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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 crónica por este agente, que conduce a cirrosis y hepatocarcinoma. 
Alineaciones de genomas completos han demostrado que hay 8 genotipos (se sugieren 
dos más recientemente) estos varían entre sí en un 8 % aproximadamente, siguen un 
patrón de distribución conocido, así como diferencias de prevalencia de infección por este 
virus alrededor del mundo. La evidencia serológica de la hepatitis B aguda o crónica es 
comúnmente generada por la detección de la proteína que se presenta como un antígeno 
de superficie (HBsAg), sin embargo, la infección por este agente sigue ocurriendo. La 
infección oculta del VHB (OBI) se caracteriza por la presencia de ADN del VHB en sangre 
o tejido hepático con HBsAg no detectable, y con o sin anticuerpos que reconozcan a 
proteínas antígeno de la cápside 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 infección   oculta (reactivo a anti-HBc y HBsAg no detectable) 
muestra mutaciones ya conocidas en el “determinante a” que generan una mutación de 
escape”. Para probar ésto se requirió hacer la secuenciación del genoma de un donador 
de sangre que cumpliera las características de una OBI. Se realizó el diseño de diferentes 
iniciadores para la amplificación por Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) y su 
posterior inserción en un vector de clonación, amplificación en bacterias E. coli TOP 10, 
purificación y secuenciación. Por último, se realizó la comparación de la secuencia 
obtenida del donador con OBI con una secuencia genotipo H, siendo éste el más común 
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en México. Se editó y ensamblo el genoma y se obtuvieron 2,474 nucleótidos (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 
nucleótidos del “determinante a” abarca del nucleótido 520 al 640 y en la Small HBsAg 
entre los aminoácidos 121 al 149. En las secuencias de aminoácidos no fueron 
detectadas ninguna de las tres mutaciones M103I, K122R y G145A asociadas a una falla 
en la detección del HBsAg en pruebas diagnósticas. Las diferencias encontradas entre las 
dos fueron W36C, T63I, D164E y M195I ninguna de ellas reportada previamente. 
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1. ANTECEDENTES 
1.1. Clasificación 

 
El Grupo de Estudio ICTV (Comité Internacional de Taxonomía 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 único de virus y clasificarlo, 
junto con un número de virus animales relacionados, en una nueva familia llamada el 
Hepadnaviridae [1, 2, 3]. Hepadnavirus se pueden encontrar tanto en mamíferos 
(orthohepadnaviruses) y aves (avihepadnaviruses). La variabilidad genética del VHB es 
muy alta. Hay ocho genotipos del VHB (se sugieren dos más 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 virión está formado por una partícula esférica de 42 nm de 
diámetro (partícula de Dane), rodeada de una envoltura lipoproteíca de unos 7 nm de 
espesor, la que contiene las proteínas virales de superficie (HBsAg). En el interior del 
virión se encuentra la nucleocápside icosaédrica, compuesta por el antígeno core 
(HBcAg), el cual rodea al ADN genómico que en el extremo 5’ de la hebra negativa lleva 
unida covalentemente a la polimerasa viral (P) (figura 1). Además del virus completo, las 
células infectadas secretan grandes cantidades de partículas lipoproteícas subvirales de 
20 nm (esferas) y de hasta 200 nm (filamentos) formadas sólo por el HBsAg y lípidos 
derivados del huésped, las cuales están implicadas en la evasión de la respuesta inmune 
[2,4]. 
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 Figura 1. El virus completo (partícula 
de Dane) consiste de una envoltura 
lipídica que contiene al HBsAg en sus tres formas: proteínas S (small), 
M (middle) y L (large). En el interior 
se encuentra la nucleocápside 
formada por el HBcAg, el ADN y la 
polimerasa viral [2,4]. 

 
 

 
1.3. Ciclo de replicación 

 

El VHB ha evolucionado en un ciclo de vida único que resulta en la producción de 
enormes cargas virales durante la replicación activa sin llegar a matar a la célula infectada 
directamente [5]. Puesto que la enzima transcriptasa inversa carece de actividad de 
corrección de pruebas, la tasa de sustitución de nucleótidos para el VHB es más alta que 
la de otros virus de ADN y genomas virales mutados surgen con frecuencia. [5,6] Esta 
diversidad genómica extraordinaria, junto con una alta capacidad de replicación, permite 
al VHB adaptarse a diferentes hospedadores [7]. 

La replicación del genoma del VHB puede ser dividida a grandes rasgos en tres 
fases (figura 2):  

1. Viriones infecciosos que contienen en su núcleo 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);  
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2. Después de la infección, el CR-ADN se convierte, en el interior del núcleo de la 
célula huésped, en un plásmido de tipo ADN circular cerrado covalentemente (cccADN),  

3.  El cccADN, genómico y varios ARN subgenómicos se transcriben por la ARN 
polimerasa celular, de los cuales el ARN pregenómico (pgARN) es selectivamente 
empaquetado en la capside de la progenie de los viriones y se transcribe de forma 
inversa con los coenvasados de proteína P en los nuevos genomas de CR-ADN. 
Madurado el CR-ADN los ARN que contienen las nucleocapcides que aún son 
inmaduros y se puede utilizar para la amplificación intracelular de cccADN, o ser 
envuelto y liberado de la célula como progenie de viriones [8,9]. 

 
 

Figura 2. Ciclo de replicación del genoma hepadnaviral. Viriones envueltos antes de infectar la célula, liberando RC-ADN que contienen nucleocápsidas en el citoplasma.  RC-ADN se transporta al núcleo, y es reparado para formarse en cccADN (1). La transcripción de cccADN por la ARN polimerasa (2) produce pgARN.  El pgARN es encapsulado, junto con la proteína P, y revierten transcritos en el interior de la nucleocápside (3). (+)-Síntesis de ADN a partir de la (-)-ADN plantilla genera nuevo RC-ADN. Nuevos ciclos se llevan de forma intracelular con la amplificación de cccADN, como alternativa, las nucleocápsides RC-ADN que contienen están envueltos y son lanzados como viriones. MP, membrana plasmática [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) nucleotídicas (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 proteínas 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 proteína core o HBcAg, unidad estructural de 
la cápside, y también para el antígeno "e" del virus B HBeAg, dependiendo de la región en 
donde se inicie la traducción [2,11, 12].   

 La polimerasa viral es un proteína codificada por el marco de lectura P, y está 
funcionalmente dividida en 3 regiones: en el extremo aminoterminal se encuentra el 
dominio denominado proteína terminal (PT), el cual está involucrado en la formación de la 
cápside e iniciación de la síntesis de la cadena negativa de ADN; en medio de la proteína, 
el dominio transcriptasa reversa (TR), el que cataliza la síntesis del genoma viral; y en el 
extremo carboxilo terminal, el dominio ARNasa H que degrada el ARN pregenómico en el 
intermediario híbrido ARN/ADN y facilita la replicación del genoma viral [2, 11,12]. 

 El marco de lectura X codifica una pequeña proteína viral de aproximadamente 
16.5 kDa (proteína X o HBx) que posee múltiples funciones, incluyendo transducción 
intracelular de señales, activación transcripcional, reparación del ADN e inhibición de la 
degradación proteica. Los mecanismos moleculares detallados de estas actividades, y la 
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función biológica de la proteína HBx durante el ciclo viral son desconocidos. Sin embargo, 
se ha establecido que esta proteína es necesaria para una infección productiva por el 
VHB in vivo y que puede contribuir al potencial oncogénico del VHB [2, 11]. 

 
 
Figura 3. Organización del Genoma del VHB. La cadena parcialmente doble, RC-ADN circular se indica por las líneas negras gruesas, con P unido covalentemente al extremo 5 'final de la (-)-ADN, y el cebador de ARN (línea 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 círculo exterior simboliza el pgARN terminalmente redundante con ε 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 núcleo (C), P, preS / S, y X se muestran en el interior. TP, dominio Terminal de la proteína P [8]. 

 
1.5. Epidemiología 

 
La infección por el VHB representa un importante problema de salud pública, la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que al menos dos mil millones de 
personas (un cuarto a un tercio de la población mundial) ha sido infectado con el virus; 
400 millones personas están infectadas crónicamente [2, 6,14]. Hay una estimado 600 
000 muertes al año por complicaciones de enfermedad hepática 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 epidemiológica de la infección, así como sus secuelas, 
no siguen un perfil uniforme de endemicidad. Entre los países del continente asiático 
existe una alta endemicidad (>8%), que también se presenta entre las poblaciones 
indígenas del Amazonas en Sudamérica y Alaska en Norteamérica. En contraste, existen 
zonas de endemicidad intermedia (>2-7.9%) en Europa y baja (<2%) en países como 
Estados Unidos y Canadá.  México se ha considerado como una zona de baja endemia; 
no obstante, recientemente se ha demostrado que en el país existen zonas de alta 
endemia, principalmente en poblaciones indígenas, al igual que en Centro y Sudamérica 
[13 ,16]. 

Aproximadamente el 45% de la población del mundo, incluidos los que viven en 
muchos países de África y los países 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 infección de más de 60%. Sólo alrededor del 12% de la población 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 infección es <20% [17]. 

1.6. Genotipos y distribución  
 

Los Genotipos del VHB difieren en más de 8%.  Análisis filogenéticos en las que 
se han utilizado alineaciones de genomas completos han demostrado que hay 8 
genotipos, llamados A, B, C, D, E, F, G y H, del VHB [2, 3, 18, 19]. Recientemente, se han 
propuesto dos genotipos polémicos (I y J) en el sur de Asia [10]. 
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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. Así el genotipo G 
con 3248 pb es más largo por 66 pb que el genotipo D con 3182 pb [2, 3, 6]. 

Amplios análisis 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 epidemiológicos muestran que los 
respectivos pares subgenotipos A1/A2, B1/B2 y C1/C2 difieren mucho virológicamente y 
probablemente en algunos parámetros clínicos.  Los subgenotipos también muestran 
una distribución geográfica 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), Sudáfrica 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 
está 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. Más tarde, la secuenciación 
parcial de genes del VHB señaló una alta prevalencia de genotipo G en México. Sin 
embargo, el origen geográfico del genotipo G sigue siendo desconocido [6, 7]. 
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Figura 4. Mapa de distribución  de subgenotipos del VHB¡Error! No se encuentra el origen de la referencia. [7]. 

 

1.7. Historia natural 
 

El VHB se transmite principalmente por tres vías: parenteral, sexual y vertical, 
siendo las dos últimas, las de mayor relevancia en la actualidad [22]. 

La prevalencia del VHB y la principal vía de transmisión del VHB varían 
geográficamente. En las regiones en desarrollo con alta prevalencia de HBsAg como el 
sur de Asia Oriental, China, África Subsahariana y la cuenca del Amazonas es más 
comúnmente adquirida la infección en la infancia. En parte de Europa oriental y 
meridional, Oriente Medio, Japón y parte de América del Sur, la prevalencia de la 
infección por VHB es intermedia y la infección se adquiere en los bebés o la infancia. En 
los países desarrollados, como América del Norte, Europa Occidental y Australia, la 
prevalencia del VHB es baja y la mayoría infección 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 crónica, cirrosis hepática y 
carcinoma hepatocelular (HCC) [24]. 
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La infección por el VHB perinatal o adquirida en la niñez, 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 infección aguda por el VHB 
evolucionará a hepatitis crónica, hepatitis crónica activa, cirrosis y el desarrollo de 
carcinoma hepatocelular. El fallo hepático fulminante es inusual (0,1 a 0,5% de pacientes), 
pero una coinfección aguda con otros virus de hepatitis aumenta el riesgo de hepatitis 
fulminante [7, 24,25, 26]. 

El daño hepático en la hepatitis B crónica se debe principalmente a la interacción 
directa entre el sistema inmune del huésped y los hepatocitos infectados por el VHB. Las 
citocinas antivirales, tales como el interferón alfa, beta, y gamma (IFN-a, IFN-b, IFN-g), así 
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), se han implicado como el principal 
contribuyente a la eliminación del virus, mientras que la destrucción de hepatocitos 
infectados por los linfocitos T citotóxicos contribuye para tanto el aclaramiento viral y el 
desarrollo de la enfermedad de hígado [5]. Los pacientes crónicamente infectados con 
VHB tienen una probabilidad mayor que 100 veces de desarrollar HCC en comparación 
con personas no infectadas [6, 27]. 

 
1.7.1. Fases de la Hepatitis b crónica 

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

es diagnóstico de Hepatitis B crónica (CHB) [20, 28]. 

Fase inmunotolerante: se caracteriza por ausencia de actividad bioquímica 
(aminotransferasas normales) en presencia de replicación activa y con antígeno "e" del 
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virus B (HBeAg) presente y ADN del virus (VHB ADN) detectado en el suero. La biopsia 
hepática en esta fase es normal y no muestra actividad inflamatoria. Se presenta 
después de la transmisión vertical del virus, y se observa en las primeras dos décadas 
de la vida. Generalmente no se observa cuando la infección se adquiere más tarde. En la 
fase inmunotolerante no hay depuración espontánea del virus [28, 29]. 

 Fase inmunorreactiva: se caracteriza por exacerbación clínica y bioquímica de la 
hepatitis crónica, con elevación de aminotransferasas, pero aún niveles elevados del 
ADN de VHB. La biopsia hepática se presenta con actividad necroinflamatoria indicando 
destrucción mediada inmunológicamente de los hepatocitos infectados. Hay presencia 
de HBeAg por la persistencia de replicación viral y se denomina hepatitis B HBeAg 
positivo, y con el tiempo puede haber seroconversión con desaparición de este antígeno 
y aparición 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 síntomas y las 
manifestaciones clínicas de enfermedad hepática, 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 seroconversión de HBeAg a 
Anti HBe [20, 27,29]. 

 Fase de reactivación: esta fase se presenta después de un periodo de tiempo de 
permanecer en estado de "portador inactivo", y se caracteriza por una nueva elevación 
de niveles del ADN del VHB posterior a una mutación en el genoma del virus a nivel de 
la región o del promotor del core. No se producirá HBeAg porque estas mutaciones 
interfieren en la transcripción de este antígeno [27,29]. 
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1.7.2. Hepatocarcinoma 
 

En la infección crónica, el genoma del virus B se incorpora al hepatocito y puede 
causar mutaciones que dan origen a células hepáticas aberrantes que evolucionarán 
hacia el desarrollo de carcinoma hepatocelular (HCC). El VHB es considerado el segundo 
carcinógeno después del cigarrillo y es el responsable de la mayoría de 
hepatocarcinomas en África 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 infección por virus de la 
hepatitis B crónica es el factor etiológico más importante de este tumor, lo que representa 
para el desarrollo de más de 50% de los casos en el mundo [30]. 

 
1.7.3. Cirrosis 
 

La cirrosis es una complicación de la infección crónica, puede progresar a 
insuficiencia hepática e hipertensión, llegando a cumplir criterios para trasplante hepático. 
Los resultados iniciales de trasplante en VHB eran muy malos debido a la recurrencia con 
hepatitis severa fibrosante colestásica 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 específica para hepatitis B (HBIG), desde la fase 
anhepática y por tiempo indefinido postrasplante, manteniendo niveles adecuados de 
anticuerpos antisuperficie (Anti HBs) se logró mejorar la sobrevida a niveles similares de 
los trasplantados por otras causas. La adquisición de la inmunoprofilaxis con HBIG está 
disponible, pero a un costo muy alto [29]. 
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Los estudios longitudinales de los pacientes con hepatitis B crónica indican que, 
después del diagnóstico, la incidencia acumulada de 5 años de desarrollar cirrosis oscila 
8-20% [31]. 

 
1.8. Diagnóstico 

 
El antígeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) aparece en el suero de 1-10 

semanas tras la exposición aguda al VHB, y lo hace antes del comienzo de la 
sintomatología clínica y de la elevación de la alanina aminotransferasa (ALT) sérica. Su 
persistencia al cabo de 6 meses implica infección crónica. Por otro lado, los pacientes en 
los que se detecta HBsAg en el suero que no presentan marcadores de replicación viral, 
ni signos de lesión hepática se conocen como portadores sanos del VHB [32]. 

 

La desaparición sérica del HBsAg es seguida por la aparición de los anticuerpos 
contra el antígeno de superficie (anti HBs), que se consideran como el indicador de 
recuperación de la enfermedad y persisten de forma indefinida en la mayoría de los 
pacientes, confiriendo inmunidad frente a la reinfección. Es el único marcador presente en 
el suero de las personas vacunadas con respuesta inmunológica [32]. 

 

La evidencia serológica de hepatitis B aguda o crónica es comúnmente generada 
por el antígeno de superficie de hepatitis B (HBsAg) [32]. 
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1.9. Infección oculta de Virus de la Hepatitis b (OBI) 
 

La infección oculta del VHB (OBI) se caracteriza por la presencia de ADN del 
VHB en sangre o tejido hepático con HBsAg no detectable, y con o sin anticuerpos a 
antígeno core de la hepatitis B (anti HBc) o anticuerpos contra HBsAg (anti HBs) [33,34].  

 Las observaciones clínicas sugieren que los portadores de las OBI pueden ser 
una fuente de transmisión del VHB a través transfusión de sangre o un trasplante de 
órganos. También se considera un factor de riesgo para desarrollo HCC [34]. 

La prevalencia de las OBI en México al parecer varía dependiendo de la 
población en estudio.  En donadores de sangre de Yucatán se reportó una prevalencia 
de 7.4 % [33], en un estudio de población nativa de México de Nahuas y Huicholes se 
encontró de un 14.2 % de OBI [22]. 

Estudios moleculares han demostrado que como resultado de una infección por el 
VHB pueden ocurrir alteraciones genéticas en el genoma viral en replicación, vale decir, 
mutaciones puntuales, supresiones e inserciones. Estas alteraciones se generan durante 
el curso natural de la infección crónica y en respuesta a la presión que ejerce el sistema 
inmune del huésped, o bien, a presiones exógenas tales como la vacunación, el 
tratamiento con la inmunoglobulina anti HBs o la terapia con agentes antivirales [2]. 

 En la región precore, la variante más frecuente es la mutación puntual G1896A, 
que produce un codón de término en el marco de lectura, con la consiguiente pérdida de 
la expresión del HBeAg [5]. 

Relacionado a lo anterior, y como se sabe que la región promotora basal del core 
(PBC) se sobrepone con la región X del genoma del VHB, cuando ocurren mutaciones 
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éstas provocan la sustitución de los aminoácidos 130 y 131 de la proteína X, situación 
que también ha sido propuesta como marcador pronóstico para el desarrollo de cáncer 
hepático [2]. 

Se han reportado la existencia de variantes defectivas “a” del VHB, debido a 
mutaciones puntuales en diversos residuos de los aminoácidos 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 población indígena de 14.2 %, y puesto que 
la población indígena de México rebasa los 12 millones, el impacto epidemiológico del 
VHB podría ser mayor de lo que se ha considerado hasta la fecha. Los estudios 
epidemiológicos más recientes y de revisión de la literatura muestran que en el país hay 
por lo menos tres millones de personas adultas que se han infectado (anti HBc positivos) 
y de éstos un mínimo de 300 000 portadores activos (HBsAg positivos) podrían requerir 
tratamiento. No obstante, si consideramos a la población indígena como zona de alta 
endemia, entonces el número de pacientes que se han infectado podría aumentar hasta 7 
u 8 millones de mexicanos y a cerca de un millón 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 
podría ser la causa que explicara la poca sensibilidad y especificidad de las pruebas 
inmunológicas utilizadas hasta la fecha, ya que las mismas se han diseñado con base en 
los genotipos D y A, los cuales hasta ahora no son prevalentes en nuestro país [16]. 
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3. Justificación 
 

La evidencia serológica de la hepatitis B aguda o crónica es comúnmente por la 
detección de la proteína que se presenta como un antígeno de superficie (HBsAg).  Pero 
la transmisión de la hepatitis B por transfusión sigue ocurriendo [5]. 

 La infección oculta de VHB (OBI) se caracteriza por la presencia de ADN del 
VHB en sangre o tejido hepático con HBsAg no detectable, y con o sin anti HBc o anti 
HBs [33]. 

 Las observaciones clínicas sugieren que los portadores con OBI pueden ser una 
fuente de transmisión del VHB a través de la trasfusión de sangre o en trasplante de 
órganos. También se considera un factor de riesgo para desarrollo de hepatocarcinoma 
[33]. 

Una región de interés en el genoma de VHB es la S que codifica para el antígeno 
de superficie (HBsAg), donde se encuentra el determinante “a”, epítope para el cual van 
dirigidos los anticuerpos neutralizantes y que es el principal blanco de las pruebas 
diagnósticas. Las sustituciones de aminoácidos dentro y en las cercanías del 
determinante “a”, pueden afectar la unión de los anticuerpos neutralizantes, generando 
mutantes denominadas “de escape”. Estudios realizados en Argentina, donde existen los 
subgenotipos F1 y F4, han demostrado la presencia de múltiples mutaciones en la región 
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 
infección oculta al virus de la hepatitis B. 
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4. Hipótesis 
 

Ha 

El genoma del VHB proveniente de un donador de sangre con infección 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 infección 
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 infección 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. 
 Clonar los diferentes fragmentos de las diferentes regiones del genoma del   
           VHB. 
 Secuenciar los fragmentos de las diferentes regiones del genoma del VHB  

                       obtenidos. 
 Editar y analizar las secuencias de las diferentes regiones del VHB 
 Detectar mutaciones de aminoácidos en la región denominada   
           “determinante a” en proteína HBsAg(S). 
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6. Material y método 
6.1. Detección de donador de sangre con infección 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 División 
Manuel Ávila Camacho del Instituto Mexicano del Seguro Social, Puebla, Puebla.  

 
La detección de Anti HBc fue con el sistema comercial ARCHITECT anti HBc II 

(2009), son pruebas de inmunoensayo quimioluminiscente de micropartículas (CMIA) 
recubierta con rHBcAg. Estos sistemas corresponden a segunda generación de la misma 
prueba, que detecta anticuerpos humanos contra la proteína del núcleo del VHB. La 
presencia o ausencia de anti HBc en la muestra se determina mediante la comparación de 
la señal de quimioluminiscencia de la reacción de las muestras con la señal de corte 
determinado en el análisis de calibración activa. Las muestras con S / CO <1, 0 se 
consideran negativas y S / CO valores ≥1.0 valores se consideran reactivos.  

 

Para la detección de HBsAg se utilizó el   Sistema comercial ARCHITECT HBsAg, 
en un CMIA que utiliza micropartículas recubiertas con anticuerpo monoclonal (IgG e IgM) 
anti HBs. Este sistema detecta el HBsAg y es capaz de detectar la mutación más común 
de HBsAg (Gly → Arg145). Los valores de HBsAg (IgG e IgM) se obtuvieron de una curva 
de calibración generada previamente. Las muestras con valores ≥0.05 UI / ml se 
consideran reactiva, y hay un valor máximo de detección a 250 UI / ml. 
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6.2. Determinación de las 4 regiones del genoma del virus de la 
hepatitis B 
6.2.1. Diseño 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 más 
frecuente en América del Norte: (Tabla 1) 

Tabla 1. Secuencias empleadas para diseño de iniciadores para detectar las 
4 regiones del virus de la hepatitis B 

Genotipo Identificación 
GenBank NCBI 

Marcadores serológicos OBI* 

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 
                                                                                                                                   *Occult hepattis B infection 
Todas las secuencias se descargaron en formato FASTA. Posteriormente se 

realizó una comparación de las secuencias utilizando el programa Clustalw, se buscaron 
las regiones más conservadas de cada una de las 4 regiones del genoma VHB. Las 
cuales fueron las ideales para el diseño de los iniciadores.  

Después las secuencias en formato fasta fueron introducidas a un programa para 
el diseño de iniciadores (PerlPrimer v1.1.21) éste dio diferentes condiciones para Tm, 
length, %GCº, dS,º dHº, dGº, los pares de iniciadores fueron escogidos dependiendo de 
las condiciones ideales. 
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6.2.2. Concentración de partículas virales 
 

La concentración de las partículas virales a partir de suero o plasma fue con 
polietilenglicol 6000 al 30%. A 500 µl de suero o plasma fueron añadidos 250 µl de 
polietilenglicol al 30%, se dejó reposar 24 horas a 4 °C. Posteriormente se centrifugo a 
1,000 g durante 30 minutos. Se eliminó el sobrenadante quedando las partículas virales 
en el botón formado. El botón de partículas virales fue disuelto con buffer de disolución de 
proteínas (pH 7.4).  

6.2.3.  Extracción del ADN VHB 
 

La extracción de ADN de VHB se hizo con el equipo Circulating DNA from Plasma 
NucleoSpin® Plasma XS. MACHEREY-NAGEL MACHEREY-N. Siguiendo el siguiente 
protocolo: Preparación de la muestra: 

*Se añadieron 240 µl de concentrado de partículas virales a partir de plasma a un 
tubo de 1.5 ml.  

*Se agregaron 20 µl de proteinasa K a la muestra, se mezcló e incubo a 37 ° C 
durante 10 min.  

*Posteriormente fueron añadidos 360 µl buffer binding.  Se cargó la mezcla de 600 
µl dentro de una columna de sílice colocada previamente sobre un tubo de colección de 2 
ml. 

*Se centrifugo a 2,000 g durante 30 segundos, y se aumentó la fuerza centrífuga a 
11,000 g durante 15 segundos.  Se desechó el tubo de colección y fue transferida la 
columna sobre otro tubo colector de 2 ml. 
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Lavado y secado la membrana de sílice. 

*Para el primer lavado se pipetearon 500 µl buffer de lavado I en la columna.  Se 
centrifugo durante 30 segundos a 11,000 g.  Se desechó el Tubo colector con el filtrado y 
se colocó la columna nuevamente en otro tubo colector de 2 ml. 

*Para el segundo lavado fueron añadidos 250 µL de buffer de lavado II a la 
columna. Fue centrifugado durante 3 min a 11,000 g.  Se descartó el tubo de colección 
con el filtrado y se colocó la columna en un tubo cónico de 1.7 ml para la elución del ADN. 

*Elución del ADN: fueron añadidos 20 µl de buffer de elución a la columna.  Se 
centrifugo durante 30 segundos a 11,000 g, el volumen de elución puede variar en el 
rango de 5 a 30 µl. 

 La eliminación del etanol residual. 

* Se incubo la fracción de elución con la tapa abierta durante 12 min a 70 ° C. La 
extracción fue almacenada a -20 °C. 
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6.2.4. Detección del ADN VHB por la Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(PCR) 

 
6.2.4.1. La mezcla de reacción para la PCR punto final 

                                   Tabla 2. 
Componente       Volumen 

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

De esta mezcla de reacción se dividió el volumen total en 8 tubos de PCR y se probaron 8 
temperaturas de hibridación diferentes para cada región del virus (para cada par de 
iniciadores diferente). Esto para conocer cuál 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 Óptima para cada par de iniciadores  
 
 

 
Figura 5. * TA (Temperatura de Alineación) 8 temperaturas diferentes para 8 diferentes reacciones, que oscilaban entre 46 °C y 62 °C. 
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6.2.4.3. Mezcla de reacción para PCR punto final a una sola temperatura de hibridación  
Tabla 3 
Componente Volumen  
Master mix 12.5 µl 
Sentido   0.5 µl 
Anti sentido   0.5µl 
ADN 10.0 µl 
Agua libre de nucleasas   1.5µl 
Volumen total 25.0µl 

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

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

 
6.2.4.5. Obtención y visualización 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. Purificación de productos de PCR  
 

Los fragmentos fueron purificados a partir del gel de agarosa al 1%. Se realizó la 
purificación por banda con el equipo PCR clean-upvGel extraction. Macherey-nagel. 

La extracción de ADN a partir de geles de agarosa. 

Nota: se minimizó el tiempo de exposición a rayos UV para evitar dañar el ADN. 

*Se tomó un bisturí limpio para cortar el fragmento de ADN de un gel de agarosa. 
Se retiró todo el exceso de agarosa. 

 *Se determinó el peso de la porción de gel en un tubo limpio. 

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

*Se incubo la muestra durante 10 min a 50 °C y se agitó la muestra brevemente 
cada 3 min hasta que la porción de gel estuvo completamente disuelta. 

ADN bind 

*Se colocó una columna en un tubo de recogida de 2 ml y se cargaron hasta 700 μl 
de la muestra. 

*Fue centrifugado durante 30 segundos a 11,000 g, se desechó el filtrado y se 
colocó la columna de nuevo en el tubo de recogida. 

*Se cargó la muestra restante cuando fue necesario y se repitió la etapa de 
centrifugación. 
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Lavado de la membrana de sílice 

*Se añadieron 700 μl de tampón NT3 a la columna.  Se centrifugó durante 30 
segundos a 11,000 g, se descartó el filtrado y se colocó la columna de nuevo en el tubo 
de recogida. 

Recomendado: se repitió el paso de lavado de la membrana de sílice seco, se 
centrifugo durante 1 min a 11,000 g para eliminar completamente el tampón NT3. 

Nota: el etanol residual de tampón NT3 podría inhibir reacciones enzimáticas.  Se 
logró la eliminación del etanol mediante la incubación de la columna por 5 min a 70 °C 
antes de la elución. 

 

Elusión del ADN.  

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

*Fueron Añadidos 30 μl de Buffer NE y se incubó a temperatura ambiente (18-25 ° 
C) durante 1 min. Se centrifugó durante 1 min a 11,000 g. 
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6.2.4.7. Cuantificación de ADN viral  

 
Nombre del protocolo: dsDNA Cuantificación 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 medición de absorbancia a 260 nm.  

  La corrección 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 transformación para calcular la concentración 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, así como la determinación experimental a   260 nm.  

Configuración de la placa:  

Configuración 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. Concentración de ADN Calculado. El informe también contiene una tabla con 
las densidades ópticas corregidas, concentraciones calculadas y desviación estándar y % 
CV de los conjuntos de réplicas. 
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6.3. Clonación de productos de PCR de las 4 regiones del VHB 
6.3.1. Ligación 

 
 

Con los fragmentos del ADN del VHB amplificados y purificados se prosiguió a la 
ligación de éstos a un vector de clonación Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit 
#K1231, #K1232 (Figura 7). 

* Se realizó la siguiente reacción en hielo (Tabla 4, reacción 1) 

Tabla 4.  Reacción 1 
Componente Volumen 

          Buffer de reacción 2x 10.0 µl 
Producto de PCR purificado         1.0 µl 
Agua libre de nucleasas        6.0 µl 
Enzima de despunte ADN        1.0 µl 
Volumen total.      18.0 µl 

            * Se dio brevemente agitación y un spin. 

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

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

Tabla 5.  Reacción 2 
Componente       Volumen  

          Vector de clonación             1.0 µl  
ADN Ligasa            1.0 µl 
Reacción 1          18.0 µl 
 Volumen total          20.0 µl 
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            * Se dio brevemente agitación y se le dio un spin. 

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

* Se utilizó la mezcla de ligación directa para la transformación. 

Nota. Se mantuvo la mezcla de ligación a -20 °C. Se descongelo en hielo y se 
mezcló cuidadosamente antes de la transformación. 

6.3.2. Células competentes CaCl2     
*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 sembró en 
medio LB con ampicilina.  

*Del cultivo con LB sin ampicilina se tomaron 100 μl 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.O.=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 lavó la pastilla con 350 μl de CaCl2 (0.1 M). 

*Se incubo por 30 min en hielo. 

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

*Se decantó y resuspendió la pastilla en 100 μl de CaCl2. 

Nota: todo fue utilizado. 
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6.3.3. Trasformación   
 

*Se añadió el plásmido con el producto ligado a las células E coli Top 10 
competentes. 

*Se incubó la reacción en hielo por 30 min. 

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

*Inmediatamente se transfirió la reacción a hielo por 3 min. 

*Se agregó 1 ml de LB estéril. 

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

*Pasado este tiempo se tomaron 100 μl de cultivo y se prosiguió a cultivar (en una 
caja Petri con LB solidificado con agar). 

*El cultivo restante se centrifugo a 3,000 rpm por 5 min, se eliminó el sobrenadante 
y fue resuspendida la pastilla con 200 μl de LB estéril y se prosiguió a cultivar (en una caja 
Petri con LB solidificado con agar). 

Nota: El cultivo fue rápido moviendo la placa de LB con agar, se tenía LB con 
antibiótico seleccionado en tubos de 15 ml y se colocó lo último de la reacción 
transformada. 
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6.3.4. Extracción de plásmido por STET 
 

Para hacer esta extracción 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 clonación). 

 Se formó un botón de células por centrifugación a 12,000 rpm por 5 min. 

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

Se desechó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla en 350 μl de STET y se 
adicionaron 25 μl de lisozima (2 mg/ml), se dio agitación por 3 segundos, se incubo a 37 
°C por 5 min. 

 Se inactivo la lisozima por ebullición durante 1 min. Y se centrifugó a 12,000 rpm 
durante 15 min. 

El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y estéril, se adicionó 1 μl de 
ARNasa, se incubo a 37 °C por 15 min. 

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

Se incubó a temperatura ambiente por 15 min y se centrifugó a 12,000 rpm por 10 
min. 

Fue eliminado el sobrenadante y se lavó el sedimento con 300 μl de etanol al 70 % 
frio. 

Se centrifugó a 12,000 rpm por 5 min. El sobrenadante fue desechado y se disolvió 
el sedimento con 50 μl de agua destilada y libre de ADNasa. 
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6.3.5. Detección del producto de PCR insertado en el plásmido 
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 µl 
Iniciador Sentido      1.0 µl 
Iniciador Anti sentido      1.0 µl 
Plásmido      1.0 µl 
Agua libre de nucleasas      9.5 µl 
Volumen total    25.0 µl 

 
 

6.3.5.2. Por enzimas de restricción 
 

Se realizó una restricción y una doble restricción para asegurar que el fragmento 
insertado en el vector fuera el de un tamaño específico esperado. 
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Figura 7. Vector de clonación Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning. El vector contiene un gen de restricción letal que se interrumpe por la ligadura de una inserción de ADN en el sitio de clonación.  Contiene dos secuencias de reconocimiento de BglII que flanquean el sitio de inserción. Múltiples sitios de restricción. 

 

El vector tiene sitios de restricción específicos. Y se utilizó la enzima BgLII para la 
doble restricción y XbaI para un solo corte. 

                 Mezcla de reacción con BgLII para dos cortes (Tabla 7). 

Tabla 7 
Componente    Volumen 

           Buffer                 0.5  µl 
Enzima BgLll      1.0 µl 
ADN      1.0 µl 
Agua      7.5 µl 
Volumen total.    10.0 µl 
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Mezcla de reacción con XbaI para un corte (Tabla 8). 
Tabla 8 

Componente Volumen µL 
Buffer. 0.5 µl 
Enzima Xbal 0.5 µl 
ADN 1.0 µl 
Agua           7.5 µl 
Volumen total. 10.0 µl 

 
 

6.4. Secuenciación de plásmidos 
 

         Cada uno de los 6 fragmentos obtenidos (SP. a1, SP. a2, SPfinal, P, PX.a y 
PC/C) clonados en el plásmido pJet1.2/blunt del donador anti HBc (+) y HBsAg (-) fueron 
secuenciados. En el servicio de secuenciación CINVESTAV Irapuato, Guanajuato. 
Usando iniciadores del plásmido pJet1.2/blunt. 
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7. Resultados 
7.1. Pares de iniciadores de las diferentes regiones VHB obtenidos por 

diseño 
 

Los pares diseñados 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.     Diseño de Iniciadores de las diferentes regiones VHB 

Nombre del 
fragmento. 

Nombre de 
Fragmento 
anidado 

Iniciador 
sentido 

Nucleótido   
de inicio 

Iniciador 
antisentido 

Nucleótido  de 
término 

Tamaño del 
producto 
PCR 

 SP  PreS2.s 3129 PreS2.a(S
P.a) 

1071 1142 

 SP.a1 SP.a1.s 1 SP.a1.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. Determinación de las temperaturas hibridación 
7.2.1. Fragmento SP 

 
Fragmento SP con un tamaño de 1142 pb la temperatura de hibridación 

seleccionada fue de 55.7 a 57.7 °C ya que no se observó formación de otros productos 
(Figura 8). 

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

7.2.2. Fragmento P 
Fragmento P con tamaño de 585 pb la temperatura de hibridación seleccionada fue de 
55.7 a 57.7 °C ya que no se observó formación de otros productos (a dichas 
temperaturas) (Figura 9). 

 
                                     Figura 9. Gradiente de temperatura de hibridación de los iniciadores P.s y P.a para fragmento P 
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7.2.3. Fragmento PX 
 
Fragmento PX con tamaño de 414 pb la temperatura de hibridación seleccionada fue de 
57.7 °C ya que no se observó formación de otros productos (Figura 10). 

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

7.2.4. Fragmento PC/C 
 
Fragmento PC/C con un tamaño de 701 pb la temperatura de hibridación seleccionada 
fue de 48.6 a 52.8°C en ninguna temperatura se observó subproductos (figura 11). 

  
Figura 11. Gradiente de temperatura de hibridación 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 tamaño de 825 pb la temperatura de hibridación seleccionada fue 
de 48.6 °C y 52.8 °C a las temperaturas en las que no observaron subproductos no 
deseados (figura 12). 

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

7.3. Determinación de las temperaturas hibridación 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 tamaño de 1142 pb la temperatura de hibridación seleccionada 
fue de 55.7 °C a 57.7 °C no se obtuvo visualización del producto con la muestra del 
donador reactivo anti-HBc y HBsAg no detectado (figura 13). 

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

 
Figura 14. Gradiente de temperatura de hibridación de los iniciadores SP. a1.s y SP.a1.a para obtener el fragmento SP.a1. 

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 hibridación ideal fue de 55.7 °C, inicia en el nucleótido 360 y 
termina en el 1003 (figura 15). 

 
Figura 15. Gradiente de temperatura de hibridación 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 hibridación ideal fue de 55.7 °C, inicia en el 
nucleótido 1039 y termina en el 1624 (Figura 16). 

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

7.3.5. Fragmento SPfinal  
 
Para completar el fragmento faltante de nucleótidos 1004 a 1038 se usaron los 
iniciadores NF2.s y SP.a dando un producto de 417 pb iniciando en el  nucleótido 655 y 
terminando en el 1071 al cual se le denomino SPfinal. La temperatura de hibridación ideal 
fue de 57.7°C (figura 17).  
      

 
Figura 17. Gradiente de temperatura de hibridación de los iniciadores NF2.s y SP.a para obtener el fragmento SPfinal 
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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 nucleótido 1582 y termino en el 1816. La 
temperatura de hibridación ideal fue a 52.8°C (figura 18). 

 
                                  Figura 18. Gradiente de temperatura de hibridación 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 hibridación seleccionada fue a 52.8°C. Inicia en el nucleótido 1775 y 
termina en el 2476 (Figura 19). 
 

 
Figura 19. Gradiente de temperatura de hibridación 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 tamaño de 825 pb no fue observado. Aún también con los 

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

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

7.4. Productos de PCR obtenidos del donador reactivo a anti HBc y 
HBsAg no detectado clonados en el Vector de clonación Thermo 
Scientific CloneJET PCR Cloning 

 
Se comprobó la inserción del fragmento correspondiente a cada región según el 

par de iniciadores utilizados. Por PCR usando los iniciadores de cada región y por 
enzimas de restricción. BgLll para dos cortes y liberar el fragmento y Xbal para un corte y 
linearizar el plásmido. 
 

7.4.1. Fragmento SPa1 
 

Fragmento SPa1 de 384 pb clonado en Vector de clonación (figura 20). 

  
Figura 20. Plásmido con inserto de 384pb (carril 2), plásmido linearizado (carril 3), plásmido 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 clonación (Figura 21). 

   
Figura21 Plásmido con inserto de 643pb (carril 2), plásmido linearizado (carril 3), plásmido con producto liberado (carril 4), producto PCR 643pb (carril 5) 
 

7.4.3. SPfinal   
SPfinal   de 416 pb clonado en Vector de clonación (Figura 22). 

 
Figura22 Plásmido con inserto de  416 .pb (carril 2), plásmido linearizado (carril 3), plásmido 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 clonación (Figura 23). 

  
Figura23 Plásmido con inserto de 585 pb (carril 2), plásmido linearizado (carril 3), plásmido 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 clonación (Figura 24). 

  
Ilustración 24 Plásmido con inserto de 254pb (carril 2), plásmido linearizado (carril 3), plásmido 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 clonación (Figura 25). 

  
Figura25 Plásmido con inserto de  701pb (carril 2), plásmido linearizado (carril 3), plásmido con producto liberado (carril 4), producto PCR 701pb (carril 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



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

 

  
BARCENAS VILLALOBOS ROBERTO EDUARDO/CIBIOR-FES ZARAGOZA, UNAM 55 
 

7.5. Secuencia nucleotidica de ADN VHB obtenida de un donador de 
sangre con OBI 

 
Se obtuvieron 2,474 nucleótidos (77.2%) de 3215 nucleótidos que tiene el genoma 

VHB, basándose en la secuencia nucleotidica HM 117850.2 recuperada de un paciente 
reactivo a anti HBc y HBsAg (Figura 26). 
>700(donador OBI) 
ctcaacacag ttccaccaag cactgctgga tccgagagta aggggtctgt attttcctgc 
tggtggctcc agttcagaaa cacagaaccc tgctccgact attgcctctc tcacatcatc 
aatcttctcg aagactgggg tccctgttat gaacatggag aacatcacat caggactcct 
aggacccctt ctcgtgttac aggcggtgtg tttcttgttg acaaaaatcc tcacaatacc 
acagagtcta gactcgtggt gcacttctct caattttcta ggggtactac ccgggtgtcc 
tggccaaaat tcgcagtccc caatctccaa tcact-acca atct-ctgtc ctccaacttg 
tcctggctat cgttggatgt gtctgcggcg ttttatcatc ttc-tcttc- tcctgctgct 
atgcctcatc ttcttgttgg ttcttctgga ctatcaaggt atgttgcccg tgtgtcctct 
acttccagga tcaacaacca ccagcacggg accctgcaaa acctgcacca ctcttgctca 
aggaacctct atgtttccct cctgctgctg taccaaacct tcggacggaa attgcacctg 
tattcccatc ccatcatctt gggctttcgg aaaataccta tgggagtggg cctcagcccg 
tttctcttgg ctcagtttac tagtgcaatt tgttcagtgg tgcgtagggc tttcccccac 
tgtctggctt ttagttatat ggatgatttg gtattggggg ccaaatctgt gcagcatctt 
gagtcccttt ataccgctgt taccaatttt ttgttatctg tgggcatcca tttgaacaca 
gctaaaacaa aaaggtgggg ttattcctta cactttatgg gttatgtaat tgggagttgg 
gggaccttgc ctcaggagca tattgtgcat aaaatcaaag attgctttcg caaacttccc 
gtgaatagac ccattgattg gaaggtttgt caacgcattg tggtcttttg ggctttgcag 
cccctttcac tcaatgtggt tatcctgctc tcatgccctt gtatgcctgt attaccgcta 
agcaggcttt tgttttctcg ccacttacaa ggcctttctc tgtcaacaat acatgaacct 
ttaccccgtt gctcggcaac ggccaggcct ttgccaagtg tttgctgacg caacccccac 
tggctggggc ttggcgattg gccatcagcg catgcgcggg acctttgtgt ctcctctgcc 
gatccatact gcggaactcc tagcggcttg tttcgctcgc agcgggtctg gagcggacat 
tatcggcact gacaactccg ttgtcctttc tcggaagtac acctccttcc catggctgct 
aggctgcgct gccaactgga tcctgcgcgg gacgtccttt gtctacgtcc cgtcggcgct 
gaatcctgcg gacgacccct ctcgtggtcg cttggggctc taccgccctc ttctccgcct 
gccgttccgg ccgacgacgg gtcgcacctc tctttacgcg gactcccctc ctgtgccttc 
tcatctgccg gcccgtgtgc acttcgcttc acctctgcac gtcgcatgga gaccaccgtg 
aaccgcccct tggacttgcc aacaacctta cataagagga ctcttggact ttcgccccag 
tcaatgacct ggattgagga atacatcaaa gactgtgtat ttaaggactg ggaggagtca 
ggggaggagt tgaggttaaa ggtctttgta ttaggaggct gtaggcataa attggtctgt 
tcaccggttc catgtaactt tttcacctct gcctaatcat cttctgttca tgtcctactg 
ttcaagcctc caagctgtgc cttgggtggc tttggggcat ggacattgac ccttataaag 
aatttggagc ttctgtggag ttactctcat ttttgcctgt tgacttcttc ccgtctgccc 
gggacctgct cgacaccgct acagccctct acagagatgc cttagaatca cccgaacatt 
gctcccccca ccatactgct ctcaggcaat ctattttgtg ctggggtgag ttgatgactt 
tggcttcctg ggtgggcaat aatttagagg atcctgcagc aagagatcta gtagttaatt 
atgtcaatac tcacatgggc ctaaaaatta gacaattatt atggtttcat ctttcctgca 
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ttatgtttgg aagagaaact gtgcttgagt atttggtgtc ttttggagtg tggattcgca 
ctccacctgc ttatagacca gcaaatgccc ctatcctatc aacacttccg gagactactg 
ttattagaca acgaagcagg gcccctagaa gaagaactcc ctcgcctcgc agacgaagat 
ctcaatcacc gcgtcgcaga agatctcaat ctcctgcttc ccaatgttag tattccttgg 
actcataagg tggg 2474 
Figura 26: Secuencia de nucleótidos obtenida a partir de un donador de sangre reactivo a anti HBc y HBsAg no detectado. 
 

7.6. Alineamiento y comparación de secuencia de nucleótidos 
 
Secuencia donador OBI y la secuencia HM117850.2 (pacientes reactivos a anti HBc y 
HBsAg) (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   ACTTCCAGGATCTACAACCACCAGCACGGGACCCTGCAAAACCTGCACCACTCTTGCTCA  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  ACTGGCTGGGGCTTGGCAATTGGCCATCAGCGCATGCGCGGAACCTTTGTGGCTCCTCTG  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  CTGCCGTTCCGGCCGACGACGGGTCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCTCCTGTGCCT  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  AAGAATTTGGAGCTTCTGTGGAGTTACTCTCATTTTTGCCTTCTGATTTCTTCCCGTCTG  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  GCCTTACATTTGGAAGAGAAACTGTGCTTGAGTATTTGGTGTCTTTTGGAGTGTGGATTC  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 detección de 67 mutaciones entre ellas.  

7.7. Comparación de secuencias de aminoácidos  
 

7.7.1. Comparación de secuencias de aminoácidos de proteína Small HBsAg 
 
Secuencia HM117850.2  
Secuencia donador OBI      
 MENITSGLLG PLLVLQAVCF LLTKILTIPQ SLDSWCTSLN FLGVPPGCPG QNSQSPISNH LPISCPPTCP 70  MENITSGLLG PLLVLQAVCF LLTKILTIPQ SLDSWWTSLN FLGVPPGCPG QNSQSPISNH LPTSCPPTCP 70  GYRWMCLRRF IIFLFILLLC LIFLLVLLDY QGMLPVCPLL PGSTTTSTGP CKTCTTLAQG TSMFPSCCCT 140  GYRWMCLRRF IIFLFILLLC LIFLLVLLDY QGMLPVCPLL PGSTTTSTGP CKTCTTLAQG TSMFPSCCCT 140  KPSDGNCTCI PIPSSWAFGK YLWEWASARF SWLSLLVQFV QWCVGLSPTV WLLVIWMIWY WGPNLCSILS 210  KPSDGNCTCI PIPSSWAFGK YLWDWASARF SWLSLLVQFV QWCVGLSPTV WLLVMWMIWY WGPNLCSILS 210  PFIPLLPIFC YLWASI 226  PFIPLLPIFC YLWASI 226  
Región de doble loop   99 a 169aa 
Determinante a 121 a 149aa 
 
Figura 28. En amarillo diferencias encontradas: W36C, T63I, D164E, M195I. Diferencias documentadas no encontradas: G145A, K122R, M103I  
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7.7.2. Comparación de secuencias de aminoácidos de proteína Middle protein 
pre-S2/S 

 
Secuencia donador OBI Secuencia HM 117850.2 
            MLDPRVRGL YFPAGGSSSE TQNPAPTIAS LTSSIFSKTG VPVMNMENIT 60 
MQWNSTQFHQ ALLDPRVRGL YFPAGGSSSE TQNPAPTIAS LTSSIFSKTG DPAMNMENIT 60 
SGLLGPLLVQ AVCFLLTKIL TIPQSLDSWC TSLNFLGVLP GCPGQNSQSP ISNHLPISCP 120 
SGLLGPLLVQ AVCFLLTKIL TIPQSLDSWW TSLNFLGVPP GCPGQNSQSP ISNHLPTSCP 120 
PTCPGYRWMC LRRFIIFLFI LLLCLIFLLV LLDYQGMLPV CPLLPGSTTT STGPCKTCTT 180 
PTCPGYRWMC LRRFIIFLFI LLLCLIFLLV LLDYQGMLPV CPLLPGSTTT STGPCKTCTT 180 
LAQGTSMFPS CCCTKPSDGN CTCIPIPSSW AFGKYLWEWA SARFSWLSLL VQFVQWCVGL 240 
LAQGTSMFPS CCCTKPSDGN CTCIPIPSSW AFGKYLWDWA SARFSWLSLL VQFVQWCVGL 240 
SPTVWLLVIW MIWYWGPNLC SILSPFIPLL PIFCYLWASI 280 
SPTVWLLVMW MIWYWGPNLC SILSPFIPLL PIFCYLWASI 280 
 
Figura 29: En amarillo diferencias encontradas: L12M, D51V, A53V, W90C, P97L, T107I, D218E  

7.7.3. Comparación de secuencias de aminoácidos de la proteína antígeno 
core (HBcAg) 

 
Secuencia donador OBI 
Secuencia HM 117850.2 
 MDIDPYKEFG ASVELLSFLP VDFFPSARDL LDTATALYRD ALESPEHCSP HHTALRQSIL  60  MDIDPYKEFG ASVELLSFLP SDFFPSVRDL LDTASALYRD ALESPEHCTP NHTALRQAIL  60  CWGELMTLAS WVGNNLEDPA ARDLVVNYVN THMGLKIRQL LWFHLSCIMF GRETVLEYLV 120  CWGELMTLAS WVGNNLEDPA ARDLVVNYVN TNMGLKIRQL LWFHISCLTF GRETVLEYLV 120  SFGVWIRTPP AYRPANAPIL STLPETTVIR QRSRAPRRRT PSPRRRRSQS PRRRRSQSPA 180  SFGVWIRTP- -YRPPNAPIL STLPETTVVR QRGRAPRRRT PSPRRRRSQS PRRRRSQSPA 180  SQC 183  SQC 183 
 
Figura 30. En Amarillo diferencias  encontradas: S21D, V27A, S35T, T49S, N50H, A58S, N92H, I105L, L108I, T109M, 
P135A, V149I, G153S. 
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7.7.4. Comparación de secuencias de aminoácidos de la proteína 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 VFVLGGCRHK 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. Comparación de secuencias de aminoácidos de proteína 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 QHGTLQNLHH 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 IVHKIKDCFR 620  
KLPVNRPIDW KVCQRIVGLL GFAAPFTQCG YPALMPLYAC ITAKQAFVFS PTYKAFLCQQ YMNLYPVARQ 690 
KLPVNRPIDW KVCQRIVGLL GFAAPFTQCG YPALMPLYAC ITAKQAFVFS PTYKAFLCKQ YLNLYPVARQ 690 
RPGLCQVFAD ATPTGWGLAI GHQRMRGTFV SPLPIHTAEL LAACFARSGS GADIIGTDNS VVLSRKYTSF 760 
RPGLCQVFAD ATPTGWGLAI GHQRMRGTFV APLPIHTAEL LAACFARSRS GADIIGTDNS VVLSRKYTSF 760  PWLLGCAANW ILRGTSFVYV PSALNPADDP SRGRLGYCRP LLRLPFRPTT GRTSLYADSP PVPSHLPARV 830 
PWLLGCAANW ILRGTSFVYV PSALNPADDP SRGRLGLCRP LLRLPFRPTT GRTSLYADSP PVPSHLPARV 830 
HFASPLHVAW RPP 843 
HFASPLHVAW RPP 843 

 
Figura 32. En amarillo diferencias encontradas: H341M, I343-, D391H, L519V, M526L, V550M, W588R, I598V, K679Q, 
L682M, A721S, R739G, L797Y 
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8. Discusión 
El principal propósito 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 cumplió con los criterios para una Occult hepatitis B Infection (OBI) que 
se caracteriza por la presencia de ADN del VHB en sangre o tejido hepático, con proteína  
antígeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) no detectable,  y con o sin 
anticuerpos a la proteína antígeno core de la hepatitis B (anti HBc) o anticuerpos contra la 
proteína antígeno de superficie de la hepatitis B (anti HBs) [33]. Otra característica de las 
OBI es la carga viral muy baja como de 11-25 UI/mL [35]  y de 100 – 800 copias/Ml [36]. El 
genotipo VHB predominante en población mexicana es el H seguido de los genotipos G, F 
y D [33]. 

Considerando las características anteriores, los iniciadores fueron diseñados a 
partir de 8 secuencias completas del VHB obtenidas en Gene Bank, dos de las cuales 
correspondieron a pacientes con OBI (AB516393.1) y la (AB516394.1) ambas del 
genotipo H.  Las secuencias más conservadas fueron las ideales para el diseño 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 sí.   

Los pares de iniciadores fueron probados con el ADN viral de un donador de 
sangre reactivo a los marcadores serológicos anti HBc y HBsAg, y con una carga viral de 
Log 8.84 copias /ml. Se obtuvo la amplificación 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 centrifugación, utilizando la precipitando las partículas virales presentes en el 
plasma con polietilenglicol [37]. 
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La región 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), SPfinal (416 pb) (Fig.17). 
Así también fue obtenida como la región 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 clonación Thermo Scientific 
CloneJET PCR Cloning (Fig.20 a Fig.25) y posteriormente secuenciados. Se editó y 
ensamblo el genoma y obtuvimos 2,474 nucleótidos (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 nucleótidos denominada donador OBI (2,474 
nucleótidos) y la secuencia nucleotidica obtenida de Gene Bank HM 117850.2 (3,215 
nucleótidos) de un paciente reactivo a ambos marcadores serológicos 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 nucleótidos entre genotipos del VHB es del 8%. 

El gen S da lugar a 3 proteínas denominadas Large HBsAg (345 aa), Middle 
HBsAg (281aa) y Small HBsAg (226aa) esta última contiene un doble loop denominado 
“determinante a” cuyas mutaciones están relacionada con resistencia a la inmunoterapia, 
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escape a la protección vacunal y con defectos en la detección del HBsAg mediante 
sistemas de inmunoensayo comercial [39]. La secuencia de nucleótidos del “determinante 
a” abarca del nucleótido 520 al 640 y en la Small HBsAg entre los aminoácidos 121 al 149 
(Fig. 28). En las secuencias de aminoácidos donador OBI y HM 117850.2 no fueron 
detectadas ninguna de las tres mutaciones M103I, K122R y G145A asociadas a una falla 
en la detección del HBsAg en pruebas diagnósticas [40]. Las diferencias encontradas 
entre las dos fueron W36C, T63I, D164E y M195I ninguna de ellas reportada previamente. 

Con la traducción in silico también obtuvimos la proteína Middle HBsAg (288aa) 
fueron comparadas las dos secuencias de aminoácidos donador OBI y HM 117850.2 se 
encontraron 7 diferencias: L12M, D51V, A53V, W90C, P97L, T107I, D218E. En la proteína 
antígeno core (HBcAg) se detectaron 13 diferencias: S21D, V27A, S35T, T49S, N50H, 
A58S, N92H, I105L, L108I, T109M, N92H, P135A, V149I, G153S. En la proteína X se 
detectaron 9 diferencias: C6R, F34L, A60S, A85R, A86L, W87D, N88-, R103Q, A146V y 
con la proteína Polimerasa de la cual obtuvimos in silico el 59 % (502 aa) se detectaron 
13 diferencias: H341M, I343-, D391H, L519V, M526L, V550M, W588R, I598V, K679Q, 
L682M, A721S, R739G, L797Y-. Todas las diferencias detectadas en las 5 proteínas 
analizadas ninguna ha sido reportada previamente. Las diferencias encontradas quizá 
alguna o algunas sean determinantes con los defectos en la detección del HBsAg 
mediante sistemas de inmunoensayo comercial y con la muy baja carga viral con la que 
cursa las OBI. Faltan más secuencias que analizar para establecer si alguna o algunas 
son determinante en las características 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-HCl 1.7 M (disolver 20.59 gr de Tris-HCl en 100 ml de agua). 

Disolver 3.4 gr de IMIDAZOL añadir 90 ml de buffer HEPES-Tris, ajustar el Ph 7.4 
con HCl y aforar a 100ml. 

MEDIO DE CULTIVO LB. 

Se disolvió 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 trasvasó a tubos 
Falcón, un volumen de 5 ml por tubo y se esterilizo por autoclave. (no todo el volumen 
fue agregado a tubos falcón 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 hirvió hasta 
ser disuelto. Fue necesario esterilizar por autoclave. Se dejó enfriar a menos de 42 °C y 
se le agrego antibiótico (ampicilina) y se agregó aproximadamente 30 ml de medio en 
cada caja Petri previamente esterilizadas. 
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TAE 50X (TAE .5X) 

Preparar una solución madre de EDTA. 

 
La solucion EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) se prepara antes de tiempo. EDTA no 
se quedará completamente en la solución hasta que el pH se ajusta a aproximadamente 
8,0. Para una solución de 500 ml madre de 0.5 M EDTA, pesar 93.05 gr de sal EDTA 
disódico (FW = 372.2). Disolver en 400 ml de agua desionizada y ajustar el pH con 
NaOH. Rellenar la solución a un volumen final de 500 ml. 

 

Prepare una solución madre de TAE. 

 
Haga una solución concentrada (50x) de TAE pesando 242 gr de base Tris (FW = 121.14) 
y disolver en aproximadamente 750 ml de agua desionizada. Añadir cuidadosamente 57.1 
ml de ácido acético glacial y 100 ml de EDTA 0.5 M (pH 8.0) y ajustar la solución a un 
volumen final de 1 litro. Esta solución madre se puede almacenar a temperatura 
ambiente. El pH de este tampón no se ajusta y debe ser de aproximadamente 8.5. 

Preparar una solución de trabajo de TAE. 

 
La solución de trabajo de tampón TAE 0.5x se hace simplemente por dilución de la 
solución stock de 50x en agua desionizada. El tampón está ahora listo para su uso en la 
solución de un gel de agarosa . 
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CaCl2  0.1 M 

ACETATO DE SODIO 3M. 

NaC2H3O2 

BUFFER HEPPES TRIS IMIDAZOL 5OO Mm 

STET 

Reactivos. 

-Tris-HCL (Ph 8.0) 10 Mm               - 1 ml   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                                    -5 ml 

-Agua desionizada                            -c.b.p 10 ml. 

Asegurese que el pH sea 8.0 despues de añadir todas las soluciones. No hay 
necesidad de esterilizar el STET antes de su uso. 
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ABREVIATURAS

µL: microlitro 
ADN: Ácido desoxirribonucleico  
ALT: alanina aminotrasnferasa 
Anti HBc: Anticuerpo contra antígeno c 
Anti HBe: Anticuerpo contra antígeno e 
Anti HBs: Anticuerpo contra antígeno  

ARN m: ARN mensajero 
ARN: Ácido ribonucleico 
ARNs: ARN subgenomico 
cccADN: ADN circular cerrado 
covalentemente

CHB: 
CR ADN: AND circular relajado 
D.O.: Densidad óptica 
HBcAg: Proteína viral de la cápside 
HBeAg: 
HBIG: Inmuno globulina especifica de la 
hepatitis b 
HBsAg(L): proteína viral de superficie 
Large 
HBsAg(M): proteína viral de superficie 
Middle 
HBsAg(S): proteína viral de superficie 
Small 
HBsAg:  antígeno s del virus b 
HBsAg: antígeno s del virus b 
HBx: proteína X 
HCC-Carcinoma hepatocelular 
ICTV. 

INF-a:interferón alfa 
INF-b: interferón beta 
INF-g: interferon gama 
KDa:kilodaltons 
LB: Luria Bertani 
M: molar 
Ml:mililitro 
nm: nanómetros 
OBI: Occult hepattis B infection 
pb:pares de bases 
PBC: Región Promotora Basal Core 
pgARN: ARN pregenómico 
PT: proteína 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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Aminoácidos 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. Gln (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. Ile 
(I)AUU, 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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