CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. La hepatitis B

La hepatitis B es una enfermedad producida por un patégeno de importancia
mundial, que ocasiona tanto una infeccién aguda como crénica en el hombre. Las
personas con infeccién cronica representan la principal fuente de infeccién y también
experimentan un riesgo aumentado de mortalidad y morbilidad asociado con la
hepatopatia crénica y con el carcinoma hepatocelular primario.

El curso clinico de la infeccidn con virus B es muy variable y va desde un portador
asintomatico hasta e] desencadenamiento de una hepatitis fulminante con alta mortalidad.
La proporcion de individuos infectados que no eliminan ¢l virus y se convierten en
portadores crénicos, es inversamente proporcional a la edad.

La hepatitis B tiene una prevalencia mayor en los paises en vias de desarrollo
principalmente de Asia y de Africa , asf como en paises de las islas del pacifico. Es menor
en paises desarrollados como E.U.A,, paises de Europa Occidental y Australia.

En 4reas de prevalencia alta, 1a transmisidn es vertical de una madre infectada hacia
el neonato y también es horizontal entre los familiares. En zonas de prevalencia
intermedia, la transmision es horizontal (mas en nifios mayores, adolescentes y adultos).
En areas de prevalencia baja, la enfermedad afecta principalmente a los adultos y se

transmite por via sexual o parenteral.1>2



1.2. Kl virus de Ia hepatitis B (VHB)

1.2.1.La estructura viral

Este virus pertenece a los pararetrovirus y especificamente a la familia
Hepadnaviridae que se caracteriza porque sus miembros son hepatotrépicos y causan
hepatitis en los vertebrados que infectan34- Otros miembros de tal familia son; el virus de

la hepatitis B de la marmota Marmuta monax (VHBM), el virus de la hepatitis de la ardilla

Spermophilus beechey (VHBA) y el virus de la hepatitis B del pato de Pekin Anas
domestjcus (VHBP).

El virus de la hepatitis B es una particula esférica de 42nm de diametro, sellada
doblemente con un niicleo interno icosaédrico y una cubierta formada de proteinas de
superficie, de lipidos y bajo contenido de carbohidratos>

El genoma viral, se encapsida junto con una o dos polimerasas y una cinasa
propias. El genoma mide aproximadamente 3.2 Kb de longitud en su cadena negativa,
mientras que la cadena positiva puede abarcar desde el 25% hasta el 75% del genoma viral
y ¢l 100% cuando se esta replicando. Presenta 6 marcos de lectura abiertos que codifican
para 4 tipos de proteinas conocidas y 2 marcos de lectura de los que se desconoce su
producto. Los 4 marcos codificantes se encuentran orientados en el mismo sentido de la

cadena positiva y los desconocidos en la cadena negativa® (figura 1),



Figura 1. Esquema del Virus de la Hepatitis B. A) Se muestra el genoma interno de DNA con la
polimerasa, la cépside y la envoltura externa. También se muestran los dominios S, PreS2 y PreS1 de
las 3 proteinas de superficie; pequefia, mediana y grande. B) Marcos de lectura abiertos y secuencias
sefial en el genoma del VHB (GRE=elemento de respuesta a glucocorticoides, ENH=potenciador de la
transcripeion, Poli-A=sefial de poliadenilacion, U5-Tipo= secuencia similar a aquella U5, DR1 y DR2=
secuencias repetidas directas). Tomado de Gerlich WH, et al (1993) y de Miller RH, et al (1989).



1.2.2. Los Genes del VHB.

Gen 8. Codifica para las proteinas de la envoltura del virus o antigeno de superficie
(Ags). Dependiendo del inicio de la traduccion del transcrito de este gen, se sintetizan 3
tipos de proteinas (figura 2) que difieren en su extremo amino (la pequefia, la mediana y la
grande). Los residuos aminoacidicos de la proteina de superficie pequefia (Agsp) que s la
mas abundante en la particula viral, estan incluidos también en las otras dos proteinas y
posee 226 aminoacidos con peso molecular de 25,350 Da. Se puede encontrar en forma
glicosilada (GP25) o no glicosilada. El extremo carboxilo aporta los epitopes de
"superficie" clasicos (a,y/d,r/w). Se sabe que participa en la morfogénesis y en la secrecion
de las particulas virales y se especula que también participa en la fijacion y en la
penetracion a las células 6

La proteina de superficiec mediana (Agsm) es la mas escasa y tiene 55 residuos
aminoacidicos mas que la proteina pequefia en su extremo amino codificados en el
dominio preS2 (por estar previo al dominio S). Esta proteina presenta glicosilaciones
inusuales y expone residuos de galactosa y posiblemente de acido sialico por donde el
virus se une al receptor de la asialoglicoproteina en el hepatocito.” También contiene los
aminoacidos 19-29 altamente conservados entre los hepadnavirus que unen albimina
sérica humana polimerizada (ASHp), lo que pudiera funcionar in vivo como factor de
estabilidad en la circulacion, ademas de neutralizar la respuesta inmune que eliminaria al
virus.9

La proteina de superficie grande. (Agsg) contiene 119 aminoacidos més que la
mediana, mismos que corresponden al dominio preS1. Se asume que esta proteina tiene
un sitio de unidn a receptores de varias células humanas incluyendo células de hepatomas
TParticipa en la penetracion del virus a la célula, ya que si se usan anticuerpos contra esta

proteina se neutraliza la infeccion®.
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Figura 2. Proteinas de la envoltura del VHB. Estas proteinas se encuentran codificadas en un solo gen
(genS), en una misma fase de lectura y difieren en su extremo amino terminal

Gen P. Abarca el 80% del genoma viral y codifica para una proteina rica en
histidina de 832-845 aminoacidos y 95KDa. La proteina P esta organizada en dominios
funcionales que en orden de extremo amino a carboxilo son los siguientes: proteina
terminal (supuesto iniciador de la sintesis de la cadena negativa), una regién espaciadora
no esencial de 99 aminodcidos, el dominio de DNA polimerasa-transcriptasa reversa y el

dominio de RNasaH (figura 3)8.
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Figura 3, Organizacién del Gen P del VHB. Consta de 4 dominios funcionales deducidos por anilisis de
mutaciones, que se indican aqui del extremo amino al caboxilo (izquierda a derecha), Tomado de

Radziwill et al. 19908



Gen C. Codifica para dos proteinas; el antigeno core (Agc) de 183 amino4cidos y
19 KDa y el antigeno "e" (Age o P25) producto del primer codon de iniciacién localizado
en el inicio de la region precore (preC). El Age contiene 40 aminodcidos en su extremo
carboxilo con similitud de estructura a la protamina, cuya funcion es unirse a DNA y esta
proteina también contiene un péptido sefial de transporte al niicleo. La proteina core tiene la
capacidad de autoensamblarse en ausencia de otras proteinas en una cépside icosaédrica de
27nm. El Age se encuentra como dimero en el suero de personas con replicacion viral y
no forma capsides porque la sefial para este fin en el extremo amino del core, se encuentra
interferida. E1 dominio precore adiciona un péptido sefial de transporte al sistema de
endomembranas siguiendo la ruta para secrecién. Durante este transito intracelular, el Age
se acorta por proteasas celulares hasta quedar una proteina de 22KDa que se libera al
torrente sanguineo. Se desconoce la funcién de esta proteina, aunque se le atribuye la
funci6én de inducir tolerancia inmune en el hospedero (ver figura 4)%.

Gen X.Codifica para la proteina X que varia de 145-154 aminoécidos y de 16 a
17KDa. La funcién de esta proteina es transactivar las secuencias potenciadores de la
transcripcion de los genes virales y también puede transactivar secuencias heterdlogas tales
como las de los virus del SIDA y del Sarcoma de Rous, asi como la de protooncogenes

celulares, por lo que se le considera un promotor de tumores9-12,

1.2.3. El ciclo de vida

Este virus se puede encontrar en todas las secreciones corporales (saliva, moco,
orina, semen, etc) de sujetos infectados. La transmision de este virus puede ser parenteral
por sangre contaminada durante alguna transfusién o hemodiélisis, por uso de agujas

contaminadas entre los drogadictos y punciones con agujas y lesiones abiertas; accidentes



o violencia; perinatal (durante el embarazo o en el nacimiento) ¥ por contacto sexual
(homo o heterosexual).

El virus penetra por endocitosis a las células epiteliales interactuando con un
receptor especifico. Una vez dentro del hepatocito €] virus se libera de la envoltura y de la
nucleocapside por enzimas lisosomales del hospedero. Durante esta etapa el genoma viral
se puede encontrar en dos formas; una libre o replicativa asociada a 1a infeccioén aguda y la
otra integrada al cromosoma del hospedero constituyendo la forma no replicativa. Ambas
formas no pueden coexistir en una misma célula,

En la forma libre, el genoma del virus se hace completamente de doble cadena y se
transcribe a RNAs positivos por la RNA polimerasa II. Los mensajeros se traducen
eficientemente generando los 4 tipos de proteinas virales . El transcrito de 3.5 Kb que
constituye el "pregenoma” contiene un elemento de estructura denominado "&", al que se
le unen una o dos polimerasas virales formando el complejo de iniciacion de la
encapsidacién. Al complejo de iniciacion se le adicionan mondémeros de proteina C hasta
constituir la capsidel3, En la (ltima etapa del ciclo la cdpside se envuelve por interaccién
de las membranas del reticulo endopldsmico liso con las proteinas de superficie viral,
pasando a la membrana celular y los viriones completos se liberan al torrente sanguineo
por exocitosis. El virién completo liberado al torrente sanguineo puede infectar nuevos
hepatocitos, también a células mononucleares o a otros drganos como el pancreas, el rifion
y otros tipos celulares como la piel, el epitelio del ducto biliar, células musculares lisas y
células de la médula espinal, en algunas de las cuales puede replicarse, a la vez que expresa
sus antigenos, pero con menos eficiencia que en el higado 2,14,

La polimerasa del virus hace posible que cada pregenoma se retrotranscriba a
DNA negativo, se degrade el RNA y se sintetice la cadena complementaria de DNA,
mediante las actividades respectivas de transcriptasa reversa, de RNAsaH y de DNA

polimerasa que posee en sus dominios8.



La integracién al genoma del hospedero.

La integracion del genoma viral no es necesaria para su replicacion y el genoma
viral integrado puede estar completo o ser solo fragmentos subgenomicos rearreglados 15
No se sabe con certeza si se integra desde una forma lineal o si lo hace desde un circulo
abierto y al no encontrarse un patron entre las secuencias aisladas de hepatomas se deduce
que se integra en secuencias al azar por medio de recombinacion inespecifica. Durante esta
etapa el virus puede transcribir y expresar el gen de la proteina de superficie, mientras que
puede o no expresar los de las proteinas de capside y su producto de hidrélisis asi como el

gen de la polimerasa, pero sin replicarse.

1.3. La patogenia de la hepatitis B

Se reconocen 3 fases en la infeccién por VHBIS:

A) Inmunotolerancia; con Age persistente, alta viremia, niveles normales de alanina
aminotransferasa (ALT) y anticuerpo contra el Agc de tipo IgM, no detectable.

B) Inmunoeliminacion; con fluctuaciones en la viremia, niveles altos de ALT y Agc con
distribucion nuclear y citoplasmica.

C) Latencia; con niveles normales de ALT, DNA-VHB no detectable por hibridacion de
4cidos nucleicos y sin Anti-Agc IgM16,

La hepatitis B presenta un espectro amplio de infeccion o condictones clinicas,
tales que de una enfermedad aguda autolimitada, evolucione a una infeccion crénica con
alto riesgo de desarrollo de cirrosis y carcinoma hepatocelular (CHC). Esta variedad de
hepatopatias se debe principalmente a la intensidad de la respuesta inmune contra los
productos virales, ya que el virus B no es citopéatico per se, también hay otros factores que

contribuyen, tales como la edad, el sexo, la raza, sobreinfecciones con los virus delta
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(VHD) o virus C (VHC) o con el virus de inmunodeficiencia humana VIH e incluso la
misma heterogeneidad del VHB17-21,

Aunque en la mayoria de los pacientes la hepatitis B es autolimitada y se resuelve
con o sin manifestaciones clinicas, en pocos casos puede llegar a ser fulminante y fatal con
destruccion masiva de los hepatocitos. En otros casos hay una progresién a la cronicidad.
Algunas veces con una forma activa y ripidamente progresiva, mientras que otra es mas
bien estable y menos activa. A veces se observa un curso de recaida con fases de
reactivacion del dafio hepatico alternando con periodos de remision completa.

Se reconocen dos patrones serologicos en la hepatitis crénica. El primer tipo Age
positivo § forma “clasica”, se asocia con un grado variable de dafio hepatico y puede ser
seguido por la seroconversion a Anti-Age, con terminacién de la replicacioén viral y
remision de la hepatitis.

El segundo tipo se reconocié recientemente en pacientes Age negativo y anticuerpo
contra el Age positivo con evidencia de actividad viral y hepatopatia (diferente a la forma
Ags y Anti-Age positivos, DNA-VHB negativo, asociada a sobreinfeccion con VHD y
con VHC). Esta forma atipica es mas frecuente en el lejano oriente y el mediterraineo
donde prevalece sobre la forma Age positivo. Esta hepatitis crénica es frecuentemente mas
severa y rapidamente progresiva, por lo que el promedio de remision es mas bajo, también
se caracteriza por una fluctuacion en los niveles de las transaminasas haciéndola mds
parecida a la hepatitis C que a la B. Aunque el DNA-VHB también fluctia, generalmente
se mantiene detectable con periodos cortos de negatividad. Hay recaidas recurrentes de
hepatitis con reactivacion de DNA viral con periodos de vida cortos alternando con
periodos prolongados de normalidad en las transaminasas y DNA negativo. Las
exacerbaciones son mas severas con niveles altos de ALT con o sin ictericia20.

Una infeccién hepatica cronica refleja una respuesta inmune especifica para VHB
suficiente para causar dafio hepatico, pero insuficiente para eliminar completamente la

infeccion2Z.
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La respuesta inmune puede ser sobre 4 proteinas: las de superficie (envoltura), las
core (p25 o Age, p21 o core), la polimerasa y la proteina X.23, Esta respuesta puede ser
tanto humoral como celular, siendo la dltima la principal responsable de la eliminacion
viral. Se sabe que tanto la capside como el Age son los productos virales mds antigénicos
(hasta 80 veces més que las proteinas de superficie22 y que el Age ademas de circular
libremente por sangre, puede estar adherido a las membranas de hepatocitos infectados,
siendo por lo tanto el principal blanco en la eliminacion viral.

Se ha comprobado que las células T cooperadoras (Th) especificas para los
determinantes antigénicos Age/Agc, pueden mediar la produccion de anticuerpos que
participan en la eliminacién viral (anticuerpos anti-PreS1).

Si se considera que el Age comparte determinantes antigénicos con el Agc, la
tolerancia debida al Age incluiria al Agc, eliminando la respuesta inmune celular, Esta
hipotesis del Age como inmunotolerégeno es apoyada por el hecho de que en una
infeccion prenatal, los hijos de madres portadoras Age positivos, desarrollan hepatitis
cronica mientras que los hijos de las madres Anti-Age positivas desarrollan hepatitis
fulminante21-23

Esta hipdtesis del Age como tolerdgeno in titero establece que esta proteina por ser
secretada accede al timo atravesando la barrera placentaria y que este modo de presentacién
del antigeno dirige a la delecion funcional de las células Th con el complejo restringido
HLA de clase II especifico a Age/Agc, asi el Age se reconoceria como antigeno propio?2.

Por lo anterior la tolerancia a los antigenos Agc/Age podria también eliminar la
produccion de anticuerpos dirigidos hacia las proteinas de la envoltura viral necesarios para
la neutralizacién?2,

Al virus B se le reconoce como promotor de la hepatocarcinogénesis por existir
una correlacion entre la prevalencia de VHB y la incidencia de CHC, también por la
observacion del desarrollo de CHC después de una infeccion con VHB. Alin mas se han

encontrado secuencias gendmicas del VHB integradas en el genoma de células de
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hepatocarcinoma y de productos virales en estas mismas células y en las lineas celulares
derivadas de CHC15,24-26_

Se piensa que el VHB induce cincer primario de higado por una combinacién de al
menos 2 mecanismos. La infeccidn es un factor que contribuye a la cirrosis hepética, la
cudl estd asociada con el cincer primario de higado en el 60 al 90% de los pacientes.
Ademas, estudios moleculares han revelado otros mecanismos potenciales que pueden
contar para ¢l papel directo del VHB en la carcinogénesis: el DNA-VHB integrado en las
células hepaticas puede modificar la expresion genética celular mediante rearreglos
cromosdmicos o por mutagénesis insercional que altere la expresion de protooncogenes
celulares 0 mediante la transactivacion de los mismos por las proteinas virales, como la
proteina X y versiones truncadas de las proteinas de superficie10-12,27-29,

Las proteinas virales tienen efectos perjudiciales directos para el hospedero, como
son la supresion de la expresion del interferon 8 humano mediada por 1a proteina de la
capside30,

Ahora se sabe que la baja replicacion del VHB puede deberse a sobreinfecciones
con el VHD reconocido como el inhibidor selectivo mejor conocido de la replicacién del

VHB, reduciendo el DNA-VHB a limites detectables inicamente por PCR18

1.4. Las mutaciones en el VHB

Debido a la tasa de replicacion tan alta de los virus, estos presentan mutaciones con
mayor frecuencia que los organismos superiores y en cada ciclo de replicacién se pueden
producir mutaciones al azar que se acumulan durante el tiempo, algunas de las cuales
afectaran su viabilidad, pero otras la mejorarin, vgr.: a través de evadir la respuesta
inmune cambiando sus epitopes.

A pesar de que el virus de la hepatitis B posee ciertas restricciones en la capacidad

para mutar (vgr.: mutaciones en gen S pueden afectar la polimerasa o dominios
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funcionales y estructurales de otros productos virales), hay evidencia indicativa de
mutacién espontanea del virus durante la infeccion aguda dentro de cada hospedero y de
que existe una poblacién viral heterogénea en portadores crénicos 1931,

El VHB posee un promedio de mutaciones espontineas de 1.4 a 3.2 X 103
sustituciones por sitio por afio o sea 1 6 2 6rdenes de magnitud menor que los virus de
RNA (hasta 100 veces menos que el Virus de la Inmunodeficiencia Humana) pero hasta 4
ordenes de magnitud mayor que el de los virus de DNA32, Al igual que en los retrovirus,
la polimerasa del VHB que actia como transcriptasa reversa carece de la actividad de
exonucleasa 3'-5' encargada de corregir las incorporaciones erréneas de nucledtidos. El
hecho de experimentar una tasa de replicacion elevada y de poseer sitios proclives a mutar
(hot spots), hacen del VHB una fuente potencial de diversos virus cuya probabilidad de
surgir se acentia en las infecciones prolongadas. Ademas, la presién inmune tiende a
eliminar a los virus que colonizaron, mientras que aquellos virus que sufrieron mutaciones
permisivas la evaden y constituyen la poblacién de virus patégenos31,

Las personas con DNA-VHB persistente después de la seroconversion (aparicion
de anticuerpos contra determinado antigeno viral), pueden seguir infectados por el virus,
con mutaciones en cualquiera de sus genes. Estas mutaciones pueden ocasionar bajo nivel
de sintesis de Ags o ausencia de Age y baja replicacion viral33. Algunas mutaciones
producen virus incapaces de expresar proteinas y por lo tanto no pueden encapsidarse ni
replicarse por ellos mismos, pero si por complementaciéon con productos virales
proporcionados por otros virus no mutados de la misma poblacion que si las expresan.

Las mutaciones pueden recaer en cualquiera de los genes virales y correlacionan
con formas més severas de enfermedad hepatica. Estas mutaciones son como ya se dijo
mecanismos potenciales para escapar a la eliminacién y para el establecimiento de una
enfermedad persistente, ademas de alterar el tipo de patogenicidad y la cinética de

replicacién1734,35,



13

Hay mutaciones mas recurrentes en el genoma del VHB y reciben nombres
especificos ( se les conoce también como "variantes"). El virus "mutante "precore"" y los
virus "mutantes pre-s y s" son los mejor caracterizados29. También se han aislado
mutantes con deleciones en el gen X en hepatitis seroldgicamente atipicas3® , aunque los
mas estudiados son aquellos con importancia clinica, es decir, aquellos cuyas proteinas no
se pueden detectar por serologia 0 que se relacionan con determinados tipos de
hepatopatias37,

Se especula que en las infecciones con el virus B silvestre, hay un curso
relativamente mas benigno (como en el norte de Europa donde sélo 5% de personas
adultas desarrollan hepatitis cronica). En cambio la presencia de una variante viral o ésta
junto con el virus silvestre hacen que se desarrolle una hepatitis fulminante o crénica,
como ocurre en paises del mediterrneo y lejano oriente23,37

De manera general la presencia de mutantes muestra que la presion selectiva es un
factor que permite que se observen eventos poco frecuentes como son las mutaciones (en
virus son mas frecuentes), haciendo posible que los virus que contienen mutaciones que le
permiten evadirla produzcan una nueva explosion poblacional y asi sucesivamente se
pueden repetir episodios seriados con serologia distinta.

Por ejemplo, en un ambiente en el cual el Age esta contribuyendo en mltiples
aspectos de la respuesta inmune contra los antigenos del VHB y es el centro de la
eliminacién viral, puede ocurrir la seleccion de un virus mutante incapaz de producir el

Age y evadir por lo tanto Ia misma respuesta inmune22,23,
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14.1. El VHB mutante "precore"

Este mutante se caracteriza por carecer del Age, debido al cambio en el nucleodtido
1896 (segunda posicion del codon 28 del Age) de A en lugar de G, que crea un codon de
terminacion prematuro que aborta la traduccion del Age (figura 4). Esta variante viral
aparece durante la elevacion de las transaminasas, cuando la presion inmune ejerce su
efecto sobre los hepatocitos infectados con virus productores del Age (virus tipo silvestre)
y permite asi que sobrevivivan los hepatocitos que portan el virus mutante (figura 5),
llegando a ser la poblacién predominante38, La importancia de ésta variante recae en la
pérdida del marcador serolégico (Age) usado cominmente en pruebas de rutina como
indicador de replicacion viral. Su prevalencia en las hepatitis cronicas es mayor en los
paises del mediterrineo y del lejano oriente y menor o nula prevalencia en paises del

primer mundo como los de Europa del norte y en E.U.A1639-41,
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Figura 4. El gen C y el origen del mutante “precore”. Se muestran los dos inicios de la traduccién y el
tinico coddn de terminacidn. La aparicion de un codon de terminacién prematuro en la region precore,
elimina la sintesis del Age, pero o la de la cipside. Tomado de Thomas HC y Carman WF 199123
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Esta variante viral esta relacionada estrechamente con la hepatitis aguda fulminante,
aunque no de manera concluyente, ya que el tipo silvestre también la puede producir 42
47por lo que se le considera importante pero no suficiente para este tipo de patogenia 47, Se
le ha involucrado en el establecimiento del estado de portador cronico del VHB y con el
desarrollo de formas més severas de hepatitis crénica.16,42,48 En casos de
hepatocarcinoma con baja replicacién viral también se ha detectado este virus y en estos
¢asos se sugiere una relacion entre cancer y virus mutante32:49, También se ha encontrado
en portadores asintomditicos Anti-Age positivos3? y en casos de baja respuesta al

tratamiento con interferén, aunque hay reportes que afirman que su presencia no afecta el

tratamiento y que el virus se elimina mas rapidamente 51,
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Figura 5. Surgimiento del mutante “precore”. Este mutante surge durante la seroconversion a anti-Age en
una infeccién cronica. Se cree que el Age es un blanco de presion inmune, lo que permite sobrevivir a los
hepatocitos que no lo expresan. Modificado de Thomas HC y Carman WF 199123
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1.4.2. El VHB mutante Ags negativo

En zonas endémicas de hepatitis B, es m4s comiln encontrar individuos Ags
negativo y DNA-VHB positivoes por PCR 32,52-54, En estos casos el agente involucrado
es ¢l VHB mutante pre S/S o Ags- que corresponde a un virus con mutaciones puntuales
o con rearreglos en los dominios preSs o S que son las regiones antigénicas 19,53-57, Se ha
reportado un virus de hepatitis B con una mutacion puntual en el epitope "a" y que
repercute en el cambio del aminoacido arginina por glicina en la posicion 145 y se
considera también un "mutante de escape", debido a que se replica en individuos
vacunados contra VHB tipo silvestre (figura 6)35. Los virus mutantes con rearreglos o
deleciones en las regiones preS-S, producen particulas virales de tamafio menor a 42nm.
Los epitopes preS1 y preS2 no se afectan con la mutacion. Estos, se relacionan con la

infectividad. El virus puede asi replicarse y continuar provocando la hepatopatia, 20

Proteina de superficie

NH " Determinante "a"
2 \ I 1
Gly 145

- a
Arg

Envoltura

Coo"
Figura 6. Origen del mutante Ags negativo, La sustitucién de un solo aminodcido en la proteina de
superficie cambia la antigenicidad del determinante “a”. A esta variante se l¢ denomina de “escape™,
1:nuestco2 ;]ue s¢ encontrd en un individuo vacunado contra VHB. Tomado de Thomas HC y Carman WF
1991.
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1.5. El diagnéstico de 1a hepatitis B

Para establecer el diagnéstico de infeccion por este virus, se recurre rutinariamente
a la deteccidn serologica de los productos proteicos del virus (antigenos), a los anticuerpos
producidos por el hospedero en respuesta a esos antigenos y menos frecuentemente a la
deteccién del DNA del VHB en muestras biolégicas tales como suero, plasma o en
biopsia hepatica (Tabla I).

La prueba que se usa mis frecuentemente para el diagnéstico de VHB es el Ags.
Este antigeno se presenta tanto en la fase aguda como en fase cronica, por lo que para
confirmar una infeccion aguda se recurre a la deteccion de ofro marcador: el anticuerpo
tipo IgM producido contra el antigeno de la capside (Anti-Agc IgM). La persistencia del
Ags por més de 6 meses a la par del Anti-Agc total, indican el estado de portador cronico.
La presencia del Age y DNA-VHB en suero y Agc en higado son marcadores de
replicacion viral e infectividad. Ademas de las pruebas anteriores que se basan en ensayos
tipo ELISA, se dispone de ensayos bioquimicos que detectan niveles de enzimas en suero,
principalmente la ALT y la aspartato aminotransferasa (AST), las cudles son buenos
monitores para el seguimiento de la hepatitis crénica B y en la hepatitis cronica de
sobreinfecciéon, Tanto en la hepatitis B aguda como en la cronica, debe considerarse la

posibilidad de una coinfeccién o de una sobreinfeccion con el virus de la hepatitis Delta

(VHD)38,59,
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TABLA 1. LOS MARCADORES SEROLOGICOS MAS IMPORTANTES EN LA

INFECCION POR VHB
MARCADOR SIGNIFICADO DIAGNOSTICQ
Ags PORTADOR no necesariamente infeccioso
Anti-Agc Con Anti-Ags = Inmunidad
Anti-Age IgM INFECCION AGUDA
Anti-Ags INMUNIDAD
Age REPLICACION VIRAL - INFECTIVIDAD
Anti-Age INFECCIOSO ? solo si el DNA-VHB es positivo

solo = inmumidad ?
altos titulos = infeccion continua

Polimerasa REPLICACION VIRAL - INFECTIVIDAD
DNA-VHB REPLICACION VIRAL - INFECTIVIDAD
Agc en higado REPLICACION VIRAL - INFECTIVIDAD

*Ao X (antigenoX)  Replicacion viral-infectividad?

* No se usa en la clinica.

1.5.1, Las técnicas para el diagnéstico de la hepatitis B.

En el diagnostico de la hepatitis B, se han empleado varias técnicas serologicas. El
método de inmunodifusién simple detectaba a la proteina de superficie de la "particula
Dane"60,61, Este método era poco sensible y fue sustituido por la hemaglutinacién y
posteriormente por el radioinmunoanélisis (RIA), que cuenta con mayor sensibilidad19.

Debido al uso de material radiactivo, el RIA no se emplea tan cominmente como
una prueba de rutina en los laboratorios clinicos. La prueba de ELISA que muestra una
alta sensibilidad y especificidad para los epitopes clasicos "a" del antigeno de superficie y
para los epitopes de la nucleocapside (Agc y Age), cuenta en la actualidad con una mayor
aceptacion.

El ensayo de ELISA para anticuerpos, emplea como antigenos fijos en la fase

s0lida, las proteinas producidas por la tecnologia del DNA recombinante y para antigenos
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emplea los anticuerpos monoclonales fijos en una fase solida del mismo tipo. El método
ELISA tiene una especificidad alta, pero por ser un método espectrofotométrico, los
niveles bajos de expresion de antigenos o de los complejos antigeno-anticuerpo pueden dar
lecturas falsas negativas. El uso de anticuerpos monoclonales en los ELISAs anti-Ags,
hacen casi imposible detectar epitopes mutados, vgr.: el cambio de Arg en la posicién 145
del determinante "a" del Ags reacciona con el ELISA pero de manera maés débil que el

tipo normal33,44,62,63

1.6. La deteccién del DNA viral

Las técnicas que detectan DNA-VHB son clinicamente utiles debido a que la
ausencia de DNA-VHB de suero durante hepatitis aguda 6 crénica B indica que el virus no
se replica y generalmente precede la resolucién de la enfermedad$4, La deteccion del
DNA-VHB en suero correlaciona con la presencia del Age y con el Age en higado que
son los marcadores de replicacion5-68 | A diferencia de la tiltima, la deteccién del DNA
viral no es un método invasivo.

Los estudios moleculares han establecido la replicacién viral (IDNA del VHB
positivo en suero) incluso con una aparente desaparicion o ausencia de los marcadores
serologicos virales VHB52,63,62 con lo cual estos estudios se han comvertido en las

pruebas mas confiables de la infeccion y del estado de la replicacién viral.

1.6.1. Las técnicas de Biologia Molecular

Con el advenimiento de las técnicas de Biologia Molecular, se lzan desarrollado
meétodos altamente sensibles para detectar secuencias de DNA-VHB dentro del genoma de
células humanas y en fluidos extracelulares. Con el empleo de sondas especificas hacia las
secuencias del virus, marcadas con is6topos radiactivos, pueden identificarse genomas

virales al nivel de picogramos??.
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Estos métodos de Biologia Molecular son mil veces mis sensibles que los de RIA
para proteinas, y es posible detectar una secuencia génica en particular entre 0.5-1 millon
de éstas, cuando estan presentes en el nicleo de cada célulal®

Entre los métodos mas directos y sensibles para detectar VHB, se encuentran los
que se basan en la hibridacién del DNA en solucién”l, cuyo rango de sensibilidad se
encuentra entre cien mil y un millén de particulas virales por ml de suero o de plasmal?.
Otros métodos moleculares estan basados en la deteccién del DNA-VHB fijado a una
membrana de nitrocelulosa o de nylon, mediante la hibridacién con una sonda marcada
radiactivamente que impresiona una pelicula de rayos X, dando como resultado una
mancha al haber reconocimiento de alguna secuencia génica. Entre estos métodos se
encuentra la hibridacién tipo Southern blot (SB)63,69,72,73 donde el DNA fijado en la
membrana proviene de una transferencia a partir de un gel donde se habia resuelto
previamente por electroforesis. Cuando el DNA se fija directamente de una solucion en un
punto determinado de la membrana sin pasar por electroforesis, el método recibe el
nombre de dot blot (DB)45,64,68,69,70,71,74

El método de SB es 1til en la deteccién cuantitativa de genomas virales porque la
intensidad de la sefial es proporcional al nimero de particulas completas, y permite asi
distinguir entre las secuencias integradas en el genoma del hospedero y las formas
replicativas libres (las primeras dan sefiales de un tamafio mayor a 3.2Kb, que es el
tamafio del genoma del VHB)15,74,

El método de DB es més sencillo que el método de SB, ya que evita la
electroforesis, ademas de que pueden analizarse muchas muestras a la vez y es también
un método cuantitativo’4. En los métodos SB y DB, al analizar la intensidad de la sefial
con un densitémetro, se puede cuantificar la concentracién del DNA viral65,66, Tanto con
muestras de higado%4, suero63,70 y de células mononucleares’S se han obtenido resultados
positivos. En algunos casos, ni ¢l SB ni el DB han sido suficientemente sensibles para

detectar DNA-VHB, como en los casos con baja replicacion viral o al inicio y en la etapa
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de resolucién de la enfermedad 17,76, ademas estos métodos tienen el inconveniente de
emplear material radiactivo. Este dltimo problema, se ha resuelto en parte mediante el uso
de sondas no radiactivas, marcadas con biotina o digoxigenina. Aun asf, el problema de la

sensibilidad continta presente,

1.6.2. La reaccion en cadena de la polimerasa

Un método empleado a partir de 1989 en el diagnéstico de la hepatitis B, que
resuelve los problemas de los métodos mencionados anteriormente (los ELISAs, el SB y
el DB) es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR ( por sus siglas en inglés:
Polymerase Chain Reaction)?%78,

La PCR es un método in vitro, con el que se amplifican ciertas secuencias
especificas. Esta amplificacion se obtiene con la ayuda de 2 oligonucleotidos o iniciadores
de secuencias complementarias, uno a un extremo de una de las cadenas del DNA
bicatenario y el otro al otro extremo, pero en la cadena opuesta. Estos iniciadores permiten
el copiado por la accién de la enzima DNA polimerasa Taq termoestable (Taq
polimerasa=aislada de Termophilus aquaticus), de 1a region comprendida entre ambos
oligonucledtidos. La secuencia blanco se puede amplificar 22 veces, donde n es el niimero
de veces (ciclos) que se repiten los pasos que caracterizan la accidn de copiar a la secuencia
génica de interés; a saber desnaturalizaci6n, alineacién y extensién™.

La PCR provee un método directo y altamente sensible para detectar genomas
virales, aunque éstos provengan de tan solo 10 particulas/ ml de suero?’. Las infecciones
por el virus B que carece del determinante "a" silvestre del gen S, s6lo son detectables por
la PCR.2733,53,80_ El problema principal con la PCR, es su extrema sensibilidad y por lo
tanto su proclividad a originar resultados falsos positivos. Estos resultados son debidos

principalmente a la contaminacion de la muestra o de los reactivos con productos de
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amplificacién de PCRs previos81. Este método atin no proporciona un analisis 100%
cuantitativo y existe la necesidad de su automatizacion’8.

Los problemas arriba mencionados se estin resolviendo: existen mejores métodos
de extraccién de DNA de varias fuentes, los costos de aparatos y reactivos se han
abaratado por la competencia entre los proveedores y se cuenta ya con métodos que
eliminan los productos de PCR contaminantes (que provocarian resultados falsos

positivos)82,

1.7. Las técnicas de deteccién del VHB mutante "precore"

Cuando se analizaron las secuencias nucleotidicas del gen C (region precore-core)
en aislados del VHB, de las muestras de pacientes en etapa crénica de la enfermedad con
serologia Age-/anti-Age+s (obtenidas principalmente por la clonacion de los productos de
la PCR), se encontrd que la mutacién A en lugar de G en la posicién 1896 (codon 28 del
Age) era predominante sobre otras mutaciones que también eliminan la produccion del
Age (desaparicion del codon de iniciacién y otro codén de terminacion en el codon
29)1 6,40

Actualmente esta mutacion se rastrea por algunos métodos basados principalmente
en las técnicas de la PCR y en la secuenciacion de los 4cidos nucleicos. En €l método més
directo se determina la secuencia nucleotidica a partir del producto de amplificacion,
mediante la secuenciacion por la PCR o después de la clonacion de los productos de la
PCR en plasmidos?:17,36,83,

Se ha descrito otro método post-PCR denominado “refractario”, en el cual se
provoca una amplificacion diferencial del mutante variando la temperatura de apareamiento
de los iniciadores. Esto se consigue con el disefio de un oligonucledtido iniciador 5'con la
ultima base especifica del VHB mutante y con el desapareamiento de la antepeniiltima

base. Si la temperatura de apareamiento es lo suficientemente alta, impide que se inicie la
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amplificacion de una secuencia de VHB tipo silvestre, mientras que la del mutante si se
lleva a cabo1,84,85,

Otra manera méis compleja de diferenciar al virus mutante estd basada en la
hibridacién de los productos de PCR con sondas especificas al VHB mutante, donde las
condiciones de astringencia son cruciales!6,

Finalmente, existe otro método que emplea los polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriccion (del inglés RFLP’s) generados con una enzima especifica a
partir de productos de la PCR. Este dltimo método fue utilizado durante el presente
trabajo35.



CAPITULO 2

OBJETIVOS

Los objetivos que se persiguieron con la realizacién del presente trabajo fueron

dos, a saber:

1. IMPLEMENTAR LA TECNICA DE REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA PARA EL DIAGNOSTICO DE LA HEPATITIS B.

2.  INVESTIGAR LA PRESENCIA Y LA PREVALENCIA DEL MUTANTE
"PRECORE" DEL VHB, EN 112 SUEROS DE PACIENTES DEL NORESTE
DE MEXICO CON HEPATOPATIAS CRONICAS RELACIONADAS A
INFECCION POR VHB.



CAPITULO 3

MATERIAL Y METODOS

3.1. Tipo de estudio

El presente estudio fue transversal, retrospectivo y observacional de ensayos

serologicos y moleculares, realizados en pacientes con hepatopatias cronicas.

DE SUERO EN GEL

E - 4+ M
LTI
[ ]
[ — mm P=silvestre

— m— — —mutante
— precore
|

Figura 7. Estrategia General. Se esquematiza el orden de las etapas de que const6 este trabajo. Las
muestras de suero de pacientes se someten a la PCR y aquellas positivas se les investiga la presencia del
VHB mutante precore. E=estindard de peso molecular, - = negativo al virus mutante precore, + =
positivo al virus mutante precore, M= muestra a analizar.

25



26

3.2. Las muestras de suero

Se seleccionaron sueros de pacientes que asistieron a la Unidad de Higado y al
Servicio de Gastroenterologia del Hospital Universitario "José Eleuterio Gonzalez" a partir
de Febrero de 1985 y hasta Septiembre de 1995. Los pacientes fueron referidos para la
deteccion de los marcadores serolégicos correspondientes a infeccidén cronica por VHB.
Estas personas acudieron con diagndsticos diversos de hepatopatia cronica tanto
confirmados o con la sospecha de una hepatitis viral. En total se seleccionaron 102 sueros,

tomando como base los siguientes criterios.

3.2.1. Los criterios de inclusién

Se estudiaron sueros de pacientes con hepatopatia crénica y sospecha de infeccion
por VHB, con resultados negativos para la infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC).
Esto ultimo determinado mediante un ensayo ELISA de segunda generacion.

3.2.2. Los marcadores serolégicos.

Los marcadores virales se determinaron por medio de los estuches comerciales
por €l método de ELISA (Laboratorios Abbott, Chicago IL). A los sueros se les
determinaron los marcadores de infeccion por VHB y se clasificaron de acuerdo al perfil
serolgico.

La interpretacion de los marcadores virales en los sueros fué como sigue:

El perfil de replicacién viral alta (grupo I), se consider6 cuando la presencia del
Ags era positiva, al igual que el Anti-core total y el Age . En este grupo hubo un paciente
que presenté ademis el Anti-Age positivo (tabla II). El grupo de replicacion viral baja
(grupo IT) se diferencio del anterior Unicamente por la ausencia del Age y en este grupo, 9
pacientes fueron positivos y 4 negativos al Anti-Age (tabla II). El grupo con marcadores
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atipicos y de proteccién (grupo III), incluyé 15 pacientes que tuvieron sélo el Anticore
total positivo, 1 paciente con Anticore y Anti-Age positivos, 3 pacientes con unicamente el
Ags positivo, 6 pacientes con Anticore total y Anti-Ags positivos y los 3 restantes fueron
Anticore total, Anti-Ags y Anti-Age positivos (tabla II). En el tltimo grupo definido
(grupo 1V), ningin paciente tuvo algin marcador seroldgico positivo que indicara
infeccién o historia de contacto con el virus. La distribucién de los pacientes segin el

patrén serolégico puede apreciarse en la Tabla II. (Para més detalle ver apéndice C).

TABLA II. GRUPOS DE PACIENTES DE ACUERDO A LOS MARCADORES

SEROLOGICOS
DIAGNOSTICO # | Ags| Anticore | Ant- | Age | AntiAg
total Aps e
Grupo 1. Replicacion alta 20 + + NN + +/-
Grupo II. Replicacion baja 12 + + - - +/-
1 + + NN - ND
Grupo ITI. Marcadores 7 - + - - -
atipicos 2 - + - ND -
y de 6 - + - ND ND
proteccion 1 - + . - +
1 + - NN - ND
2 + - NN - -
2 - + + - -
4 - + + ND ND
3 - + + - +
Grupo IV. Sin marcadores 4] - - - - -
TOTAL 102

+/- : indica o resultado positivo o negativo del marcador seroldgico, pero no ambas cosas, ND= no
detectado, NN=no necesario.

3.2.3. Los sueros controles

Se tomaron alicuotas de 2 sueros de pacientes con infeccion por €l virus B (Ags
positivo), que ademds tenian titulos altos de DNA viral, el cual se determin6 por el método
de Southern blot (Specialty Laboratories, Sta. Ménica, CA, EUA) y replicacién viral alta

evidenciada por la presencia del Age.



3.3. Los plasmidos

Se emplearon dos plasmidos como controles positivos, uno que contiene un
genoma completo de VHB tipo silvestre (pEco63 ) y el otro que contiene 822 pb de la
region precore-core de un VHB mutante "precore” (p970.1).

El pldsmido pEco63 se propagd a gran escala y se purificd en un gradiente de
Cloruro de Cesio8, Se caracterizé enziméticamente para determinar la orientacion de la
clonacién del virus en el sitio EcoRI del plasmido pBR32587. El patrén de restriccién
coincidié con el mapa tedrico, como se muestra en la figura 8. Este plasmido fue donado
por el Dr. Pablo Valenzuela de la compaiiia Chiron Corp., CA, EUA.

El plasmido p970.1 fue donado por el Dr. T. Jake Liang del Centro del Cancer de
Boston, MA. USA. y a este inicamente se le practico una minipreparacién de plasmido
por el método de lisis alcalina®6, Este plasmido es de la serie pGEM (Promega Corp,
Madison, WI, EUA) y tiene clonado los 822 pb del gen C del VHB en los sitios EcoRI-

Hind I11.
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Figura 8. Mapa y patrén de restriccién del plismido pEco63. El plismido pEco63 provino del plésmido
PBR325 y de un genoma viral clonado en el sitio EcoRI . El marcador de peso molecular (M) es DNA
del fago lamda digerido con EcoRI-Hind III. Los carriles siguientes corresponden a las digestiones con
diversas enzimas de restriccién, indicadas arriba de cada carril. Abajo de la foto se aprecian los tamafios
de los fragmentos esperados, los cuéles coincidieron con los observados. En el carril de la enzima Pst I
se aprecian dos bandas que probablemente fueron contaminacién del carril siguiente. Las enzimas que
s6lo linearizaron el plismido se indican con una L



3.4. Los reactives y las enzimas

Los reactivos de la PCR (dNTPs, buffer, MgCl, y la enzima DNA Polimerasa
Taq) se compraron a la compaiiia Promega Corporation (Madison, WI, EUA). La agarosa
y los reactivos para los geles de poliacrilamida se obtuvieron de las compafiias SIGMA
(St. Louis, MO, EUA) y Life Technologies Inc. (Gaithersburg, MD,EUA),
respectivamente. La enzima Bsw36] para la deteccién del mutante "precore” se comprd a la
compaiiia New England Biolabs, Inc. ( Beverly, MA, EUA).

3.5. La reaccion en cadena de la polimerasa

Esta técnica constituye la columna vertebral de esta tesis. La PCR una vez

implementada, amplifica 146 pb de la region precore-core altamente conservada en el

VHB (figura 9).
1814 1901 2450
| Precore] Core | >
| | |
1873 2018
146 pb
- 3

Figura 9. Regién blanco de la PCR. Se muestran los sitios de apareamiento de los iniciadores y el
tamatfio del producto de PCR esperado. La numeracién de la secuencia esta dada de acuerdo a Galibert
et al.38
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3.5.1. Los iniciadores

La PCR utiliza s6lo el iniciador 5' del par descrito por Hamasaki y cols.34, pues el

iniciador 3' fué disefiado por nosotros en la U.L.L.LE.G. Sus respectivas secuencias son:

Iniciador 5' = CAA GCT GTG CCT TGG GTG GCC TT (posiciones 1873-1895)

Iniciador 3' = CCC GAT ACA GAG CTG AGG CGG TGT C (posiciones 1994-2018)

Estos iniciadores se sintetizaron en el Laboratorio de Quimica Biomolecular de la
ULIEG bajo la supervision del Dr. José Maria Viader. La sintesis se llevd a cabo en fase
solida por medio del método de las fosforamiditas y en un equipo automatizado de la
compaiiia Beckman (Beckman de México, S.A. de C.V.).

3.5.2. El tratamiento de las muestras de suero

El método que se empled para el tratamiento de las muestras de suero, fué descrito
primero por Kaneko y cols.””. Este método se basa en la desnaturalizacién de las proteinas
séricas y virales en un pH alcalino y en la precipitacion posterior por medio de
centrifugacion y neutralizacion del pH con acido diluido, para liberar el DNA-VHB en el
sobrenadante. Este método se seleccioné por su sencillez y factibilidad, ademas de que el
riesgo de contaminacién es practicamente nulo, a diferencia de los métodos de lisis-
extraccion con solventes organicos, en los que la contaminacién se puede dar a varios
niveles (en la extraccidén, en la precipitacion, en los lavados, en el secado, en la
resuspension, etc).

Este método se llevo acabo de la siguiente manera: se incubaron 18ul de suero con
2 pul de NaOH 1M a 37°C por 60 min en un bafio de agua. Se neutralizo la solucion
formada con 20l de HCI 0.1M vy se centrifugd a 13,000 rpm durante 25 min a 4°C,
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recuperandose todo el sobrenadante (aproximadamente 25l). Este constituye la muestra
que se emplea directamente con los demds reactivos de la técnica de PCR.

El volumen recuperado puede variar de una muestra de suero a otra, algunas veces
la cantidad de proteinas puede producir una pastilla que supera con mucho al sobrenadante
(<25ul). En otras ocasiones no se presenta la pastilla, por lo que en esos casos la muestra

corresponde al volumen total (40pl).

3.53. La optimizacién de la PCR

Para esta finalidad se emple6 como control, una muestra de suero VHB positiva.
Primeramente se variaron las concentraciones de los reactivos de la PCR incluyendo: la
concentracion de MgCl2, las unidades de la enzima DNA Polimerasa Taq, la cantidad de
mugcstra y la concentracion de los iniciadores (figura 11). Una vez seleccionadas las
concentraciones Optimas de los reactivos, se procedié a aumentar la temperatura de
apareamiento desde 58°C hasta 60°C (figura 12). El aumento de la intensidad de la sefial
de 146 pb, asi como la ausencia o disminucién de bandas inespecificas, se tomaron como
criterios de éxito para la optimizacion de las condiciones de reaccion.

La amplificacion se ejecuté en un termociclador minicycler, modelo PT-150 (MJ

Research, Watertown, MA, EUA), segiin el programa descrito en la tabla III.

TABLA II1. EL PROGRAMA DE LA PCR PARA LA DETECCION DEL DNA-

VHB EN SUERO
[PAsO | ETAPA | TEMPERATURA | TIEMPO ]
1  Desnaturalizacion Inicial 94°C 3 min
2  Desnaturalizacion 94°C 1 min
3  Apareamiento 60°C 1 min
4  Extension 72°C 1 min
5 Ciclos 35ciclosdesde elpaso2al4
6  Extension final 72°C 3 min
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3.5.4. La determinacién del producto amplificado

Una vez realizada la PCR en cada muestra, se deposité un décimo del volumen de
cada reaccion en geles de agarosa al 2% y se someti¢ a electroforesis a 100 V durante 3 h.
Junto con las muestras se depositd un marcador de peso molecular que daba una banda
que coincidia con la esperada de 146 pb. Los geles se tifieron en una solucion de bromuro
de etidio, se observaron en un transiluminador de luz ultravioleta y se compararon con el
marcador de peso molecular, La aparicion de una sola sefial al nivel de 146pb, se

considerd como criterio de positividad para la infeccién por el VHB.

3.6. La deteccién del virus mutante "precore"

La deteccion del virus mutante "precore” se esquematiza en la figura 10 y se basa
en la digestion enzimatica del producto de una PCR-VHB con Bsu36 I, 1o que da un
fragmento de 124 pb diferenciable del producto intacto de 146 pb que corresponde al VHB
tipo silvestre. La enzima reconoce la secuencia CCTNAGG, que se forma primeramente
por la aportacion de la mutacién que introduce el iniciador S'en su antepeniltima base (C
en lugar de T) y se completa con la base mutada que corresponde al VHB mutante

“precore” (A en lugar de G en la primera base con la que se extenderia el iniciador).

3.6.1. La digestién enzimética

Las reacciones de PCR que dieron una sefial de 146 pb se transfirieron a un tubo
nuevo y se les realizé una extraccion fenol-sevag, seguida de precipitacién con etanol86,
Una cuarta parte del volumen de resuspension se digirié con 10 unidades de la enzima
Bsu36I en un volumen final de 15 pl y en las condiciones que recomienda el proveedor,

durante no menos de 3 horas a 37°C.



3.6.2. La electroforésis

La mitad de cada producto de la PCR previamente digerido, se depositd en un gel
de poliacrilamida al 12% y se sometieron a electroforesis a 120V por 2 h. Después de la
electroforésis, el gel se tifié con bromuro de etidio y se visualizé con luz ultravioleta. La

aparicion de una banda a nivel de 124 pb se consideré como prueba positiva para VHB

mutante “precore”.

INICIADOR ccmiaaa | Sitio de corte de

5 3" <f Bsu3sl
CAAGCTOTGCCTTOGGTOG | JETE [ oevvnevesccavescanes
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIh

acatgtcccactgttcaagootoccaagotgtgeottgggtgg|octttgyy PCatggaCh.ccccciceces

| | :
61 172

Pre-core Core

VHB tipo silvest 146 pb

VHB mutante “precore” 122 pb

Figura 10. Estrategia para la deteccién del VHB mutante “precore”. Se esquematiza como el iniciador
5'el cual introduce una mutacién (C en lugar de T) en el producto de la PCR que junto con la A de la
secuencia mutante, completan el sitio de reconocimiento de la enzima Bsu36l (CCTTAGG). La
digestién enzimitica posterior origina un fragmento de 122pb que diferencia al virus mutante del virus
silvestre el cual permanece intacto (146pb). Tomado de Hamasaki K, et al 199438

3.7, Las precauciones tomadas

Como medida profilictica contra el contagio con el material infeccioso usado
(sueros), se siguié el esquema de vacunacion contra la hepatitis B con la vacuna
recombinante Engerix BTM (SmithKline Beecham Farmacéutica), consistente de 3 dosis;
0,1 y 6 meses .

También se emplearon una bata y guantes desechables y se trabajo bajo una

campana de flujo laminar tipo II, cuando se destapaban los contenedores de las muestras,
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en la separacion y en el alicuotado de las mismas. Después de cada manipulacién de las
muestras se practicéO una asepsia escrupulosa de las manos. Todos los desechos
relacionados con las muestras se depositaban en frascos con una solucidn de hipoclorito de
sodio al 5% para desinfeccién por lo menos durante media hora y después se esterilizaban
con calor himedo, antes de ser desechadas.

Posterior al trabajo con las muestras se limpiaban los aparatos, utensilios y
superficies expuestas con SDS y con hipoclorito de sodio al 5%, seguido por irradiacién
con luz UV por al menos una hora%?,

Para evitar la contaminacién de las muestras, se separaron las areas de pre-PCR y
post-PCR. Los reactivos se dividieron en alicuotas y se procuré evitar la formacion de
aereosoles8l,

El area de pre-PCR fué ubicada en la Unidad de Higado, donde se alicuotaron los
reactivos, se trataron los sueros de los pacientes y se montaron las reacciones de PCR,
siempre bajo una campana de flujo laminar. Previamente a cada etapa (alicuotado de
reactivos, tratamiento de la muestra, montaje de la reaccion) se realizé un tratamiento de la
campana de flujo laminar con luz ultravioleta por al menos una hora y nunca se trabajaron
productos amplificados bajo la misma,

Los resultados se consideraron validos si estos fueron positivos en al menos dos
ocasiones. Para evitar la contaminacién con plasmidos, estos se alicuotaron previamente
en tubos con la debida concentracion de DNA, que sirvieron como control positivo en
cada amplificacién.

Siempre se incluyeron en cada PCR realizada, un control positivo y uno negativo,

este Gltimo constituido por agua ultrapura esteril81,



CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1. El analisis computacional

La decision de sustituir el iniciador 3' original, fue tomada al comparar los pares
original y nuevo, con los programas Oligo 4.0 y Amplify 1.2 ( National Biosciences Inc.
Plymouth, NN, EUA, 1992 y Bill Engls, Departamento de genética, Universidad de
Winconsin, WI. EUA. 1992).

En la tabla IV se resume el desempeiio de los iniciadores con las regiones
homoélogas de varios virus, incluyendo mutantes del VHB y en la tabla V, se muestran las

caracteristicas principales de ambos oligonucleétidos.

TABLA IV. LAS CARACTERISTICAS DE LOS INICIADORES 3'

PARAMETROS ORIGINAL | MODIFICADO
Longitud del Iniciador 23 pb 25 pb
Posicion 149 182
Longitud del producto 111 pb 146 pb
Tm de apareamiento 51.3°C 57.4°C
Diferencias de Tm 15.6°C 0.6°C
Capacidad Iniciadora 96% 99%
Estabilidad 56% 76%

Mediante el programa computacional Amplify 1.2, el iniciador 5' fue capaz de
aparearse perfectamente a las 18 secuencias gendmicas del VHB disponibles en el
GeneBank (emb excepto *gb).: hbvaywc, X65257; hbvadw2a, X02763; hbvadr, V00867;
hehvayr, X04615; hpbmutl, L27106; hbvdna, X68292; hpbetnc, *L08805; hbvxcps,

36
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XO0185; hbvadw, V00866; hbvadr4, X01587; hpbadyw, J02202; hbadywmcg, X59795;
hbvaywe, X65259; hpbhbvaa, *M32138; xxhepav, V01460; hbvadrm, X14193;
hbvadw3, D00331 y hbvadw4, X69798. En estas secuencias el iniciador 5, introduce la

mutacion en la antepeniltima base como se esquematiza en la figura 10,

El iniciador 3' original presenté mayor nimero de diferencias cuando se compard

con sus regiones homélogas de 18 secuencias VHB, como se indica en la tabla V:

TABLA V. COMPARACION DE LOS INICIADORES 3' CON SUS REGIONES

VIRALES HOMOLOGAS

Secuencia de VYHB Oligonucledtido 3' original Oligonucleétido 3' nuevo
Iniciador 3 AGACTGAAGAAAGGAAGATAAGCS ' | CTGTGGCGGAGTCGAGACATAGCCCS
hbvaywe = |--—————==——r——m-- TC-T-- R
hbvadw2za = =  |--=-===-cccme—- GC-GT- | --—--—————————
hbvadr = |---==-=--m——e- Commommme | e B-————m—
hehbayr = =  |-==---—cmmemmmemeeee e A-—m———————
hpbmutl (mutante) | --------------—- GCGT=-- | --A--==-cemeee———e- A-—---
hbvdna (prototipo) | -———==-=-——n-ow-o GC-TT- | --=-===—emmmmcmmee T-
hpbetnc {mutante) | ---—---==-------cc—mmeee | e A-me——mmme—nm
hbvxcps @ = |=——=————mmmmmmmee GC-GT- | -===————mmmmm—e————— e T-
hbvadw = |-————eece—meme—e GC=T-=- | -=—==—=ee———m———— T-
hbvadra = |---————ee——emmmmmeee | mmmmmemme— e T-—===—-
hpbadyw = |--mmmemmmmmmmmem GC-T-- | --A--=--- L
hbvadywmcg @ | --=-—————==——————- TC-T-- = ———— To—mm———
hbvaywe = |=====c————=u- AG-TGC-T-- ——A-memmme e e
hpbhbvaa = = |--=-eecmmmmaee TC-T-- |--A-———mmmmme—m e
xxhepav @ = =  |--=mm———m—m———— TC-T-- e e e L Lt L
hbvadrm =  |----- A-—mmm—————— G----= | mmmmee————- T-—mem———— T---
hbvadwd |- e Tomm——————————
hbvadwd | ----- A--—mm G--T--CC-=--— | ---——--- Ammm—mm - e

La mayor variabilidad en el extremo 5' del iniciador 3' original, provoca una

disminucion de su estabilidad y capacidad iniciadora. En cuanto al nuevo iniciador 3, la

variabilidad fué puntual y s6lo en ciertas secuencias virales (Tabla V).

La mayor similitud del nuevo iniciador 3' con las diversas secuencias blanco, se

traduce en una mayor capacidad iniciadora, ademas de contener 2 nucleétidos mas que el
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original y con un contenido mis elevado de nuclétidos G-C; ambas caracteristicas
redundan en mayor estabilidad en el apareamiento con su secuencia blanco.

Analizando las temperaturas medias de fusion (Tm) de los iniciadores originales
mediante ¢l programa computacional Oligo 4.0, se encontrd que tal diferencia de
temperatura era muy grande (15.8°C), en contraste con el par nuevo, donde dicha
diferencia se disminuia a menos de un grado centrigrado. Esta menor diferencia en la Tm,
asegura que ambos iniciadores se comporten de manera similar en cuanto a su eficiencia
de apareamiento con su secuencia blanco.

El cambio de posicién del nuevo inicador 3 °, provoca que el producto de
amplificacion sea 35 pb mds largo que el original. Este tamafio aunque ligeramente mayor,
mejora la visualizacion del producto en los geles de agarosa y poliacrilamida, en el ensayo
de deteccion del virus mutante "precore”.

La comparacién de secuencias mediante el programa computacional blast ,
consultado via INTERNET (NCBI, Washington, D:C:, EUA), demostré que estos
oligonucledtidos sdlo se aparean a secuencias del virus de la hepatitis B y con ninguna otra

secuencia conocida.

4.2. La optimizacién de la PCR

Para esta finalidad se variaron las concentraciones de algunos de los reactivos
como se muestra en la figura 11, excepto la concentracién de desoxinucledsidos trifosfato,
la cual se mantuvo constante en todas las reacciones de la PCR. En cuanto a la
concentracion de enzima Taq polimerasa, ésta se trabaj6 a 2.5 unidades en todas las otras
reacciones de PCR, por lo que no aparece especificada en la figura 11. Al igual que con la
enzima Taq polimerasa, la concentracién de cloruro de magnesio se manejé a 1.5 mM.

Para la eleccion de una determinada concentracién de un reactivo en la PCR, se

tom¢ el criterio de aumento en la intensidad de la banda de 146 pb (sefial de mejoramiento
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de 1a técnica). Como se puede apreciar en la figura 11, hubo un aumento proporcional de la
sefial con la concentracién de cloruro de magnesio, pero al mismo tiempo aumentaba un
"barrido" hacia arriba de la banda de interés. Esto probablemente se debid a un aumento en
la inespecificidad en la PCR provocada por el exceso de reactivo.

En lo que toca a la concentracién de la enzima DNA Polimerasa Taq , se observé
una disminucion de la sefial a 2 unidades, pero no un aumento con 3 unidades, por lo que
se eligio la cencentracidn intermedia de 2.5 unidades.

El aumento en la cantidad de muestra empleada (suero tratado), por arriba de los
25Ul inhibid la PCR (50ul de volumen final). Esto también ocurrié cuando se ensay6 la
PCR a un volumen final de 100ul. Al aumentar la concentracion de los iniciadores,
también aumentd proporcionalmente la sefial de 146pb por lo que se eligié la
concentracién mds alta (0.5uM).

Al hacer las combinaciones de las concentraciones que dieron mejor sefial en
experimentos de una sola variable, por ejemplo; de los iniciadores (0.5uM) con aquellas
del cloruro de magnesio, los resultados no fueron como se esperaria, es decir, no fueron
sumatorios. La sefial de interés siguié aumentando proporcionalmente a la concentracion
del cloruro de magnesio, pero la inespecificidad también lo hizo y con mayor intensidad.

Al aumentar la temperatura de apareamiento de 58 a 60°C {(como se muestra en la
figura 12), se observé una disminucion en la inespecificidad, al aparecer menos bandas en
el primero de los 2 sueros negativos (carril 1*) y en el segundo suero negativo, éstas
desaparecieron por completo (carril 2*). En los sueros positivos (Carriles 3 y 4) también
se disminuyé el fondo inespecifico (que era débil), como en el primer suero (carril 3*) y
en el segundo suero no se disminuyd la intensidad de la banda (carril 4*). Esto indica una
mejoria notable en la PCR sumando las concentraciones combinadas optimas de reactivos
con el aumento de la temperatura a 60°C . Cabe mencionar que sélo en algunos casos
aislados de sueros negativos a la PCR, hubo inespecificidad de la reaccién, atun en

condiciones Gptimas.
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Finalmente las condiciones éptimas a las que que se realizaron las PCRs, después
de variar la concentracion de los reactivos y aumentando la temperatura de apareamiento
de los iniciadores, fueron las siguientes; 10pl. de cada muestra de suero, 0.2uM de cada
desoxinucleosido trifosfato, 2.5 Unidades de Taq DNA polimerasa, 0.50M de cada
iniciador, 1.5mM de MgCl> y 1X del buffer de reaccién a un volumen final de S0pl.

mM MgCI2 UTaq  pl Muestra pM Inicladores

A M~

| 1
M1 13 2 25 3 2 3 10 25 10 25 50 0.10.250.5M

pb

190
148
118

Figura 11. Optimizacién de la PCR variando la concentracién de los reactivos. Con base en
concentraciones estandar de reactivos y a un volumen final de 501l (MgClz 1.5mM, 2.5 U Taq, 0.1mM
de iniciadores), se variaron las concentraciones especificas de reactivos verificando la intensidad de la
banda de 146pb en ¢l gel de agarosa al 2%. En cuanto a la cantidad de muestra, las PCRs se realizaron
a dos volumenes finales: 50 y 100pl. M=pPsqohPL4/Msp 1.
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Figura 12. Optimizacién de 1a PCR aumentando la temperatura de 58°¢ a 60°c. Se ejemplifican los
resultados en dos casos extremos de inespecificidad (1 y 2) y en dos positivos (3 y 4) al VHB. El
aumento de la temperatura se indica por (*). Se incluyé un PCR apartir de DNA genémico humano (H),
asi como un control positivo de DNA plasmidico (+) y uno negativo sin DNA (-). En el carril H, las dos
bandas observadas coinciden con aquellas inespecificas de los negativos, estableciendo que la
inespecificidad es debida a DNA genémico humano en tales sueros.M=pP5p0hPL4/Msp 1.
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43. La caracterizacién enzimética del producto amplificado

Para corroborar 1a identidad del fragmento producido por la PCR a partir de DNA
plasmidico, se generd por computadora, un mapa de restricién correspondiente al producto
de amplificaciéon del plasmido pEco63 y se verificé la digestién con las enzimas
seleccionadas; Alul, BgIII, Mael y Mnl 1. Esto se realizd6 mediante el programa DNA
stryder 1.1(Ch. Marck y C:E:A:. Départament de Biologie e Institut de recherché
Fondamentale. Francia. 1992),

Primero se caracterizo el producto de PCR del testigo positivo (plasmido pEco63).

Como se aprecia en la figura 13, el patron de bandas correspondi6 con el mapa teérico.

129 Mnl | »
119 Mase | »

3 Aule 58 Alule 112 *Bgl11=133 Alul»

Figura 13. Mapa tebrico y caracterizacién enzimética del producto de PCR a partir del plismido pEco63.
Seleccionando 4 enzimas de restriccion, se digirieron 10l de una reaccién de PCR por cada enzima y se
sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%. Se observa que los fragmentos generados
coinciden con el mapa tedrico (arriba). M=pP500hPLA/Msp I.



43

4.4. El tamizaje por PCR de las muestras de suero

Las 116 muestras de suero fueron tratadas para liberar el posible DNA viral,
sometidas a la PCR y a electroforesis en agarosa. Los resultados positivos de PCR, asi

como sus porcentajes por grupe de pacientes se resumen en la tabla VI,

TABLA VI. RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA PCR

DIAGNOSTICO # | Ags| Anticore | Anti-Ags| Age | Anti-| PCR| %
total Age | (B
Grupo L. Replicacion alta 20 + + NN + +-1 20 | 100
Grupo II. Replicacion baja 12 + + - - +- 1 2/* | 153
1 + + NN - ND
Grupo I1II. Marcadores 7 - + - - - 2 7.1
atipicos 2 - + - ND R
y de 6 - + - ND | ND
proteccion 1 - + - - +
1 + - NN - ND
2 + - NN - -
2 - + + - -
4 - + + ND ND
3 - + + - +
Grupo IV. Sin marcadores | 41 - - - - - 2 4.8
TOTAL 102

+/- : indica o resultado positivo o negativo del marcador serolégico, pero no ambas cosas, ND= no
detectado, NN=no necesario (ver texto). El porcentaje esta dado por grupo.
2/ * significa que las muestras positivas a la PCR , pertenecen a los pacientes con Anti-Age positivo.

Todas la muestras del grupo I, fueron positivas a la PCR, habiendo correlacién con
el perfil serologico en estos casos de infeccion con replicacidn viral alta (figura 14).
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Figura 14. PCR en muestras de pacientes del grupoe I de alta replicacién viral. Se ejemplifican los PCRs
de 9 sueros de pacientes (carriles 1 al 9) , que muestran diferentes intensidades en la banda de 146pb. Se
empleé pEco63 (lng) como control positivo (+) y agua mili-Q como control negative ().
M=pP500hPL4/Mspl.

En las demas muestras, como en las del grupo II, es de llamar la atencién que el
15.3% de los pacientes con replicacion viral baja aparente (por serologia), tienen
replicacion alta (DNA-VHB detectable por PCR), lo cual coloca a esta muestra de la
poblacion mexicana, como en incidencia intermedia en cuanto a infeccién cronica con el
VHB (ver apéndice A). Ambos pacientes positivos en este grupo ya habian seroconvertido
a Anti-Age, siendo claro que en estos casos la PCR es la inica manera de establecer la
replicacion viral y por lo tanto el estado de infectividad.

Mas aun, en los casos con marcadores atipicos ¢ ausencia de estos (grupos IIl y
1V), fué posible detectar la sefial de 146pb (7.1% y 4.8%, respectivamente), estos
constituyen la fraccién de pacientes, que es diagnosticada VHB negativa por serologia.
Los dos pacientes que resultaron positivos a la PCR-VHB en el grupo II1, curiosamente
fueron inicamente positivos a anticore-total como el inico marcador de proteccién. Un

paciente de ellos fué referido a 1a Unidad de Higado con €l diagnéstico de cirrosis hepatica.
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4.5. La bissqueda del virus mutante "precore"

Cuando se emplearon tnicamente los plismidos pEco63 y el p970.1 (figura 15), el
método resultd ser efectivo y diferenci6 al virus mutante “precore” del tipo silvestre, el

cual no se digirio con la enzima Bsu361 y permaneci6 con su tamaiio intacto de 146pb.

* *
M Wt WT Mut mut M

pb
190

146

118
110

Figura 15. Diagnéstico diferencial entre VHB silvestre y VHB mutante “precore”. Se muestra la
electroforésis en gel de poliacrilamida al 12% de los productos de PCR a partir de plismidos como
controles, intactos y digeridos (*) con la enzima Bsu36 I. Sélo se aprecia una banda de 122pb
correspondiente al virus mutante precore en la digestion del p970.1 (Mut) y o en aquella del pEco63
(WT).M=pP500hPL4/Msp I.

En cuanto a las 26 reacciones de PCR de las muestras de pacientes que presentaron
la sefial de 146pb, como criterio de reaccion positiva para el VHB, estas se sometieron a la
deteccibén del virus mutante “precore” como se describio anteriormente. Cada muestra
digerida se sometid a electroforesis junto con su contraparte no digerida, para asi poder
apreciar las posibles proporciones entre los virus silvestre y mutante "precore”.

Para la visualizacion en el gel de poliacrilamida en las muestras del grupo I, fué
suficiente una reacciéon de PCR (figura 16), a diferencia de las muestras de los otros 3
grupos, donde se necesitaron 2 reacciones o hasta el aislamiento del DNA de la banda de

146pb y su posterior reamplificacion (figura 17).



WTMut1 2 3 45 67 8 910111213

Figura 16. Deteccién del virus mutante “precore” en pacientes del grupo L. Electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12% mostrando las digestiones enzimaticas con Bsu36l, de 13 productos de PCR
pertenecientes a pacientes del grupo I (carriles 1 al 13), también la del plismido pEco63 (WT) usado
como control negativo y aquel del plismido p970.1 (Mut) empleado como control positivo. Todas las

muestras de suero de este grupo resultaron negativas a la presencia del virus mutante, evidenciado por la
falta de la sefial de 122pb. M=pP500hPL4/Msp I.

Mwrmtd 1 2 2 3 34 45566 M

Figura 17. Biisqueda del virus mutante “precore” en pacientes de grupos Iy IV. Electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12% de los productos de PCR intactos y digeridos con Bsu367 (*), provenientes de
muestras de pacientes de los grupos 1 (1,2,4 y 5) y grupo [V (3 y 6). Estos ultimos son reamplificaciones
de 2 productos de la PCR. M=pPs5qohPL4/Msp I.
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En ninguna de las 26 muestras de pacientes se logrd apreciar la sefial de 124pb que
corresponderia al virus mutante “precore”; inclusive ni una sefial débil que indicara una
pequefia proporcién del mutante (lo cuél seria posible ya que siempre se tuvo cuidado de
que hubiera una cantidad suficiente de producto de la PCR para ser visualizado en gel de
poliacrilamida, aun si éste fuera digerido).

4.6. La comparacion de los patrones de restriccién de los productos de amplificacién

Este tipo de analisis se practico para descartar falsos positivos en aquellas muestras
de suero positivas a la sefial de 146pb, pero con resultados negativos o atipicos de
infecciébn por VHB; ademds del interés de conocer el patréon de restriccién de un

fragmento del genoma del VHB (o de los) que circula en el Noreste de México.

55

Figura 18, Patrén de restriccién de los productos de PCR de los dos plismidos utilizades come control
negativo (pEco63) y positivo (p970.1) para la deteccién del virus mutante precore. Gel de poliacrilamida
al 12%. Cada carril representa una quinta parte de una reaccién de PCR digerida con cada una de las 4
enzimas seleccionadas. Para cada enzima se indica el tamaifio de los productos esperados en la parte
inferiot de cada carril. Este patrén comin a ambos plismidos es: Alu I+, Bgl II+, Mnl I+ y Mae I+.
M=pP500hPL4/Mspl.
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Figura 19. Patrén de restriccién de los productos de PCR de pacientes con marcadores atipicos y
negativos para VHB, Gel de poliacrilamida al 12%. Se ejemplifica el patron de restriccién hallado en 2
productos de PCR de 2 muestras de pacientes, uno del grupo Il y otro del grupo IV. Cada carril
corresponde a una reaccién completa de PCR. Para cada enzima se indica el tamafio de los productos
esperados en la parte inferior de cada carril. Tal patron es:: Alu I+, Bgl II-, Mnl I+ y Mae I-.
M=pPsqghPL4/Msp I,

Plasmido
pEcoé3

Paciente
VHB
negativo

146 75 111 128 118
55

Figura 20. Comparacién de los 2 patrones de restriccion de los productos de PCR de plasmidos y de
pacientes sin marcadores para VHB. Ambos patrones aunque diferentes, comparten el patron de corte de
las enzima A/u I (enzima muy recurrente) y Mnl 1. M=pP500hPL4/Msp .



49

Como muestran las figuras 18, 19 y 20; inicamente se encontraron dos patrones
de restriccion. El primero que corresponde al exhibido por los productos de PCR a partir
de los dos plasmidos empleados como controles (figura 18) y el segundo patrén de
restriccion es es que se halld en dos de los productos de PCR correspondientes a muestras
de suero de pacientes de los grupos III y IV (figura 19). Las diferencias entre ambos
patrones de restriccion se contrastan en la figura 20.

Al analizar 4 productos de PCR de muestras de pacientes del grupo I de alta
replicacién, se encontraron los dos patrones de restriccién. En un paciente, el patron
coincidid con el exhibido por los plasmidos y en las restantes tres muestras, el patron fué

idéntico al de los pacientes atipicos.



CAPITULO S

DISCUSION

Con los resultados obtenidos, el primer objetivo: "implementacion de la PCR en el
diagnéstico de infeccién por VHB", se cumplié cabalmente ya que el método se optimizé
por medio de controles con DNA plasmidico y con sueros de un perfil serologico
definido. En cuanto al método utilizado en el tratamiento de las muestras de suero, éste es
sencillo, econdémico (tanto el HCl como ¢l NaOH no son reactivos costosos), eficiente y
reduce al minimo la contaminacion. Lo anterior es debido a que en un solo tubo y al
utilizar una pequefia cantidad de muestra (181l de suero), se realiza la desnaturalizacion de
proteinas por alcali y la neutralizacién con 4cido cuyos costos son minimos considerando
ademas que se emplean en poca cantidad (2 y 20l respectivamente). La incubacion se
puede hacer en un bafio de agua a 37°C y tan s6lo se requiere una hora por lo que este
paso resulta relativamente rapido. La centrifugacion se realiza directamente en la muestra
tratada y posteriormente el sobrenadante se recupera en un tubo nuevo, por lo tanto sélo se
requiere abrir ¢l tubo 3 veces para incluir un reactivo a la vez y s6lo una vez al final se
remueve la muestra que estd lista para la PCR. Estos pasos bajo la campana de flujo
laminar aseguran que el proceso este libre de contaminacién, por lo que resulta mas
conveniente para establecerlo en un diagnéstico de rutina, que aquellos métodos de lisis-
extraccién con proteasas-solventes organicos y precipitacion ulterior con alcohol, en donde
la contaminacion o pérdida del DNA viral puede darse en varios niveles: en la extraccidn,
en la precipitacion y en el secado.

Los resultados de la PCR concordaron perfectamente con los estudios serologicos

en los pacientes del grupo I, donde 20/20 muestras fueron positivas. Esto corrobora que
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en la presencia del Age , efectivamente hay replicacién del VHB atin en coinfecciones con
el VHC.

En contraste con lo anterior, los resultados PCR positivos para el VHB obtenidos
en las muestras de los grupos II, III y IV, son hallazgos que ponen de manifiesto la
necesidad de emplear ésta técnica en el diagnostico de infeccién por VHB. Estos
resultados concuerdan con varios reportes que han demostrado infeccion presente y
replicacién viral en presencia de marcadores atipicos y en ausencia de marcadores
serologicos de replicacion (Age) del VHB detectados con ensayos seroldgicos como el
ELISA que se emplean para el diagnéstico rutinario35,54,57,66,80,90, Se han sugerido
varias explicaciones para estos resultados negativos por el método ELISA, como la
existencia de complejos inmunes, la ausencia de antigenos VHB, 1a baja concentracién de
estos o bien a la débil respuesta inmune a ellos y finalmente la variacién genética misma
del VHB33:44,63

Los porcentajes de los casos PCR-VHB positivos del grupo II (15.3%) son
semejantes a aquellos encontrados en el medio oriente (23%)87 y en el sureste de Europa
(20.8%)%7. Sin embargo, son mayores que aquellos encontrados en algunos paises del
primer mundo, como en el caso del Reino Unido de la Gran Bretafia (4.3%)79, Australia
(4.7%)98 y paises del norte de Europa (5.5%)%7. También son menores a los porcentajes
de este patrén serolégico de los paises donde la hepatitis B es endémica, como es el caso
de Italia (52.9%)%4 y Grecia (50%)56, donde se describié primeramente este patrén
serolégico (ver apéndice A).

Los casos PCR positivos al VHB en el grupo III no han sido raros, pues se cuenta
con varios reportes de infeccion persistente por VHB ain en pacientes con seroconversién
y pérdida de marcadores espontaneamente o inducidos con terapial®37,46:47,57,77, En este
grupo se encontré que un 7.1% fueron positivos al DNA-VHB; porcentaje similar a los
hallados en Austria (8.1%)°2 , Hong Kong (6.8%)34 y Francia (5.3%)%5 y que contrastan

con los de paises como en el Reino Unido de la Gran Bretafia54,70 y Australia%8 donde la
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presencia de marcadores de proteccion, indican efectivamente que ya no existe la infeccion
(DNA-VHB negativo) y con los altos porcentajes de positividad al DNA-VHB de paises
con hepatitis B endémica como China (26%)%7 y Portugal (81.8%)76. (ver apéndice A).

Los 2 casos del grupo IV sin algiin marcador positivo para el VHB que indicara
contacto con el virus y que fueron positivos para 1a PCR (2/41 = 4.8%), son realmente
sorprendentes, pero tienen antecedentes en estudios realizados en pacientes durante la etapa
cronica de la enfermedad y con el DNA-VHB positivo en el suero®1, los hepatocitos? o
en las células sanguineas mononucleares periféricas.’2.92, A diferencia de estos reportes,
en el presente, el DNA se detectdé en suero y no en células mononucleares periféricas;
ademas los pacientes que resultaron positivos, no tenian antecedentes de alcoholismo
como en aquellos reportes. De acuerdo al porcentaje encontrado en esta muestra (4.8%),
éste superd al encontrado en Australia (2.9%)%8, pero quedé por debajo de lo reportado
para China (8 y 5.8%)?%%7 y Francia (8.9%)99.

Se establece por lo tanto que la hepatitis B en México (Noreste), tiene una
prevalencia intermedia entre paises del primer mundo donde es muy baja y los paises del
lejano oriente y del mediterraneo donde es endémica (elevada) (ver apéndice A).

Para los objetivos perseguidos en este trabajo, los inicadores demostraron ser
efectivos en el diagnostico de la infeccion cronica por el VHB y en la produccion de los
fragmentos de la PCR que sirvieron para detectar al VHB mutante precore,
diferenciandolo del VHB tipo silvestre, aunque esto haya sido imicamente en el caso de los
plasmidos pEco63 y p970.1, empleados como controles de amplificacion y no en las
muestras de pacientes VHB positivas.

El hecho de no haber detectado la presencia de este virus mutante en ninguna de las
29 muestras analizadas, puede dar lugar a varias especulaciones; por ejemplo, que esto sea
debido a una prevalencia muy baja o hasta nula de este virus mutante en las hepatopatias
cronicas del Noreste de México, o que otras mutaciones diferentes a ésta provoquen los

mismos resultados (imposibilidad de deteccion por serologia) 21,31,34,35,37,38,40,45-
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48,93,94  Se esperaba que como el virus mutante precore ha sido idéntico,
independientemente del origen étnico del hospedero 37 (ver apéndice B) y a que éste surge
durante la infeccién crénica (hasta ser el virus predominante), pudiera haberse encontrado
en cualquiera de las muestras positivas por la PCR de cualquier grupo, sélo o como una
poblacién heterogeneal6,34,35,38

Esta mutacién buscada resulta en un cambio de un nucleétido de la regién € (la
cudl forma una estructura secundaria en el transcrito pregenémico), que puede debilitar la
estructura helicoidal si se trata del genotipo A del VHB. Por lo tanto surge otra
especulaciéon basada en el hecho anterior, a saber: que el genotipo VHB circulante en
México pudiera ser el genotipo A y por lo tanto dicha mutacién no es favorecida, tal y
como ocurre en Francia?s,

De las muestras estudiadas en el presente trabajo, las de mayor probabilidad de
portar al virus mutante precore fueron las del grupo II (baja replicacion viral), donde 9 de
las 13 muestras ya habian seroconvertido a anti-Age . Con tal patrén serolégico, se ha
encontrado que el DNA-VHB es casi exclusivamente mutante. Las muestras del grupo I,
tenian menor probabilidad de portar al virus mutante, dado que en este tipo de patrdén lo
que se encuentra s una poblacion viral heterogenea con baja proporcion del virus mutante.
En las muestras PCR positivas de los grupos III y [V, la presencia de este mutante s6lo
aclararia la falta del Age, pero no de los demas marcadores serologicos. En estos Gltimos
grupos no se esperaba encontrar tal mutacién.

Cabe tener en cuenta que cada muestra representa a un paciente en una fecha
determinada, por lo que pudiera haberse encontrado al paciente muy al inicio de la hepatitis
B cronica, donde el virus mutante “precore” (o cualquier virus mutante) estuviera
originindose y donde el VHB tipo silvestre es la poblacién predominante. Si esto fuera
cierto, un analisis de este virus mutante en muestras de diferentes fechas (seguimiento) de
algunos pacientes podria revelar su emergencia a partir de una infeccién con un VHB tipo

silvestre, como se ha demostrado en publicaciones de este tipo.
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El analisis de restriccién practicado a 2 reacciones de 1a PCR positivas a la sefial de
146pb de una muestra atipica y otra negativa para el VHB por serologia, ademas de 4
reacciones positivas del grupo I, reveld solo 2 patrones que coinciden con el mapa tedrico
de ésta region del genoma del VHB. Esto da una mayor validez a la presuncién de
infeccién por VHB (PCR positivos) en las muestras de suero positivas de los grupos II,
III y IV. El hecho es que para Alul (una enzima muy recurrente), su patron de restriccién
se conservéd perfectamente en todas las muestras analizadas. En cuanto al patrén de
restriccion de las demds enzimas, se debe tener presente que el cambio en una séla base
(que pudiera originar una mutacion silenciosa en el genoma del VHB) alteraria los sitios
de restriccién de mas de una de ellas, ya que se encuentran muy préximos (figura 13).

La diferencia entre los patrones de digestion hallados entre los productos de la
PCR de 146pb, puede ser sélo el reflejo de la mutacion limitada en esa region del genoma
del VHB que es altamente conservada en los VHBs, por formar la estructura secundaria €
en el pregenoma de RNA que sirve para iniciar la encapsidacion y que ademas participa en
la traduccion de los dos marcos de lectura abiertos del gen C13,

No cabe duda que la determinacion de la secuencia nucleotidica en las muestras
PCR-VHB positivas mencionadas confirmaria de manera categérica la verdadera identidad
de la sefial de 146pb en relacién a la infeccion por VHB. Lo que si se descarta es la
contaminacién con DNA de cualquiera de los plasmidos, pues el patron de restriccién fué
diferente al de los pacientes.

Este trabajo constituye el primer reporte en México acerca del virus mutante
precore del VHB y el segundo en Latinoamérica, después de aquel realizado en

Argentina®,



CAPITULO 6

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se desprenden las siguientes conclusiones:

1. Se optimizé la PCR para el diagndstico de infeccién por VHB en muestras de suero.
2. Se monto6 la técnica de diferenciacién entre VHB tipos silvestre y mutante “precore”.

3.La PCR concordé en el 100% de los casos de infeccién por VHB y replicacién viral alta
detectados por serologia.

4. Se encontraron casos de pacientes con marcadores atipicos (7.1%) y hasta negativos
para VHB por serologia (4.8%), que fueron positivos para el VHB por la PCR.

5. No se detectd la presencia del VHB mutante “precore” en ninguna de las 30 muestras
positivas en la PCR.
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APENDICE A

PREVALENCIA DEL DNA-VHB EN SUERO EN HEPATOPATIAS

CRONICAS
Autores Ags Ags M¢étodo[ Pais
positivo negativo
Age + Sist. e -/- | Anti-Age +
Bonino 8164 12/12 (100) 01 [9T7(52.9) Spot blot| Italia
Weller 8270 | 36/36(100) | 1/1(100) | 1/23(4.3) 0/4 Spotblot] UK
Licberman | 28/28 (100) | 171(100) | 16/32(50) 0723 Dotblot | Grecia
8366
Scotto 8365 | 72/80(90) | 9/19(47.3| 7/13(53.9) | @112(5.3)& | Spot blot| Francia
Karayiannis | 109/120 | 4/19(21) | 26/121(21.4)| 1/151(0.6) [Spotblot| Varios
8567 (90.8) SEup(20.8)
MOte(23)
NEup(5.5)
Africa(133 | _
Nalpas 8569 | 3/3(100) 9/101(8.9)* [ Dot blot | Francia
~ ) ) _|sma2.n | §
Diegutis | 101/133(76)| O/28 | 7/148(4.7) | 3/101(2.9)* ] Dot blot | Australia
3668 0/136
Tanaka 9063 1/16(6.2) |Southern| Japén | |
blot
Paterlini Fran3/10(30)| PCR | Vanos
9027 Africa6/8(75] q
ap1/1(100)
1tal5/9(55.5)
Wang 9190 2/34(5.8) PCR | Chinaf
71172(4)
Mojardino | 14/16(87.5) 27/33(31.8) | PCR-SB | Portugal
9176
Lo 9354 Tal27T8(IT.1 | PCR- | Varios{ |
HngK2/29 Nested
(6.8)
__ UKO0/70 .
Baischer 3/37(8.1) | PCR | Austria
9592 §¥
" Zhang Y-Y | 91/91(100) | 65/102 | 49/85(58) | 1/13(8)% |PCR-DB| China
9397 (64) 34/132(26)
[ Déctor 20/20(100) 077 2/9(22.2) | Z41(4.8)A | PCR | México
2/25(8)

Los valores en cada renglén estin dados en relaci6n al nimero de pacientes positivos por
cada perfil serol6gico y los porcentajes estin entre paréntesis. & 1/6 sin marcadores, £
donadores, ¥ en células mononucleares de sangre, * sin marcadores, § Alcoholicos, {
biopsias hepéticas.

Abreviaturas: SB= Southern blot, DB= Dot blot, Ital=Italia, UK= Reino Unido de la
Gran Bretafia, HngK=HongKong, SEup=sur de Europa, NEup=norte de Europa,
MOte=medio onente, Ja=Jap6n, Fran=Francia.
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APENDICE B
PREVALENCIA DEL MUTANTE PRECORE EN HEPATOPATIAS
CRONICAS
Autores Ags Ags |Mctodo| Pais
~ positivo negativo
| Age + Sist. ¢ -/- | Anti-Age +
Sanantonio9 36742 PCR- [ Sur ltalia)
140 31/36mut Sec
(86.1)
2/36mez(5.5)
3/360trasmu
Brunetto 22/145 PCR Italia
9116 Tol3/11mz(27.2)
Elim3/5mut(60
Lat1/6mz(16.6 —
i 93 0/4 3/5mut(60) PCR UK
Acknll 92 2USmezcla(40) e
48 26/40mut(65) PCR | Alemania
Gerkend 7/400trasmut el i
TurKaspa92 0/4 12/12(100) PCR | Israel
39 mut B
Laskus 9394 0/16 012 21 1mut(18) PCR | puAR
; 831 1/18mut(5.5) 12/18mut(66.6) PCR- Italia
Manzin 93%1 - g/t smez(s0) 1/18mz(55.5) Sec
Clementi | 10/17mCys PCR | ltalia
0349 4 mut (23.5)
Ehata 9398 | 0/21, 0/1 3/3%t 9/9(100) PCR | China
Feray 9346 0/2 071 177(14.2)% PCR | Francjalt
Uchida 9349 2/7(28.51 PCR J apén
5/20(25)
Hamasaki | 872/mut(29.6) 14/18mut PCR- Japén
9438 (71.7) RFLPs
Lok 9551 587201 PCR | China
43otrasmut(21)
20mut(10)
13mez(6.4) -
[ Baumert 36/37(97.2 PCR | JapénXt
9647 ¥
[ Déctor 97 0724 02 0/4 | PCR- | México
RFLPs

Los valores en cada renglén estan dados en relaci6n al namero de pacientes positivos al
mutante precore (a menos que se indique lo contrario) por cada paciente VHB-DNA
positivo del perfil serolégico dado y los porcentajes estin entre paréntesis.8 3 Marmmuecos,
3 Irén, 2 EsteEuropa, 1Etiopfa, 1 Turqufa, 1 Israel, 1 Libia. X hepatitis fulminante, § en
higado, ¥ deducida.
Abreviaturas: mut = mutante precore, mez 6 mz = mezcla de mutante con silvestre,
mCys = mutante de cisteina en posicién 15 de la region precore, Sec = secuenciacion de
cidos nucleicos, Tol = fase de tolerancia, Elim= fase de eliminacién, Lat= fase de

latencia.
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TABLA 1
GRUPO DE PACIENTES CON REPLICACION ALTA DEL VHB

Antif Anti | Antif VHC
n Diagnéstico Ags]core] AgsjAge] Age VHD
ota

[-----—-

[ oviooCancer [ + N+ 1 (+ 0 ¥ -~
_-\ .
A 8T Cimoss ¥ + L+ T L+ - 1 7
5| 15-XL88| Hepatopatiacromea |+ L+ L+ 1 - | 7
[ 12 V02| Heparopatfacronica J + | + 1 T+ 1 - I 7/
---T ST
------

.. L+ -]
N L+ -+ T+ -]
I — T . -l

* Pacientes l[lCll.lldOS adicionalmente en los ensayos de PCR y en [a bisqueda del VHB

mutante "'precore”
Tales pacigntes no fueron incluidos en la presente tesis.
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TABLA 2
PACIENTES CON REPLICACION BAJA DEL VHB

Antif Antil Antij VH
Fecha Diagnéstico Agsjcoref Ags Age Age
tota

[------..
_---—-
15-VIII-88 ---—-_

il .
epigastrica

‘- 25-X-88] Portador VHB - L -+ 7]

.m’T KN N BN
f---——
[8_J__18-VIoL |---’—-
N TS ) ) S I N N R
m_-m---—--

[ ovoT
271V- 9

12 ]
N

[Hepatocarcinoma L+ L+ L L L * L 7|
---’---
[Hepatocarcinoma___ || + § + [ | - 1 - [ -]
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TABLA 3
PACIENTES CON MARCADORES SEROLOGICOS ATIPICOS Y DE PROTECCION

CONTRA EL VHB.
ntif Anti Anti] VAC
n Fecha Diagnéstico Ags cotr | AgsjAge] Age] VHD
tota
18-111-92

_---__
-, 29-VI-02] Hepatopatiacromica J_- J + 1 - 1 M - | -

PontadorVHB --———

1 T — R I I N
N 2 K3 N KN
[ 104 Hepatopata DOAD_J_— | + |+ | - |+ J——
IIJT-*——L—
8 | Sindrome nefrético T- \|ﬁ-_
Eli CllTOS alcoholismo -ﬁ%_j_+-_‘
10 5] Cirrosis hepatica - L~ L * 1L - 1 - |- L |
11 EEN N B e AN
- HEHE
Alcoh
I 3 EEH I N B
— N N le—:-
Cirvosishepaiea 1+ — 1 — | — ] —1
BN KN I I N
—*WL—J— |
I N
Jr-l;-FlT-|- o

---—T-_

—-L-;--—
95| Hepatopatiacronica J_- [ + [ +§ 1 | |
—-I—-t-—
{—----—
--T-L-T-i-—
-II[_--|---_

* Positivos a la PCR




TABLA 4
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GRUPO DE PACIENTES CON MARCADORES SEROLOGICOS NEGATIVOS ALA

INFECCION CON EL VHB.

4§ | Anti [ A ntif Anti [VHC
Fecha J| Diagnéstico Ags] core]AgsjAge] Age] VHD
| | tota P ' +

| T Tn| Mepaopataemes | -] | — 1 7
7 {7503 Hepaopatacionica |~ |~ | |

——

i

activa _
T I A
- - - - - ]
(6] Cirosishepatica |- 1 - [ - [ - ¥ - T -/

N S I S I

viral 7 _

T X0 Hepstopattacronea_ L ||

S| T2 V1103 Hepatopatiacromea_JL~ 4 - - - | - 7

10 [ 16-VII-93] Hepatopatiacrénica § - N - ¥ - | __ W ___J -~ |
[ 9.X1-92] Alcoholismo || - I - |

PO —p O (=]

ﬁi
NN VY

|
[

[l
~JJ| ON\g L

BN A1
130 || 21-VIL9
31 T 4VIDoS[NL |

-vm-95

it

.

l

»




- r -1 1 1 7|
BN BN N S
- -t T 7
: -f -1 T b 0 ]
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