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La presente tesis se realizé entre la Unidad de Higado del servicio de
gastroenterologia del Depto. de Medicina Interna, Hospital
Universitario “José Eleuterio Gonzilez” y 1a Unidad de Laboratorios
de Ingenieria y Expresién Genéticas (ULIEG) del Departamento de
Bioquimica, de la Facultad de Medicina de Ia Universidad Auténoma
de Nuevo Leén. Los estudios con pacientes se desarrollaron en la
Unidad de Higado bajo la asesoria de la Dra. Linda E. Muiioz
Espinosa y los estudios de biologia molecular en la ULIEG bajo la
asesoria del Dr. Hugo A. Barrera Saldaiia.
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RESUMEN

Miguel Angel Déctor Carrillo Fecha de Graduacién: Octubre de 1997
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE MEDICINA

Titulo del Estudio: La reaccion en cadena de la polimerasa para el diagnostico de infeccion
por el virus de la hepatitis B, en hepatopatias cronicas y biusqueda del
virus mutante precore

Numero de Paginas: 77  Candidato para el Grado de Maestria en Ciencias con
Especialidad en Biologia Molecular e Ingenieria Genética

Area de Estudio: Ciencias de la Salud

Propésito y Método del Estudio. Mediante la deteccién del DNA del virus de la hepatitis B por técnicas
de biologia molecular, se tuvo conocimiento de casos DNA-VHB positivos con marcadores
serolégicos negativos detectados por ensayos inmunoenzimaticos. En algunos casos se demostrd
que el virus circulante en el individuo infectado poseia epitopes mutados que impedian su
deteccién y provocaban el diagnéstico erméneo. Un VHB mutante con impartancia clinica es el
mutante “precore” el cual no produce el antigeno e y que se ha encontrado en las hepatopatias
mds severas. El objetivo principal en el presente trabajo fué establecer la PCR para el diagnéstico
confiable de infeccién por VHB en muestras de suero. La PCR amplifica 146pb de la region
preC-core altamente conservada, que a su vez sirvieron para determinar la presencia y la
prevalencia del VHB mutante “precore” que fue el segundo objetivo, basandose en un anlisis de
restriccién con la enzima Bsu36l. Se analizaron 102 muestras de suero de pacientes con
hepatopatia cronica relacionadas a infeccion con VHB, pero negativas para infeccion por el virus
de la hepatitis C (VHC) .

Contribuciones y Conclusiones. La PCR comrelacioné con la serologia, logrando detectar infeccién por
VHB en el 100% de las muestras de suero positivas. También se establecid el estado de
replicacion viral en ausencia del Age (15.3%) y ademds se lograron detectar secuencias de
tamaifio esperado (146pb) en muestras de suero con marcadores serologicos atipicos (7.1%) y
hasta negativos (4.8%) para VHB. En los casos negativos, la caracterizacién enzimatica del
producto de PCR arrojé un patrén similar a aquel de los plasmidos usados como controles,
dando validez a los hallazgos. En ninguna de las 26 muestras PCR positivas fué posible detectar
la presencia del VHB mutante precore, lo que podria indicar la baja o nula prevalencia de este
mutante en las hepatopatias cronicas B de esta muestra de la poblacion mexicana.Estos
resultados resaltan la utilidad de 1a PCR en el diagndstico de infeccidn por el VHB.

LOS ASESORES:

\p—)

Dr. Hugo A. Barrera S.
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NOMENCLATURA

A Nucleétido de adenina
;| Aminoacidos
Accl Endonucleasa derivada de Acinetobacter
calcoaceticus
Apal Endonucleasa derivada de Acetobacter
pasteurianus
Arg Arginina
b bases o nucledtidos en el DNA
BamH 1 Endonucleasa derivada de Bacillus
amylolicuefaciens
Bgi I Endonucleasa derivada de Bacillus globigii
Bsu 361 Endonucleasa derivada de Bacillus subtilis
C Nucledtido de citosina
Da Daltones
dNTP Cualquier desoxinucleésido trifosfato
EcoR1 Endonucleasa derivada de Escherichia coli
ELISA Ensayo inmuno enziméatico
G Nucleotido de guanina
Gly Glicina
h Horas
HQ Acido clorhidrico
Hind I Endonucleasa derivada de Haemophilus
influenzae
HLA Complejo mayor de histocompatibilidad
humano
KDa Kilodaltones
Kpb Kilopares de bases, miles de pares de
bases en el DNA
M Concentracion molar
MgCh Cloruro de magnesio
min Minutos
ml Mililitros



Pst]

RNasaH

r.p.m
Scal

S

'C

Microlitros

Microgramos

Milimolar

Hidréxido de sodio

Nanogramos

Nanémetros

Pares de bases en el DNA

Plasmido vector de clonacion

Logaritmo negativo de la concentracion de
H+

Endonucleasa derivada de Providencia
stuartii

Actividad que degrada RNA en hibridos
DNA-RNA

Revoluciones por minuto

Endonucleasa derivada de Streptomyces
caespitosus

Nucledtido de timidina

Unidades enzimaticas

Voltios

Grados Celsius

Extremo del DNA con el grupo hidroxilo
en posicion 5 del azucar

Extremo del DNA con el grupo hidroxilo
en posicion 3 del azucar



