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SECCIÓN B: PLAN DE INVESTIGACIÓN

1.- 	PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
¿Cuál es la frecuencia de mutaciones  en la región Pre-core del virus de la hepatitis B en pacientes con serología HBsAg+ y HBeAg-?
2.- 	ANTECEDENTES DEL PROBLEMA
El virus de la Hepatitis B (VHB) es considerado una de las principales causas de daño hepático fulminante, cirrosis hepática y carcinoma hepatocelular; además, por su alta incidencia y gravedad de la enfermedad es considerado en la actualidad la novena causa de muerte en el mundo. Se reportan 2 billones de personas infectadas y alrededor de 350 millones que evolucionan hacia la cronicidad, estas cifras pudieran considerarse aún más alarmantes si tenemos en cuenta que en los países en vías de desarrollo, estos datos estadísticos son menos fidedignos por las propias características inherentes al virus, el cual es considerado 100 veces más infectivo que el HIV y se ha detectado que puede sobrevivir en muestras de sangre seca, expuestas durante una semana1.

El VHB presenta la tasa de mutación más alta entre los virus ADN que infectan al hombre. En el curso natural de la enfermedad aparecen mutaciones en el virus como la doble mutación (A1762T/G1764A) en la región pre-Core que codifica para HBeAg, que aumentan la virulencia y están asociadas a hepatitis crónica, cirrosis y hepatocarcinoma2. La existencia de estos mutantes tiene importantes implicaciones clínicas2. se ha demostrado que los mutantes pre-Core provocan una inflamación hepática más agresiva y, en algunos casos, una insuficiencia hepática aguda, además de asociarse con resistencia al tratamiento con interferón alfa, una mayor probabilidad de pérdida del injerto después de un trasplante de hígado e incluso con el desarrollo de hepatitis fulminante. Además embargo, también se han encontrado en portadores asintomáticos3. 

Se reporta que la prevalencia de mutantes pre-Core se expresa en 7-30%4. Estudios realizados en Irán determinaron que el 55% de los pacientes con hepatitis B crónica es provocado por virus mutantes. Así también, se ha demostrado que una cuarta parte de la enfermedad hepática crónica relacionada con hepatitis B, se debe a virus mutante en la región pre-Core (15,5%) o mutante de la región de superficie (10,8%). Se sugiere que la Guanina cambia a Adenina en el nucleótido 1896 del genoma del VHB en pacientes con enfermedad hepática crónica5. Estudios en España, determinaron que el 75% de pacientes con hepatitis B crónica presentan virus mutantes en la región pre-Core, core o en ambas y que el 37% de los pacientes estudiados, mostraron mutaciones de resistencia al tratamiento antiviral6. 
En Brasil, al hacer el análisis de las secuencias BCP y precore / core en 54 muestras, se reportó que la mutación precore G1896A fue la más frecuente (55,6%), seguida de la doble mutación BCP A1762T/G1764A (40,7%), mutación del BCP T1753V (33,3%) y mutaciones de la región pre-Core G1899A (26%) y G1862T (20,4%). Todas las muestras identificadas como mutantes pre-core G1896A tenían una timina (T) en la posición 18587. En Colombia, al estudiar muestras de donantes de sangre con HBsAg positivo y HBeAg negativo y su relación con las mutantes pre-Core y PBC y su posible asociación con la progresión de la Hepatitis B; se reportó que el 19% de las muestras analizadas estaban asociadas a mutaciones en el gen pre-Core en las posiciones G1896A y la doble mutación T1762A/G1764A8.
Se ha demostrado que las mutaciones en la región pre-Core afectan a la replicación y pueden aumentar la agresividad del virus produciendo mayor daño hepático, habiéndose identificado genotipos mutantes que están vinculados a los resultados clínicos graves y resistencia a las drogas9. En Sudamérica, el Perú es considerado como área de endemicidad intermedia para el VHB con prevalencias promedio de 1-2 % para el HBsAg y 20-30 % para anti-HBcAg10. No obstante tiene zonas de alta, baja e intermedia endemicidad, debido a la intensa migración que caracteriza a nuestro país11. Esto demuestra que la prevalencia de la hepatitis B varía de acuerdo a las diferentes regiones geográficas, localidades, hábitat y los grupos de población distribuidas en dichas regiones12.

3.	JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO 
La multiplicación del virus de la hepatitis B (VHB) está ligada a la generación de “cuasiespecies” genómicas en virtud de la intervención de una transcriptasa inversa en la replicación del DNA viral; la ineficacia con que esta enzima escinde los nucleótidos que inserta incorrectamente en el DNA durante la retrotranscripción posibilita que el VHB exhiba una plasticidad genómica inusual para un virus DNA; prueba de ello es la existencia de no menos de 9 subtipos. Junto a estas variantes, no exentas de interés patogénico, la literatura se viene ocupando de los denominados mutantes del VHB, los cuales, si bien se generan espontáneamente durante el curso de la infección natural por el VHB, lo hacen con especial frecuencia y eficacia en un ambiente de presión selectiva, propiciado por el uso de las inmunoprofilaxis activa y pasiva y el tratamiento antiviral13. 
La mayoría de las mutaciones no acarrean cambios de la secuencia de aminoácidos de la proteína correspondiente, por lo que carecen de relevancia clínica; sin embargo, han sido halladas cepas del VHB particularmente virulentas (mutantes pre-core o core), resistentes a ciertos análogos nucleósidos inhibidores de la síntesis del DNA viral como la lamivudina y el famciclovir (mutantes en el gen P, que codifica la polimerasa viral), especialmente vinculadas al desarrollo de hepatocarcinoma (mutantes en el gen X) y en cepas capaces de eludir la respuesta inmunitaria humoral específica frente al virus (mutantes en el gen S). Estos virus pueden infectar a individuos vacunados o tratados con gammaglobulinas específicas, causar reinfecciones y rebrotes en el marco de una hepatitis B crónica y que pueden pasar inadvertidos a las pruebas que detectan el HBsAg13.
En el Perú, la detección de VHB se basa en la determinación serológica de HBsAg y Anti-HBc pero no se tiene en cuenta las diversas cepas mutantes del virus, especialmente a nivel de la región  pre-Core, que tiene un comportamiento serológico diferente, que pueden convertir al huésped  en portadores crónicos con una alta probabilidad de desarrollar cirrosis y hepatocarcinoma a corto plazo. Considerando, entonces, que en nuestro medio no existe data de mutaciones del VHB, surge la necesidad de investigar la prevalencia de estas, principalmente las mutaciones pre-Core, cuya serología es HBsAg+ y HBeAg-. 
4.	OBJETIVOS
	Objetivo General
(Propósito del proyecto  )
	
Resultados Finales
	
Medios de Verificación

	
Detectar mutantes en la región pre-core del virus hepatitis B en pacientes con serología HBsAg+ y HBeAg-. 
	
R1: Reporte de mutaciones en la región pre-Core del virus de la hepatitis B. 
	
MV1: Comparación de la secuencia de los pares de bases de los productos amplificados con la data publicada en el Gen Bank para analizar si existe o no mutaciones.


	Objetivos Específicos
(Componentes)
	Resultados Intermedios:
	Medios de Verificación

	




1
	
1. Establecer la frecuencia de los diversos tipos de mutantes de la región pre-core.
2. Establecer la significancia estadística entre los diversos tipos de mutantes aislados.
	
P1: Porcentajes de frecuencia de las mutaciones encontradas.

	
MV1: Mediante análisis estadístico.



	
	
	P2: Diferencias significativas entre las mutaciones encontradas.
	MV2: Mediante análisis estadístico.





5.	MARCO TEÓRICO
La hepatitis B es una infección potencialmente mortal causada por el virus de la hepatitis B (VHB). Constituye un importante problema de salud a nivel mundial, considerando que aproximadamente 350 millones de personas alrededor del mundo son portadores crónicos del virus5. Este virus puede llegar a causar hepatopatía crónica y conlleva un alto riesgo de muerte por cirrosis y cáncer hepático6,14. El VHB, es un hepadnavirus con ADN de cadena doble de aproximadamente 3200 nucleótidos15, el cual se replica a través de un RNA intermediario mediante transcripción reversa16 y que presenta cuatro promotores, dos regiones potenciadoras y cuatro marcos de lectura abierta (ORF) superpuestos entre sí: S, C, P, y X. Estos ORF contienen a los genes que codifican para las proteínas de la envoltura viral, la proteína de la cápside, el antígeno e (HBeAg), la polimerasa y la proteína X17,18.
Este virus realiza su replicación en el individuo infectado mediante la intervención de una transcriptasa reversa; esta enzima al no catalizar correctamente la escisión de los nucléotidos que inserta incorrectamente en el ADNc durante la retrotranscripción, posibilita que el VHB exhiba variaciones genómicas inusuales para un virus ADN19. Esto se verifica al encontrar en los últimos años cepas mutantes del VHB que pueden tener consecuencias importantes en la infección por dicho virus, capaces de producir hepatitis crónica B (HCB), e incluso hepatocarcinoma (HCC)20. También pueden causar problemas en la detección del antígeno de superficie (HBsAg), aun con métodos altamente sensibles y específicos 9; pero si el virus ha sufrido una mutación en le región pre-Core, el antígeno no reacciona dando por ende falsos negativos.
La mutación pre-Core (G1896A, C1653T) y delecciones en la región pre-S, se asocian con la progresión de la enfermedad hepática, incluyendo cirrosis y carcinoma hepatocelular21. La prevalencia de mutantes pre-Core se ha expresado en un 7-30%4. Estudios realizados en Irán determinaron que el 55% de los pacientes con hepatitis B crónica es provocado por virus mutantes. Así también, se ha demostrado que una cuarta parte de la enfermedad hepática crónica relacionada con hepatitis B, se debe a virus mutante en la región pre-Core o mutante de la región de superficie. Estudios preliminares sugieren que  en la mutación del nucleótido 1896, la Guanina cambia a Adenina y que está relacionada con pacientes que tienen enfermedad hepática crónica5.
Se ha demostrado que las mutaciones en la región pre-Core afectan a la replicación y pueden aumentar el daño hepático al aumentar la agresividad del virus. Recientemente se han identificado genotipos mutantes  que están vinculados a la resistencia de drogas y la inmunotrapia9. Por lo tanto, la identificación de estos mutantes virales, asociadas con el desarrollo de una enfermedad hepática grave, incluyendo hepatocarcinoma, es de vital importancia.   El antígeno de superficie (HBsAg) es el marcador de laboratorio más importante en el diagnóstico de la hepatitis B, tanto aguda como crónica; es un marcador de infección y en combinación con otros marcadores permite determinar si el paciente cursa con una infección aguda, crónica, resuelta o ha sido satisfactoriamente vacunado o tratado. 
La presencia del antígeno e (HBeAg), codificado en la región pre-core, indica replicación activa del virus. Su ausencia no descarta la presencia del virus, por eso se pueden encontrar formas de hepatitis B crónica HBeAg- (mutantes de la región core-precore). Los pacientes que son seropositivos para antígeno e, tienen replicación viral activa asociados con enfermedad hepática. Este marcador, se identifica por métodos serológicos como el ELISA o por radio inmunoensayo (RIA)22. Sin embargo, a pesar que el diagnóstico serológico del VHB es el más completo: HBeAg, HBsAg, IgM-anti-HBc, anti-HBc, antiHBe y anti-HBs, el PCR es más sensible y específico porque detecta directamente el material genético del virus. Esto hace que mediante el PCR se pueda detectar los mutantes del HB con serología negativa al HBsAg y al HBeAg23,24.
En el caso de los pacientes con hepatitis B y con serología negativa al HBsAg, se sugiere que las principales causas son: la presencia de complejos inmunes (anti-HBs-HBsAg), mutaciones en la región S y pacientes con coinfección por otros virus como de la hepatitis C25. Y para los pacientes con HBeAg- se explica por los dos tipos de mutaciones que pueden ocurrir: unas presentes en la región pre-Core y otras en el promotor core. Las mutaciones en la región pre-Core se relacionan con la posición 1896 con el cambio de una guanina por una adenina que genera un codón de stop y por lo tanto no se traduce el HBeAg24. Las mutaciones en el promotor core se refieren a cambios de bases que se localizan entre los nucleótidos del 1570 al 1770 del genoma. Estas mutaciones se asocian con una disminución del HBeAg y un incremento de la replicación viral23, 24.
El uso de las tecnologías de punta, como el PCR, permite identificar cualquier mutación del microorganismo en un período de tiempo breve, además que los resultados tienen alta precisión y especificidad. Otra ventaja del diagnóstico molecular en comparación con el diagnóstico serológico es que mediante este método podemos valorar con mayor certeza la respuesta al tratamiento26. El desarrollo en los últimos años de las denominadas tecnologías de secuenciación masiva permite actualmente obtener millones de secuencias de ADN a una velocidad sin precedentes y a un coste cada vez más reducido27. Estas tecnologías están permitiendo la consecución de logros científicos trascendentales, con la identificación de nuevos genes y la resolución de las bases genéticas28,29.
Se ha reportado que en el Perú se presenta una prevalencia de 1 a 2% para antígeno de superficie (HBsAg) y de 20-30% para anticuerpos contra HBsAg del virus de la Hepatitis B (VHB). La prevalencia de la hepatitis B varía de acuerdo a las diferentes regiones geográficas, localidades, hábitat y los grupos de población distribuidas en las diversas áreas geográficas12; sin embargo, en nuestro medio no existe data de mutaciones HBeAg, es por ello que surge la necesidad de investigar la prevalencia de mutaciones pre-Core y su relación con el HBeAg.  

6.	HIPÓTESIS
	IMPLICITA

7. 	METODOLOGÍA
7.1. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION
Criterios de Inclusión:
a. Pacientes que hayan firmado el consentimiento informado para donar muestra.
b. Pacientes con pruebas serológicas que evidencien actividad replicativa del virus (HBsAg+ y HBeAg-)
c. Pacientes con hepatitis B crónica
d. Pacientes que no estén en tratamiento retroviral.
Criterios de exclusión:
a. Pacientes con HIV.
b. Pacientes con otras enfermedades por virus hepatotrópicos como Hepatitis C o coinfección  con Hepatitis D.

7.2 OBTENCIÓN DE LA MUESTRA:
Se obtendrá sangre venosa (aproximadamente 5mL) de 50 donantes con serología HBsAg+ y HBeAg- con un sistema de extracción al vacío Vacuette®, luego se centrifugará para la obtención de suero y será  almacenada a -20 °C en una congeladora vertical Thermo Scientific – Revco hasta su uso; Los donantes, firmarán una carta de Consentimiento Informado, así mismo se le entregará de manera personal el resultado de su análisis.
Se trabajará con un suero patrón positivo HBsAg+ y HBeAg+
7.3 AMPLIFICACIÓN POR REACCIÓN EN LA CADENA POLIMERASA (PCR):
7.3.1  EXTRACCIÓN DEL ADN VIRAL: 
El proceso de identificación se iniciará con la extracción de ADN del suero de la sangre de los donantes usando el innuPREP Blood DNA Mini Kit. Se seguirán las instrucciones del fabricante y el ADN extraído se almacenará  a -20°C.
7.3.2  DETECCIÓN DEL ADN VIRAL MEDIANTE PCR ANIDADO: 
Se realizará una primera PCR con el primer par RMD 26 con la secuencia  5'-ATG GAG ACC ACC GTG AAC-3' (nt. 1608-1625) y con el  Ci 1 con la secuencia  5'-TTC CGG AGA CTC TAA GGC-3' (nt. 2038-2020), para amplificar la región pre-core y core. La segunda amplificación con el par de cebadores RMD 26 y PC 1 con la secuencia 5'-GGA GAA AAG AAG TCA GGC-3 '(nt. 1974 a 1957), para amplificar solo la región pre-core. Para el proceso de amplificación se usará Taq Polimerasa de la marca Invitrogen.
7.2.3  ELECTROFORESIS:
Se utilizará 10 µl de los productos PCR en gel agarosa al 2% con Safe-Green, a un voltaje de 120 V por 45 minutos, luego se analizarán las bandas  de  367 pares de  base visualizadas en el transiluminador UV.
7.2.4  SECUENCIAMIENTO:
Se utilizará el par de cebadores RMD 26 y PC 1 para amplificar el ADN de interés para su  secuenciación. Los criterios de secuenciación serán determinados por un laboratorio especializado.
7.4 	PROCESAMIENTO Y ANÁLISIS DE DATOS:
El registro de datos que estarán consignados en las correspondientes hojas de recolección de datos, serán procesados utilizando el paquete estadístico SPSS Vers. 22.0, los que luego serán presentados en cuadros de entrada simple y doble, así como gráficos de relevancia y que servirán para determinar la frecuencia de mutantes aislados y establecer la significancia entre los diversos tipos de mutantes aislados.
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SECCIÓN C: CRONOGRAMA DE INVESTIGACIÓN:
	ACTIVIDAD
	MESES

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	1
	Revisión Bibliográfica
	X
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	Recolección De Datos
	
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	X
	
	
	

	3
	Procesamiento y Análisis de Resultados
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	X
	
	

	4
	Elaboración de Informe Final
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	X
	X




SECCIÓN D: PRESUPUESTO DEL PROYECTO:

	
Partida presupuestaria
	
Monto (S/.)


	Equipos y bienes duraderos 
	0

	Recursos humanos (hasta un 20% del presupuesto)
	3900.00

	Materiales e insumos 
	7651.04

	Pasajes y viáticos 
	2350.00

	Servicios tecnológicos 
	5500.00

	TOTAL
	19401.04









CUADRO Nº 1: Equipos y bienes duraderos (adjuntar proformas)

	Equipos y bienes duraderos
	Especificaciones técnicas
	Proforma (fecha)
	Costo unitario
	Cantidad
	Costo total S/.

	-
	-
	-
	-
	-
	-

	-
	-
	-
	-
	-
	-

	-
	-
	-
	-
	-
	-



CUADRO Nº 2: Recursos Humanos - Valorización del equipo Técnico
	[bookmark: _GoBack]Nombre
	Escuela o Unidad a la que pertenece
	% de dedicación
	Honorario mensual
S/.
	Nº de meses
	Costo total S/.

	Estadístico
	Externo
	
	1500.00
	1
	1500.00

	Consulta a especialistas
	Externo
	
	800.00
	3
	2400.00

	TOTAL
	
	
	
	
	3900.00



CUADRO Nº 3: Material e insumos (adjuntar proformas)
	Descripción
	Costo unitario S/.
	Cantidad
	Costo total S/.

	Caja de guantes de nitrilo Nilife
	21.80
	15
	327.00

	Mascarillas descartables, caja x 50
	5.50
	1
	5.50

	Gorros desechables Nilife, caja x 100
	10.00
	1
	10.00

	Tips 0.1-10 ul con filtro estéril. Caja x 96 unidades.
	50.00
	6
	300.00

	Tips 10-100 ul con filtro estéril. Caja x 96 unidades.
	50.00
	6
	300.00

	Tips 100-1000 ul con filtro estéril. Caja x 96 unidades.
	50.00
	10
	500.00

	Papel aluminio Alu Folie Kartong
	15.00
	1
	15.00

	Microtubo 1.5 ml. Paquete x 500
	41.00
	1
	41.00

	Microtubo 0.2 ml. Brand.  Cj x 1000
	180.54
	1
	180.54

	Microtubo 0.5 ml. Brand. Cj x 1000
	186.44
	1
	186.44

	Tubo vacutainer con gel separador de 5ml, paquete x 100 unidades
	65.00
	1
	65.00

	Aguja para extracción al vacío 21G x 1 1/2" Caja x 100
	46.00
	1
	46.00

	Liga para toma de muestra de sangre
	2.00
	1
	2.00

	Adaptador para sistema al vacío VACUTAINER (Standard holder)
	5.00
	2
	10.00

	Kit de extracción de ADN: InnuPrep Blood DNA Mini Kit x 50 rx
	585.92
	2
	1171.84

	Kit para diagnóstico de antígeno HBeAg del VHB x 100 Rx
	280.00
	1
	280.00

	Taq PCR Master Mix, 200 Rx
	800.00
	1
	800.00

	Marcador de peso molecular 100 BP DNA 50 UG.
	377.60
	1
	377.60

	Marcador de peso molecular 50 BP DNA  50 UG
	377.60
	1
	377.60

	SYBR SAFE DNAgel Stain o Safe-Green, vial x 1ml
	505.30
	1
	505.30

	TAE, 50X 1000ML 
	330.40
	1
	330.40

	Agarosa grado Biología Molecular para electroforesis de ADN. Frasco x 500Gr
	883.82
	1
	883.82

	Tubos Falcon de 15ml c/tapa rosca. Pack x 50 und
	40.00
	1
	40.00

	Buffer Fosfato Sódico (PBS)
	196.74
	1
	196.74

	Agua Grado Biología Molecular. Fco. x 1L
	504.86
	1
	504.86

	Primer RMD 26
	64.80
	1
	64.80

	Primer Ci 1
	64.80
	1
	64.80

	Primer PC 1
	64.80
	1
	64.80

	TOTAL
	
	
	7651.04



CUADRO Nº 4: Pasajes y viáticos
	Descripción
	Costo unitario
	Cantidad
	Costo total S/.

	Transporte domicilio – Laboratorio - domicilio
	2.00
	300
	600.00

	Transporte recolección de muestras: Hospital Alta Complejidad – La Esperanza - UPAO
	3.00
	50
	150.00

	Transporte nacional para llevar muestras a secuenciar: Trujillo – Lima - Trujillo
	200.00
	4
	800.00

	Viáticos 
	200.00
	4
	800.00

	TOTAL
	
	
	2350.00




CUADRO Nº 5: Servicios tecnológicos

	Descripción
	Costo unitario
	Cantidad
	Costo total S/.

	Análisis especializado (Secuenciamiento de productos PCR para análisis de mutaciones)
	80.00
	50
	4000.00

	Publicación en revista científica indexada 
	1500.00
	01
	1500.00

	TOTAL
	
	
	5500.00





17

