si el ADN esta integro se debe observar
una banda estrecha cercana al pozo en que se coloco la mezcla de ADN, si
esta fragmentado, se observara una banda de mas de un cm de ancho o
un sendero luminoso en el carril de la muestra (Figura 6) (Alejos-Veldzquez
et al., 2015)

Todos estos aspectos, junto una carga viral adecuada (de 20 a 40 ng), se
llevara a realizar una secuenciacion optima del gen y los cambios que en
esta se pudieran presentar (mutaciones).
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Figura 6.
Fig.6lntegridad del ADN, se observa
una banda caracteristica
Hepatitis crénica Integridad del ADN, se observa una
banda caracteristica del fragmento
La infeccidén crénica por el virus de la cercana al pozo y en cada carril la

banda es luminosa.

Tomado de
http://www.revistasbolivianas.org.
bo/scielo.php?pid=S2307-
96062013000100003&script=sci_ar
ttext

hepatitis B HBYV, supone un
problema de salud publica
importante, aproximadamente
existen en el mundo 350
millones de portadores del virus.
En conjunto la infeccion es responsable de 1.5 millones de muertes anuales
por cirrosis y carcinoma hepatocelular HCC.

Alrededor del 10% de adultos infectados cronicos por HBV presentan
antigenos HBs y HBe y de estos un 20% desarrollan hepatitis cronica
activa, con riesgo elevado de cirrosis, HCC o ambos. En un 5-10% de estos
pacientes se produce una seroconversion espontanea antiHBe (Alcaraz-
Soriano, 2003).

En el 2005, en México, la prevalencia de Hepatitis B (HBV), diagnhosticada
con la presencia de antigeno de superficie (HBsAg positivo) era de 0.001%
de acuerdo con la encuesta nacional de salud y de 0.36-0.52% con base en
los reportes en donadores sanos del centro nacional de Transfusion
sanguinea, sin embargo, los datos no muestran exactitud existiendo duda
sobre los resultados epidemiolégicos disponibles y en particular sobre la
prevalencia en diferentes grupos de riesgo (masculino/femenino) que es
similar 1:1.39.

Los pacientes con Hepatitis viral B cronica son HBsAg positivos. Cuando la
replicacion es alta se detecta positividad al HBeAg y cargas virales altas
(HBV_ADN >10°) Los portadores con carga viral baja tienen un perfil similar
a los pacientes con mutacion precore, sin embargo, estos ultimos
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presentan cargas virales tipicamente altas (HBV-ADN >10%). Las pruebas
mMas sensibles para identificar presencia de replicaciéon viral es la PCR
(Marin-Lopez, 2005).

Entre 2000 y 2007, en México se reportaron 192,588 casos de hepatitis
virales de las cuales 3.3% eran HBYV, sin embargo, el HBV podria estar
subdiagnosticado, ya que hay zonas de alta endemia en poblaciones
indigenas, existen limitaciones en la sensibilidad y especifidad de las
pruebas inmunoldgicas y podria ser comun la Hepatitis oculta (Panduro &
et al., 2011).

México se ha considerado una zona de baja endemia, no obstante,
recientemente se ha demostrado que en el pais existen zonas de alta
endemia, principalmente en poblaciones indigenas.

En poblaciones indigenas se ha descrito una alta frecuencia de Hepatitis
B oculta, en México. Esto confirma estudios previos en donde se han
detectado zonas geograficas de alta prevalencia del anti-HBc, pero bajas
prevalencias del HBsAg y diferencias en el estado de seropositividad para
HBsAg en funcién de la zona y/o grupo de estudio analizado (Roman & et
al., 2009).

Puesto que la poblacion indigena en México, rebasa los 12 millones, el
impacto epidemioldégico del HBV podria ser mayor de lo considerado
hasta la fecha. Los estudios epidemioldgicos mas recientes y de revision
de la literatura muestran que en el pais hay por lo menos 3 millones de
personas adultas que se han infectado (antiHBc positivos) y de estos un
minimo de 300,000 portadores activos (HBsAg positivos) podrian requerir
tratamiento (Roman & et al., 2009).

Si se considera a la poblacion indigena como zona de alta endemia,
entonces el numero de pacientes que se ha infectado podria aumentar
hasta 7-8 millones de mexicanos y a cerca de un millén de portadores
activos. De confirmarse esta situacion la infeccion por HBV seria mayor
gue la del HCV en México (Panduro et al., 20T1).
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Desde 1976 la seroprevalencia del HBV en México se ha mantenido estable
y baja, debido a dos factores especificos: limitaciones de sensibilidad y
especifidad de las pruebas inmunoldgicas que se han utilizado. En México
predomina el genotipo H del HBV a diferencia de otras regiones del
mundo, la variabilidad genética de este genotipo podria ser la causa que
explicara la poca sensibilidad y especifidad de las pruebas inmunologicas
utilizadas hasta la fecha, ya que las mismas se han disefado, al igual que
la vacuna contra HBV con base en los genotipos D y A, los cuales no son
los que mas prevalecen en nuestro pais (Roman et al., 2010).

No se ha logrado un control real de los factores de riesgo en la poblacion.
En México, a diferencia de otros paises, la transmision de HBV se debe a la
exposicion de las personas a fluidos bioldégicos y material quirdrgico
contaminado en quiréfanos y consultorios dentales (52.2%) asi como las
relaciones sexuales sin proteccion. Asi la falta de sensibilidad y especificad
de las pruebas inmunologicas de diagnostico y una falta de control de los
factores de riesgo podrian explicar la baja y estable prevalencia de HBV
(Roman et al., 2009).

De igual manera habria que investigar la respuesta inmunoldgica del
paciente mexicano al HBV genotipo H, con el objeto de determinar si el
paciente infectado resuelve la infecciéon mas facilmente con el genotipo H
qgue con los otros genotipos que predominan en diferentes regiones del
mundo. Por ello la importancia del estudio de la infeccion de HBV en el
genotipo H y su respuesta o progresion de la infeccion, la cual no ha sido
evaluada (Arauz et al.,, 2002).

Debido a que en México la literatura sobre el analisis de la Hepatitis B
cronica, su amplificacion, purificacion y secuenciacion es escasa, asi como
su diagnostico con genotipo Hy la relacion de las mutaciones del gen x en
la Hepatitis cronica, este proyecto se enfocd en la realizacion de la
amplificacion y purificacion del gen X, genotipo H en pacientes mexicanos
con Hepatitis cronica, esperando aportar mayor informacion de este
padecimiento y mejorar asi el diagnostico especifico y la creacion de
vacunas para pacientes mexicanos.
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3. Justificacion

La Hepatitis créonica en México se considera de baja endemicidad, sin
embargo, en poblaciones indigenas se ha presentado una alta incidencia,
lo cual podria explicarse por el hecho que las técnicas de diagndstico se
basan en los tipos virales predominantes HBA y HBC y los genotipos Fy G
gue no corresponden a la poblacidon mexicana.

Aunado a ello, se debe considerar para la evolucién de la enfermedad de
la etapa aguda a cronica, que el gen x tiene una relevante participacion, ya
gue presenta variaciones genotipicasy mutaciones emergentes. Estas son
el resultado de la superposicion que presentan los marcos de lectura
abierta (ORF), las mutaciones que presenta la region basal de core (PBC),
donde son comunes, le afectan al gen x, produciendo una proteina trunca,
hecho que se relaciona con el desarrollo de este padecimiento.

En México son escasos los reportes concernientes al virus HBYV, su
amplificacion, purificacion, carga viral y secuenciacion, considerando su
genotipo H y la relacion que pueda tener el gen X con la evolucion de la
enfermedad.

Por ese motivo, este proyecto terminal se enfocara en realizar la
amplificacion del gen x a partir del DNA de muestras de plasma de
pacientes mexicanos diagnosticados con Hepatitis B cronica, mediante la
técnica de PCR de punto final semianidada, la purificacion del producto
de PCR y finalmente se cuantificara el DNA obtenido para determinar la
carga viral, que en un futuro permitira elaborar la secuenciacion de este
gen, permitiendo el analisis de la variabilidad genética de este gen x, sus
mutacionesy qué relacion podrian tener en la evolucion del padecimiento.
Hecho que permitira ampiliar la informacioén sobre la Hepatitis cronica en
México, dara pauta para establecer un diagnostico especifico para el
genotipo H de los pacientes mexicanos, se podra crear una vacuna
recombinante especifica y de esa manera dilucidar cual es la incidencia
real de HBV crdnica en nuestro pais.
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4. Hipotesis

Con base en la realizacion de la PCR de punto final semianidada sera
posible obtener el fragmento correspondiente al gen x del genoma del
virus de |la Hepatitis B, ademas de la carga viral producto de la purificacion
de los fragmentos de ADN.

5. Objetivos

Objetivo general
Amplificar por PCR de punto final semianidada, el gen X del genoma viral
de HBYV, de pacientes mexicanos infectados con el virus de la Hepatitis B.

Objetivos particulares
1. Amplificar el gen X a partir de DNA viral de muestras de plasma de
pacientes mexicanos con HBV croénica.

2. Purificar el fragmento del genoma viral de HBV que contiene el gen x,
producto de la PCR de punto final de las muestras de pacientes.

3. Determinar la carga viral del fragmento purificado, del producto de la
PCR que contiene el gen X.
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5. Metodologia

Diagrama de flujo

OBTENCION DE MUESTRAS
DE PLASMA

EXTRACCION DEL ADN (kit
comercial)

7

s

ELECTROFORESIS EN GEL
DE AGAROSA 1%

VISUALIZACION
Transiluminador de luz UV

PURIFICACION DEL
PRODUCTO DE PCR (kit
comercial)

CUANTIFICACION DEL

PRODUCTO PURO PCR
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Muestras

Se analizaron 15 muestras de plasma pertenecientes a pacientes
diagnosticados con el virus de Hepatitis B del Banco Histérico de
laboratorio de virologia del Hospital de Infectologia del CMN “La Raza", las
cuales se encuentran en custodia en el laboratorio de virologia, de la
Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y
Parasitarias del Hospital de Pediatria del CMN siglo XXI.

Extraccion de ADN

Se realizd con el método NASBA, utilizando el kit comercial FavorPrep
Viral Nucleic Acid Extraction Kit | de FAVORGEN.

1. Para las 15 muestras, se prepararon cuatro volumenes diferentes de
Buffer de lisis (900, 950, 970 y 980 ul) y se agregaron cuatro volumenes
diferentes de muestra (100, 50, 30 y 20 ul) con 2 controles, negativo y
positivo para completar un volumen final de 1000 ul y se mezclaron con
VOrtéx.

2. A'la mezcla se agrega 50 ul de Silica (la silica atrapa los acidos nucleicos
cuando ya se ha llevado a cabo el lisado), cada que se agreg? la silica a los
tubos, se mezclaron para evitar la sedimentacion.

3.Se incubaron los tubos 10 minutos a Temperatura ambiente, mezclando
cada 2 minutos con vortéx

4. Concluida la incubacion se centrifugaron los tubos a 14000 rpm por 2
minutos, se saco el sobrenadante con pipeta de globo tratando de no
tocar la silica.

5. Se agrego6 Etanol 70% (previamente preparado: 22 ul de etanol + 8 ul de
Agua bidestilada estéril), se mezcld con vortéx.
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6. Se centrifugaron a14000 rpm por 2 minutos. Y se retird el sobrenadante.

7.Se lavaron con Buffer wash Tul =primer lavado= (Wash buffer BioMereux),
se mezclaron con vortéx.

8. Centrifugacion a 14000 rpm 2 minutos, retirando el sobrenadante.

9. Se agrego 1 ul de buffer wash =segundo lavado=y se mezclo en vortéx.
10. Centrifugacion a 14000 rpm por 2 minutos retirando el sobrenadante.
11. Se agregd Etanol 70% 1 ul = segundo lavado y purificado=.

12. Centrifugacion a 14000 rpm por 2 minutos. Se retird sobrenadante.

13. Se agregd 1 ul de acetona (pureza grado molecular 100% laboratorios
Merck) mezclar. =Ultima purificaciéon=.

14. Se incubaron los tubos a 56°C, destapados y cubiertos de con una gasa
estéril (irradiada previamente con luz UV), para la evaporacion de la
acetona.

15. Posterior a la incubacion se agregod el buffer de Elusion (BioMerieux), 60
ul para las muestras con volumen de 100 ul y 30 ul para el resto de
volumenes.

16. Se incubaron los tubos tapados a 56°C, por 10 minutos, pasados 5
Minutos se mezclaron con vortéx.

17. Centrifugacion a 14000 rpm por 2 minutos.

18. Por peso, después de la elusion, el DNA se queda en el sobrenadante,
el cual se colecto de la siguiente manera: para la muestra con volumen de
100 ul se colectd el DNA en 3 tubos, y el resto de volumenes se colecto el
DNA en 2 tubos.
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19. Los tubos se cuantificaron por NanoDrop (1000 Techno cientific) y se
guardaron en refrigeracion a -20°C hasta su uso en la amplificacion.

Estandarizacion de la PCR

Antes de realizar la PCR semianidada, se realizaron pruebas de
estandarizacion del proceso probando dilucion de primers y primers con
ACTINA-3. Se probaron también diferentes grados de temperatura y ciclos
para la amplificacion, obteniendo las siguientes condiciones:

Dilucion de primers: 110 Ty de primera concentracion 100uM + 9 ul de H,O
inyectable.

Enzima Kapa dio buenos resultados

Amplificacion: Temperatura: 95° C 3 minutos, 95° C 30 seg., 60° C 30 seg.,
72 ° C 30seg., 72° C 5 min. con 35 ciclos para PCR externa y 30 ciclos con las
mismas temperaturas para PCR interna; las cuales fueron aplicadas al
proceso de PCR de punto final semianidada.

PCR de punto final semianidada

La PCR semianidada consiste en dos PCR continuas con dos pares de
primers especificos en cada ronda.

En la primera PCR (PCR externa) se utilizaron los Primers externos HBV 9-
RF-A (Forward)/ HBV 10-R (Reverse) de 986 pb,

secuenciab'- ATCCACCCATTCATTGCAAAGTCTGTCA-3 /
5'CAGCAGCTAACTCCACAGAAGCTCCAAATT-3

En la segunda PCR (PCR interna) se utilizan los primers internos HBV 27-
X-F (Forward) /HBV 10 R (Reverse) de 853 pb,

secuencia 5'- CTCGCCAACTTACAAGGCCTTTCTCTGT-3'/

5'- GAGCGAGTAACTCCACAGAAGCTCCAAATT-3'
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Los primers fueron disenados por CINVESTAV Irapuato del IPN.

Ubicacion de los primers en el genoma de HBV.

Promotor X Promotor Core
(1244-1265) L
InRE )
| i
|_Enhl | I EO Ik
DR2 DR1
P (2 22) P (2309-1622
51157-834{ X (1376-1837 C (1903-2458
[N (1816-1936)
NN RN N N R NN R RN N R A RN RN RN RN ER RN R R RN
00 Soo 1,000 1,200 1,400 1,000 1,000 2,000 2,200 2,400 2
10 HBV10-R
19H956\g-99-;'\'2F+A | s
16 HBV27-X F [if i 10HBV10-R
1098-1118 1923-1950

1) Se limpidé con alcohol el material a utilizar en la preparacion de los
reactivos, asi como la campana de flujo laminar en donde se prepararon.
Tanto la campana con el material como el area de trabajo se irradio con
luz UV, lo que redujo la contaminacion con amplicones externos al ADN a
analizar. (ANEXO 1)

2) Se elaborod la Master mix de la Primera PCR (externa), con los reactivos
siguientes y en el orden que marcaba el protocolo disefiado (ANEXO l):
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EX] Xerxn’s

. [Inicial] Reactivo
[Final] vol.ul vol. ul
H-O inyectable - 825 495
10X Taqg Buffer (1.5 7.5
mM MgCl,) 1X 1.25
10mM dNTP s 0.2 0.25 1.5
mM
10 uM  Primer Forward 0.2 uM 0.25 1.5
HBV 9 F+A
10 uM  Primer Reverse 0.2 uM 0.25 1.5
HBV 10 R *DNA
5U/ul Enzima Kapa 01U 0.25 1.5 agregado
Tag DNA Pol
Biosystem
- *DNA - 2 -
Volumen Final = 12.5ul e3ul

posteriormente

3) La master mix, se llevo al laboratorio y se agregaron 2ul de cada una de
las muestras de ADN en los tubos que se amplificarian (ANEXO IlI).

4) Se introdujeron los tubos al termociclador (BIOMETRA T
PROFESIONAL), utilizando el programa [AMR Program 19 prueba X], el cual
presento las siguientes condiciones (ANEXO [V):
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Tiempo aprox. de duracion
proceso: 1:26 hrs.

95°C 3
{ minutos
95°C 30
35 segundos
ciclos 60°C 30
segundos
72°C 30
segundos
72°C 5
minutos
4°C o0

5) Cuando concluyd la primera PCR (PCR externa), los productos de esta
se utilizaron para la segunda PCR (PCR interna), el procedimiento para
preparar la master mix, fue el mismo, salvo que el volumen total fue de 25
ul (ANEXO V).

6) Se amplificaron los productos de la PCR externa, con las mismas
temperaturas que la primera PCR, pero en 30 ciclos:

Universidad Abierta y a Distancia de México | Division de Ciencias de la Salud, Biologicas y Ambientales
México 2018




UnADM

Universidad Abierta y a

& Distancia de México

Tiempo aprox. de duracion
del proceso: 136 Hrs.

95°C 3
{ minutos
95°C 30
30 segundos
ciclos 60°C 30
7) Concluida Ia segundos amplificacién los
tubos se retiraron 72°C 30 del termociclador y se
centrifugaron segundos
(Centrifuge 5418 72°C 5 Eppendorf) por 30 seg.
A 14000 rpm para minutos  después llevarlos a
electroforesis. 4°C 0

Electroforesis
La electroforesis se realizé en gel de agarosa al 1%, con camara horizontal.

<Se pesaron 0.25 g de agarosa y se midieron 25 ml de buffer TBE 0.5, los
cuales se agregaron a la agarosa mezclando suavemente.

< Para disolver completamente, se calentdé la mezcla en horno de
microondas hasta observar una mezcla transparente y sin residuos.

< Se enfrio 10 minutos a temperatura ambiente, a continuacion, se
agregaron 10ul de Hydragreen (sustituyendo al Bromuro de Etidio que es
cancerigeno) para tenir.

< Previa preparacion de la camara de electroforesis (se acomodo cama de
electroforesis, barras de contencion y un peine), se vacio el gel en la cama
de la camaray se colocd otro peine, se cerro la camara y se tapo con papel
aluminio para evitar la reaccion de tincion.
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Se dejo gelificar 30 min.

< Solidificado el gel se agrego buffer TBE 0.5x hasta cubrir la placa por lo
menos 1 mm con el buffer.

< Se cargaron los productos de la PCR y los controles en la camara de gel
con buffer LB 0.2xc y se coloco un marcador de peso molecular de 100 pb
o el Quick Load (1000 pb) y se conectd a una fuente de poder con 100 volts
por 27 minutos.

< Realizada la corrida de las muestras en la placa de gel, se retird de la
camara de electroforesis y se trasladd a un visualizador para observar la
separacion de los fragmentos amplificados correspondientes a las
muestras analizadas. (ANEXO VI)

Purificacion
La purificacion se llevo a cabo con el kit FavorPrep GEL/ PCR Purification

1. Se prepard un gel de agarosa al 2% para la electroforesis.

2. Se pesaron 0.6 g de agarosa y se disolvieron en 30 ml de TBE 0.5 X.

3. Se disolvid al microondas la mezcla y se dejé enfriar 10 min.

4. Se agrego Hydragreen 0.8 uly se vacio en la camara de electroforesis ya
preparada.

5. Se dejo gelificar 30 min.

6. Agrego Buffer de electroforesis TBE 0.5 X y se cargaron las muestras.

7. La carga del producto de PCR interna fue con buffer de carga LB 6X.

8. Se corrieron las muestras a 100 volt por 40 min.

9. Se colocaron en el visualizador para observar las bandas de los
fragmentos que correspondian a los productos internos de la PCR y los
cuales se purificarian (ANEXO VII).

10. ya identificados los fragmentos se cortaron en un transiluminador de
Luz UV y se pusieron en tubos Eppendorf de 1.5 ml estériles, previamente
pesados.
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11. Se pesd el tubo y el fragmento de gel para saber su peso no debe rebasar
los (<0.3 g).

12. Agrego 500 ul de FADF Buffer y se mezcld con vortice.

13. Se Incubaron 10-15 minutos a 55°C con agitador hasta disolver.

14. Enfriaron los fragmentos de ADN a T° Ambiente.

15. Transfiriendo una columna de FADF a un tubo de recoleccion.

16. Se Transfiere el fragmento a la columna, maximo 800ul.

17. Centrifugacion a 14,000 xg (centrifuge 5418 Eppendorf) por 30 seg.

18. Descartando el filtrado.

19. Se Agregd 750 ul de Wash buffer y centrifugd a 14000 xg por 30 seg..
20. Descartando el filtrado.

21. Se regreso la columna al tubo y centrifugd 3 minutos adicionales.
22.Se secd la columna en un concentrador (Concentrator 5301 Eppendorf).
23.Se coloco la columna en un tubo estéril de 1.5 ml (desechando el tubo
de recoleccidon que contiene el filtrado).

24. Se agregar 40 ul de agua inyectable en el centro de la columna.

25. Dejando reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

26. Centrifugado a 14000 xg 2 minutos.

27. Cuantificado en NanoDrop (1000 Techno cientific).

28. Se realizdé una electroforesis en gel de agarosa 1%, con marcador de
masa para verificar la integridad de ADN (ANEXO VIlII).
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6. Resultados

Las 15 muestras analizadas pertenecian a pacientes del Hospital Centro
Medico la Raza, en donde fueron diagnosticados como HBV crénicos,
siendo positivos todos para HBsAg, los datos sociodemograficos y clinicos
se presentan a continuacion (Tabla 1).

Rango de edad (anos) 16-58

Transfusiones sanguineas 10 Si/ 2 No

Rango de HVB-DNA en

Plasma (carga viral)

Pacientes HBV

Infectados n=12 HBsAg

Tabla 1. Datos sociodemograficos y clinicos de la poblacién de estudio
(pacientes diagnosticados con HBV crénica). Tres de los pacientes no
dieron autorizacién para la disponibilidad de estos datos.
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Datos sociodemograficos y clinicos de pacientes

HBV
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Gréfica 1. Datos de pacientes que forman parte de la poblacién de
en donde se observa que predominan los de sexo masculino,
y en donde la carga viral también es relativamente mayor
gue en el sexo femenino.

Se logré amplificar el fragmento del genoma de HBV en las muestras
HBV91, HBV-130, HBV 143, HBV-85, HBV-132, HBV-133 y HBV-154, mediante
PCR semianidada para el gen x. Mediante la estrategia con primer
externos e internos se pudo apreciar en el gel de agarosa las bandas
correspondientes al fragmento de 853 pb el cual se esperaba. Cuatro de
las muestras analizadas se contaminaron con ADN externo, lo cual
aparecio al visualizarlos, por lo que ya no fueron considerados para una
repeticion.

La visualizacion de las placas de gel, se muestran en ANEXO IX

15 7 8

Tabla 2. Resultados de la amplificacion de los productos de PCR interna, mediante PCR de punto
final semianidada, regién X del HBV.
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Las amplificaciones obtenidas muestran que la metodologia para la PCR
si funciona, aunque las muestras son menos de la mitad del total, se debe
de considerar que cuatro de ellas se contaminaron, hecho que es ajeno a
la metodologia aplicada en cuanto a la amplificacién, por lo que en
realidad se podria tomar como que el porcentaje de positividad fue mayor

Amplificaciones

Resultados de amplificacion de muestras

NO AMPLIF

AMPLIFIC

MUESTRAS

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Numero de Muestras

Grafica 2. Resultados obtenidos de amplificacion por PCR de punto final
semianidada, en donde se observa que casi la mitad de las muestras
Resultaron positivas para la amplificacion.

gue el de negatividad.

M 1 2 3 4 5 6 7 mm

10 ng-1000 pb

900

800 7 ng —700 pb
5 ng-500 pb

500
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Visualizacion del gel de agarosa de los fragmentos purificados de HBV, con
marcador.

De masa. M: marcador de 100 pb; 1. HBV9I, 2: HBV-130; 3. HBV143; 4:
HBV85;5

HBV-132; 6: HBV-133; 7. HBV154; mm: Marcador de masa. Rendimiento de
losfragmentos y carga viral.

De la purificacion de los fragmentos que correspondian al producto de la
PCR de interna, se obtuvo la cuantificacion mediante NanoDrop (1000
techno) (Espectrofotometria) como sigue:

I == [Fe/S
230

0.177 0.9
230 3.987 2.2
230 0.122 3.1

230 0.288 1.5

230 4,046 5.0
230 0.412 6.7
230 0332 5.7

Tabla 3. Resultados de cuantificacion de productos de PCR interna de HBV purificados, mediante
NanoDrop (1000 techno cientific).
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Carga Viral de muestras (ng/UL)

l|||||
2 3 4 5 6

1

Carga Viral/ Absorbancia
O R N W & U1 O N

Numero de muestras

Abs. Muestra B ng/UL

Grafica 3. Carga viral obtenida de los fragmentos purificados de
Productos PCR interna de HBV.

De la grafica, observa que la mayor carga viral la tiene en las muestras
HBV-133, HBV 154 y HBV 132, por lo que habria que hacer una revision del
corte de fragmentos preparados para la purificacion, para descartar que
se hubiese tomado mas bandas de las tomadas en las primeras muestras,
lo que reflejaria entonces una carga viral mas real.
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7. Discusion

En el presente estudio se describe qué en efecto, la determinacion de la
presencia del padecimiento, se obtiene por la aparicion de marcadores
seroldgicos como el antigeno HBsAg, el cual es un antigeno de superficie
del virus HBV, que se detecta a partir de la cuarta semana de infeccién
mediante el analisis de ELISA (Sera-Desfilis, 2003).

Ademas, los pacientes se catalogaron en nivel de Hepatitis créonica debido
a que presentaban diagnostico con HBsAg positivo superior a 6 meses,
padeciendo en promedio desde la adquisicion de la enfermedad, 12 afnos,
en |los cuales se ha dado diferentes tratamientos.

Su DNA-HBYV, otro marcador tuvo como promedio 5.54 (log 10) copias / por
ml, lo que confirma el diagndstico ya que, considerando la literatura ((Sera-
Desfilis, 2003), el DNA-HBV se considera cronico cuando es >10° copias/ ml.
Estos niveles para el DNA virico, consideran clinicamente una replicacion
viral positiva, la cual puede ser mejor analizada con diferentes técnicas,
como la hibridacion del ADN ramificado o por la que hasta ahora ha
resultado la mejor opcion por el poco tiempo de espera y la sensibilidad
en sus resultados, la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa).

Para llevarla a cabo se requiere exista un limite de deteccion con esta
técnica que es de 102 y 10° copias/ ml, sin diferenciacion en los distintos
genotipos (Sera-Desfilis, 2003).

Para que la PCR sea una técnica funcional, es recomendable realizar una
estandarizacion, en el caso de este proyecto se realizé un protocolo de
experimentacion en donde se probaron varias enzimas y concentracion
en |los primers de la master mix.

En cuanto a la enzima los ensayos se realizaron con el primer actina-3, de
332 pb, encontrando que la concentracion eficiente para los primers era
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de 1.10: Tul de Primer + 9 n de agua inyectable. En cuanto a la enzima, la
mas eficiente resulto ser la enzima Kapa en una concentracion de 0.1 U/pl.
La concentracion de Buffer tag Kapa fue de 1x con 1.5 mM de MgCl, y
dNTPs 0.2 mM concentraciones muy similares a las que marca la literatura
(Sambrook & Russell, 2001).

De igual manera se probaron gradientes de temperatura y diluciones de
DNA, para optimizar la amplificacion, encontrando los gradientes mas
eficientes que se muestran en los protocolos utilizados y se decidié no
realizar diluciones en el DNA manteniendo su concentracion de origen.
(Sambrook & Russel, 2001).

Varias mutaciones en el genoma de HBV han sido fuertemente asociadas
con el desarrollo de la Hepatitis cronica y del Hepatocarcinoma (HCC).
Varias evidencias apuntan a mutaciones genéticas especificas como
factores virales esenciales que contribuyen a estos padecimientos y que
podrian servir como biomarcadores pronostico de la enfermedad.

Hasta ahora, las mutaciones mas comunes en la region basal del core que
se han reportado han sido la (A1762) en la cual ocurre una sustitucion de A
por T en el nucledtido 1762 y la otra es la (G1764A) en la que la G sustituye
a una A en el nucledtido 1764, estas mutaciones han sido asociadas con
una mayor incidencia de HCC (Lee et al., 2016)

Debido a que la region basal del core e encuentra traslapada con la region
X en el genoma del virus HBYV, estas mutaciones afectan al gen x y le
ocasionan que produzca una proteina truncada, la proteina HBX, la cual
tiene una sustitucion de aminoacidos 130 y 131 y que se considera tiene un
papel fundamental en la evolucion de la enfermedad hepatica de aguda a
cronica e incluso hasta el Hepatocarcinoma (Rodriguez et al., 2016).

Los pacientes que cursan una hepatitis cronica presentan como
caracteristica comun integracion de los fragmentos del genoma de HBV
en el genoma de la celula huésped, la mayoria de estas secuencias
integradas incluyen el gen X, el cual codifica la proteina x truncada, y que,
aungue presenta esta condicion su actividad transactivadora e mantiene.
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Se considera que la proteina x, representa una parte fundamental en la
replicacion del virus,y en las senales intracelulares que activan la apoptosis
de la celula huésped logrando que esta condicion le beneficie en cuanto a
la replicacion y por tanto, se considera que es un factor importante en el
paso de la hepatitis aguda a cronica, aunado a que la mayoria de las
proteinas codificadas, en el padecimiento cronica bajan de concentracion
y solo la proteina x permanece e incluso sube su concentracion (Bouchard
& Schneider, 2004).

Para determinar la importancia del gen x y si las mutaciones, si es que las
hay, se requiere identificar si se encuentra presente el gen x en los
pacientes con hepatitis cronica y si efectivamente presenta mutaciones
gue se puedan asociar a este padecimiento, por lo que la literatura sugiere
se realice una PCR como técnica sensible parta la amplificacion de
genomas, en este caso el gen X, para posteriormente y con las condiciones
adecuadas de purificacion y carga viral se realice una secuenciacion que
pueda mostrar si efectivamente el gen x presenta mutaciones y estas
puedan de alguna manera ser factores importantes en la condicion
cronica del paciente.

Como etapa preliminar a una secuenciacion, en este proyecto, se llevo a
cabo una PCR semianidada, de 15 muestras de pacientes diagnhosticados
con Hepatitis croénica, las cuales fueron amplificadas, de manera 6ptima
en 7 de los casos, en los cuales las bandas de los fragmentos obtenidos
eran visiblemente claras, y el fragmento amplificado obtenido fue de 853
pb tal y como se esperaba, con lo cual se demuestra que en efecto para
este gen X, la técnica fue efectiva, tal y como lo refiere la literatura en
cuanto a la deteccion y analisis del virus de HBV en pacientes créonicos con
PCR (Hijar et al., 2000).

Continuando con el procedimiento, se purificaron los fragmentos del
producto de la PCR interna, en donde las franjas en el gel de agarosa se
identificaron optimamente y con ello pudo realizarse la purificacion y
cuantificacion, determinando el rendimiento del proceso mediante
espectrofotometria, en el caso del ADN gendmico o de doble cadena, la
densidad 6ptica equivale a 50 ug/ ml. Y para obtener la concentracion de
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ng/UL se debe diluir, sin embargo, en el NanoDrop no es necesario diluir
la muestra ya que el equipo proporciona directamente la concentracion
en ng/UL, considerando que para llevar a cabo una PCR de secuenciacion
se requiere de 10 a 200 ng, se debe obtener al menos 5 ng/UL de DNA en
cada muestra, si se recuperan 50 uL, el rendimiento neto de la purificacion
sera de 0.25 ug, si se tiene concentraciones menores no podra tenerse un
buen rendimiento en la PCR ( Alejos et al., 2015). Es el caso de este proyecto
en donde solo en 3 muestras se encontré un volumen suficiente para
continuar el proceso de secuenciacion, por lo que se considera que los
cortes en las bandas de los fragmentos no fueron suficientemente
eficaces, por lo que se sugiere una mayor eficacia en este paso para
obtener resultados mas 6ptimos.

8. Conclusién

En conclusion, el gen x se encuentra presente en el analisis de plasma de
los pacientes que cursan Hepatitis créonica en México, lo cual fue
comprobado con lasamplificaciones obtenidas de las muestras analizadas
de pacientes con esta enfermedad.

La técnica de PCR es una metodologia adecuada para la amplificacion de
fragmentos del genoma de HBYV, en este caso del gen X, como lo
muestran los resultados obtenido, también es relevante destacar el uso de
una estandarizacion de la PCR para obtener buenos resultados en el
analisis y ademas también se destaca el cuidado que debe tenerse en el
proceso de preparacion, tanto de master mix, como de la muestra a
amplificar, asi como la electroforesis y la purificacion, ya que se comprobd
son faciles de contaminar por amplicones externos.

Los pasos preliminares, PCR y Purificacion, son de suma importancia para
la continuacion hacia una secuenciacion, ya que ademas de aislar el
fragmento de ADN de interés, se debe obtener una carga viral adecuada
para que se tenga suficiente material con el cual trabajar la metodologia
inherente a la secuenciacion.
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El hecho de identificar el gen X en los pacientes con HBYV, con la técnica
de PCR, abre nuevas posibilidades en el estudio de este padecimiento, no
solo para hacer mas especifico el diagnostico, sino para ampliar el analisis
de la variabilidad genética del gen x que se considera forma parte
importante de la evolucion de la enfermedad, ademas esta nueva
informacion aporta elementos para tratar a los pacientes en México y con
el genotipo endémico H del pais, lo que ayudara a implementar nuevos
tratamientos que sean Mmas efectivos para los nativos de este pais y sobre
todo en las poblaciones indigenas que suelen permanecer indiferentes a
los programas de salud.
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ANEXO 1.

Campana de flujo Laminar y area de trabajo irradiada con luz UV
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ANEXO II.

Preparacion de master mix en campana de flujo laminar: los reactivos
deben permanecer en temperatura refrigerante (-18°C) mientras no se
usen. Antes de mezclarlos se deben centrifugar para que tengan su
concentracion éptima. Los reactivos no se irradian con luz UV porque
pierden sus propiedades. La enzima kapa no se centrifuga porque se
activa.
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ANEXO III.

Tubo Muestra Master Vol

mMix (ul)
(ul)
1 Negativo 5.25 1
campana de
H>O
2 Negativo 5.25 1de
Laboratorio H.O
3 C*HBV-91 525 1
DNA

4 HBV -156  10.5
5 HBV-160  10.5
6 HBV-163  10.5
7 HBV-164  10.5
8 HBV-86 10,5
9 HBV-104 10.5
10 HBV-130  10.5
1 HBV-143 10.5
12 HBV-152  10.5
13 HBV-155  10.5
14 HBV-85 10.5
15 HBV-132  10.5
16 HBV-133  10.5
17 HBV-154  10.5

NN NDNNNNNNNDNNDNN

Protocolo de preparacion de mezcla master mix-ADN en laboratorio para
la amplificacion.
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Preparacion de mezcla Master mix-ADN
y controles para la amplificacion
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ANEXO IV.

En la pantalla del termociclador (BIOMETRA T PROFESIONAL), en modo
grafica se pudo ver el proceso, en que paso se encontraba y cuantos ciclos
se habian realizado, ademas del tiempo restante.
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X1 X5.3rxn"s
[Inicial] Reactivo [Final]
Vol.ul Vol. ul
H-O inyectable - 16.5 87.45
10X Taqg Buffer ((1.5 mM MgCl,) 1X 25 133
10mM dNTP 's 0.2 mM 0.5 2.7
10 uM Primer Forward HBV 27-X-F 0.2 uM 0.5 27
10 uM Primer Reverse HBV 10R 0.2 uM 0.5 2.7
5U/ul Enzima Kapa Tag DNA pol 01U 0.5 2.7
Biosystem
- PRODUCTO PCR T* - 4 -

25, 1M.5ul

Volumen Final =
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ANEXO V.

Protocolo para la preparacion de la
master mix de la PCR interna.

*El producto de la PCR externa se
agrega a la master mix en el
laboratorio

Tubo Muestra Master Vol.

mix(ul) ul
1 Negativo 525 1de
campana H.O
2 Negativo 525 1de
Laboratorio H>O
3 Producto 5.25 1
PCR1C*
HBV-91
4 Producto 21 4
PCR1 HBV-
156
5 Producto 21 4
PCR1 HBV-
160
6 Producto 21 4
PCR1 HBV-
163
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.
-{

10

1

12

13

14

15

16

16

Prod. de
PCR1 HBV-
164

Prod. de
PCR1 HBV-
86

Prod. de
PCR1 HBV-
104

Prod. de
PCR1 HBV-
130

Prod. de
PCR1 HBV-
143

Prod. de
PCR1 HBV-
152

Prod. de
PCR1 HBV-
155

Prod. de
PCR1 HBV-
85

Prod. de
PCR1 HBV-
132

Prod. de
PCR1 HBV-
133

Prod. de
PCR1 HBV-
154

21

21

21

21

21

21

21

21

21

Protocolo de preparacion de tubos
con el producto de PCR externa para
amplificar.
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ANEXO VI

Proceso de electroforesis:

a) Preparacion de camara de electroforesis

b) Carga de productos de PCR para agregar el gel a solidificar internay
buffer de carga

c) Aplicacion de voltaje para el corrimiento
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d) Visualizacion de la placa de los productos de PCR en el gel.
Gel con los fragmentos de los productos de PCR interna
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ANEXO VII

a) Gelificado de gel de agarosa 2% y cargado de
b) Corrimiento de fragmentos a purificar muestras en camara de
electroforesis con de HBYV, con voltaje de 100 volt. Buffer de carga LB6x.

M 91 130 143 !5 M 132 133 154
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c) Visualizaciéon de las bandas correspondientes a los fragmentos a

purificar de la region x del genoma HBYV, de los productos de la PCR
interna.
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ANEXO VIiI

Procedimiento de purificacion y cuantificacion de los fragmentos de ADN
a purificar:

a) Fragmentos de ADN en proceso b) Secado de columnas
en concentrador
de purificacion
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c) Cuantificacion de los fragmentos de ADN purificados por
espectrofotometria en NanoDrop 1000
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ANEXO IX

Visualizacion de la amplificacion de los productos de PCR interna de las
muestras de pacientes con HBV croénica.

M CN 91
86 104130 143

i

a) Visualizacion de la amplificacion de producto b) Visualizacion del
gel con amplificacion de PCR interna de HBV. M: marcador 100pb
Producto de PCR interna de HBV. M:

CN: control neg.; 91: HBV-91; 104: HBV-104 marcador de peso
molecular 100 pb; CN:
Amplificada HBV9l. controles neg.; C* control
+ HBV-91; 86
HBV-86; 104:. HBV-104;
130: HBV-130;
143: HBV-143, estas dos
dltimas,

amplificadas.
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c) Visualizacion del gel de amplificacion de d) Visualizacion del gel con
1078 853 pb 1078 amplificacion 853 pb
co3 producto de co3 PCR interna de
HBV. M: de producto PCR interna de HBV. M:
marcador QL; 132: HBV-132; 85: HBV-85 marcador QL; 154: HBV-154;
133: HBV-

133; C*: HBV-91; CN: control neg.

(amplificadas) 155: HBV-155; 152:
Todos los fragmentos

HBV-152; C*: HBV9l;, CN: control neg.
amplificados.
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