“0¥ 3
ey iy 710
Y| el
FES
ZARAGOZA
e———

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

Obtencién del genoma completo del VHB a partir de individuos
reactivos a Anti-HBc y HBsAg no detectado.

Tesis profesional que para obtener el titulo de:
Bidlogo.

Area biologia molecular.
Presenta

Barcenas Villalobos Roberto Eduardo
Numero de cuenta 306057867

Asesor externo: D C. Sosa Jurado Francisca.

Asesor interno: D C. Mendoza Rincén Jorge Flavio.

CENTRO DE INVESTIGACION BIOMEDICA DE ORIENTE DEL IMSS

Tesis experimental.

México, D, F, 2015



Tesis
Texto escrito a máquina
México, D, F,    2015

Tesis
Texto escrito a máquina


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Obtencion del genoma completo del VHB a partir de individuos reactivos a Anti HBc Y
HBsAg no detectado.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES

“ZARAGOZA”

VAIVERATAD NACIGNAL DIRECCION
AvFRMaA TE
Mezicg

JEFE DE LA UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR
PRESENTE.

Comunico a usted que el alumno BARCENAS VILLALOBOS ROBERTO
EDUARDO, con numero de cuenta 306057867, de la carrera de Biologia, se le
ha fijado el dia 24 de noviembre de 2015 a las 17:00 hrs., para presentar
examen profesional, el cual tendra lugar en esta Facultad con el siguiente
jurado:

PRESIDENTE M. en C. CARLOS BAUTISTA REYES

VOCAL D. C. FRANCISCA SOSA JURADO*
SECRETARIO Dr. JORGE FLAVIO MENDOZA RINCON — S
SUPLENTE  Dra. LUCILA ALVAREZ BARRERA luaz e lof,

e .
A

SUPLENTE M. en C. JOSE MISAEL VICENTE HERNANDEZ -
VAZQUEZ

El titulo de la tesis que presenta es: Obtencion del genoma completo del
VHB a partir de individuos reactivos a Anti-HBc y HBsAg no detectado.

Opcion de titulacion: Tesis

Agradeceré por anticipado su aceptacién y hago propia la ocasién para

saludarle.
DENTAMENTE
“POR MI A
RECIBI
OFICINA DE EXAMENES M. en C. ARMANDO CERVANTES SANDOVAL
PROFESIONALES Y DE GRADO JEFE DE CARRERA

BARCENAS VILLALOBOS ROBERTO EDUARDO/CIBIOR-FES ZARAGOZA, UNAM 2



Obtencion del genoma completo del VHB a partir de individuos reactivos a Anti HBc Y
HBsAg no detectado.

Agradecimientos.

Estoy agradecido con mi casa de estudios la Universidad Nacional Auténoma de
México en especial la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza en donde he pasado

parte de mi vida, he tenido mi formacién académica y he crecido como persona.

Agradezco al Centro de Investigaciones Biomédicas de Oriente (CIBIOR) por

permitirme realizar mi tesis en sus instalaciones.

A mi directora de tesis la D.C. Francisca Sosa Jurado por aceptarme como su
alumno, por guiarme en esta parte de mi carrera, por su paciencia, por brindarme de su

conocimiento y experiencia, por la confianza y por la oportunidad.

A quien fue mi asesor interno el Dr. Jorge Flavio Mendoza Rincén por su apoyo y
SuUs consejos.

A la Dra. Lucila Alvarez Barrera, al M. en C. José Misael Vicente Hernandez
Vazquez y al M. en C. Carlos Bautista Reyes; por su ayuda, consejos y su pronta

respuesta.

Al Dr. Gerardo Santos Lopez quien siempre brindo su confianza y apoyo en

laboratorio cuando se le necesitaba.

A la Dra. Nora Hilda Rosas Murrieta por su paciencia, su ayuda, su disponibilidad a

ayudar y por sus buenas asesorias.

L ____________________________________________________________________________________________|
BARCENAS VILLALOBOS ROBERTO EDUARDO/CIBIOR-FES ZARAGOZA, UNAM 3



Obtencion del genoma completo del VHB a partir de individuos reactivos a Anti HBc Y
HBsAg no detectado.

Dedicatorias.

Para los que ahora ya no estan conmigo pero que sus ensefianzas me
acompafiaran por siempre y que siempre recordare con gran carifio en especial a mi

padre Alfredo Barcenas Centeno quien me enseio que lo mas importante es la familia.

A mi mama Alma Leticia Villalobos Lopez quien cubre en excelencia el titulo de
MADRE, por ser incondicional, por ser compresiva, por ser quien nos une como familia,

por todo lo que me ha ensefiado y por todo lo que me ha dado.

A mis hermanos Daniel, Gaby y Dulce, con quienes rei, jugué, aprendi, creci y
VIVI, porque sé que siempre podré contar con ellos.

“Los hermanos y hermanas son tan cercanos como manos y pies”. -Proverbio.

A mis primos William y Alberto con quienes he vivido y compartido muchos

momentos, por esas charlas.

A mi familia que es grande e igual de grande fue siempre su apoyo.

A los buenos amigos que se cuentan con los dedos de una mano, por los buenos

momentos compartidos.

L ____________________________________________________________________________________________|
BARCENAS VILLALOBOS ROBERTO EDUARDO/CIBIOR-FES ZARAGOZA, UNAM 4



Obtencion del genoma completo del VHB a partir de individuos reactivos a Anti HBc Y
HBsAg no detectado.

iNDICE
1. ANTECEDENTES 10
1.1. Clasificacion 10
1.2.  Estructura 10
1.3. Ciclo de replicacién 11
1.4. Genomadel VHB 13
1.5. Epidemiologia 14
1.6. Genotipos y distribucion 15
1.7. Historia natural 17
1.7.1. Fases de la Hepatitis b cronica 18
1.7.2. Hepatocarcinoma 20
1.7.3. Cirrosis 20
1.8. Diagnéstico 21
1.9. Infeccidn oculta de Virus de la Hepatitis b (OBI) 22
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 24
3. Justificacion 25
4. Hipotesis 26
5. Objetivos 27
5.1. Objetivos generales 27
5.2.  Objetivos particulares 27
6. Material y método 28
6.1. Deteccion de donador de sangre con infeccién oculta al VHB 28
6.2. Determinacion de las 4 regiones del genoma del virus de la hepatitis B 29
6.2.1. Disefio de iniciadores para detectar las 4 regiones del VHB 29
6.2.2. Concentracion de particulas virales 30
6.2.3. Extraccién del ADN VHB 30
6.2.4. Deteccion del ADN VHB por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) 32
6.2.4.1. La mezcla de reaccién para la PCR punto final 32

6.2.4.2. Condiciones del termociclador en gradientes para determinar temperatura de
alineamiento Optima para cada par de iniciadores 32

L ____________________________________________________________________________________________|
BARCENAS VILLALOBOS ROBERTO EDUARDO/CIBIOR-FES ZARAGOZA, UNAM 5



Obtencion del genoma completo del VHB a partir de individuos reactivos a Anti HBc Y
HBsAg no detectado.

6.2.4.3. Mezcla de reaccién para PCR punto final a una sola temperatura de hibridacién 33
6.2.4.4. Condiciones del termociclador para la amplificacidon por PCR de cada fragmento a una sola
temperatura de hibridacién 33
6.2.4.5. Obtencidn y visualizacién de los productos de PCR 33
6.2.4.6. Purificacion de productos de PCR 34
6.2.4.7. Cuantificacién de ADN viral 36
6.3. Clonacion de productos de PCR de las 4 regiones del VHB 37
6.3.1. Ligacién 37
6.3.2. Células competentes CaCl, 38
6.3.3. Trasformacion 39
6.3.4. Extraccién de plasmido por STET 40
6.3.5. Deteccion del producto de PCR insertado en el pldasmido 41
6.3.5.1.  Por PCR punto final 41
6.3.5.2.  Por enzimas de restriccién 41
6.4. Secuenciacion de plasmidos 43
7. Resultados 44
7.1. Pares de iniciadores de las diferentes regiones VHB obtenidos por diseiio 44
7.2. Determinacion de las temperaturas hibridacion 45
7.2.1. Fragmento SP 45
7.2.2. Fragmento P 45
7.2.3. Fragmento PX 46
7.2.4. Fragmento PC/C 46
7.2.5. Fragmento PS 47

7.3. Determinacidn de las temperaturas hibridacion ideales para cada par de iniciadores en

donador reactivo a anti-HBc y HBsAg no detectado 47
7.3.1. Fragmento SP 47
7.3.2. Fragmento SP. al 48
7.3.3. Fragmento SP. a2 48
7.3.4. Fragmento P 49
7.3.5. Fragmento SPfinal 49
7.3.6. Fragmento PX 50
7.3.7. Fragmento PC/C 50
7.3.8. Fragmento PS 51

7.4. Productos de PCR obtenidos del donador reactivo a anti HBc y HBsAg no detectado

clonados en el Vector de clonaciéon Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning 51
7.4.1. Fragmento SPal 51
7.4.2. Fragmento SPa2 52
7.4.3. SPtinal 52
7.4.4. P 53
7.4.5. X: Xa 53
7.4.6. PC/C 54

L ____________________________________________________________________________________________|
BARCENAS VILLALOBOS ROBERTO EDUARDO/CIBIOR-FES ZARAGOZA, UNAM 6



Obtencion del genoma completo del VHB a partir de individuos reactivos a Anti HBc Y
HBsAg no detectado.

7.5. Secuencia nucleotidica de ADN VHB obtenida de un donador de sangre con OBI 55
7.6. Alineamiento y comparacion de secuencia de nucleétidos 56
7.7. Comparacion de secuencias de aminoacidos 58
7.7.1. Comparacién de secuencias de aminodcidos de proteina Small HBsAg 58
7.7.2. Comparacién de secuencias de aminodcidos de proteina Middle protein pre-S2/S 59
7.7.3. Comparacién de secuencias de aminodcidos de la proteina antigeno core (HBcAg) 59
7.7.4. Comparacién de secuencias de aminodcidos de la proteina X 60
7.7.5. Comparacién de secuencias de aminodcidos de proteina polimerasa2 60

8. Discusion 61
9. Referencias. 64

BARCENAS VILLALOBOS ROBERTO EDUARDO/CIBIOR-FES ZARAGOZA, UNAM 7



Obtencion del genoma completo del VHB a partir de individuos reactivos a Anti HBc Y
HBsAg no detectado.

RESUMEN

El virus de Hepatitis B (VHB) es un miembro de la familia hepadnavirus, en la
actualidad se calcula que en el mundo hay unos 2000 millones de personas infectadas por
el VHB y se estima que existen alrededor de 400 millones de individuos que presentan
una hepatitis crénica por este agente, que conduce a cirrosis y hepatocarcinoma.
Alineaciones de genomas completos han demostrado que hay 8 genotipos (se sugieren
dos mas recientemente) estos varian entre si en un 8 % aproximadamente, siguen un
patron de distribucion conocido, asi como diferencias de prevalencia de infeccion por este
virus alrededor del mundo. La evidencia serologica de la hepatitis B aguda o crénica es
comunmente generada por la deteccidn de la proteina que se presenta como un antigeno
de superficie (HBsAg), sin embargo, la infeccion por este agente sigue ocurriendo. La
infeccién oculta del VHB (OBI) se caracteriza por la presencia de ADN del VHB en sangre
o tejido hepatico con HBsAg no detectable, y con o sin anticuerpos que reconozcan a
proteinas antigeno de la capside del virus de la hepatitis B (anti HBc) o anticuerpos contra
HBsAg (anti HBs). En este trabajo se plantea que “el genoma del VHB proveniente de un
donador de sangre con infeccion oculta (reactivo a anti-HBc y HBsAg no detectable)
muestra mutaciones ya conocidas en el “determinante a” que generan una mutacién de
escape”. Para probar ésto se requirid hacer la secuenciacion del genoma de un donador
de sangre que cumpliera las caracteristicas de una OBI. Se realiz6 el disefio de diferentes
iniciadores para la amplificacion por Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) y su
posterior insercion en un vector de clonacion, amplificacion en bacterias E. coli TOP 10,
purificacién y secuenciaciéon. Por ultimo, se realiz6 la comparacién de la secuencia

obtenida del donador con OBI con una secuencia genotipo H, siendo éste el mas comun

L ____________________________________________________________________________________________|
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en México. Se edité y ensamblo el genoma y se obtuvieron 2,474 nucleétidos (77.3%) de
los 3,215 (100%) que tiene el genoma de VHB. Por lo tanto, aproximadamente se obtuvo
el 80% del gen S, 75% del gen P, 100% del gen PC/C y 100% del gen X. La secuencia de
nucledtidos del “determinante a” abarca del nucleétido 520 al 640 y en la Small HBsAg
entre los aminoacidos 121 al 149. En las secuencias de aminoacidos no fueron
detectadas ninguna de las tres mutaciones M1031, K122R y G145A asociadas a una falla
en la deteccién del HBsAg en pruebas diagnésticas. Las diferencias encontradas entre las

dos fueron W36C, T63l, D164E y M195I ninguna de ellas reportada previamente.

L ____________________________________________________________________________________________|
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1. ANTECEDENTES

1.1. Clasificacion

El Grupo de Estudio ICTV (Comité Internacional de Taxonomia de Virus) acumula
suficientes datos en la nomenclatura de los virus de la hepatitis para reconocer al virus de
la hepatitis B (VHB) humana como un miembro de un grupo unico de virus y clasificarlo,
junto con un numero de virus animales relacionados, en una nueva familia llamada el
Hepadnaviridae [1, 2, 3]. Hepadnavirus se pueden encontrar tanto en mamiferos
(orthohepadnaviruses) y aves (avihepadnaviruses). La variabilidad genética del VHB es
muy alta. Hay ocho genotipos del VHB (se sugieren dos mas recientemente) y tres cepas
del VHB de los monos (chimpancé, mono lanudo y gorila) que parecen ser los genotipos

adicionales del VHB [3].

1.2. Estructura

Estructuralmente el virion esta formado por una particula esférica de 42 nm de
diametro (particula de Dane), rodeada de una envoltura lipoproteica de unos 7 nm de
espesor, la que contiene las proteinas virales de superficie (HBsAg). En el interior del
viribn se encuentra la nucleocapside icosaédrica, compuesta por el antigeno core
(HBCcAQ), el cual rodea al ADN gendémico que en el extremo 5 de la hebra negativa lleva
unida covalentemente a la polimerasa viral (P) (figura 1). Ademas del virus completo, las
células infectadas secretan grandes cantidades de particulas lipoproteicas subvirales de
20 nm (esferas) y de hasta 200 nm (filamentos) formadas soélo por el HBsAg y lipidos
derivados del huésped, las cuales estan implicadas en la evasion de la respuesta inmune

[2,4].

L ____________________________________________________________________________________________|
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Figura 1. El virus completo (particula
de Dane) consiste de una envoltura
lipidica que contiene al HBsAg en
sus tres formas: proteinas S (small),
M (middle) y L (large). En el interior
se encuentra la nucleocapside
formada por el HBcAg, el ADN vy la
polimerasa viral [2,4].

1.3. Ciclo de replicacion

El VHB ha evolucionado en un ciclo de vida unico que resulta en la produccion de
enormes cargas virales durante la replicacion activa sin llegar a matar a la célula infectada
directamente [5]. Puesto que la enzima transcriptasa inversa carece de actividad de
correccion de pruebas, la tasa de sustitucion de nucledtidos para el VHB es mas alta que
la de otros virus de ADN y genomas virales mutados surgen con frecuencia. [5,6] Esta
diversidad gendmica extraordinaria, junto con una alta capacidad de replicacién, permite

al VHB adaptarse a diferentes hospedadores [7].

La replicacion del genoma del VHB puede ser dividida a grandes rasgos en tres

fases (figura 2):

1. Viriones infecciosos que contienen en su nucleo interior icosaédrico el genoma
como una doble cadena circular de ADN, pero no cerrado covalentemente de

aproximadamente de 3.2 Kb de longitud (circular relajado, o CR-ADN);

L ____________________________________________________________________________________________|
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2. Después de la infeccién, el CR-ADN se convierte, en el interior del nucleo de la

célula huésped, en un plasmido de tipo ADN circular cerrado covalentemente (cccADN),

3. El cccADN, gendmico y varios ARN subgendmicos se transcriben por la ARN
polimerasa celular, de los cuales el ARN pregenémico (pgARN) es selectivamente
empaquetado en la capside de la progenie de los viriones y se transcribe de forma
inversa con los coenvasados de proteina P en los nuevos genomas de CR-ADN.
Madurado el CR-ADN los ARN que contienen las nucleocapcides que aun son
inmaduros y se puede utilizar para la amplificacion intracelular de cccADN, o ser

envuelto y liberado de la célula como progenie de viriones [8,9].

b cocDMNA s
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: -~ __ _—= (2Z)RNApol I
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- o

i R PORNA
(3) Reverss (= R W W W Wl o7
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|
S, =2 i p
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Figura 2. Ciclo de replicacion del genoma hepadnaviral. Viriones envueltos antes de infectar la
célula, liberando RC-ADN que contienen nucleocapsidas en el citoplasma. RC-ADN se transporta al
nucleo, y es reparado para formarse en cccADN (1). La transcripcion de cccADN por la ARN
polimerasa (2) produce pgARN. El pgARN es encapsulado, junto con la proteina P, y revierten
transcritos en el interior de la nucleocapside (3). (+)-Sintesis de ADN a partir de la (-)-ADN plantilla
genera nuevo RC-ADN. Nuevos ciclos se llevan de forma intracelular con la amplificacidon de
cccADN, como alternativa, las nucleocdpsides RC-ADN que contienen estan envueltos y son
lanzados como viriones. MP, membrana plasmatica [8].
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1.4. Genoma del VHB

El genoma viral es un ADN circular, parcialmente de doble hebra, y de una longitud
aproximada de 3200 pares de bases (pb) nuclectidicas (figura 3) [1, 6,10].
Funcionalmente presenta cinco promotores transcripcionales, dos regiones potenciadoras
(enhancers), y cuatro marcos de lectura abiertos, designados S, C, P, y X, los que se

encuentran parcialmente sobrepuesto [2, 3, 6].

El marco de lectura S codifica las 3 proteinas virales de superficie, HBsAg: L
(large, LHBsAg), M (middle, MHBsAg), y S (small, SHBsAg). El gen C (Core) incluye las

regiones precore y core [2, 10].

El marco de lectura C codifica para la proteina core o HBcAg, unidad estructural de
la capside, y también para el antigeno "e" del virus B HBeAg, dependiendo de la region en

donde se inicie la traduccién [2,11, 12].

La polimerasa viral es un proteina codificada por el marco de lectura P, y esta
funcionalmente dividida en 3 regiones: en el extremo aminoterminal se encuentra el
dominio denominado proteina terminal (PT), el cual esta involucrado en la formacién de la
capside e iniciacion de la sintesis de la cadena negativa de ADN; en medio de la proteina,
el dominio transcriptasa reversa (TR), el que cataliza la sintesis del genoma viral; y en el
extremo carboxilo terminal, el dominio ARNasa H que degrada el ARN pregendémico en el

intermediario hibrido ARN/ADN vy facilita la replicacion del genoma viral [2, 11,12].

El marco de lectura X codifica una pequena proteina viral de aproximadamente
16.5 kDa (proteina X o HBx) que posee multiples funciones, incluyendo transduccion
intracelular de sefiales, activacion transcripcional, reparacion del ADN e inhibicién de la

degradacioén proteica. Los mecanismos moleculares detallados de estas actividades, y la
]
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funcién bioldgica de la proteina HBx durante el ciclo viral son desconocidos. Sin embargo,
se ha establecido que esta proteina es necesaria para una infeccion productiva por el

VHB in vivo y que puede contribuir al potencial oncogénico del VHB [2, 11].

Figura 3. Organizacion del Genoma del VHB. La
cadena parcialmente doble, RC-ADN circular se
indica por las lineas negras gruesas, con P
unido covalentemente al extremo 5 'final de la
(-)-ADN, vy el cebador de ARN (linea en zigzag)
en el extremo 5 'de (+)-ADN. La parte
discontinua simboliza las longitudes de los (+)-
hilos heterogéneos. DR1 y DR2 son las
repeticiones directas. El circulo exterior
simboliza el pgARN terminalmente redundante
con € cerca del extremo 5 ', y la cola poli-A en
el extremo 3'. El ARNm precore es casi
idéntico, excepto que se inicia ligeramente
arriba. Las posiciones relativas de los marcos
de lectura abierta para el nucleo (C), P, preS /
S, y X se muestran en el interior. TP, dominio
Terminal de la proteina P [8].

1.5. Epidemiologia

La infeccion por el VHB representa un importante problema de salud publica, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que al menos dos mil millones de
personas (un cuarto a un tercio de la poblacién mundial) ha sido infectado con el virus;
400 millones personas estan infectadas cronicamente [2, 6,14]. Hay una estimado 600
000 muertes al afio por complicaciones de enfermedad hepatica relacionada con el VHB

[10,14].
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El VHB es considerado como el segundo agente carcinogénico en humanos
conocido después del tabaco, siendo la causa de aproximadamente el 80% de los casos

con carcinoma hepatocelular primario [15].

La prevalencia e incidencia epidemioldgica de la infeccién, asi como sus secuelas,
no siguen un perfil uniforme de endemicidad. Entre los paises del continente asiatico
existe una alta endemicidad (>8%), que también se presenta entre las poblaciones
indigenas del Amazonas en Sudamérica y Alaska en Norteamérica. En contraste, existen
zonas de endemicidad intermedia (>2-7.9%) en Europa y baja (<2%) en paises como
Estados Unidos y Canada. México se ha considerado como una zona de baja endemia;
no obstante, recientemente se ha demostrado que en el pais existen zonas de alta
endemia, principalmente en poblaciones indigenas, al igual que en Centro y Sudamérica

[13 ,16].

Aproximadamente el 45% de la poblacién del mundo, incluidos los que viven en
muchos paises de Africa y los paises de Asia, la cuenca del Amazonas y partes del medio
Oriente, se considera que viven en zonas de alta endemicidad con un riesgo de por vida a
la infeccion de mas de 60%. Sélo alrededor del 12% de la poblacion mundial vive en
zonas de baja endemicidad, como Estados Unidos, Europa Occidental y Australia, donde

la prevalencia de HBsAg es <1%, y el riesgo de por vida a la infeccion es <20% [17].

1.6. Genotipos y distribucion

Los Genotipos del VHB difieren en mas de 8%. Analisis filogenéticos en las que
se han utilizado alineaciones de genomas completos han demostrado que hay 8
genotipos, llamados A, B, C, D, E, F, Gy H, del VHB [2, 3, 18, 19]. Recientemente, se han

propuesto dos genotipos polémicos (I y J) en el sur de Asia [10].

L ____________________________________________________________________________________________|
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Un prototipo del genoma del VHB puede tener una longitud de 3215 pb, tal como
se encuentra en los genotipos del B, C, F y H. Debido a delecciones e inserciones, los
otros genotipos de VHB difieren ligeramente en longitud de genoma. Asi el genotipo G

con 3248 pb es mas largo por 66 pb que el genotipo D con 3182 pb [2, 3, 6].

Amplios analisis filogenéticos han demostrado que los genotipos del VHB se
pueden subdividir en subgenotipos [7, 20]. Los subgenotipos de VHB difieren en al
menos 4%. En los genotipos A, B y C, los datos epidemiolégicos muestran que los
respectivos pares subgenotipos A1/A2, B1/B2 y C1/C2 difieren mucho virolégicamente y
probablemente en algunos parametros clinicos. Los subgenotipos también muestran
una distribucion geografica precisa (figura 4). Sin embargo, esto no es cierto para el
genotipo D con subgenotipos D1, D2 y D3 ya que se describe como muy extendida en el
mundo, por ejemplo, D3 se encuentran en Asia (India Oriental), Sudafrica y Europa

(Serbia) [7 ,21].

Excepto para el genotipo E y G, todos los genotipos del VHB se puede dividir en
subgenotipos. Por ausencia de subgenotipos en el genotipo E se ha supuesto que es la
consecuencia de un génesis reciente para este genotipo. Por otra parte, el genotipo E no
esta presente en los americanos de Origen africano de Venezuela y Brasil. El caso para
el genotipo G parece ser menos claro. El Genotipo G fue encontrado originalmente en
los Estados Unidos de Norteamérica, Francia y Alemania. Mas tarde, la secuenciacion
parcial de genes del VHB sefalé una alta prevalencia de genotipo G en México. Sin

embargo, el origen geografico del genotipo G sigue siendo desconocido [6, 7].
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Figura 4. Mapa de distribucion de subgenotipos del VHBjError! No se encuentra el origen de la referencia. [7].

1.7. Historia natural

El VHB se transmite principalmente por tres vias: parenteral, sexual y vertical,

siendo las dos ultimas, las de mayor relevancia en la actualidad [22].

La prevalencia del VHB y la principal via de transmision del VHB varian
geograficamente. En las regiones en desarrollo con alta prevalencia de HBsAg como el
sur de Asia Oriental, China, Africa Subsahariana y la cuenca del Amazonas es mas
comunmente adquirida la infeccion en la infancia. En parte de Europa oriental y
meridional, Oriente Medio, Japon y parte de América del Sur, la prevalencia de la
infecciéon por VHB es intermedia y la infeccion se adquiere en los bebés o la infancia. En
los paises desarrollados, como América del Norte, Europa Occidental y Australia, la
prevalencia del VHB es baja y la mayoria infeccion se adquiere en la edad adulta a través

del contacto sexual o uso de drogas inyectables [23].

El VHB puede causar hepatitis aguda y fulminante o crénica, cirrosis hepatica y

carcinoma hepatocelular (HCC) [24].
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La infeccidon por el VHB perinatal o adquirida en la nifiez, causa generalmente
hepatitis aguda y se asocia con un alto riesgo de cronicidad (30 a 90% de los casos). En
adultos, entre el 90 y el 95% de los casos ocurre una hepatitis aguda, solamente entre el
5 y el 10% de los adultos inmunocompetentes que tiene una infeccion aguda por el VHB
evolucionara a hepatitis cronica, hepatitis crénica activa, cirrosis y el desarrollo de
carcinoma hepatocelular. El fallo hepatico fulminante es inusual (0,1 a 0,5% de pacientes),
pero una coinfeccién aguda con otros virus de hepatitis aumenta el riesgo de hepatitis

fulminante [7, 24,25, 26].

El dafio hepético en la hepatitis B crénica se debe principalmente a la interaccién
directa entre el sistema inmune del huésped y los hepatocitos infectados por el VHB. Las
citocinas antivirales, tales como el interferén alfa, beta, y gamma (IFN-a, IFN-b, IFN-g), asi
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), se han implicado como el principal
contribuyente a la eliminacién del virus, mientras que la destruccién de hepatocitos
infectados por los linfocitos T citotdxicos contribuye para tanto el aclaramiento viral y el
desarrollo de la enfermedad de higado [5]. Los pacientes créonicamente infectados con
VHB tienen una probabilidad mayor que 100 veces de desarrollar HCC en comparacion

con personas no infectadas [6, 27].

1.7.1. Fases de la Hepatitis b crénica

La deteccion de HBsAg en el suero en dos ocasiones con 6 meses de diferencia

es diagnostico de Hepatitis B cronica (CHB) [20, 28].

Fase inmunotolerante: se caracteriza por ausencia de actividad bioquimica
(aminotransferasas normales) en presencia de replicacion activa y con antigeno "e" del
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virus B (HBeAg) presente y ADN del virus (VHB ADN) detectado en el suero. La biopsia
hepatica en esta fase es normal y no muestra actividad inflamatoria. Se presenta
después de la transmision vertical del virus, y se observa en las primeras dos décadas
de la vida. Generalmente no se observa cuando la infeccion se adquiere mas tarde. En la

fase inmunotolerante no hay depuracion espontanea del virus [28, 29].

Fase inmunorreactiva: se caracteriza por exacerbacion clinica y bioquimica de la
hepatitis cronica, con elevacion de aminotransferasas, pero aun niveles elevados del
ADN de VHB. La biopsia hepatica se presenta con actividad necroinflamatoria indicando
destruccién mediada inmunolégicamente de los hepatocitos infectados. Hay presencia
de HBeAg por la persistencia de replicaciéon viral y se denomina hepatitis B HBeAg
positivo, y con el tiempo puede haber seroconversion con desaparicion de este antigeno
y aparicién de su anticuerpo (Anti HBe) mostrando el paso a un estado no replicativo [20,

27, 29].

Fase no replicativa: en esta fase nuevamente desaparecen los sintomas y las
manifestaciones clinicas de enfermedad hepatica, y los individuos infectados se
convierten en "portadores inactivos". Los niveles del ADN del VHB son bajos, las
aminotransferasas se normalizan, y ya se ha establecido la seroconversion de HBeAg a

Anti HBe [20, 27,29].

Fase de reactivacion: esta fase se presenta después de un periodo de tiempo de
permanecer en estado de "portador inactivo", y se caracteriza por una nueva elevacion
de niveles del ADN del VHB posterior a una mutacién en el genoma del virus a nivel de
la regién o del promotor del core. No se producira HBeAg porque estas mutaciones

interfieren en la transcripcion de este antigeno [27,29].
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1.7.2. Hepatocarcinoma

En la infeccidn crénica, el genoma del virus B se incorpora al hepatocito y puede
causar mutaciones que dan origen a células hepaticas aberrantes que evolucionaran
hacia el desarrollo de carcinoma hepatocelular (HCC). El VHB es considerado el segundo
carcinégeno después del cigarrilo y es el responsable de la mayoria de

hepatocarcinomas en Africa y Oriente [29].

El carcinoma hepatocelular es un importante problema de salud en todo el mundo,
lo que representa una de las principales causas de muerte. La infeccion por virus de la
hepatitis B cronica es el factor etiolégico mas importante de este tumor, lo que representa

para el desarrollo de mas de 50% de los casos en el mundo [30].

1.7.3. Cirrosis

La cirrosis es una complicacion de la infeccién crénica, puede progresar a
insuficiencia hepatica e hipertension, llegando a cumplir criterios para trasplante hepatico.
Los resultados iniciales de trasplante en VHB eran muy malos debido a la recurrencia con
hepatitis severa fibrosante colestasica que llevaba a la muerte temprana o a retrasplante.
Por un tiempo, estos pacientes no fueron considerados candidatos a trasplante por
muchos centros. Con el uso de globulina especifica para hepatitis B (HBIG), desde la fase
anhepatica y por tiempo indefinido postrasplante, manteniendo niveles adecuados de
anticuerpos antisuperficie (Anti HBs) se logré mejorar la sobrevida a niveles similares de
los trasplantados por otras causas. La adquisicion de la inmunoprofilaxis con HBIG esta

disponible, pero a un costo muy alto [29].
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Los estudios longitudinales de los pacientes con hepatitis B crénica indican que,
después del diagndstico, la incidencia acumulada de 5 afios de desarrollar cirrosis oscila

8-20% [31].

1.8. Diagnéstico

El antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) aparece en el suero de 1-10
semanas tras la exposicion aguda al VHB, y lo hace antes del comienzo de la
sintomatologia clinica y de la elevacién de la alanina aminotransferasa (ALT) sérica. Su
persistencia al cabo de 6 meses implica infeccion crénica. Por otro lado, los pacientes en
los que se detecta HBsAg en el suero que no presentan marcadores de replicacion viral,

ni signos de lesion hepatica se conocen como portadores sanos del VHB [32].

La desaparicion sérica del HBsAg es seguida por la aparicidén de los anticuerpos
contra el antigeno de superficie (anti HBs), que se consideran como el indicador de
recuperacion de la enfermedad y persisten de forma indefinida en la mayoria de los
pacientes, confiriendo inmunidad frente a la reinfeccion. Es el unico marcador presente en

el suero de las personas vacunadas con respuesta inmunoldgica [32].

La evidencia serologica de hepatitis B aguda o crénica es comunmente generada

por el antigeno de superficie de hepatitis B (HBsAg) [32].
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1.9. Infeccion oculta de Virus de la Hepatitis b (OBI)

La infeccion oculta del VHB (OBI) se caracteriza por la presencia de ADN del
VHB en sangre o tejido hepatico con HBsAg no detectable, y con o sin anticuerpos a

antigeno core de la hepatitis B (anti HBc) o anticuerpos contra HBsAg (anti HBs) [33,34].

Las observaciones clinicas sugieren que los portadores de las OBI pueden ser
una fuente de transmision del VHB a través transfusién de sangre o un trasplante de

6rganos. También se considera un factor de riesgo para desarrollo HCC [34].

La prevalencia de las OBl en México al parecer varia dependiendo de la
poblacion en estudio. En donadores de sangre de Yucatan se reporté una prevalencia
de 7.4 % [33], en un estudio de poblacién nativa de México de Nahuas y Huicholes se

encontré de un 14.2 % de OBI [22].

Estudios moleculares han demostrado que como resultado de una infeccién por el
VHB pueden ocurrir alteraciones genéticas en el genoma viral en replicacién, vale decir,
mutaciones puntuales, supresiones e inserciones. Estas alteraciones se generan durante
el curso natural de la infecciéon crénica y en respuesta a la presion que ejerce el sistema
inmune del huésped, o bien, a presiones exdgenas tales como la vacunacién, el

tratamiento con la inmunoglobulina anti HBs o la terapia con agentes antivirales [2].

En la region precore, la variante mas frecuente es la mutacion puntual G1896A,
que produce un codon de término en el marco de lectura, con la consiguiente pérdida de

la expresion del HBeAg [5].

Relacionado a lo anterior, y como se sabe que la region promotora basal del core

(PBC) se sobrepone con la region X del genoma del VHB, cuando ocurren mutaciones
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éstas provocan la sustitucion de los aminoacidos 130 y 131 de la proteina X, situacion
que también ha sido propuesta como marcador prondstico para el desarrollo de cancer

hepatico [2].

Se han reportado la existencia de variantes defectivas “a” del VHB, debido a
mutaciones puntuales en diversos residuos de los aminoacidos que componen a la

determinante antigénica “a” (del 120 -147) del HBsAg [21].
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se reporta una prevalencia de OBI en poblacién indigena de 14.2 %, y puesto que
la poblacion indigena de México rebasa los 12 millones, el impacto epidemiolégico del
VHB podria ser mayor de lo que se ha considerado hasta la fecha. Los estudios
epidemioldgicos mas recientes y de revision de la literatura muestran que en el pais hay
por lo menos tres millones de personas adultas que se han infectado (anti HBc positivos)
y de éstos un minimo de 300 000 portadores activos (HBsAg positivos) podrian requerir
tratamiento. No obstante, si consideramos a la poblacién indigena como zona de alta
endemia, entonces el nimero de pacientes que se han infectado podria aumentar hasta 7

u 8 millones de mexicanos y a cerca de un millén de portadores activos [16, 22].

Se tienen evidencias de que en México predomina el genotipo H del VHB, a
diferencia de otras regiones del mundo. La variabilidad genética del VHB genotipo H
podria ser la causa que explicara la poca sensibilidad y especificidad de las pruebas
inmunoldgicas utilizadas hasta la fecha, ya que las mismas se han disefiado con base en

los genotipos D y A, los cuales hasta ahora no son prevalentes en nuestro pais [16].
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3. Justificacion

La evidencia seroldgica de la hepatitis B aguda o crénica es comunmente por la
deteccién de la proteina que se presenta como un antigeno de superficie (HBsAg). Pero

la transmision de la hepatitis B por transfusién sigue ocurriendo [5].

La infeccion oculta de VHB (OBI) se caracteriza por la presencia de ADN del
VHB en sangre o tejido hepatico con HBsAg no detectable, y con o sin anti HBc o anti

HBs [33].

Las observaciones clinicas sugieren que los portadores con OBI pueden ser una
fuente de transmision del VHB a través de la trasfusion de sangre o en trasplante de
6rganos. También se considera un factor de riesgo para desarrollo de hepatocarcinoma

[33].

Una region de interés en el genoma de VHB es la S que codifica para el antigeno
de superficie (HBsAg), donde se encuentra el determinante “a”, epitope para el cual van
dirigidos los anticuerpos neutralizantes y que es el principal blanco de las pruebas
diagnésticas. Las sustituciones de aminoacidos dentro y en las cercanias del
determinante “a”, pueden afectar la unién de los anticuerpos neutralizantes, generando
mutantes denominadas “de escape”. Estudios realizados en Argentina, donde existen los
subgenotipos F1y F4, han demostrado la presencia de multiples mutaciones en la region

@0

que codifica para el determinante “a”, muchas de las cuales corresponden a mutantes de

escape [2, 21].

Por lo mencionado anteriormente se quiere obtener la secuencia completa del
genoma del virus de la hepatitis B a partir de un donador de sangre mestizo con

infeccién oculta al virus de la hepatitis B.
]
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4. Hipotesis

Ha

El genoma del VHB proveniente de un donador de sangre con infeccion oculta
(reactivo a anti HBc y HBsAg no detectable) muestra mutaciones ya conocidas en el

“determinante a” que generan mutante de escape.
Ho

El genoma del VHB proveniente de un donador de sangre con infeccion
oculta (reactivo a anti HBc y HBsAg no detectable) no muestra mutaciones ya conocidas

en el “determinante a” que generan mutante de escape.
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5. Objetivos

5.1. Objetivos generales

Obtener el genoma completo del virus de la hepatitis B de un donador de sangre

reactiva a anti HBc y HBsAg no detectado.

5.2. Objetivos particulares

) Detectar donador de sangre con infeccion oculta al virus de la hepatitis B.
. Obtener pares de iniciadores ideales para detectar las 4 regiones del VHB.
. Obtener los fragmentos de las diferentes regiones del genoma del virus de

la hepatitis B mediante PCR anidado en punto final.

o Clonar los diferentes fragmentos de las diferentes regiones del genoma del
VHB.

o Secuenciar los fragmentos de las diferentes regiones del genoma del VHB
obtenidos.

o Editar y analizar las secuencias de las diferentes regiones del VHB

o Detectar mutaciones de aminoacidos en la regién denominada

“determinante a” en proteina HBsAg(S).
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6. Material y método

6.1. Deteccion de donador de sangre con infeccion oculta al VHB

La muestra de sangre reactiva a anti HBc y HBsAg no detectado y la muestra de
sangre reactiva a anti HBc y HBsAg fueron obtenidas en el banco de sangre de la
Unidad Médica de Alta Especialidad. Centro Médico Nacional General de Division

Manuel Avila Camacho del Instituto Mexicano del Seguro Social, Puebla, Puebla.

La deteccidon de Anti HBc fue con el sistema comercial ARCHITECT anti HBc Il
(2009), son pruebas de inmunoensayo quimioluminiscente de microparticulas (CMIA)
recubierta con rHBcAg. Estos sistemas corresponden a segunda generacion de la misma
prueba, que detecta anticuerpos humanos contra la proteina del nucleo del VHB. La
presencia o ausencia de anti HBc en la muestra se determina mediante la comparacion de
la sefial de quimioluminiscencia de la reaccion de las muestras con la sefal de corte
determinado en el andlisis de calibracién activa. Las muestras con S / CO <1, 0 se

consideran negativas y S / CO valores 21.0 valores se consideran reactivos.

Para la deteccidon de HBsAg se utiliz el Sistema comercial ARCHITECT HBsAg,
en un CMIA que utiliza microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal (IgG e IgM)
anti HBs. Este sistema detecta el HBsAg y es capaz de detectar la mutacién mas comun
de HBsAg (Gly — Arg145). Los valores de HBsAg (IgG e IgM) se obtuvieron de una curva
de calibracion generada previamente. Las muestras con valores 20.05 Ul / ml se

consideran reactiva, y hay un valor maximo de deteccion a 250 Ul / ml.
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6.2. Determinacion de las 4 regiones del genoma del virus de la
hepatitis B

6.2.1. Diseiio de iniciadores para detectar las 4 regiones del VHB

Para obtener los iniciadores de las diferentes regiones del ADN del VHB lo primero
que se hizo fue buscar en un banco de secuencias (Genbank) los genotipos del virus mas

frecuente en América del Norte: (Tabla 1)

Tabla 1. Secuencias empleadas para diseno de iniciadores para detectar las
4 regiones del virus de la hepatitis B
Genotipo | Identificaciéon Marcadores serolégicos oBI*
GenBank NCBI
H AB516393.1 Anti HBc (+ ) HBsAg (- ) Si
G AB375161.1 Anti HBc (+ ) AgHBs ( +) No
H HM117850.2 Anti HBc (+ ) AgHBs ( +) No
H AB516394.1 Anti HBc (+ ) AgHBs (-) Si
F FJ657519.1 Anti HBc ( + ) AgHBs ( +) No
D EU594396.1 Anti HBc (+ ) AgHBs ( +) No

*QOccult hepattis B infection

Todas las secuencias se descargaron en formato FASTA. Posteriormente se
realizé una comparacion de las secuencias utilizando el programa Clustalw, se buscaron
las regiones mas conservadas de cada una de las 4 regiones del genoma VHB. Las

cuales fueron las ideales para el disefio de los iniciadores.

Después las secuencias en formato fasta fueron introducidas a un programa para
el disefio de iniciadores (PerlPrimer v1.1.21) éste dio diferentes condiciones para Tm,
length, %GC?°, dS,° dH°, dG°, los pares de iniciadores fueron escogidos dependiendo de

las condiciones ideales.
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6.2.2. Concentracion de particulas virales

La concentracion de las particulas virales a partir de suero o plasma fue con
polietilenglicol 6000 al 30%. A 500 ul de suero o plasma fueron afnadidos 250 ul de
polietilenglicol al 30%, se dej6é reposar 24 horas a 4 °C. Posteriormente se centrifugo a
1,000 g durante 30 minutos. Se elimind el sobrenadante quedando las particulas virales
en el boton formado. El botén de particulas virales fue disuelto con buffer de disolucion de

proteinas (pH 7.4).

6.2.3. Extraccion del ADN VHB

La extraccion de ADN de VHB se hizo con el equipo Circulating DNA from Plasma
NucleoSpin® Plasma XS. MACHEREY-NAGEL MACHEREY-N. Siguiendo el siguiente

protocolo: Preparacion de la muestra:

*Se anadieron 240 pl de concentrado de particulas virales a partir de plasma a un

tubo de 1.5 ml.

*Se agregaron 20 ul de proteinasa K a la muestra, se mezclé e incubo a 37 ° C

durante 10 min.

*Posteriormente fueron anadidos 360 pl buffer binding. Se cargd la mezcla de 600
pl dentro de una columna de silice colocada previamente sobre un tubo de coleccién de 2

ml.

*Se centrifugo a 2,000 g durante 30 segundos, y se aumenté la fuerza centrifuga a
11,000 g durante 15 segundos. Se desechd el tubo de coleccidon y fue transferida la

columna sobre otro tubo colector de 2 ml.
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Lavado y secado la membrana de silice.

*Para el primer lavado se pipetearon 500 ul buffer de lavado | en la columna. Se
centrifugo durante 30 segundos a 11,000 g. Se deseché el Tubo colector con el filtrado y

se coloco la columna nuevamente en otro tubo colector de 2 ml.

*Para el segundo lavado fueron afiadidos 250 uL de buffer de lavado Il a la
columna. Fue centrifugado durante 3 min a 11,000 g. Se descart6 el tubo de coleccién

con el filtrado y se colocé la columna en un tubo conico de 1.7 ml para la elucién del ADN.

*Elucion del ADN: fueron afadidos 20 pl de buffer de elucién a la columna. Se
centrifugo durante 30 segundos a 11,000 g, el volumen de elucion puede variar en el

rango de 5 a 30 pl.

La eliminacién del etanol residual.

* Se incubo la fraccion de elucion con la tapa abierta durante 12 min a 70 ° C. La

extraccion fue almacenada a -20 °C.
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6.2.4. Deteccion del ADN VHB por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR)

6.2.4.1. La mezcla de reaccion para la PCR punto final

Tabla 2.

Componente Volumen
Master mix 25.0 pl
Iniciador sentido 1.0 pl
Iniciador anti sentido 1.0 pl
ADN viral 20.0 ul
Agua libre de nucleasas 3.0 pl
Volumen total 50.0 ul

De esta mezcla de reaccion se dividio el volumen total en 8 tubos de PCR y se probaron 8
temperaturas de hibridacion diferentes para cada regién del virus (para cada par de
iniciadores diferente). Esto para conocer cual era la temperatura ideal de alineamiento
para cada par de iniciadores.

6.2.4.2. Condiciones del termociclador en gradientes para determinar temperatura de
alineamiento Optima para cada par de iniciadores

40 Ciclos

54 °C 94 °C
2min  t 35 =eg H
i 1:15 min
[= =)
Desnaturalizecion Alinsacidn Amplificacitn

Figura 5. * TA (Temperatura de Alineacion) 8 temperaturas diferentes para 8 diferentes reacciones, que oscilaban
entre 46 °Cy 62 °C.
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6.2.4.3. Mezcla de reaccién para PCR punto final a una sola temperatura de hibridacion

Tabla 3

Componente Volumen
Master mix 12.5 ul
Sentido 0.5 ul
Anti sentido 0.5ul
ADN 10.0 pl
Agua libre de nucleasas 1.5ul
Volumen total 25.0ul

6.2.4.4. Condiciones del termociclador para la amplificacion por PCR de cada fragmento a
una sola temperatura de hibridacion

40 Ciclos

g4°c : 84°C
2 min ESﬁs&g :

=
Desnaturalizacion Alinsacion Amplificacion

Figura 6. *TA (Temperatura de Alineacién) probada y estandarizada para cada par de iniciadores.

6.2.4.5. Obtencion y visualizacion de los productos de PCR

Los productos de PCR fueron corridos en geles de agarosa al 1% por

electroforesis y visualizados con luz UV.
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6.2.4.6. Purificacion de productos de PCR

Los fragmentos fueron purificados a partir del gel de agarosa al 1%. Se realizé la

purificaciéon por banda con el equipo PCR clean-upvGel extraction. Macherey-nagel.

La extraccion de ADN a partir de geles de agarosa.

Nota: se minimizo el tiempo de exposicion a rayos UV para evitar dafiar el ADN.

*Se tomo un bisturi limpio para cortar el fragmento de ADN de un gel de agarosa.

Se retird todo el exceso de agarosa.

*Se determind el peso de la porcion de gel en un tubo limpio.

*Por cada 100 mg de gel de agarosa al 1% se adicionaron 200 pl de Buffer NTI.

*Se incubo la muestra durante 10 min a 50 °C y se agité la muestra brevemente

cada 3 min hasta que la porcion de gel estuvo completamente disuelta.

ADN bind

*Se colocd una columna en un tubo de recogida de 2 ml y se cargaron hasta 700 pl

de la muestra.

*Fue centrifugado durante 30 segundos a 11,000 g, se desech¢ el filtrado y se

coloco la columna de nuevo en el tubo de recogida.

*Se cargd la muestra restante cuando fue necesario y se repitidé la etapa de

centrifugacion.
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Lavado de la membrana de silice

*Se anadieron 700 ul de tampdén NT3 a la columna. Se centrifugd durante 30
segundos a 11,000 g, se descarto el filtrado y se coloco la columna de nuevo en el tubo

de recogida.

Recomendado: se repitié el paso de lavado de la membrana de silice seco, se

centrifugo durante 1 min a 11,000 g para eliminar completamente el tampdén NT3.

Nota: el etanol residual de tampdén NT3 podria inhibir reacciones enzimaticas. Se
logré la eliminacion del etanol mediante la incubacion de la columna por 5 min a 70 °C

antes de la elucion.

Elusion del ADN.

*Se coloco la Columna en un nuevo tubo de 1.5 ml.

*Fueron Anadidos 30 pl de Buffer NE y se incubd a temperatura ambiente (18-25 °

C) durante 1 min. Se centrifugé durante 1 min a 11,000 g.
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6.2.4.7. Cuantificacion de ADN viral

Nombre del protocolo: dsDNA Cuantificacion Plate.prt blanco

El protocolo requiere una prelectura de la microplaca para restar la absorbancia de

fondo de la microplaca a 260 nm, seguido por una medicién de absorbancia a 260 nm.

La correccion de paso de luz se selecciona para corregir el valor de absorbancia
para reflejar un paso de luz de 1 cm. La absorbancia corregida se utiliza entonces en una

sola placa de transformacion para calcular la concentracion de ADN.

El archivo de experimento contiene todas las determinaciones de absorbancia
necesaria, incluyendo la placa de prelectura (260 en blanco), las determinaciones de
absorbancia a 977 nm (de prueba) y 900 nm (referencia), que se utilizan para corregir la

longitud de recorrido, asi como la determinacion experimental a 260 nm.

Configuracién de la placa:

Configuracién de la placa incluye muestras por duplicado.

No hay espacios en blanco o controles.

Informe: El informe contiene una matriz con:

1. Valores de absorbancia primas.

2. Absorbancia corregida a 1 cm de paso de luz.

3. Concentracion de ADN Calculado. El informe también contiene una tabla con
las densidades 6pticas corregidas, concentraciones calculadas y desviaciéon estandar y %

CV de los conjuntos de réplicas.
]
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6.3. Clonacion de productos de PCR de las 4 regiones del VHB

6.3.1. Ligacion

Con los fragmentos del ADN del VHB amplificados y purificados se prosiguié a la
ligacién de éstos a un vector de clonacion Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit

#K1231, #K1232 (Figura 7).

* Se realizo la siguiente reaccion en hielo (Tabla 4, reaccion 1)

Tabla 4. Reaccion 1
Componente Volumen
Buffer de reaccion 2x 10.0 pl
Producto de PCR purificado 1.0 pl
Agua libre de nucleasas 6.0
Enzima de despunte ADN 1.0 ul
Volumen total. 18.0 pl

* Se dio brevemente agitacion y un spin.

* Se incubo la mezcla a 70 ° C durante 5 min. Se enfrio en hielo.

*Se hizo lo siguiente mezcla de reaccion (Tabla 5).

Tabla 5. Reaccién 2
Componente Volumen
Vector de clonacion 1.0 yl
ADN Ligasa 1.0 ul
Reaccién 1 18.0 ul
Volumen total 20.0 pl
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* Se dio brevemente agitacién y se le dio un spin.

* Se incubo la mezcla de ligacidon a temperatura ambiente (22 ° C) durante 5 min.

* Se utilizo la mezcla de ligacidn directa para la transformacion.

Nota. Se mantuvo la mezcla de ligacion a -20 °C. Se descongelo en hielo y se

mezcld cuidadosamente antes de la transformacion.

6.3.2. Células competentes CaCl;
*Cultivo de células E. Coli Top 10 en 5 ml de medio de cultivo LB (Luria Bertani).

*Se incubaron toda la noche a 37 °C a 250 rpm en un agitador Barnstead lab line
maxq 4000 incubator shaker. A La cepa E. Coli Top 10 sensible a ampicilina se sembro en

medio LB con ampicilina.

*Del cultivo con LB sin ampicilina se tomaron 100 ul y resembraron en 10 ml de LB
y fueron incubados por 3 horas a 37 °C y 250 rpm en agitador para obtener una D.0O.=0.6-

0.7 contra el control de ampicilina.

*Los 10 ml de cultivo fueron separados en 2 tubos de 15 ml y se centrifugaron a

3,000 rpm a 4 °C por 5 min.

*Se lavé la pastilla con 350 pl de CaClz (0.1 M).

*Se incubo por 30 min en hielo.

*Esto fue centrifugado a 12,000 rpm a 4° C por 10 minutos.

*Se decanto y resuspendid la pastilla en 100 pl de CaCly,

Nota: todo fue utilizado.
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6.3.3. Trasformacion

*Se afiadié el plasmido con el producto ligado a las células E coli Top 10

competentes.

*Se incubd la reaccion en hielo por 30 min.

*Fue dado un choque térmico a 42° C por 1 min.

*Inmediatamente se transfirid la reaccién a hielo por 3 min.

*Se agrego 1 ml de LB estéril.

*Fue incubado por una hora a 37 °C y centrifugado 250 rpm.

*Pasado este tiempo se tomaron 100 pl de cultivo y se prosiguié a cultivar (en una

caja Petri con LB solidificado con agar).

*El cultivo restante se centrifugo a 3,000 rpm por 5 min, se eliminé el sobrenadante
y fue resuspendida la pastilla con 200 pl de LB estéril y se prosiguioé a cultivar (en una caja

Petri con LB solidificado con agar).

Nota: El cultivo fue rapido moviendo la placa de LB con agar, se tenia LB con
antibiotico seleccionado en tubos de 15 ml y se colocd lo ultimo de la reaccién

transformada.
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6.3.4. Extraccion de plasmido por STET

Para hacer esta extraccion fue necesario sembrar 5 ml de células E.coli TOP 10

de las colonias formadas en las placas de cultivo (células con el vector de clonacion).

Se formé un boton de células por centrifugacion a 12,000 rpm por 5 min.

Se lavaron las células con 300 pl de STET y se centrifugd a 1,200 rpm por 1 min.

Se desecho el sobrenadante y se resuspendi6 la pastilla en 350 yl de STET y se
adicionaron 25 pl de lisozima (2 mg/ml), se dio agitacién por 3 segundos, se incubo a 37

°C por 5 min.

Se inactivo la lisozima por ebullicion durante 1 min. Y se centrifugd a 12,000 rpm

durante 15 min.

El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y estéril, se adicioné 1 pl de

ARNasa, se incubo a 37 °C por 15 min.

Se agregaron 75 pl de Acetato de sodio 3 M y 250 ul de isopropanol.

Se incubd a temperatura ambiente por 15 min y se centrifugd a 12,000 rpm por 10

min.

Fue eliminado el sobrenadante y se lavé el sedimento con 300 pl de etanol al 70 %

frio.

Se centrifugd a 12,000 rpm por 5 min. El sobrenadante fue desechado y se disolvio

el sedimento con 50 ul de agua destilada y libre de ADNasa.
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6.3.5. Deteccion del producto de PCR insertado en el plasmido

6.3.5.1. Por PCR punto final

Fue necesario hacer nuevamente una PCR y se utilizaron los mismos
iniciadores que se ocuparon inicialmente, esto para comprobar que el fragmento

insertado en el vector es el adecuado (Tabla 6).

Tabla 6
Componente Volumen
Master mix 12.5 pl
Iniciador Sentido 1.0 pl
Iniciador Anti sentido 1.0 pl
Plasmido 1.0 pl
Agua libre de nucleasas 9.5 ul
Volumen total 25.0 pl

6.3.5.2. Por enzimas de restriccion

Se realiz6 una restriccion y una doble restriccion para asegurar que el fragmento

insertado en el vector fuera el de un tamafo especifico esperado.
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Figura 7. Vector de clonacion Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning. El vector contiene un gen de restriccion letal que
se interrumpe por la ligadura de una insercion de ADN en el sitio de clonacién. Contiene dos secuencias de
reconocimiento de Bglll que flanquean el sitio de insercidn. Multiples sitios de restriccidn.

El vector tiene sitios de restriccion especificos. Y se utilizé la enzima BgLIl para la

doble restriccion y Xbal para un solo corte.

Mezcla de reaccion con BgLll para dos cortes (Tabla 7).

Tabla 7
Componente Volumen
Buffer 0.5 ul
Enzima BgLll 1.0 pl
ADN 1.0 pl
Agua 7.5 pl
Volumen total. 10.0 pl
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Mezcla de reaccién con Xbal para un corte (Tabla 8).

Tabla 8
Componente Volumen pL
Buffer. 0.5 ul
Enzima Xbal 0.5 ul
ADN 1.0 ul
Agua 7.5 pl
Volumen total. 10.0 i

6.4. Secuenciacion de plasmidos

Cada uno de los 6 fragmentos obtenidos (SP. a1, SP. a2, SPsna, P, PX.a'y
PC/C) clonados en el plasmido pJet1.2/blunt del donador anti HBc (+) y HBsAg (-) fueron
secuenciados. En el servicio de secuenciaciéon CINVESTAV Irapuato, Guanajuato.

Usando iniciadores del plasmido pJet1.2/blunt.
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7. Resultados

7.1. Pares de iniciadores de las diferentes regiones VHB obtenidos por
disefio

Los pares disefiados con el programa PerlPrimer v1.1.21 fueron 5 fragmentos

grandes denominados (SP, P, PX, PCC y PS) y para 5 fragmentos menores que fueron

obtenidos por PCR anidada denominados (Spa1, Spa2, Spa3, PXa y PS.a. Todos ellos se

pueden observar en la (Tabla 9).

Tabla 9. Diseio de Iniciadores de las diferentes regiones VHB

Nombre del Nombre de Iniciador Nucleétido Iniciador Nucleétido de Tamano del
fragmento. Fragmento sentido de inicio antisentido término producto

anidado PCR
SP PreS2.s | 3129 PreS2.a(S 1071 1142

P.a)

SP.a1 SP.als |1 SP.al.a 384 384

SP.a2 PS.a2.s | 360 SP.a2a 1003 643

SPfinal NF2.s 655 SP.a 1071 416
P P.s 1039 P.a 1624 585
PX PX.s 1386 PX.a 1880 414

X.a PX.a.s 1582 PX.a.a 1816 234
PC/C PC/C.s [ 1775 PC/C 2476 701
PS1 PS1.s 2380 PS1.a 3215 825

PS1.a PS1.a.s | 2402 PS.a.a 2888 486

En azul fragmentos que lograron ser visualizados por PCR a partir de una muestra anti HBc (+) y HBsAg (-).
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7.2. Determinacion de las temperaturas hibridacion

7.2.1. Fragmento SP

Fragmento SP con un tamafo de 1142 pb la temperatura de hibridaciéon
seleccionada fue de 55.7 a 57.7 °C ya que no se observé formacién de otros productos
(Figura 8).

Figura 8 Gradiente de temperatura de hibridacion de los iniciadores PreS2.s y SP.a para obtener fragmento SP

7.2.2. Fragmento P
Fragmento P con tamafo de 585 pb la temperatura de hibridacién seleccionada fue de
55.7 a 57.7 °C ya que no se observé formacion de otros productos (a dichas

temperaturas) (Figura 9).

47.4 45.0 50.5 52.8 5.5 5¥.T 60.5

100phb — -

Figura 9. Gradiente de temperatura de hibridacion de los iniciadores P.s y P.a para fragmento P
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7.2.3. Fragmento PX

Fragmento PX con tamafio de 414 pb la temperatura de hibridacion seleccionada fue de

57.7 °Cya que no se observé formacion de otros productos (Figura 10).

500ph ==

100ph ==

Figura 10. Gradiente de temperatura de hibridacién de los iniciadores PX.s y PX.a para obtener fragmento PX

7.2.4. Fragmento PC/C

Fragmento PC/C con un tamafio de 701 pb la temperatura de hibridacion seleccionada

fue de 48.6 a 52.8°C en ninguna temperatura se observé subproductos (figura 11).

47.4 43.6 50.5 528 5575 5T 80.8

Figura 11. Gradiente de temperatura de hibridacién de los iniciadores PC/C.s y PC/C.a para obtener el fragmento PC/C
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7.2.5. Fragmento PS
Fragmento PS con un tamafo de 825 pb la temperatura de hibridacion seleccionada fue

de 48.6 °C y 52.8 °C a las temperaturas en las que no observaron subproductos no

deseados (figura 12).

AT.4 48.6 0.5 D2.8 25.75 577 50.8 62.0

100pb =

Figura 12. Gradiente de temperatura de hibridacién de los iniciadores PS.s y PS.a para obtener el fragmento PS

7.3. Determinacion de las temperaturas hibridacion ideales para cada
par de iniciadores en donador reactivo a anti-HBc y HBsAg no
detectado

7.3.1. Fragmento SP
Fragmento SP con un tamano de 1142 pb la temperatura de hibridacién seleccionada

fue de 55.7 °C a 57.7 °C no se obtuvo visualizaciéon del producto con la muestra del
donador reactivo anti-HBc y HBsAg no detectado (figura 13).

Figura 13 Gradiente de temperatura de hibridacién de los iniciadores SPa y SPs para obtener el fragmento SP.
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7.3.2. Fragmento SP. al
Fragmento SP. a1 de 384 pb se obtuvo a partir del producto 1142 pb no visualizado por
UV. La temperatura de hibridacion ideal fue de 55.7 °C a 57.7 °C. Inici6 en el nucledtido
1y terminé en el 384 (figura 14).
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Figura 14. Gradiente de temperatura de hibridacion de los iniciadores SP. al.s y SP.al.a para obtener el fragmento
SP.al.

7.3.3. Fragmento SP. a2

Fragmento SP. a2 de 643 pb se obtuvo a partir del producto 1142 pb no visualizado por

UV. La temperatura de hibridacion ideal fue de 55.7 °C, inicia en el nucledtido 360 y
termina en el 1003 (figura 15).
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Figura 15. Gradiente de temperatura de hibridaciéon de los iniciadores SP. a2.s y SP.a2.a para obtener el fragmento
SP.a2.
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7.3.4. Fragmento P

Fragmento P de 585 pb. La temperatura de hibridacion ideal fue de 55.7 °C, inicia en el

nucleétido 1039 y termina en el 1624 (Figura 16).

CHESpDD —a ——
SODPE  ——

o

Figura 16. Gradiente de temperatura de hibridacidn para los iniciadores P.s y P.a en muestra de donador OBI

7.3.5. Fragmento SPinal

Para completar el fragmento faltante de nucledtidos 1004 a 1038 se usaron los
iniciadores NF2.s y SP.a dando un producto de 417 pb iniciando en el nucledtido 655 y
terminando en el 1071 al cual se le denomino SPsna. La temperatura de hibridacién ideal

fue de 57.7°C (figura 17).

b . ] Pl

100ph —=—

Figura 17. Gradiente de temperatura de hibridacién de los iniciadores NF2.s y SP.a para obtener el fragmento SPsinal
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7.3.6. Fragmento PX

Fragmento PX de 414 pb no fue visualizado con luz UV, pero se obtuvo un
fragmento de 234 pb a partir del producto de 414 pb no visualizado con los iniciadores

PX.a.s y PX.a.a. Producto que inicio en el nucleétido 1582 y termino en el 1816. La
temperatura de hibridacion ideal fue a 52.8°C (figura 18).

5 52.8 55.7

Figura 18. Gradiente de temperatura de hibridacién de los iniciadores PX.a.s y PX.a.a

7.3.7. Fragmento PC/C

Fragmento PC/C de 701 pb se obtuvo con los iniciadores PC/C.s y PC/C.a, la

temperatura de hibridacion seleccionada fue a 52.8°C. Inicia en el nucleétido 1775 y
termina en el 2476 (Figura 19).
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Figura 19. Gradiente de temperatura de hibridacién de los iniciadores PC/C.s y PC/C.a para dar el fragmento PC/C.
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7.3.8. Fragmento PS
Fragmento PS con un tamafio de 825 pb no fue observado. Aun también con los

iniciadores PS.a.s y PS.a.a para obtener un producto anidado de 486 pb que iniciaria en
el nucledtido 2402 y termina en el 2888.

Por lo tanto, fue posible amplificar 2476 (77 %) nucledtidos de 3200 que es el
tamario del genoma del VHB.

7.4. Productos de PCR obtenidos del donador reactivo a anti HBcy

HBsAg no detectado clonados en el Vector de clonacion Thermo
Scientific Clone]JET PCR Cloning

Se comprobd la insercion del fragmento correspondiente a cada region segun el
par de iniciadores utilizados. Por PCR usando los iniciadores de cada regién y por

enzimas de restriccion. BgLll para dos cortes y liberar el fragmento y Xbal para un corte y
linearizar el plasmido.

7.4.1. Fragmento SPal

Fragmento SPa1 de 384 pb clonado en Vector de clonacion (figura 20).
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Figura 20. Plasmido con inserto de 384pb (carril 2), plasmido linearizado (carril 3), plasmido con producto liberado (carril
4), producto PCR 385pb (carril 5)
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7.4.2. Fragmento SPa2

Fragmento SPa2 de 643 pb clonado en Vector de clonacion (Figura 21).
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Figura21 Plasmido con inserto de 643pb (carril 2), plasmido linearizado (carril 3), plasmido con producto liberado (carril
4), producto PCR 643pb (carril 5)

7.4.3. SPfinal
SPsna de 416 pb clonado en Vector de clonacion (Figura 22).
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Figura22 Plasmido con inserto de 416 .pb (carril 2), plasmido linearizado (carril 3), plasmido con producto liberado
(carril 4), producto PCR 416 pb (carril 5)9
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7.4.4. P

P de 585 pb clonado en Vector de clonacion (Figura 23).
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Figura23 Plasmido con inserto de 585 pb (carril 2), pldsmido linearizado (carril 3), plasmido con producto liberado (carril
4), producto PCR 585 pb (carril 5)

7.4.5. X:Xa

X: Xa de 254 pb clonado en Vector de clonacion (Figura 24).
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llustracién 24 Plasmido con inserto de 254pb (carril 2), plasmido linearizado (carril 3), plasmido con producto liberado
(carril 4), producto PCR  254pb (carril 5)
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7.4.6. PC/C

PC/C de 701 pb clonado en Vector de clonacién (Figura 25).
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Figura25 Plasmido con inserto de 701pb (carril 2), plasmido linearizado (carril 3), plasmido con producto liberado (carril
4), producto PCR 701pb (carril 5)
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7.5. Secuencia nucleotidica de ADN VHB obtenida de un donador de
sangre con OBI

Se obtuvieron 2,474 nucledtidos (77.2%) de 3215 nucledtidos que tiene el genoma
VHB, basandose en la secuencia nucleotidica HM 117850.2 recuperada de un paciente
reactivo a anti HBc y HBsAg (Figura 26).

>700 (donador OBI)
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ttatgtttgg aagagaaact gtgcttgagt atttggtgtc ttttggagtg tggattcgca
ctccacctge ttatagacca gcaaatgccc ctatcctatc aacacttcecg gagactactg
ttattagaca acgaagcagg gcccctagaa gaagaactcc ctcgecctcge agacgaagat
ctcaatcacc gcgtcgcaga agatctcaat ctcctgcttc ccaatgttag tattccttgg
actcataagg tggg 2474

Figura 26: Secuencia de nucleétidos obtenida a partir de un donador de sangre reactivo a anti HBc y HBsAg no
detectado.

7.6. Alineamiento y comparacion de secuencia de nucleétidos

Secuencia donador OBl y la secuencia HM117850.2 (pacientes reactivos a anti HBc y
HBsAQ) (figura 27).

1 CTCAACACAGTTCCACCAAGCACTGCTGGATCCGAGAGTAAGGGGTCTGTATTTTCCTGC 60
1 CTCAACACAGTTCCACCAAGCACTGTTGGATCCGAGAGTAAGGGGTCTGTATTTTCCTGC 60
61 TGGTGGCTCCAGTTCAGAAACACAGAACCCTGCTCCGACTATTGCCTCTCTCACATCATC 120
61 TGGTGGCTCCAGTTCAGAAACACAAAACCCTGCTCCGACTATTGCCTCTCTCACATCATC 120

121 AATCTTCTCGAAGACTGGGGTCCCTGTTATGAACATGGAGAACATCACATCAGGACTCCT 180
121 AATCTTCTCGAAGACTGGGGACCCTGCTATGAACATGGAGAACATCACATCAGGACTCCT 180
181 AGGACCCCTTCTCGTGTTACAGGCGGTGTGTTTCTTGTTGACAAAAATCCTCACAATACC 240
181 AGGACCCCTTCTCGTGTTACAGGCGGTGTGTTTCTTGTTGACAAAAATCCTCACAATACC 240
241 ACAGAGTCTAGACTCGTGGTGCACTTCTCTCAATTTTCTAGGGGTACTACCCGGGTGTCC 300
241 ACAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTCAATTTTCTAGGGGTACCACCCGGGTGTCC 300
301 TGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAATCTCCAATCACT-ACCAATCT-CTGTCCTCCAACTTG 358
301 TGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAATCTCCAATCACTTACCAACCTCCTGTCCTCCAACTTG 360
359 TCCTGGCTATCGTTGGATGTGTCTGCGGCGTTTTATCATCTTC-TCTTC-TCCTGCTGCT 416
361 TCCTGGCTATCGTTGGATGTGTCTGCGGCGTTTTATCATCTTCCTCTTCATCCTGCTGCT 420
417 ATGCCTCATCTTCTTGTTGGTTCTTCTGGACTATCAAGGTATGTTGCCCGTGTGTCCTCT 476
421 ATGCCTCATCTTCTTGTTGGTTCTTCTGGACTATCAAGGTATGTTGCCCGTGTGTCCTCT 480
477 ACTTCCAGGATCAACAACCACCAGCACGGGACCCTGCAAAACCTGCACCACTCTTGCTCA 536
481 ACTTCCAGGATCTACAACCACCAGCACGGGACCCTGCAARACCTGCACCACTCTTGCTCA 540
537 AGGAACCTCTATGTTTCCCTCCTGCTGCTGTACCAAACCTTCGGACGGAAATTGCACCTG 596
541 AGGAACCTCTATGTTTCCCTCCTGCTGCTGTACCAAACCTTCGGACGGAAATTGCACCTG 600
597 TATTCCCATCCCATCATCTTGGGCTTTCGGAAAATACCTATGGGAGTGGGCCTCAGCCCG 656
601 TATTCCCATCCCATCATCTTGGGCTTTCGGAAAATACCTATGGGACTGGGCCTCAGCCCG 660
657 TTTCTCTTGGCTCAGTTTACTAGTGCAATTTGTTCAGTGGTGCGTAGGGCTTTCCCCCAC 716
661 TTTCTCATGGCTCAGTTTACTAGTGCAATTTGTTCAGTGGTGCGTAGGGCTTTCCCCCAC 720
717 TGTCTGGCTTTTAGTTATATGGATGATTTGGTATTGGGGGCCAAATCTGTGCAGCATCTT 776
721 TGTCTGGCTTTTAGTTATGTGGATGATTTGGTATTGGGGGCCAAATCTGTGCAGCATCTT 780
777 GAGTCCCTTTATACCGCTGTTACCAATTTTTTGTTATCTGTGGGCATCCATTTGAACACA 836
781 GAGTCCCTTTATACCGCTGTTACCAATTTTTTGTTATCTGTGGGCATCCATTTGAACACA 840
837 GCTAAAACAAAAAGGTGGGGTTATTCCTTACACTTTATGGGTTATGTAATTGGGAGTTGG 896
841 GCTAAAACAAAATGGTGGGGTTATTCCTTACACTTTATGGGTTATATAATTGGGAGCTGG 900
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897 GGGACCTTGCCTCAGGAGCATATTGTGCATAAAATCAAAGATTGCTTTCGCAAACTTCCC 956

901 GGGACCTTGCCTCAGGAACATATTGTGCATAAAATCAAAGATTGCTTTCGCAAACTTCCC 960

957 GTGAATAGACCCATTGATTGGAAGGTTTGTCAACGCATTGT-GGTCTTTTGGGCTTTGCA 1015
961 GTGAATAGACCCATTGATTGGAAGGTTTGTCAACGCATTGTGGGTCTTTTGGGCTTTGCA 1020
1016 GCCCCTTTCACTCAATGTGGTTATCCTGCTCTCATGCCCTTGTATGCCTGTATTACCGCT 1075
1021 GCCCCTTTTACTCAATGTGGTTATCCTGCTCTCATGCCCTTGTATGCCTGTATTACCGCT 1080
1076 AAGCAGGCTTTTGTTTTCTCGCC-ACTTACAAGGCCTTTCTCTGTCAACAATACATGAAC 1134
1081 AAGCAGGCTTTTGTTTTCTCGCCAACTTACAAGGCCTTTCTATGTAAACAATACCTGAAC 1140
1135 CTTTACCCCGTTGCTCGGCAACGGCCAGGCCTTTGCCAAGTGTTTGCTGACGCAACCCCC 1194
1141 CTTTACCCCGTTGCTCGGCAACGGCCAGGCCTTTGCCAAGTGTTTGCTGACGCAACCCCC 1200
1195 ACTGGCTGGGGCTTGGCGATTGGCCATCAGCGCATGCGCGGGACCTTTGTGTCTCCTCTG 1254
1201 ACTGGCTGGGGCTTGGCAATTGGCCATCAGCGCATGCGCGGAACCTTTGTGGCTCCTICTG 1260
1255 CCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCGGCTTGTTTCGCTCGCAGCGGGTCTGGAGCGGAC 1314
1261 CCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCTTGTTTCGCTCGCAGCAGGTCTGGAGCGGAC 1320
1315 ATTATCGGCACTGACAACTCCGTTGTCCTTTCTCGGAAGTACACCTCCTTCCCATGGCTG 1374
1321 ATTATCGGCACTGACAACTCCGTTGTCCTTTCTCGGAAGTACACCTCCTTCCCATGGCTG 1380
1375 CTAGGCTGCGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTCCCGTCGGCG 1434
1381 CTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTCCCGTCGGCG 1440
1435 CTGAATCCTGCGGACGACCCCTCTCGTGGTCGCTTGGGGCTCTACCGCCCTCTTCTCCGC 1494
1441 CTGAATCCTGCGGACGACCCCTCTCGTGGTCGTTTGGGGCTCTGCCGCCCTCTTCTCCGC 1500
1495 CTGCCGTTCCGGCCGACGACGGGTCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCTICCTGTGCCT 1554
1501 CTGCCGTTCCGGCCGACGACGGGTCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGCCTGTGCCT 1560
1555 TCTCATCTGCCGGCCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTCGCATGGAGACCACCG 1614
1561 TCTCATCTGCCGGCCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTCGCATGGAGACCACCG 1620
1615 TGAACCGCCCCTTGG-ACTTGCCAACAACCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTTTCGCCC 1673
1621 TGAAC-GCCCCTTGGAACTTGCCAACAACCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTTTCGCCC 1679
1674 CAGTCAATGACCTGGATTGAGGAATACATCAAAGACTGTGTATTTAAGGACTGGGAGGAG 1733
1680 CGGTCAACGACCTGGATTGAGGAATACATCAAAGACTGTGTATTTAAGGACTGGGAGGAG 1739
1734 TCAGGGGAGGAGTTGAGGTTAAAGGTCTTTGTATTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTC 1793
1740 TCGGGGGAGGAGCTGAGGTTAAAGGTCTTTGTATTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTC 1799
1794 TGTTCACCGGTTCCATGTAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTTCTGTTCATGTCCTA 1853
1800 TGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTTTTGTTCATGTCCCA 1859
1854 CTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGGCATGGACATTGACCCTTATA 1913
1860 CTGTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGGCATGGACATTGACCCTTATA 1919
1914 AAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTGTTGACTTCTTCCCGTCTG 1973
1920 AAGAATTTGGAGCTTCTGIGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGATTTCTTCCCGTICTG 1979
1974 CCCGGGACCTGCTCGACACCGCTACAGCCCTCTACAGAGATGCCTTAGAATCACCCGAAC 2033
1980 TCCGGGACCTACTCGACACCGCTTCAGCCCTCTACCGAGATGCCTTAGAATCACCCGAAC 2039
2034 ATTGCTCCCCCCACCATACTGCTCTCAGGCAATCTATTTTGTGCTGGGGTGAGTTGATGA 2093
2040 ATTGCACCCCCAACCATACTGCTCTCAGGCAAGCTATTTTGTGCTGGGGTGAGTTGATGA 2099
2094 CTTTGGCTTCCTGGGTGGGCAATAATTTAGAGGATCCTGCAGCAAGAGATCTAGTAGTTA 2153
2100 CCTTGGCTTCCTGGGTGGGCAATAATTTAGAGGATCCTGCAGCCAGAGATCTAGTAGTTA 2159
2154 ATTATGTCAATACTCACATGGGCCTAAAAATTAGACAATTATTATGGTTTCATCTTTCCT 2213
2160 ATTATGTCAATACTAACATGGGCCTAAAAATTAGACAATTATTATGGTTTCATATTTCCT 2219
2214 GCATTATGTTTGGAAGAGAAACTGTGCTTGAGTATTTGGTGTCTTTTGGAGTGTGGATTC 2273
2220 GCCTTACATTTGGAAGAGAAACTGTGCTTGAGTATTTGGTGTCTTTTGGAGTGTGGATTIC 2279
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2274 GCACTCCACCTGCTTATAGACCAGCAAATGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTA 2333
2280 GCACTCCACCTGCTTATAGACCACCAAATGCCCCTATCCTATCAACACTTCCGGAGACTA 2339
2334 CTGTTATTAGACAACGAAGCAGGGCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAA 2393
2340 CTGTTGTTAGACAACGAGGCAGGGCCCCTAGAAGAAGAACTCCCTCGCCTCGCAGACGAA 2399
2394 GATCTCAATCACCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCCTGCTTCCCAATGTTAGTATTCCT 2453
2400 GATCTCAATCACCGCGTCGCAGAAGATCTCAATCTCCAGCTTCCCAATGTTAGTATTCCT 2459
2454 TGGACTCATAAGGTGGG 2470

2460 TGGACTCATAAGGTGGG 2476

Figura 27. Alineamiento de secuencias estudiadas y deteccion de 67 mutaciones entre ellas.

7.7. Comparacion de secuencias de aminoacidos

7.7.1. Comparacion de secuencias de aminoacidos de proteina Small HBsAg

Secuencia HM117850.2

Secuencia donador OBI

MENITSGLLG PLLVLQAVCF LLTKILTIPQ SLDSWCTSLN FLGVPPGCPG QNSQSPISNH LPISCPPTCP 70
MENITSGLLG PLLVLQAVCF LLTKILTIPQ SLDSWWTSLN FLGVPPGCPG ONSQSPISNH LPTSCPPTCP 70
GYRWMCLRRF IIFLFILLLC LIFLLVLLDY QGMLPVCPLL PGSTTTSTGE CRICHIIACCHISMEPSCEEH 140
GYRWMCLRRF IIFLFILLLC LIFLLVLLDY QGMLPVCPLL PGSTTTSTGE CKTCTTLAQG TSMEPSCCCT 140

RPSDENCEG: PIPSSWAFGK YLWEWASARF SWLSLLVQFV QWCVGLSPTV WLLVIWMIWY WGPNLCSILS 210
KPSDGNCTCI PIPSSWAFGK YLWDWASARF SWLSLLVQFV QWCVGLSPTV WLLVMWMIWY WGPNLCSILS 210
PFIPLLPIFC YLWASI 226

PFIPLLPIFC YLWASI 226

Region de doble loop 99 a 169aa

Figura 28. En amarillo diferencias encontradas: W36C, T63I, D164E, M195I. Diferencias documentadas no encontradas:
G145A, K122R, M103I
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7.7.2. Comparacion de secuencias de aminoacidos de proteina Middle protein

pre-S2/S

Secuencia donador OBI
Secuencia HM 117850.2

MQOQWNSTQFHQ
SGLLGPLLVQ
SGLLGPLLVQ
PTCPGYRWMC
PTCPGYRWMC
LAQGTSMFPS
LAQGTSMEPS
SPTVWLLVIW
SPTVWLLVMW

MLDPRVRGL
ALLDPRVRGL
AVCFLLTKIL
AVCFLLTKIL
LRRFIIFLFTI
LRRFIIFLFTI
CCCTKPSDGN
CCCTKPSDGN
MIWYWGPNLC
MIWYWGPNLC

YFPAGGSSSE
YFPAGGSSSE
TIPQSLDSWC
TIPQSLDSWW
LLLCLIFLLV
LLLCLIFLLV
CTCIPIPSSW
CTCIPIPSSW
SILSPFIPLL
SILSPFIPLL

TONPAPTIAS
TONPAPTIAS
TSLNFLGVLP
TSLNFLGVPP
LLDYQGMLPV
LLDYQGMLPV
AFGKYLWEWA
AFGKYLWDWA
PIFCYLWASI
PIFCYLWAST

LTSSIFSKTG
LTSSIFSKTG
GCPGQONSQSP
GCPGQONSQSP
CPLLPGSTTT
CPLLPGSTTT
SARFSWLSLL
SARFSWLSLL
280

280

VPVMNMENIT
DPAMNMENIT
ISNHLPISCP
ISNHLPTSCP
STGPCKTCTT
STGPCKTCTT
VOEFVQWCVGL
VQEFVQWCVGL

Figura 29: En amarillo diferencias encontradas: L12M, D51V, A53V, W90C, P97L, T107I, D218E

7.7.3. Comparacion de secuencias de aminoacidos de la proteina antigeno

core (HBcAg)

Secuencia donador OBI
Secuencia HM 117850.2

MDIDPYKEFG

MDIDPYKEFG

CWGELMTLAS

CWGELMTLAS

SEFGVWIRTPP

SFGVWIRTP-

SQC 183
SQC 183

ASVELLSFLP

ASVELLSFLP

WVGNNLEDPA

WVGNNLEDPA

AYRPANAPIL

—-YRPPNAPIL

VDFFPSARDL

SDFFPSVRDL

ARDLVVNYVN

ARDLVVNYVN

STLPETTVIR

STLPETTVVR

LDTATALYRD

LDTASALYRD

THMGLKIRQL

TNMGLKIRQL

QRSRAPRRRT

QORGRAPRRRT

ALESPEHCSP

ALESPEHCTP

LWFHLSCIMF

LWFHISCLTF

PSPRRRRSQS

PSPRRRRSQS

HHTALRQSIL

NHTALRQAIL

GRETVLEYLV

GRETVLEYLV

PRRRRSQSPA

PRRRRSQSPA

60

60

120

120

180

180

60

60

120
120
180
180
240
240

Figura 30. En Amarillo diferencias encontradas: S21D, V27A, S35T, T49S, N50H, A58S, N92H, 1105L, L108I, T109M,

P135A, V149I, G153S.

BARCENAS VILLALOBOS ROBERTO EDUARDO/CIBIOR-FES ZARAGOZA, UNAM

59



Obtencion del genoma completo del VHB a partir de individuos reactivos a Anti HBc Y
HBsAg no detectado.

7.7.4. Comparacion de secuencias de aminoacidos de la proteina X

Secuencia donador OBI
Secuencia HM 117850.2

MAARLRCQLD PARDVLCLRP VGAESCGRPL SWSLGALPPS SPPAVPADDG SHLSLRGLPS CAFSSAGPCA 70
MAARLCCQLD PARDVLCLRP VGAESCGRPL SWSFGALPPS SPPAVPADDG SHLSLRGLPA CAFSSAGPCA 70
LRFTSARRME TTVNRLD-LP TTLHKRTLGL SPQSMTWIEE YIKDCVFKDW EESGEELRLK VFVLGGCRHK 140
LRFTSARRME TTVNAPWNLP TTLHKRTLGL SPRSTTWIEE YIKDCVFKDW EESGEELRLK VEVLGGCRHK 140

LVCSPVPCNF FTSA 154

LVCSPAPCNF FTSA 154

Figura 31. En amarillo diferencias encontradas: C6R, F34L, A60S, A85R, A86L, W87D, N88-, R103Q, A146V 0

7.7.5. Comparacion de secuencias de aminoacidos de proteina polimerasa3

Secuencia HM117850.2
Secuencia donador OBI

341

MI-NLLEDWG PCYEHGEHHI RTPRTPSRVT GGVFLVDKNP HNTTESRLVV HFSQFSRGTT RVSWPKFAVP 410
HIINLLEDWG PCYEHGEHHI RTPRTPSRVT GGVFLVDKNP HNTTESRLVV DFSQFSRGTT RVSWPKFAVP 410
NLQSLTNLLS SNLSWLSLDV SAAFYHLPLH PAAMPHLLVG SSGLSRYVAR VSSTSRIYNH QHGTLQNLHH 480
NLQSLTNLLS SNLSWLSLDV SAAFYHLPLH PAAMPHLLVG SSGLSRYVAR VSSTSRIYNH QHGTLQONLHH 480
SCSRNLYVSL LLLYQTFGRK LHLYSHPIIL GFRKIPMGVG LSPFLLAQFT SAICSVVRRA FPHCLAFSYM 550
SCSRNLYVSL LLLYQTFGRK LHLYSHPIIL GFRKIPMGLG LSPFLMAQFT SAICSVVRRA FPHCLAFSYV 550

DDLVLGAKSV QHLESLYTAV TNFLLSVGIH LNTAKTKRWG YSLHFMGYVI GSWGTLPQEH IVHKIKDCFR 620

DDLVLGAKSV QHLESLYTAV TNFLLSVGIH LNTAKTKWWG YSLHFMGYII GSWGTLPQEH IVHKIKDCEFR 620
KLPVNRPIDW KVCQRIVGLL GFAAPFTQCG YPALMPLYAC ITAKQAFVFES PTYKAFLCQQ YMNLYPVARQ 690
KLPVNRPIDW KVCQRIVGLL GFAAPFTQCG YPALMPLYAC ITAKQAFVFEFS PTYKAFLCKQ YLNLYPVARQ 690
RPGLCQVFAD ATPTGWGLAI GHQRMRGTFV SPLPIHTAEL LAACFARSGS GADIIGTDNS VVLSRKYTSFE 760

RPGLCQVFAD ATPTGWGLAI GHQRMRGTFV APLPIHTAEL LAACFARSRS GADIIGTDNS VVLSRKYTSFEF 760

PWLLGCAANW ILRGTSFVYV PSALNPADDP SRGRLGYCRP LLRLPFRPTT GRTSLYADSP PVPSHLPARV 830
PWLLGCAANW ILRGTSEFVYV PSALNPADDP SRGRLGLCRP LLRLPFRPTT GRTSLYADSP PVPSHLPARV 830
HFASPLHVAW RPP 843

HFASPLHVAW RPP 843

Figura 32. En amarillo diferencias encontradas: H341M, 1343-, D391H, L519V, M526L, V550M, W588R, 1598V, K679Q,
L682M, A721S, R739G, L797Y
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8. Discusion
El principal propédsito de este estudio fue obtener el genoma del virus de la

hepatitis B a partir del plasma de un donador de sangre reactivo a anti HBc y HBsAg no
detectado el cual cumplioé con los criterios para una Occult hepatitis B Infection (OBI) que
se caracteriza por la presencia de ADN del VHB en sangre o tejido hepatico, con proteina
antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) no detectable, y con o sin
anticuerpos a la proteina antigeno core de la hepatitis B (anti HBc) o anticuerpos contra la
proteina antigeno de superficie de la hepatitis B (anti HBs) [33]. Otra caracteristica de las
OBl es la carga viral muy baja como de 11-25 Ul/mL [35] y de 100 — 800 copias/MI [36]. El
genotipo VHB predominante en poblacién mexicana es el H seguido de los genotipos G, F

y D [33].

Considerando las caracteristicas anteriores, los iniciadores fueron disefiados a
partir de 8 secuencias completas del VHB obtenidas en Gene Bank, dos de las cuales
correspondieron a pacientes con OBl (AB516393.1) y la (AB516394.1) ambas del
genotipo H. Las secuencias mas conservadas fueron las ideales para el disefio de los
iniciadores que dieron origen a las regiones que denominamos SP (1142 pb), P (585 pb),

PX (414 pb), PC/C (701 pb) y PS (825 pb) las cuales se traslapan entre si.

Los pares de iniciadores fueron probados con el ADN viral de un donador de
sangre reactivo a los marcadores seroldgicos anti HBc y HBsAg, y con una carga viral de
Log 8.84 copias /ml. Se obtuvo la amplificacion de los 5 fragmentos arriba mencionados

donde estuvieron contenidos los 4 genes del genoma VHB (Fig. 28 a Fig. 32).

Considerando la muy baja carga viral que tienen los individuos con OBI sustituimos
a la ultra centrifugacion, utilizando la precipitando las particulas virales presentes en el

plasma con polietilenglicol [37].
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La region SP (1078 pb) del donador OBI se obtuvo a partir de que ésta que no fue
observada en el gel con luz UV y solamente se obtuvo con productos anidados
denominados SP. a1 (384 pb) (Fig. 14), SP. a2 (643 pb) (Fig. 15), SPsna (416 pb) (Fig.17).
Asi también fue obtenida como la regién PX (414 pb) a partir de esta que no fue
observada en el gel con luz UV, pero se obtuvo PX.a (254 pb) (Fig.18). Las regiones que
denominamos P (585 pb) (Fig.16) y PC/C (701 pb) (Fig.19) se obtuvieron sin productos

anidados.

Los 6 productos de PCR fueron clonados en Vector de clonacion Thermo Scientific
CloneJET PCR Cloning (Fig.20 a Fig.25) y posteriormente secuenciados. Se edité y
ensamblo el genoma y obtuvimos 2,474 nucledétidos (77.3%) de los 3,215 (100%) que
tiene el genoma de VHB. Por lo tanto, aproximadamente obtuvimos el 80% del gen S,

75% del gen P, 100% del gen PC/C y 100% del gen X.

Fueron comparadas la secuencia de nucledtidos denominada donador OBI (2,474
nucledtidos) y la secuencia nucleotidica obtenida de Gene Bank HM 117850.2 (3,215
nucledétidos) de un paciente reactivo a ambos marcadores serologicos anti HBc y HBsAg.
Fueron detectadas 67 (2.70%) diferencias entre los dos genomas, un porcentaje muy
similar encontrado en otros estudios entre secuencias de un mismo genotipo [38]. La

diferencia de nucleétidos entre genotipos del VHB es del 8%.

El gen S da lugar a 3 proteinas denominadas Large HBsAg (345 aa), Middle
HBsAg (281aa) y Small HBsAg (226aa) esta ultima contiene un doble loop denominado

“determinante a” cuyas mutaciones estan relacionada con resistencia a la inmunoterapia,
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escape a la proteccion vacunal y con defectos en la deteccion del HBsAg mediante
sistemas de inmunoensayo comercial [39]. La secuencia de nucledtidos del “determinante
a” abarca del nucledtido 520 al 640 y en la Small HBsAg entre los aminoacidos 121 al 149
(Fig. 28). En las secuencias de aminoacidos donador OBl y HM 117850.2 no fueron
detectadas ninguna de las tres mutaciones M103I, K122R y G145A asociadas a una falla
en la deteccion del HBsAg en pruebas diagnésticas [40]. Las diferencias encontradas

entre las dos fueron W36C, T63I, D164E y M195I ninguna de ellas reportada previamente.

Con la traduccion in silico también obtuvimos la proteina Middle HBsAg (288aa)
fueron comparadas las dos secuencias de aminoacidos donador OBl y HM 117850.2 se
encontraron 7 diferencias: L12M, D51V, A53V, W90C, P97L, T1071, D218E. En la proteina
antigeno core (HBcAg) se detectaron 13 diferencias: S21D, V27A, S35T, T49S, N50H,
A58S, N92H, 1105L, L108I, T109M, N92H, P135A, V149l, G153S. En la proteina X se
detectaron 9 diferencias: C6R, F34L, A60S, A85R, A86L, W87D, N88-, R103Q, A146V y
con la proteina Polimerasa de la cual obtuvimos in silico el 59 % (502 aa) se detectaron
13 diferencias: H341M, 1343-, D391H, L519V, M526L, V550M, W588R, 1598V, K679Q,
L682M, A721S, R739G, L797Y-. Todas las diferencias detectadas en las 5 proteinas
analizadas ninguna ha sido reportada previamente. Las diferencias encontradas quiza
alguna o algunas sean determinantes con los defectos en la deteccion del HBsAg
mediante sistemas de inmunoensayo comercial y con la muy baja carga viral con la que
cursa las OBI. Faltan mas secuencias que analizar para establecer si alguna o algunas

son determinante en las caracteristicas que tienen las OBI.
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ANEXOS
PEG 6000 30 %.

Buffer tris imidazol.

Disolver 2.38 gr de HEPES en 90 ml de agua deshionizada y ajustar el pH a 7.4

con Tris-HCI 1.7 M (disolver 20.59 gr de Tris-HCI en 100 ml de agua).

Disolver 3.4 gr de IMIDAZOL anadir 90 ml de buffer HEPES-Tris, ajustar el Ph 7.4

con HCl y aforar a 100ml.

MEDIO DE CULTIVO LB.

Se disolvié en agua destilada 10 gr Triptona, 5gr Extracto de levadura y 10 gr
NaCl, se aforo a un volumen total de 1000 ml. Posteriormente se trasvasé a tubos
Falcon, un volumen de 5 ml por tubo y se esterilizo por autoclave. (no todo el volumen
fue agregado a tubos falcon ya que parte del medio LB fue utilizado para las placas de

cultivo de bacterias)

PLACAS DE CULTIVO.

A 500 ml de medio LB liquido se le agregaron 5 gr de agar y este se hirvié hasta
ser disuelto. Fue necesario esterilizar por autoclave. Se dej6 enfriar a menos de 42 °C y
se le agrego antibiético (ampicilina) y se agregdé aproximadamente 30 ml de medio en

cada caja Petri previamente esterilizadas.
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TAE 50X (TAE .5X)

Preparar una solucion madre de EDTA.

La solucion EDTA (acido etilendiaminotetraacético) se prepara antes de tiempo. EDTA no
se quedara completamente en la solucion hasta que el pH se ajusta a aproximadamente
8,0. Para una solucion de 500 ml madre de 0.5 M EDTA, pesar 93.05 gr de sal EDTA
disédico (FW = 372.2). Disolver en 400 ml de agua desionizada y ajustar el pH con

NaOH. Rellenar la solucién a un volumen final de 500 ml.

Prepare una solucion madre de TAE.

Haga una solucion concentrada (50x) de TAE pesando 242 gr de base Tris (FW = 121.14)
y disolver en aproximadamente 750 ml de agua desionizada. Anadir cuidadosamente 57.1
ml de acido acético glacial y 100 ml de EDTA 0.5 M (pH 8.0) y ajustar la solucién a un
volumen final de 1 litro. Esta solucion madre se puede almacenar a temperatura

ambiente. El pH de este tampodn no se ajusta y debe ser de aproximadamente 8.5.

Preparar una solucion de trabajo de TAE.

La solucion de trabajo de tampén TAE 0.5x se hace simplemente por dilucion de la
solucién stock de 50x en agua desionizada. El tampdn esta ahora listo para su uso en la

solucion de un gel de agarosa .

L ____________________________________________________________________________________________|
BARCENAS VILLALOBOS ROBERTO EDUARDO/CIBIOR-FES ZARAGOZA, UNAM 69



Obtencion del genoma completo del VHB a partir de individuos reactivos a Anti HBc Y
HBsAg no detectado.

CaCl; 0.1 M

ACETATO DE SODIO 3M.

N 302H302

BUFFER HEPPES TRIS IMIDAZOL 500 Mm

STET
Reactivos.
-Tris-HCL (Ph 8.0) 10 Mm -1ml Tris-HCL (1 M)
-Na Cl 10 Mm -2.5 ml NaCl (4 M)
-EDTA (Ph 8.0) 1 Mm -0.4 ml EDTA (0.025 M)
-Triton X-100 -5ml
-Agua desionizada -c.b.p 10 ml.

Asegurese que el pH sea 8.0 despues de afadir todas las soluciones. No hay

necesidad de esterilizar el STET antes de su uso.
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ABREVIATURAS

ML: microlitro
ADN: Acido desoxirribonucleico

ALT: alanina aminotrasnferasa
Anti HBc: Anticuerpo contra antigeno c
Anti HBe: Anticuerpo contra antigeno e

Anti HBs: Anticuerpo contra antigeno
CHB:

CR ADN: AND circular relajado
D.O.: Densidad optica

HBcAg: Proteina viral de la capside
HBeAg:

HBIG: Inmuno globulina especifica de la
hepatitis b

HBsAg(L): proteina viral de superficie
Large

HBsAg(M): proteina viral de superficie
Middle

HBsAQ(S): proteina viral de superficie
Small

HBsAg: antigeno s del virus b

HBsAg: antigeno s del virus b

HBx: proteina X

HCC-Carcinoma hepatocelular
ICTV.
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ARN m: ARN mensajero
ARN: Acido ribonucleico
ARNSs: ARN subgenomico

cccADN: ADN circular cerrado

covalentemente

INF-a:interferdn alfa

INF-b: interferén beta

INF-g: interferon gama
KDa:kilodaltons

LB: Luria Bertani

M: molar

MI:mililitro

nm: nanémetros

OBI: Occult hepattis B infection
pb:pares de bases

PBC: Region Promotora Basal Core
pgARN: ARN pregendémico

PT: proteina terminal de la polimerasa
Rpm: Revoluciones por minuto

STET

TA: Temperatura de alineamiento
TNF- a-factor de necrosis tumoral alfa
TR: Dominio Transcriptasa Reversa de la
polimerasa.

UV: Ultra violeta

VHB- Virus de la Hepatitiis B
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Aminoacidos esenciales.

Ala (A)GCU, GCC, GCA, GCG. Lys (K)AAA, AAG. Arg (R)CGU, CGC, CGA, CGG, AGA,
AGG. Met (M)AUG. Asn (N)AAU, AAC. Phe (F)UUU, UUC. Asp (D)GAU, GAC. Pro
(P)CCU, CCC, CCA, CCG. Cys (C)UGU, UGC. Sec (U)UGA. GIn (Q)CAA, CAG. Ser
(S)UCU, UCC, UCA, UCG, AGU, AGC. Glu (E)GAA, GAG. Thr (T)ACU, ACC, ACA, ACG.
Gly (G)GGU, GGC, GGA, GGG. Trp (W)UGG. His (H)CAU, CAC. Tyr (Y)UAU, UAC. lle
(DAUU, AUC, AUA. Val (V)GUU, GUC, GUA, GUG. Leu (L)UUA, UUG, CUU, CUC, CUA,
CUG. Comienzo AUG. Parada UAG, UGA, UAA.
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