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Editorial

Luego de un receso involuntario se reanuda la publicacién de la presente Revista. Quienes se
encargan de su edicién tuvieron que realizar grandes esfuerzos para superar los escollos derivados
de la situacién econdmica que afecta al pais. Actualmente, se adelantan planes para tratar de
obviar los problemas surgidos y garantizar que la revista «Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas» llegue a todos con la frecuencia planificada.

Pese a lo econdmico expuesto en el pdrrafo anterior la Sociedad Venerolana de Bioanalistas
Especialistas avanzé en su programa de trabajo, especialmente en lo referente a homologar
conocimientos para tratar de implantar normas que permitan desarrollar un programa de seguridad
operativa para los Servicios de Bioandlisis; ya existen conclusiones al vespecto y el ano préximo
debe ser una realidad el normar varios aspectos veferentes a instrucciones al paciente y formas de
reporte en el drea de la Bacteriologia. Se incrementard el trabajo para lograr hacer lo mismo en
la parte de la Bioguimica y Hematologia. De igual manera, se ha realizado una labor para vratar
de incrementar la participacién del Bioanalista en el campo de la investigacion cientifica, ese
trabajo deberd reflejarse en los congresos v jornadas de la Sociedad, asi como también, en el
contenido de los préximos niimeros de esta Revista.

Hay optimismo para alcanzar las metas programadas dentro del plan de seguridad operativa,
pero existe preocupacidn porque siempre son pocos los que trabajar pava lograr los objetivos
propuestos y de alli, el mayor esfuerzo a realizar parva concretarlos. Tal vex por esto viene a
nuestra mente una y otva vez el vecuerdo del espiritu tesonero y creador de muchos de los miembros
fundadoves de la Sociedad quienes aiin son cantera de fe. De igual manera con gran dolor
recordamos a los muy valiosos que va se han ido al cambio del infinito, dentro de estos iiltimos, en
el lapso de receso en la publicacién de la presente Revista se halla Carmen Llatas de Szc zevban.
Ella nos dejé en octubre de 1997 v fue digno ejemplo por su tesén, coraje, fe vy optimismo no sélo
en el dmbito profesional sino también en los dificiles momentos vividos por causa de la enfermedad
que mind su organismo. Su labor se digna de encomio, por sus buenos oficios se incluvd el dvea de
Genética en el 1 Congreso Venezxolano de Bioandlisis en 1981, en el cual se distinguio como
expositora, posteviormente por su empeno ¢ mtermedio, reconocidos conferencistas actualizaron
a los Bioanalistas en lo que eva noticia parva la época respecto al proyecto genoma humano.
Siempre al servicio de una causa ayudaba en la edicion de esta Revista o en las tareas propias de
la Junta Divectiva de la S.V.B.E., todavia al final de sus dias sacaba fuerzas de donde no las habia
para asistir a la asamblea de dicha Sociedad, vaya este recuerdo como homenaje péstumo a quien
fue pilar fundamental para el desarrollo de nuestra profesion.



Con el mismo carifio que tiene en el vecuerdo la Lic. Llanas de Szczerban, rendimos tributo al Dr. J.J. Gutiérrez Alfaro,
quien fue reconocido médico microbidlogo, Director de la Escuela de Bioandlisis de la Universidad Central de Venezulea y
profesor de muchos bioanalistas. Por coincidencia él también se fue en un mes de octubre pevo esta vez del presente ano,
ambos deben estar en el camino de luz que sin lugar a dudas han de recorrer quienes dejaron huella en este mundo por su
afén de superacion, apego al quehacer cientifico y en especial por el aspecto ético de su labor diavia. Sea el ejemplo de ellos
faro que por el camino de la esperanza nos conduzca al puerto donde se logren los mds preciados suenos.

Josefina Guariguata
Presidende
Junta Divectiva de la S.VB.E.



B1oLoGiA DE LOs VIRUS
DE HEPATITIS

Dra. Flor Pujol, Ph. Sc.
Laboratorio Biologia de Virus. CMBC.
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC)

KESUMEN

El alfabeto que conforman los virus causantes de hepatitis ha crecido en forma significativa en estos iltimos
afios. Fstos virus pertenecen a familias vivales muy distintas y se drviden ademas en virus de transmision entérica
y de transmision parenteral. Antesde 1989, se conocian el VHA, picornavirus de transmision entérica y sin
mayores secuelas, el VHB, hepadnavirus de transmision paventeral, con secuelas de cirrosis y cancer de higado y el
VHD, deltavirus que vequiere una co-infeccion por el VHB para poder replicarse en forma efectiva y responsable
de muchos casos de bepatitis fulminantes. En 1989, se descubre por técnicas de biologia molecular, el VHC,
hepacivirus miembro de la familia flavivividae, de transmision parenteraly cuya infeccion estd asociada a secuelas
similares a las del VHB. En 1990 se identifica el VHE, virus de transmision entérica. El VHF es un término
reservado a un virus de transmision entérica, cuya identificacion en la India es todavia controversial. En la
busqueda del virus responsable de bepatitis post-transfusional no A hasta no E, entre 1995 y 1996 se describe el
denominado VHG, de transmision parenteral, utilizando herramientas cada vez mds novedosas de biologia
molecular, aungue este virus no parece causar hepatitis. Mas recientemente se identifican el TTV (1997) y el Sen-
V (2000), de nuevo por técnicas de biologia molecular. sSerd alguno de estos vivus al fin el vesponsable de las
hepatitis post-transfusionales no A basta no G...

Paragras crave: VIRus DE HEPATITIS, BroLoGia MOLECULAR, TRANSFUSION, REPLICACION, GENOMA, VIRION,
EFIDEMIOLOGIA, VIROLOGIA,

SUMMARY

The alphabet comprising the bepatitis viruses (IHV) has considerably expanded in the last few years. Hepatitis
viruses belong to different families and ave divided according to their mode of transmission; either parenteral or
enteric. Before 1989, only 3 HV were known: HAV, an enteric picornavirus; HBV, an hepadnavirus of parenteral
transmission and associated to severe secuelae like civrhosis and hepatocellular carcinoma; and HDV, a deltavirus
which requires HBV coinfection and is responsible for many cases of fulminant bepatitis. In 1989, thanks to the
use of genetic engineering techniques, HCV was discovered. This virus isan hepacivirus member of the family
Flaviviridae, and is associated to severe secuelae like FHBV. The molecular discovery of HCV was followed one
year later by the cloning of the enteric HEV, using a similar approach. HFV is a term reserved for a vival entity
whose identification is controversial. In the sake for the vivus responsible for post-transfusion bepatitis non-A to
non-E, between 1995 and 1996, and using more sophisticated techniques, HGV was identified; however this
virus does not seem to cause hepatitis, More vecently, TTV (1997) and Sen-V (2000) were discovered, again
using molecular biology tools. Will any of these viruses be beld as the veal responsible for post-transfusion bepatitis
non-A to non-G¥...

Woros key: HEPATITIS VIRUS, MOLECULAR BIOLOGY, TRANSFUSION, REPLICATIONS, GENOME, VIRION, EPIDEMIOLOGY,
VIROLOGY.
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INTRODUCCION

Tipos de hepatitis virales

Se conocen en la actualidad al menos 5
virus que causan hepatitis (Tabla 1).
Estos pertenecen a distintas familias y
se dividen en virus de transmisién
entérica (transmisién por aguas vy
alimentos contaminados) vy de trans-
misiéon parenteral (las transfusiones
sanguineas, la drogadiccion, la promis-
cuidad sexual, la hemofilia y la hemodia-
lisis, son entre otros los factores de
riesgo). En general, las infecciones por
virus de transmisién parenteral son mas
graves, va que muchos de estos virus
pueden persistir, con secuelas graves

pam elhibado !

Recientemente, se han descrito otros
nuevos candidatos para engrosar el
alfabeto viral, mas la adjudicacién
definitiva de alguno de estos virus dentro
del grupo es todavia controversial. Esta
revision pretende resumir algunos
aspectos relevantes de la biologia de
estos virus y del estado actual de la
investigacion en ellos.

Virus de la hepatitis A (VHA)

El VHA, virus de transmision entérica,
es altamente endémico en paises en vias
de desarrollo, aunque la prevalencia de
anticuerpos en ciertos sectores socioec-
onoémicos de estos paises parece haber
disminuido en estos (ltimos anos??. Este
virus pertenece a la familia Picorna-
viridae. Ciertas caracteristicas Unicas en
su replicacion hacen el VHA pertenezca
a un género distinto, hepatovirus, dentro
de esa familia '.

El viribn no presenta envoltura lipidica
y posee un diametro de 27 nm. El
genoma del VHA consiste en un ARN
de 7.5 Kb (7500 bases) de polaridad
positiva —es decir, capaz de servir
directamente como ARN mensajero-
que codifica para una poliproteina de
aproximadamente 2200 aminoacidos '
(Figura 1). Es uno de los pocos virus
causantes de hepatitis que ha sido

adaptado a cultivo en forma eficiente
por el momento, lo cual ha permitido la
produccién reciente de una vacuna
inocua v efectiva '*. Uno de los aspectos
mas relevantes de la investigacién actual
sobre esta vacuna consiste en evaluar la
duraciéon de la respuesta protectora.
Estudios preliminares parecen indicar
que esta vacuna inactivada provee una
proteccion de larga duracion.

Virus de la hepatitis B (VHB)

Aproximadamente 350 millones de
personas en el mundo estan infectados
en forma cronica con el VHB v mas de
un tercio de la poblacién mundial ha
sido infectada por este virus ®, encon-
trandose las mayores prevalencias para
esta enfermedad en el sudoeste Asiatico
y en Africa ecuatorial y del sur'. Vene-
zuela presenta un nivel de prevalencia
intermedia (1-5%), con 4 focos de alta
endemicidad: Amerindios del Edo.
Amazonas, del Edo. Delta Amacuro, de
la Sierra de Perija (Edo. Zulia) v un foco
mas recientemente descrito en el Edo
Barinas %,

El VHB es un hepadnavirus; es el (nico
virus causante de hepatitis identificado
en forma definitiva hasta la fecha, cuyo
genoma esté compuesto por ADN. El
viribn posee un diametro de 42 nm,
presenta una envoltura lipidica v su
genoma consiste en un ADN circular,
parcialmente de doble hebra, de aproxi-
madamente 3200 pares de bases. Esto
se debe a un fino aprovechamiento del
material genético, donde son usados
distintos marcos abiertos de lectura v
sitios de iniciacion de la transcripecién
para generar 7 proteinas virales. Es
interesante destacar entre estas protei-
nas la polimerasa viral, que presenta
homologia con las transcriptasas rever-
sas de los retrovirus. En efecto, si bien
este virus esta compuesto por un
genoma de tipo ADN, durante la
replicacién se forma un intermediario
ARN que es transcrito a ADN, mediante
esta polimerasa con actividad de
transcriptasa reversa '? (Figura 2).




: VHA VHB VHC VHD VHE
| Género Hepatovirus Hepadnavirus B Hepacivirus Deltavirus ?
o Familia Picornaviridae Hepadnaviridae Flaviviridae ?
| Genoma " ARNsc ADNdc ARNSsc ARNSsc ARNSscC
| Replicacion + ARN + ARN intermediario + ARN - ARN + ARN
:'-. w‘_‘?ﬂdu _ Fecal-oral Percutaneo, venereo Percutaneo Perculaneo Fecal-oral
| transmisién
: AT Id-'
|| Feniodo | "[dini} 20-37 (15-49) 60-110 (25-160) 35-70 (21-84) Aparentemente 10-56
4 &l e comparable al tipo B
|- T
ﬁc’hi‘ng’ia Desarrolio temprano ~ El antigeno AgsHB ~ Anti-VHC aparecen  Anti-VHD aparecen Anticuerpos IgM
; ﬁ-_'r g de anticuerpos IgM y anticuerpos anti- de 6 semanas a 9 tardiamente y son usualmente son
= T y de IgG durante la HB¢ aparecen mases. de corta vida. detectados dentro
R 'l“! L convalecencia tempranamente y de los 26 dias de
: portadores., lgG persisten

indefinidamente.

. No progresa E..l.ll:lﬂ La hepalitis cronica La hepatitis cronica >95% de resolucion No progresa a una
|2 enfermedad crénica se desarrolla en el se desarrolla en el de la coinfeccion enfermedad crénica
% !P-T: del higado 5.10% de los 70-90% de los con VHB; la del higado
Bl adultos y en un 80- casos. infeccion cronica |
| el 90% de los nifios. es comun si la :
SN superinfeccion por i
feade VHD se encuentra
1 e presente en
A porladores
Sl crénicos de VHB.
_u iurﬂlldad 0-0.2% hepalitis 0.3 al 1.5% Desconocido 2-20% para 1-2% en la pobla-
117N i hepatitis aguda. cion general. 10-
Sl 15% en mujeres
= [B >70% entre los
i Tabla 1
',;a--'{i-_. - 3
Existen otros miembros dentro de la Caracteristicas de las
familia Hepadnaviridae, causantes de 2 itk = Popatiis visstes
hepatitis en diversas especies de aves v
mamifems Estos virus han servido de
modelo experimental en el estudio de VP4 38
a patogénesis de esta enfermedad, en BTl Elaslze Ble] 30 |9
;ﬁﬁrhcular en el potencial oncogénico de
- estos virus. Una caracteristica tnica de ARN 7.5 Kb
esta familia consiste en que por cada
Bl ciob nGmero de parti- sangre, la transmisién percutanea, Figural
‘g 1 ¥
~culas vacias, de forma esférica o : grey EI h 8 ool B p'da nbis
: -El_a_rgadas, compuestas por ¢l denomi- osocomial v horizontal ha si i Esquema de una

 nado antigeno de superficie o antigeno
: ﬂustra]m (AgsHB). Esta caracteristica ha
%{amhtadn enormemente la deteccién de
' este virus por medio del diagnéstico
- serolégico v el desarrollo de una vacuna
~ altamente inocua v efectiva contra este
 agente viral !.

‘El VHB se transmite esencialmente por
.H[a via parenteral. Ya que este virus puede
tarcular en altas concentraciones en

documentada !. La transmisién vertical
ocurre principalmente en paises del
suroeste Asiatico. Mientras que la tasa
de cronicidad en adultos es de un 10%,
un 90% de los ninos infectados a partir
de madres portadoras, no remiten de la
enfermedad, debido probablemente a un
fenémeno de tolerizacion en el atero %11,
Un alto porcentaje de los individuos
cronicamente infectados desarrolla
cirrosis vy otras lesiones severas del

particula viral (A) y del

genoma del VHA (B).
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Figura 2

Esquema de una
particula wviral infectiva
(A} ¥ del genoma del
VHEB (B). Motese el alto
qrado de aprovecha-
miento del matenal
genético gracias al
solapamiento de los
marcos abienos de
lectura. Un tolal de 7
proteinas es codificado
en el genoma wiral: los
antigenos de superficie
en su forma larga,
mediana y pequena
{iniciando la traduccion
en pre-51, Pre-52 y 5,
respectivamente), los
antigenos e y capside
(iniciando en pre-C y C
respeclivamente) la
polimerasa viral y la
proteina transactivadora
X,
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higado como carcinoma primario de este
6rgano '. En cuanto al desarrollo de
cancer, existen evidencias epidemio-
légicas y moleculares que demuestran
el potencial oncogénico de este virus 12,

Uno de los temas de mayor relevancia
en la actualidad en el campo de la
hepatitis B es el estudio de las variantes
virales. La caracteristica de la replicacion
de este virus a través de la transcripcién
reversa de un intermediario ARN le con-
fiere un potencial de variabilidad gené-
tica mayor que la de los virus ADN 12,
Este grado de variabilidad es sin
embargo menor en dgeneral que la de
los virus ARN, debido al alto grado de
solapamiento entre los distintos marcos
abiertos de lectura de este compactado
genoma. Las variantes del VHB tienen
implicaciones importantes en diagnos-
tico, prevencion, tratamiento v la clinica
de la infeccién por el VHB '+, Por otra
parte, en estos Gltimos anos se han
descubierto varios nuevos hepadnavirus
que infectan primates no humanos.
Estos estudios permitiran definir en mas

detalle el origen del VHB 1218,

Virus Delta (VHD)

Las primeras evidencias de existencia
del virus Delta fueron obtenidas a
mediados de los afios 70 por Mario
Rizzetto, un gastroenterélogo italiano.
Alrededor de 1980, experimentos de
transmisién en chimpancés muestran
que se trata de un patdégeno defectivo
que requiere la coinfeccion con el VHB.
El VHD esta asociado a formas mas
severas de hepatitis agudas vy crénicas,
siendo responsable de las hepatitis
fulminantes de los Amerindios Yukpas 7
y Yanomamis 8,

Este agente ha sido clasificado dentro
del género deltavirus, sin haber sido
adjudicado todavia a alguna familia viral.
El VHD presenta similitud en su
organizacion gendomica vy su mecanismo
de replicacion con los viroides vy en
particular con los virus satélites de
plantas. Al microscopio electrénico se
observan particulas heterogéneas en
tamano, de 30-40 nm de didmetro, cuya
envoltura consiste en el antigeno de
superficie del VHB. El genoma esta
constituido por un ARN sencillo de 1,7
Kb, siendo éste el genoma del virus
animal mas pequefno conocido hasta la
fecha. Este virus posee un interesante
mecanismo de replicacién en circulos
que son escindidos por una actividad
catalitica enddgena del ARN viral,
denominada ribozima ''? (Figura 3).

Uno de los aspectos mas interesantes
de la infeccién por el VHD es la comple-
mentacion que existe entre este virus vy
el VHB v como ciertas combinaciones
de genotipos de ambos virus son respon-
sables de un alte nimero de hepatitis
fulminantes. Este es el caso por ejemplo
del VHD genotipo Il que circula en Sur
Ameérica combinado con el genotipo F
del VHB ?°. En Venezuela circula igual-
mente el genotipo Il del VHD pero tam-
bién ha sido introducido el genotipo |%'.

Virus de la hepatitis C (VHC)

En 1989, se descubre por técnicas de
biologia molecular, el VHC, responsable
de la mayoria de los casos de hepatitis
post-transfusional no A - no B?. El VHC
es un virus de 55 nm de diametro que
presenta envoltura lipidica v posee un
genoma compuesto de una cadena lineal
positiva de ARN de 9,4 Kb, con una
organizacion similar a la de los flavi vy
pestivirus, por lo cual pertenece a un
nuevo género, hepacivirus, de la familia
Flaviviridae. Este ARN de polaridad
positiva codifica para una poliproteina
de aproximadamente 3000 amino-
acidos, que luego es procesada por
proteasas virales y hospederas para
generar 3 proteinas estructurales v 7 no
estructurales ** (Figura 4).




La transmision del VHC es esencial-
mente por la via parenteral, siendo la
transmision sexual vy vertical mas
limitada que la observada para el VHB.
Existen evidencias epidemioclégicas de
que este virus esta igualmente asociado
a carcinoma hepatocelular, aunque los
mecanismos moleculares son aun
desconocidos .

En estos Gltimos anos ha habido un
considerable interés en la identificacion
del receptor para el VHC. En 1998 se
identificc a la molécula CD81 como la
proteina que unia a la glicoproteina E2
del VHC con alta afinidad 2*. Sin embar-
go, mas recientemente se demuestra
que la interaccion de la glicoproteina
de envoltura con esta molécula no es
seguida de internalizacién v por ende no
conllevaria a la penetracion del virion 2.
El receptor de la lipoproteina de baja
densidad o LDL ha sido también pro-
puesto como un mecanismo indirecto
de entrada del virus a la célula 2¢.

El obtener una vacuna efectiva contra
el VHC reviste muchas dificultades
debido al alto grado de variabilidad que
presenta este virus v al escaso conoci-
miento que se tiene sobre la respuesta
inmunitaria efectiva contra este agente.
Actualmente se dispone de un trata-
miento combinado con Interferéon (IFN)
v Ribavirina (un antiviral) mediante el
cual se alcanza hasta un 50% de remi-
sion en pacientes infectados con ciertos
genotipos del VHC. Un tratamiento
probablemente més eficaz esta siendo
actualmente ensayado, que consiste en
el uso de un IFN de maés larga duracién,
el IFN pegilado #. Asi mismo, en estos
tltimos afios se ha logrado la cristali-
zacion de dos proteinas no estructurales
del VHC, la proteasa NS3 vy la polime-
rasa NS5. Estos estudios apuntan hacia
el desarrollo de antivirales con miras a
terapias combinadas similares a las
disponibles para el virus de inmuno-
deficiencia humana (VIH) 25,

Virus de la hepatitis E (VHE)

En 1990 se identifica en forma definitiva
[va se conocia su existencia), de nuevo

A VHD B
Ganoma
ARN 1.7 Kb
gondmica
Antgenos
delta
poquetic ‘sclcin <>
grande  del ARN
Antgone 8 | &!ﬂ f
dal VHE |

por técnicas de biologia molecular, el
VHE, virus de transmisién entérica. El
VHE es un virus con simetria icosaé-
drica, un didametro de 32 nm y posee
un ARN de cadena sencilla de 7,5 Kb
(Figura 5). Una de las caracteristicas mas
importantes de esta infeccién es que es
responsable de un alto porcentaje de
hepatitis fulminantes en mujeres emba-
razadas. La organizaciéon gendémica de
este virus, compuesta por 3 marcos
abiertos de lectura, recuerda a la de los
calicivirus, aunque ciertas caracteristicas
de su genoma no permiten su clasifi-
cacion dentro de ninguna de las familias
de virus ARN de polaridad positiva
conocidos hasta la fecha 27,

Una caracteristica interesante vy
recientemente descubierta del VHE es
que este virus parece tener una
naturaleza zoonética. Se han descu-
biertos virus relacionados al VHE en
cerdos y mas recientemente en roedores;
esto significa que podria existir un
reservorio animal para este virus 3132,

Virus No A- No B- No C- No D- No E

Se piensa que existe atn un cierto
namero de casos de hepatitis aguda vy
cronica que no pueden ser atribuidos a
ninguno de los virus causantes de
hepatitis identificados hasta la fecha.
Se postula que existen al menos otros
dos virus causantes de hepatitis, uno de

A VHC B

[

Glicoproteinas
ds snvoiura

Capa lipidica

Antigenoma  ARNmM

Marco de lectura
rbgend dens.

Sofial de
ipolizsdenilacibn

L

Figura 3

Representacion
esquematica (A) y
genoma (B) del VHD, A:
Este virus esta confor-
mado por un AREN que
codifica una dnica
proteina, el antigeno
delta (AgHD). El ARN del
HDVy el AgHD se
encuentran rodeados
por el anligeno de
superficie del virus de
hepatilis B (AgsHB). B:
Los ARNs del VHD,
Estos ARN sufren
edicion (para convertir el
codon de terminacion del
AgHD pequefio en un
triptofano y permitir asi la
sintesis de la proteina
grande con 19 0 20
aminoacidos adiciona-
les). auloclivage.
auloligacion y
paliadenilacion.

Figura 4

Esquema de una
particula viral (A) y del
genoma del VHC (B).
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transmision entérica v otro de transmision
parenteral. El virus de la hepatitis F (VHF)
seria un virus de transmision entérica **
cuya identificacién es controversial.

Figura 5

Esquema de una
particula viral (A) vy del
genoma del VHE (B). El

genoma comprende 3
marcos abiertos de
lectura (ORF). MT:
melillransferasa. Y
dominio Y. Pro: proleasa.
H: region rica en prolina
Hel: helicasa. Pol:
pahmerasa

Recientemente se han identificado, de
nuevo por técnicas de biologia molecu-
lar, el virus de la hepatitis G (VHG),
también denominado virus GBV-C,
relacionado con la familia Flaviviridae
(Figura=6A). Este virus es de transmision
parenteral vy la infecciéon puede persistir
durante varios anos en el hombre. La
patogenicidad asociada a este virus vy
en particular su hepatotropismo son
todavia controversiales *-**.
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Figura N° 6 Este virus estd ampliamente distribuido
en el mundo . En Venezuela, este virus
circula alin en comunidades relativa-
mente aisladas como los Amerindios .
El analisis de secuencia de diferentes
aislados del VHG sugiere la existencia
de al menos 4 genotipos distintos, con
una distribucion geografica caracteristica
36 La caracterizacion molecular de
aislados del VHG en poblaciones
amerindias ha mostrado la circulacién
del genotipo 3, similar al genotipo
presente en el continente Asiatico ¥ 3.
La circulacién de un genotipo asiatico

Genoma del VHG (A) y
del TTV (B).

Acta Cienlifica

de Io Socwedad
venezolana  del VHG en poblaciones amerindias
1”:;11’:}':::'“': apova la hipétesis de que este virus
- e podria ser muy antiguo y probablemente
——v... haber sido introducido en el Continente

I lenatne  Americano con los primeros pobladores

humanos hace unos 10.000 - 30.000
anos. Aungue esta hipotesis pueda ser
controversial, el largo tiempo de co-
evolucién del VHG con su huésped
podria ser una de las razones por las
cuales este virus no parece ser patégeno
al hombre. En esta linea de idea, existen
evidencias sorprendentes de que la co-
infeccion por el VHG seria un factor
prondstico positivo para los pacientes
infectados con el VIH *.

En la blisqueda del virus responsable de
las hepatitis post-transfusionales no A
hasta no E, se identifica mas reciente-
mente el TTV, de nuevo por técnicas
de biologia molecular ** (Figura 6B).
Aunque parece estar asociado a hepa-
titis post-transfusionales, este virus no
parece ser tampoco el responsable de
las hepatitis de etiologia no conocida .
Este ano recientemente se describe un
nuevo agente, el SEN-V: ;sera éste al
fin el responsable de la hepatitis post-
transfusionales no A hasta no TTV?...
Las evidencias preliminares sugieren que
algunos casos de infeccion por SEN-V
podrian estar asociados con hepatitis
pero podria ser un evento casual, como
ocurre con otras infecciones causadas
por virus no hepatropos, como el
citomegalovirus o el virus de Epstein-
Barr. Esto no forsozamente significa que
el SEN-V sea el tan buscado nuevo virus
de hepatitis 2.

Al parecer estos virus agrupan un nmero
considerable de especies virales que
infectan tanto a humanos como a
numercsos animales ¥4, quiza algunos
de los tipos/especies tengan importancia
en la generacion de hepatitis.

CONCLUSIONES

En resumen, en estos ultimos anos ha
ocurrida una cadena de descubrimiento
de nuevos virus y grupos virales, mas la
identificacion de los agentes etiologicos
desconocidos causantes de hepatitis no
parece haber sido alcanzada. Hace
algunos afios un autor se hacia la
pregunta: ;existiran suficientes letras en
el alfabeto para nombrar a los virus
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| de hepatitis? **. Actualmente
65 quiza pertinente hacer la pregunta:
E t@ndra nuevos miembros el grupo de
os virus de hepatitis? Existen evidencias

*acmmentes de que muchas de las
atitls sin etiologia podrian ser
hldas a virus que ocasionalmente
._ l;ausan hepatitis o bien a infecciones
~ ocultas ocasionadas por virus ya
~ conocidos, como es el caso del VHB.

'ﬁg,mdudab]e la importancia que ha
~ tenido la biologia molecular en este
~ campo, tanto a nivel de la identificacién,
“zc[gj diagnoéstico, del tratamiento v del
~ estudio de estos virus que en su mayoria
~ son dificiles de cultivar (46). Este grupo
‘uiral presenta una serie de curiosidades
E :i_;l__]'ol_nglcas, tales como un virus ADN que
- posea un intermediario ARN en su
"ilfi:rgf]:i]icacién y por ende necesite una
~ transcriptasa reversa (VHB), un virus
- satélite de un virus animal (VHD), u

- virus ARN con capacidad de PEI‘SIEtH’
~ en el organismo sin integracién de su
~ genoma (VHC) v un virus sin céapside
~ (VHG). Todas estas caracteristicas hacen
~ de este grupo viral un sistema de estudio
- complejo v muy interesante, de suma
2 Televancia en la salud mundial.
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KEsUMEN

El virus de la bepatitis B (VHB) presenta cavactevisticas sinicas dentro del gru {:n de virus gue poseen un
genoma tipo ADN, entre ellas encontramos la de presentar un cierto grado de variabilidad genética atipica en
este tipo de virus. Fsta peculiaridad, se ha manifestado en la existencia de 7 genotipos (A-G) civeulando a nivel
mundial, los cuales son consecuencia de las mutaciones acumuladas a lo largo de la historta del VHB y cuyo
estudio ha permitido el mejor entendimiento de la evolucion y biologia de este vivus. Por otra parte, un evento
frecuente durante la infeccion natural por el VHB es la generacion y seleccion de mutantes del virus,
principalmente como resultado de la presion ejercida por la respuesta inmunitaria del bospedero, asi como la
debida a la intervencion de la vacunacion y mds recientemente de la terapia anti-vival. Hasta la fecha se han
identificado mutaciones naturales en todos los genes vivalesy elementos regulatorios del VHB mediante técnicas
moleculares. Sin embargo, la carencia de sistemas apropiados que permitan estudiar la influencia de estas
mutantes sobre el ciclo de replicacion del virus, la patogénesis de iz enfermedad y su intevaccidn con el sistema
inmunitario del hospedero, impide un andlisis funcional apropiado de estas mutantes. Por tal vazon es poco lo
que se sabe acerca de las posibles implicaciones de la wriagifia’ad genética del VHB. A pesar de ello y después
de haber sido consideradas como una mera curiosidad, estudios sobre la ban permitido establecer las posibles
consecuencias sobre el curso de la infeccion (mutaciones en el gen pre-capside y en el gen de la capside), sobre la
eficacia de la vacuna actual (mutaciones en el gen S: mutantes de escape), los sistemas cfe dtagnaostico (mutaciones
en el gen §)vy la tevapia anti-viral (mutaciones en el gen P). En el presente articulo haremos una revision acerca
de cdmo ocurren y cuales son las mutantes mds frecuentes que se generan a lo lavgo del genoma del VHB. Asi
mismo, discutiremos sus posibles implicaciones en la evolucion del virus, sobre la velacion de éste con su
hospedero, y sus posibles consecuencias en el diagnostico, vacunacion y terapia.

Patasras Craves: Mutantes peL VHB, Biovocia MoLecuLar, ERIDEMIOLOGIA, IMPLICACIONES, DhiacnasTICO, VACuna,
TRATAMIENTO, EVOLUCION.

SUMMARY

The Hepatitis B virus (HBV) isa DNA virus with unigue features, displaying a degree of genetic vartation
higher than other DNA wviruses. Seven genotypes (A-G) civculates avound the world. The study of HBV genetic
variability has led to a better understanding of the virus evolution and biology. In addition, the generation
and selection of HBV variants is a frequent event during the natural course of HBV infection, mainly as a
result of the bost immune system pressure, and vaccine and anti-viral therapy interventions. So far, natural
mutations have been identified in all HBV genes and regulatory elements by molecular technigues. However,
until now there is no adequate system for studying their functional influence on the viral cycle, the pathogenesis,
and the immune system. This fact bad hampered the evaluation of the real implications of these mutants.
Lately, after been considered as a fancy curiosity, epidemiological studies have given some clues about the
possible influences of HBV mutants on the natural course of HBV infection (pre-core and core mutants), the
vaccine efficacy (S mutants: escape mutants), the immune diagnosis systems (S mutants) and the anti-viral
therapy (Polymerase mutants). In this article we review the most frequent HBV mutants along the viral
genome, and bow they are generated. Additionally, we discuss the possible implications of HBV genetic
variation on viral evolution and host-vivus relationship, as well as their consequences on dragnosis, vaccination
and i!.‘bempy.

Kev woros; MuTanTs oF THE HBV, MoLEcuLAR BioLoGy, EPDEMOLOGY, IMPLICATIONS, DiAGNOSIS, IT VACCINATES, TREATMENT, EVoLuTION
Act Cient de la Soc Venez de Bioanal Espec 2000; 6 (1-2): 13-28
Aceptado para su publicacion junio de 2000
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INTRODUCCION

Treinta v cinco anos después del
descubrimiento del “antigeno Australia”
o antigeno de superficie del Virus de la
Hepatitis B (AgsHB) !, la hepatitis B
sigue siendo un problema de salud
piblica a nivel mundial, estimandose
que mas de 2 billones de personas se
han infectado hasta la fecha, vy que
existen cerca de 350 millones de
portadores crénicos del AgSHB alrede-
dor del mundo.

El Virus de la Hepatitis B (VHB) es el
miembro prototipo de la familia Hepad-
naviridae, la cual estd conformada por
virus envueltos que poseen un genoma
de tipo ADN vy que tienen un tropismo
marcado por el higado. La infeccién por
el VHB o hepatitis B puede tomar
diferentes cursos (hepatitis aguda,
fulminante, crénica, silente), los cuales
pueden ser serolégica v molecularmente
definidos, debido a la existencia de
marcadores precisos de la infeccién. La
infecciéon aguda generalmente es auto
limitante en adultos, sin embargo, entre
un 5-10% de los individuos adultos
infectados v hasta un 95% de los recién
nacidos infectados perinatalmente, se
convierten en portadores cronicos del
virus. Las infecciones crénicas progresan
a cirrosis en el 40% de los nifos
infectados al nacer v en el 5% de los
individuos infectados en edad adulta.
Estas cifras hacen que la hepatitis B sea
la cuarta causa de muerte por enferme-
dades infecciosas a nivel mundial.

ESTRUCTURA DEL VIRION
vy gENoMA DEL VHB

El virion completo del VHB o particula
de Dane ? presenta un diametro de
aproximadamente 42 nm y posee una
envoltura lipoproteica externa formada
por un bajo contenido de lipidos. La
nucleocapside interna de 30-34 nm, esta
formada por 180 copias de la proteina
de la capside (también denominada
antigeno de la capside, AgcHB) que
rodean el ADN genomico (Figura la).
La nucleocapside también porta la

polimerasa viral (Pol), una proteina de
shock térmico (Hsp90) v una proteina
quinasa C capturada del citosol de las
células infectadas .

Protegido por la capside viral se
encuentra el genoma ADN de apenas
3.2 kb, en forma circular relajada, cuya
circularidad estda mantenida por puentes
de hidrogeno entre los extremos
cohesivos de aproximadamente 250 pb
(Figura 1b). El genoma del VHB es
parcialmente de doble cadena, formado
por una cadena larga de polaridad
negativa de 3,2 kb y una cadena corta
positiva de longitud variable (20-80% la
longitud de la cadena negativa), cuyo
extremo 5" estd covalentemente unido
al extremo 5  de la cadena negativa.
Los extremos terminales de ambas
cadenas presentan unas secuencias de
11-12 nts directamente repetidas,
conocidas como DR1 v DR2, que juegan

un rol importante en dirigir la iniciacion
de la sintesis del ADN.

A pesar de su pequeno tamario, el
genoma de los hepadnavirus codifica
para 7 proteinas estructurales a través
de un extensivo solapamiento de sus
genes v al uso de una estrategia de
expresion que les permite la iniciacion
diferencial de la transcripcién sin utilizar
(en el caso de los hepadnavirus de
mamiferos) procesamiento o “splicing’
de sus ARNs (revisado en ref. 4). El
genoma del VHB presenta cuatro marcos
de lectura abiertos (ORF), los cuales
codifican para las proteinas de la
envoltura (ORF S), los antigenos de la
capside (ORF C), la ADN polimerasa
(ORF P) y el producto del gen X (Figura
1b). El ORF S contiene tres codones de
iniciacién en el mismo marco de lectura,
lo cual permite subdividirlo desde el ex-
tremo 5 al 3" en tres regiones: Pre-51.
Pre-S2 vy S, a partir de las cuales se
sintetizan las proteinas grandes (L). me-
diana (M} v pequefia o principal (S) que
van a formar la envoltura del virus® El
ORF C contiene dos codones de inicia-
cién lo cual le permite la sintesis de dos
polipéptidos: una proteina no estructural
que es secretada, el antigeno e (AgeHB)
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de 18 kDa v el antigeno de la capside o
core (AgcHB) de 21 KDa. La sintesis
del AgeHB resulta del procesamiento
proteolitico de los extremos amino vy
carboxilo del producto del gen completo
(precore/core). El AgeHB difiere de la
proteina de la capside por presentar una
extension de 10 aa’s en el extremo
amino y por la ausencia del extremo
basico carboxilo. El ORF P cubre las tres
cuartas partes del genoma solapandose
con algunas partes del ORF S, el ORF
C v el ORF X, v codifica para la
polimerasa viral. La ADN polimerasa
viral ejerce su funcién como un poli-
péptido con multiples dominios: dominio
de Proteina Terminal (PT) el cual esta
covalentemente unido a la hebra nega-
tiva del ADN, el dominio Transcriptasa
Reversa vy el dominio RnasaH ¢. La
Polimerasa ademas de ser la enzima
encargada de la transcripcion reversa del
ARN pregenémico, posee un rol impor-
tante en el ensamblaje de los dimeros
de la capside y es la responsable de la
co-encapsidaciéon de ambos compo-
nentes ’, por lo cual la generacion de
mutaciones a lo largo de este gen puede
tener graves consecuencias para la
viabilidad del virus. El ORF X es el menor
del genoma vy fue identificado por
Galibert v colaboradores en 1979% y
codifica para un polipéptido de 145-
154 aa’s (17 KDa) cuya funcion todavia
no es muy clara.

CICLO DE INFECCION VIRAL

Debido a que se carece de un sistema
de infeccion apropiado para el VHB,
poco es lo que se sabe acerca de las
etapas tempranas de la infeccion,
principalmente en lo que respecta a
interaccién con el receptor celular, v los
pasos posteriores de penetracion,
decapsidacion v transporte a nicleo del
genoma viral. Sin embargo, la exitosa
transfeccién de lineas celulares de
hepatoblastoma humanas con dos tandas
del genoma del virus clonado *!° ha
permitido el estudio mas detallado de
las etapas tardias de la infeccion (sintesis
del cccADN, transcripcion y traduccion,
encapsidacion v morfogénesis) (Figura 2).
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Etapas tempranas: el ciclo infeccioso de
los hepadnavirus se inicia con la
interaccién selectiva de la proteina L
de la envoltura viral con un receptor
especifico todavia no identificado,
presente en la superficie de los hepato-
citos de la especie apropiada. Posterior
a la interaccion con el receptor, el virus
penetra al interior celular introduciendo
la nucleocapside al citosol donde se cree
ocurre la decapsidacion, evento que
permite la liberacion del ADN gendmico.
Una vez liberado, el ADN gendmico es
dirigido al nicleo donde es reparada la
hebra positiva incompleta del ADN
gendmico, para originar un ADN circular
covalentemente cerrado (cccADN),
intermediario de replicacion que puede
ser detectado en el higado después de
6-16 horas de la infeccién con hepad-
navirus de pato !
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Figura 1

a) Esquema de una
particula viral infectiva
del VHE;

b) Esquema lineal del
genoma del VHE donde
se muestra el solapa
mienio de los marcos de
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proleinas que codifican
los diferentes genes, vy
los sitios donde ocurmen
la mutacionas mas
relevantes

Figura 2.
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Etapas tardias: el cccADN constituye el
molde para la transcripcién viral, que
se inicia cuando la ARN polimerasa [l
celular produce varios grupos de
transcritos subgenémicos v genomicos,
qgue son utilizados como ARN mensajeros
(para la posterior producciéon de las
proteinas virales en el citoplasma celular)
v como ARN pregenémico (ARNpg). El
primer paso para la sintesis del genoma
viral, es el empaquetamiento del ARN
pregendémico (ARNpg) junto con la
polimerasa viral, para lo cual el extremo
5" del ARN pg debe plegarse en una
estructura tallo-asa, que se conoce como
senal de encapsidaciéon (70 nts, 1846-
1916 desde el sitio EcoRl) o secuencia
épsilon e {revisado en la ref. 12). El ARN
pg encapsidado junto con la polimerasa
viral es transcrito reversamente inician-
dose la sintesis continua del ADN (-).
Al finalizar la transcripcién reversa, el
ARNpg es degradado hasta los dltimos
18 nt por la actividad de Rnasa H de la
polimerasa viral, los cuales van a servir
posteriormente de cebadores para la
sintesis de la hebra positiva del ADN
genomico. El ribonucledtido de 18 nt es
translocado al DR2 cerca del extremo
5°de la hebra (-) donde se inicia la
sintesis de la hebra (+) para formar el
ADN circular relajado.

Por otra parte, las proteinas de la
envoltura recién sintetizadas son dirigi-
das al RE v gran parte de ellas son
exportadas en forma de particulas
subvirales (esleras v filamentos) a traves
de la via secretoria constitutiva de la
célula, gemando hacia el lumen de un
compartimiento post-RE/pre-Golgi. En
un proceso mas lento, parte de las
proteinas L insertadas en la membrana
del RE, son translocadas hacia el lumen
del RE, mientras otra parte permanecen
en su localizacion citoplasmatica, presu-
miblemente asociadas a la chaperona
hsc70. Las nucleocapsides citoplasma-
ticas recien sintetizadas que contienen
el ADN viral pueden reingresar al nicleo
(aumentando el pool de cccADN) o en
presencia de suficiente cantidad de
proteina L en la membrana del RE,
interactuar con las proteinas de la envol-

tura. Las nucleocépsides desnudas
requieren recubrirse de las proteinas de
la envoltura para poder ser exportadas,
por lo cual son dirigidas hacia la mem-
brana del RE que contienen las proteinas
de la envoltura, por un mecanismo
desconocido. Una vez que las nucleo-
capsides se cubren de la envoltura,
ocurre la interrupcion de la entrada de
dNTP al interior de la nucleocapside, lo
cual podria explicar el hecho de que la
sintesis de la hebra positiva de ADN se
detenga antes de completarse. Después
de gemar hacia el lumen del RE o de un
compartimiento intermediario, los virio-
nes son secretados a través del transporte
vesicular de la célula v eventualmente
liberados al torrente sanguineo.

Variasitioanp per VHB
Y SUS IMPLICACIONES

Restricciones y factores
que favorecen la generacion
de variabilidad del VHB

El VHB presenta ciertas peculiaridades
tanto en su genoma como en su ciclo
de replicacion, que lo hacen especial-
mente susceptible a la generacion de
variabilidad. Entre estas caracteristicas
especiales destacan el hecho de poseer
un paso de transcripcién reversa en su
ciclo de replicacién, hecho que dife-
rencia los hepadnavirus del resto de los
virus cuyo genoma estad compuesto por
una molécula de ADN, los cuales suelen
ser por definicion genéticamente mas
estables que los virus ARN. Por tal razén
la heterogeneidad de las cepas del VHB
que circulan en el mundo es 10% veces
mayor que para cualguier genoma ADN.

La menor fidelidad de la transcripcion
reversa favorece por tanto la emergencia
de mutaciones naturales, las cuales
pueden generarse por sustituciones
puntuales (transicién, transversion), por
reordenamientos de genes (debidos a
deleciones o inserciones) o por cambios
en los marcos de lectura. Reciente-
mente, han surgido ciertas evidencias
sobre la posibilidad de recombinacion
de diferentes genomas durante el paso
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de transcripcion reversa en pacientes co-
infectados con diferentes variantes del
virus, tema al que se hace referencia
mas adelante en este articulo .

Asi como existen factores que favorecen
la generacion de variabilidad, el genoma
del VHB también ofrece restricciones.
Estas restricciones estan dadas funda-
mentalmente por el fuerte solapamiento
de los marcos de lectura, por lo cual
mutaciones inocuas para un gen podrian
afectar fatalmente a otro gen cuya se-
cuencia se solape al primero, lo cual
implica que la mayoria de las mutantes
que se generan sean defectivas y no
viables '*.

Las mutaciones ocurren al azar a lo largo
de todo el genoma y en todos los genes
del VHB, seleccionandose naturalmente
aquellas mutantes que ofrezcan alguna
ventaja selectiva sobre la cepa salvaje.
Es asi como al comparar las secuencias
de nucledtidos de diferentes aislados se
observa que la region pre-S es la region
mas variable del genoma (74,5-91,4%
de similitud de secuencia entre las dife-
rentes variantes a nivel de pre-S1vy 78,3-
93,1% a nivel de pre-S2), la regién
precore y core presenta una variabilidad
intermedia (69,6% de similitud de se-
cuencia) v el gen-S es el mas conservado
especialmente en la parte del gen que
se solapa con el gen P (81,9% de
nucledtidos conservados) 1°.

La variabilidad genética del VHB se
manifiesta tanto a nivel molecular
(Genotipos: variabilidad acumulada a lo
largo de la vida del virus v Mutantes:
generadas durante la infeccién con
replicacién continua de un paciente)
como a nivel serolégico (Variabilidad
Serologica), por lo cual en el presente
articulo consideramos relevante hacer
una breve mencidn de ambas.

Variabilidad serologica
del AgsHB:

La existencia de heterogeneidad entre
los diferentes aislados del VHB se hizo
manifiesta tempranamente en la historia
del virus. En los anos 70 se identificé la

existencia de dos pares de variaciones
alélicas: d/v'° v w/Tr' en base a ensayos
de inmunodifusion, lo cual permitié la
definicion de los cuatro principales sub-
tipos del antigeno de superficie del VHB
(AgsHB) con el “determinante coman
a" (adw, adr, ayw, ayr). Posterior-
mente se identificaron cuatro subdeter-
minantes adicionales de w'® y el deter-
minante g'?, subdividiéndose el subtipo
adr en gpositivos y g-negativos %%, lo
cual originé nueve subtipos diferentes
(adw?2, adwd, adr, aywl, aywZ,
ayw3, aywd, avrg+, avrg-). Recien-
temente se ha descrito un par alélico
adicional: los subtipos i v t que corres-
ponden a un cambio de isoleucina en la
posicién 126 por treonina ',

Esta clasificaciéon serclégica de los
diferentes aislados prevalecié durante
algunos anos, hasta que a principios de
los anos 80 se definié la distribucién
mundial de estos subtipos “* y se obtuvo
la secuencia completa de los genomas
de muchos de estos aislados 3 2 8 25,
haciéndose evidente la existencia de
numerosas sustituciones a lo largo del
genoma.

El analisis de las sustituciones existentes
en la secuencia de aminoacidos del
antigeno de superficie entre los dife-
rentes subtipos del VHB, permitié
establecer las bases moleculares de la
variabilidad a nivel del AgsHB vy revelo
la importancia de la Lys122 para la
expresion del determinante d y de la
Lys160 para el determinante w 2°,
observandose que el cambio de d por v
v el cambio de w por r era mediado
por la sustitucién de Lis por Arg en las
posiciones 122 v 160 respectivamente.
Analisis posteriores mostraron que las
sustituciones en el residuo 127 expli-
caban las variaciones wZ2-w4*".

VariABILIDAD GENETICA prL VHB

Genotipos del VHB

La emergencia de un nimero mayor de
secuencias completas de aislados de los
diferentes subtipos del VHB, ha permi-
tido la clasificaciéon genética de los
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Geno Subtipo

Secuencia de aa 120/150

i

Distribucion geografica

nando en el area del Medi-
terraneo v la India. Los

genotipos B y C estan confi-
nados a poblaciones del Asia
Sur-Oriental v lejano Oriente v
el genotipo E a poblaciones de
la parte sub-Sahara del Africa.
Los genotipos A v D estan
distribuidos principalmente en
el viejo mundo, mientras que el
genotipo F es encontrado en
poblaciones aborigenes de
America del Sur (revisado por
32, 33) (Tabla 1), sugiriendose
que podria representar el geno-
tipo autoctono del nuevo mun-
do, va que es el mas divergente
de los VHB humanos * 2%,

La importancia clinica v bio-
logica de la existencia de

tipo

A adw2 PCKTCTTPAQGNSMFPSCCCTKPTDGNCTCI MNoroeste Europeo, USA
aywl Africa Ceniral

B adw2 PCKTCTTPAQGTSMFPSCCCTEPTWHNCTCI  Asia, Pacifico, Indonesia, China
aywl Vielnam

C adw2 PCKTCTIPAQGTSMFPSCCCTKPS DGNCTCH Asia Orienlal
adrg* Corea, China, Japan
adrg- Palinesia

ayr Vietnam

D aywz PCRTCTTTAQGTSMYPSCCCTKPS DGNCTCI Mundial. Area del Mediterraneo
ayw3l India

E ayw4d PCRTCTTLAQGTSMFPSCCCSKPS DGNCTCI Africa Occidental

F adwdg PCKTCTTLAQGTSMFPSCCCSKPSDGNCTCI Sur y Centro América
ayw4* Paolinesia
adw2"

G* adw?2 ND) D

TanlaN* 1 diferentes aislados del VHB definiéndose

Correspondencia entre

ge

notipos y subtipos del
VHE y su distnbucion

geografica. (Tomado de

33.347.32; ND: no
determinado)
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cuatro genotipos (A-D), basados en una
divergencia del 8% o mas entre las
secuencias del genoma completo ® vy de
4% entre secuencias del gen S*. La
comparacioén de las secuencias del gen
S de los diferentes subtipos, permitio
por un lado, verificar que el patrén de
clasificaciébn en genotipos obtenido
correspondia a la clasificacion propuesta
por Okamoto (1988) % y por otro lado
permitié definir dos nuevos genotipos:
E v F, correspondientes a los subtipos
aywd y adwd respectivamente - Y, tota-
lizando 6 los genotipos del VHB (Tabla
1). Recientemente se identificd un nuevo
genotipo viral {(Genotipo G) pertene-
ciente al grupo serolégico adw?2 L.

El genotipaje del VHB ha permitido un
mejor entendimiento de la relacién
existente entre las diferentes cepas del
virus, por lo que hoy en dia la asignacion
de genotipos ha ganado mayor acep-
tacion que la determinacion de subtipos.
El analisis de la distribucién geografica
de los diferentes genotipos ha permitido
observar que el genotipo D es el mas
diserninado a nivel mundial, va que ha
sido encontrade en muestras de
pobladores aborigenes de Asia, en
Indonesia, Papua y Alaska, predomi-

diferentes genotipos v de la
generaciéon de mutantes del VHE es

todavia poco entendida, sin embargo
existen algunos ejemplos que podrian
reflejar diferencias biolégicas v varia-
ciones en el potencial replicativo de las
diferentes cepas. Entre los ejemplos que
comparan virus de diferentes genotipos
tenemos la baja transmisibilidad vertical
de madres portadoras sanas del virus a
sus bebés en el Noroeste Europeo,
donde circula principalmente el genotipo
A -3y |a frecuente transmision vertical
de la infeccién en Asia del Este donde
predominan los genotipos B y C* en
comparaciéon con Africa, donde la
transmisién horizontal temprana parece
ser mas importante *. Adicionalmente,
existen variaciones considerables en las
tasas de portadores del VHB en
diferentes partes del mundo, lo cual en
cierta medida se correlaciona con la dis-
tribucién mundial de genotipos. Es asi
como los genotipos B y C predominan
en areas de alta prevalencia de
portadores del VHB de Asia Oriental,
mientras los genotipos A vy D son las
cepas del VHB dominantes en Africa y
el area del Mediterraneo en donde las
mujeres jovenes en edad reproductiva
portadoras del VHB es menos probable
que sean AgeHB (+) debido a la
temprana seroconversion a anti-AgeHB.
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Otro aspecto interesante sobre las
implicaciones de la circulacion de los
diferentes genotipos del VHB, es su
posible efecto sobre la eficiencia de la
vacuna. Recordemos por ejemplo que
los genotipos E v F muestran la mayor
divergencia de la secuencia de aa’s en
el determinante a (presente en la vacuna
recombinante actual que se corresponde
con los genotipos A vy B) se desconoce
sl estas sustituciones podrian proveer
pobre proteccién en los individuos vacu-
nados expuestos a la infeccién por cepas
E vy F. Es interesante recordar que en
Senegal donde circula el genotipo E, se
han reportado fallas frecuentes en la
obtencion de proteccién con la vacuna 3,
en los cuales la sustitucién de Thr por
Ser en el residuo 140 del asa del
determinante “a” podria tener alguna
implicacion.

Mutantes del VHB

Ademas de la variabilidad genética del
VHB acumulada a lo largo de su historia,
que ha permitido la generacién de
genotipos del VHB, la infecciéon de un
paciente por el VHB en continua
replicacion origina la produccion de
mutantes, principalmente como resul-
tado de la presiéon ejercida por la
respuesta inmunitaria del hospedero, asi
como la debida a la intervencién de la
vacunacion v mas recientemente de la
terapia anti-viral (revisado en ref. 15).

El estudio de estas mutantes ha gene-
rado mucha controversia en el medio
cientifico, llegando inclusive a ser consi-
deradas como una mera curiosidad 2.
Las primeras mutantes del VHB fueron
descritas hace mas de 10 anos por un
grupo de investigadores ingleses v las
denominaron mutantes pre-core %, Pos-
terior a esto se han reportado gran
numero de mutaciones a todo lo largo
del genoma (Tabla 2), sin embargo las
més frecuentes e interesantes son: las
mutantes pre-core, las mutantes de
escape v las mutantes de resistencia a
drogas anti-virales. Adicionalmente se
han reportado mutaciones (sustituciones,
delecciones e inserciones) en el ORF X

que involucran el locus Cp/ENI, las
cuales podrian alterar significativamente
la replicacion viral, sin embargo en el
presente articulo no nos referiremos a
ellas.

Mutantes pre-core:

Las mutantes pre-core son ocasionadas
por la aparicion de una mutacién puntual
de G a A en el nucleétido 1986 del gen
pre-core/core, generando un cambio del
codén 28 (TGG, Trp) a un codén de
terminacion o codén “stop” (TAG) (Figu-
ra 3). Este cambio previene la expresién
del antigeno de excrecion “e” (AgeHB),
sin afectar la produccién del antigeno
de la capside (AgcHB) °. De esta
manera, los pacientes que estan infecta-
dos con estas mutantes, presentan altos
niveles de ADN viral a pesar de la
presencia de anticuerpos anti-AgeHB en
el suero.

La region pre-core/core contiene domi-
nios de gran importancia para la
replicacion del VHB: la secuencia DR1
necesaria para la transcripcion reversa,
la sefal de encapsidacién en el extremo
5°. v el sitio de inicio del ARN pre-
genémico. Si bien la traduccién del gen
pre-core no es requerida para la pro-
pagacion del virus y no forma parte del
virion, el AgeHB parece tener un rol en
la progresion a la cronicidad de la
infeccion (persistencia viral), modulando
la respuesta inmunitaria. Esto es debido
a que comparte epitopes T con el Agc-
HB v a que es expuesto en la superficie
de los hepatocitos infectados siendo
blanco de la respuesta de linfocitos T
citotoxicos.

Figura 3
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El establecimiento de la importancia bio-
logica y/o clinica de las mutantes pre-
core es controversial, sin embargo en
los afios recientes ha surgido nueva
evidencia que podria esclarecer sus
posibles implicaciones. En este sentido
recordemos que el AgeHB es un marca-
dor establecido de replicacién e infectivi-
dad, v la seroconversiéon a anti-eHB esta
en general asociada a la desaparicion
del ADN viral v remision de la enferme-
dad hepatica *'. En el caso de las mutan-
tes pre-core se observa que se mantiene
la positividad del ADN viral a pesar de
la seroconversion a anti-eHB, lo cual ha
sido asociado a enfermedad hepatica
mas severa v a hepatitis fulminante, sin
embargo, se ha reportado que si una cepa
tipo salvaje esta presente después de la
seroconversion a anti-eHB es mas proba-
ble que la infeccibn sea mas suave %% 1°,

La descripcion de un epitope de células
T citotéxicas (posicion 11-27 de la
proteina de la capside), el cual presenta
variaciones importantes en las mutantes
pre-core favorece la hipotesis de que la
seleccion de las mutantes pre-core que
no expresan el AgeHB, podria ser un
mecanismo de persistencia viral, debido
a la pérdida de la modulacién de la
respuesta de células T contra los
péptidos relacionados AgcHB/AgeHB.
Adicionalmente, se ha propuesto que
el antigeno e podria atravesar la placenta
de madres portadoras del virus, e inducir
tolerancia en las células T cooperadoras
en el feto, de manera que cuando el
bebé se infecte en el momento del naci-
miento, los antigenos e vy de la céapside
no seran reconocidos como extranos,
generando persistencia viral *%.

Por otro lado, el estudio de la epidemio-
logia de la emergencia de mutantes pre-
core permitio observar diferencias en la
distribucién geogréafica de estas varian-
tes, al mismo tiempo que se ha repor-
tado la existencia de diferencias en la
generacion de estas mutaciones entre
los diferentes genotipos del VHB 3 4%,
lo cual parece depender del residuo en
la posicién 1858 la cual se opone a la
posicion 1896 (que genera el codon de

terminacion) en el tallo de la senal de
encapsidacién del pregenoma. La
secuencia de encapsidacién g esta
bastante conservada entre los diferentes
genotipos, sin embargo el nt 1858
puede ser T o C (C en esa posicién
previene la formacion del codén de
terminacién) dependiendo del genotipo.
El nucleétide C1858 se encuentra
principalmente en los genotipos A v se
ha observado en 3 genotipos F %%
siendo poco frecuente en los genotipos
C vy D, mientras que T-1858 se encuen-
tra siempre en los aislados genotipo B y
E. Recientemente el analisis de un mayor
nimero de secuencias permitid observar
una T1858 en 17 aislados genotipo F
provenientes de pacientes anti-AgeHB
(+), 11 de los cuales también presenta-
ban la mutacion A1896 que previene
la expresion del AgeHB, v en 5 aislados
genotipo F de pacientes AgeHB (+), por
lo cual sugieren que la T1858 parece
ser la sustitucién tipo salvaje del genctipo
F de Ameérica Central *®. El hecho de que
las mutaciones pre-core estén menos
asociadas al genotipo A, ha sido
interpretado como el resultado de un
efecto desfavorecedor de la C1858
sobre la estructura de la senal de
encapsidacion €, ya que se generaria
una sefnal de encapsidaciébn muy pobre,
desestabilizandola **. Ademas de la
mutacion A1896, se han reportado otras
mutaciones en la regidén pre-core que
previenen la expresion de AgeHB. sin
embargo no son tan comunes (Tabla 2).

Mutantes de escape
a la vacuna:

Se han descrito mutaciones asociadas
al determinante neutralizante "a” del
antigeno de superficie (AgsHB) (Tabla
2). En todos los subtipos conocidos, el
determinante “a” esta localizado entre
los residuos 120-147, y se predice que
posee una estructura de doble asa
proyectandose en la superficie de la
particula del VHB, la cual es estabilizada
por puentes disulfuro en donde existen
epitopes dependientes de conformacion.
El dominio “a” estd predominantemente
localizado en la segunda asa entre los
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residuos 139 v 147, la cual Tipo de Tipo de  Posicion

esta bastante conservada o  Mutacion Sustitucion aa Efecto

presenta sustituciones restrin-  Transicion T-C 1815 Falla en la iniciacion Pre-C

gidas a aminoacidos similares.  Transversion G-T 1815  Fallaen lainiciacion Pre-C

Los residuos 141-145 (KPTDG)  Transicion G-A 1816 Falla en la iniciacion Pre-C

son criticos para la unién de  Transicion T 1817  Eliminacion de la sintesis Pre-C

anticuerpos protectores evo-  Transicion T-C 1836 Mutacion en el codén Stop

cados por la vacuna. Debido  Transicion A-G 1838 Mutacion en el codén Stop

a que anticuerpos anti-“a” Insercidn 36nt 1895-1896 Codon Stop pre-Cen 3’

son capaces de proteger a los  Transicion T= 512 Resistencia a Lamivudina y fameiclovir

individuos de infecciones  Transicion G-C 519 Resistencia a famciclovir

contra cualquiera de los Transicion C-T 523 Resistencia a famciclovir

subtipos del virus, mutaciones  Transversion C-A 526 Resislencia a Lamivudina y famciclovir

en este determinante originan Transicion A-G 550 Resistencia a Lamivudina (motive YMDD)

la apariciéon de las deno- Transversion G-T 550 Resistencia a Lamivudina (motive YMDD)

minadas mutantes de escape  Transicion G-A 122 Conversion del determinanteday

a la vacuna . Transicion G-A 145 Mutante de escape a la vacunacion
Transicion A-G 160 Conversion del determinantewar

Mutaciones en esta asa han

sido reportadas en un nino

vacunado en ltalia *%, v en 7

ninos de Singapore %%, del cual se aislo
una variante del VHB que presentaban
una mutacion en el residuo 145 de Gly
a Arg. Adicionalmente se ha observado
la aparicion de una mutacion en el
residuo 141 de Lys a Glu en el Oeste
Africano originada por un cambio de A
por G en el nt 421 ° (Tabla 2). Estas
iltimas mutantes de escape se han visto
solo en el subtipo avw4 en Gambia, que
corresponde en esa region al genotipo
E que posee una Ser140 en vez de una
Thr, lo cual podria estar predisponiendo
la aparicion de la mutante 141.
Interesantemente esta situacion también
se ve en los genotipos F, en los cuales
no se ha investigado la aparicion de
mutantes 141. Adicionalmente se han
reportado mutantes en la posicién 126
en una familia Japonesa que parecen
influir la unién de anticuerpos monoclo-
nales y una alanina en el aa 144 en un pa-
ciente de Singapore (Revisado en ref. 51).

En general estas variantes presentan un
interés epidemiologico vy podrian repre-
sentar dificultades para el diagnostico
con ensayos que utilizan anticuerpos
monoclonales, v posiblemente para el
diserio futuro de vacunas, sin embargo
no representan un problema relevante
inmediato para los programas de vacuna-
cion !, Ejemplo de ello es que ni anti-

cuerpos monoclonales contra el asa
1 o el asa 2, ni sueros de vacunados
o de pacientes convalecientes
reconocieron una proteina recom-
binante producida en levadura que
presentaba una arginina en el
residuo 145. Sin embargo, es
importante senalar que si estas
mutantes que no son neutralizadas
por la inmunidad inducida por la
vacuna, comienzan a diseminarse
podria afectar la campana de
vacunacion contra la hepatitis B
actualmente en curso.

Hasta los momentos no se han
realizado estudios que evalien la
incidencia v prevalencia de estas
mutantes a nivel mundial, para lo
cual tendria que utilizarse ensayos
que hagan uso de anticuerpos
policlonales, sin embargo, es
interesante recordar que en
estudios realizados en Gambia
alrededor de 10% de los vacunados
seroconvirtieron a anti-HBc, lo cual
sugiere que esos individuos se
infectaron a pesar de estar
vacunados (revisado en ref. 51).
Sin embargo, un dato espe-
ranzador es el hecho de que
actualmente existen wvacunas
comerciales que incorporan las

TablaN" 2

Mutlaciones mas
frecuentes encontradas
en el gen precorel/core,
polimerasa y superficig
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regiones pre-S1 y pre-S2, las cuales
contienen epitopes neutralizantes v son
altamente antigénicas, habiéndose
observado que en ratones no respon-
dedores a las vacunas de primera
generacion, estimulan la produccién de
anticuerpos anti-HBs.

Mutantes de resistencia

a analogos de nucledsidos:
Mutacion YMDD

El desarrollo de nuevas estrategias anti-
virales permanece siendo de importancia
primordial en el tratamiento de la
hepatitis B cronica. La polimerasa del
VHB, posee miltiples funciones entre
las que incluye la transcripcion reversa,
esencial para la replicacion del virus, lo
que representa un blanco ideal para la
terapia antiviral. Recientemente, se
estan empleando analogos de nucled-
sidos tales como lamivudina v famci-
clovir, en el tratamiento de la hepatitis
B crénica, estos nuevos agentes inhiben
la replicacion del VHB, por accion directa
en la ADN polimerasa dependiente de
ARN, mostrando resultados promisorios
en términos de efectos antivirales y
tolerancia #5*, 5in embargo, la monote-
rapia o uso de una sola droga por cortos
periodos de tiempo no es suficiente para
eliminar la infeccién viral, mientras que
el tratamiento por largos periodos se ha
asociado con la aparicion de mutantes
resistentes a la droga (Tabla 2).

El dominic catalitico de la transcriptasa
reversa (TR) en la polimerasa del VHB
(Fig. 4) comparte los residuos del motivo
YMDD (Tyr-Met-Asp-Asp) con otras
trancriptasas reversas descritas. La
reactivacion de la infeccién por el VHB,
posterior al tratamiento con los analogos
de nucledsidos, se encuentra asociado
con el incremento de mutaciones en la
proteina P, sin embargo, la consecuencia
funcional de estas mutaciones gend-
micas no es clara.

La resistencia al tratamiento con lami-
vudina, se ha asociado con cambios en
el motivo YMDD del dominio C**, donde
se localiza el sitio catalitico de la enzima
TR (Fig. 4). Estas mutaciones se mani-

fiestan por la resistencia a lamivudina
producto de la sustitucién de una
metionina (aa 550) por una isoleucina
o valina 3%, Posteriormente, analisis
genéticos mostraron que las mutaciones
asociadas a la resistencia por lamivudina,
son mucho mas complejas, pudiéndose
clasificar en dos grupos, Grupo I: muta-
ciones unicamente en el dominio C
(M539l) v Grupo 2: mutaciones en el
dominio C v B (M539V + L515M). La
figura 4 muestra las principales muta-
ciones encontradas en asociacion al
tratamiento con lamivudina v famciclovir,
A diferencia de lo que sucede con
lamivudina, las mutaciones asociadas al
tratamiento con famciclovir, no afectan
al motivo YMDD de la polimerasa
(dominio C), pero si generan la aparicion
de mutaciones en el dominio B de la

proteina (L526M, V519L).

Un estudio reciente indica, que la
incapacidad de eliminar el VHB del suero
durante la terapia con lamivudina, puede
indicar que en algunos pacientes la
seleccion de la mutante resistente al
tratamiento, puede generarse tan
rapidamente que impide observar la
eliminacién temporal del ADN viral en
el suero.

Estudios realizados utilizando modelos in
vivo e in vitro muestran, que la infeccidn
cronica se mantiene por la presencia
en el nicleo del hepatocito de 30 a 40
copias del cccADN, que sirve como
molde para la transcripcion viral ®7. La
sintesis del nuevo cccADN puede ser
blogueada por un inhibidor de la
transcripcion reversa. Sin embargo, una
terapia por corto tiempo no es capaz
de eliminar el “pool” intracelular del
cccADN, por le que representa una
fuente de produccién de nuevos wvirus
posterior al cese del tratamiento *%, a
diferencia de un tratamiento por un largo
periodo, donde es posible eliminar el
cccADN almacenado en el higado,
siempre v cuando sea suficiente como
para garantizar que los hepatocitos
infectados, sean eliminados por muerte
natural ¢ por la respuesta inmunitaria.
Esto sugiere, que el éxito o fracaso en
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la eliminacion de la infeccion depende
de la erradicacion del cccADN intra-
celular, del surgimiento de mutaciones
y del nimero de hepatocitos infectados.

La identificacion de otros blancos virales
pueden ser de gran utilidad en el
desarrollo de estrategias que inhiban la
replicacion del virus, como por ejemplo
el bloqueo de la interaccion del virus con
el receptor y del transporte del genoma
viral al niicleo * o de la encapsidacién
del pregenoma 9 !,

Una de las propuestas en la utilizacion
de antivirales, es la implementacion de
una terapia combinada con analogos de
nucledsidos, que actiien inhibiendo de
manera distinta a la polimerasa viral, a
fin de obtener un efecto antiviral
sinérgico, previniendo o retardando la
aparicion de mutantes resistentes.

Recombinacion entre
los aislados del VHB

Como ya hemos mencionado, la varia-
cion en la secuencia del VHB, se produ-
cen tanto por mutaciones puntuales
como por recombinacién de los frag-
mentos de ADN %2, De estos mecanis-
mos, la probabilidad de recombinacion
de las diferentes cepas del VHE dentro
de un hospedador, que permite la
produccion de virus mosaico, parece ser
baja. Recordemos que una condicion
necesaria para que ocurra un evento de
recombinacién, es la superinfeccién con
diferentes variantes del VHB, hecho que
se considera raro vy restringido a
individuos de alto riesgo.

Durante el ciclo de infeccién del VHB
(Figura 2) existen ciertas etapas suscep-
tibles a la recombinaciéon. La mas impor-
tante es la etapa de replicacion del VHB,
sin embargo, no es el Unico estado donde
el VHB tiene la oportunidad de recom-
binar **. La iniciacién de la infeccion y
la replicaciéon de los hepadnavirus
involucran la conversion de un ADN
genémico circular relajado, a un cccADN
dentro del nicleo de la célula infectada,
por un proceso poco conocido, en el
cual se cree que intervienen enzimas

_ Espaciqdnra
=l 5 RNasaH
YMDD | -
1 i 832
A D E
421 600
Famciclovir -.EEF‘.‘H?”"?"_‘?_ )
R4480 13385 M534|
vsosL | Peminie  psoqL Domile  uisaoy "‘":"'“
' B ! B
L515M vso8L | V542
| | i
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P512L V515M S588T
T519S T519S
15220 A535V
/524l
celulares, que podrian ser las responsables  Figura 4

de los cambios sufridos en el ADN episo-
mal, que lo hacen un mejor sustrato para
la integracion . Por otra parte, se piensa
que la integracion del virus no sirve como
molde para la replicacién viral v no se
tienen evidencias de la integraciéon del
genoma completo *.

Existen varios reportes que describen
eventos de recombinacién entre dife-
rentes cepas del VHB. Ejemplo de ello
es el trabajo de Bollyky v colaboradores
en 1996 %, quienes muestran una incon-
gruencia en la asignacion de genotipos
para diferentes marcos de lectura abier-
tos en dos aislados provenientes de regio-
nes geograficas donde co-circulan distintos
genotipos, incongruencia que se atribuyé
a un evento de recombinacién. Estos
hallazgos son muy significativos, porque
describen una fuente de variabilidad
genética del VHB que no era reconocida,
ademas de facilitar una evidencia que
pueda explicar el significado del cambio
en la asociacion entre un subtipo antige-
nico v un genotipo. El mecanismo preciso,
por el cual la recombinacién toma lugar,
asi como su frecuencia e implicacion
potencial, permanece sin respuesta.

Organizacion eslruclural
del gen de la polimerasa
del VHB senalandose las
mutaciones asociadas a
la resistencia a drogas
anli-virales. PT: protleina
terminal; E: espaciadora,

R: transcriplasa
reversa
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Estudios futuros son necesarios para
encontrar evidencias directas de la re-
combinacion del VHB v dilucidar el papel
de esta en la heterogeneidad del virus.

Influencia de la variabilidad en
la evolucion de los hepadnavirus

La evolucion viral generalmente es
analizada en base a la premisa de que
el nimero sustituciones nucleotidicas o
de aminoacidos, producidas durante un
tiempo determinado son indicadores de
la evolucion viral. En este sentido, se ha
calculado que la tasa de mutacidon de
los genes celulares v virus ADN es
aproximadamente de 107 sustituciones
por sitio por ano, mientras que la tasa
de mutacion de los virus ARN excede
ese valor en un factor de alrededor de
10 ¢, favorecido en parte por el hecho
de que la polimerasa de estos virus
carece de funciones correctoras o de
edicion (102 - 109).

Un factor esencial utilizado para calcular
la divergencia evolutiva de los hepadna-
virus v retrovirus es la estimacion de la
tasa de mutacion del genoma viral, la
cual se define como el niimero de sustitu-
ciones de bases que ha ocurrido en el
genoma por sitio por ano de continua
replicacién de un virus en su hospedero.
Estudios realizados en el modelo animal
de hepadnavirus de marmotas (WHV)
indican una tasa de mutacién aproxi-
madamente de 2.3 x 10 sustituciones
por sitio por ano, la cual es equivalente
a la tasa de mutacién del gen menos
variable (capside} de retrovirus °°.

En los tltimos anos el uso de herramientas
moleculares para el analisis de secuen-
cias ha permitido a los evolucionistas
especular acerca del origen v evolucion
de los hepadnavirus. Es asi como, arboles
filogenéticos basados en las secuencias
de genomas completos revelaron que la
primera division de linajes del VHB
podria haberse originado entre los
genomas F (genotipo autéctono del
Nuevo Mundo) v los otros genomas,
ocurriendo posteriormente una division
entre las cepas B y C por un lado v

entre las cepas A, D v E por el otro. 5i
consideramos que se estima que el paso
de los primeros pobladores del Nuevo
Mundo a través del estrecho de Bering
ocurrid hace 150.000 anos, es posible
que durante ese tiempo hayan emergido
nuevos genotipos del VHB por divisiones
de la cepa progenitora del actual
genotipo F. Otro aspecto interesante,
se refiere a que el origen de los genomas
B v C parece estar en Asia, mientras
que el genotipo D puede haber reem-
plazado al genotipo A en el area del
Mediterraneo incluyendo el Norte de
Africa %9,

Recientemente, la identificacion de un
hepadnavirus en monos lanudos del
nuevo mundo (Woolly Monkey Hepatitis
B Virus, WMHBV) permitié observar su
cercania filogenética con un aislado de
Colombia genotipo F*'%, por lo cual se
ha sugerido que el WMHBV podria
representar el progenitor de los hepad-
navirus humanos v es compatible con la
teoria de que el VHB es originario de
America.

Finalmente recordemos que si bien estas
teorias suenan tentadoras e interesantes.
falta mucho por estudiar v seria de gran
utilidad el analisis de un mavor nimero
de secuencias completas de aislados del
genotipo F, asi como el aislamiento de
hepadnavirus que infecten naturalmente
a otros primates americanos, a fin de
indagar acerca del origen de estos
apasionantes virus.

CONCLUSIONES

¢ |Los hepadnavirus son virus con carac-
teristicas tnicas en muchos aspectos,
entre ellas esta su capacidad de ser
susceptibles a variabilidad genética a
pesar de poseer un genoma extrema-
damente solapado.

* Las mutaciones que se acumulan a lo
largo del genoma del VHB, podrian
afectar el curso natural de la infeccién,
la eliminacién del virus v la respuesta
a la terapia anti-viral, sin embargo la
influencia exacta de una mutacion
especifica en el diagnostico, terapia
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y prevencién de la infeccién queda por
establecerse.

Mutaciones en el gen codificante para
el AgsHB podrian generar una infec-
cion persistente ailin en presencia de
anticuerpos contra el AgsHB (mutan-
tes de escape a la vacunacion), sin
embargo el uso masivo de vacunas que
incluyan proteinas correspondientes a
los dominios pre-S1 vy pre-S2
representan una alternativa esperan-
zadora para el futuro de la vacuna.

Las mutaciones en el gen S que ori-
ginen cambios en la estructura anti-
génica del virus, podrian hacer fallar
los sistemas de inmunodiagndstico
utilizados en la actualidad, por lo cual
es importante la evaluacién sistema-
tica de los sistemas de diagnéstico
comercial empleados hoy en dia,
principalmente en los bancos de sangre.

La produccién de drogas eficientes
para el tratamiento de los méas de 350
millones de personas infectadas
cronicamente con el VHB alrededor
del mundo, representa un reto inme-
diato para los cientificos, quienes deben
enfrentarse a las habilidosas estrate-
gias de este virus para evadir los
intentos de clarificacién viral, entre
ellas la generacion de mutantes resis-
tentes a los analogos de nucledsidos.

La recombinacién podria ser un meca-
nismo novedoso utilizado por el VHB
para la generacién de diversidad, en
cuyo caso debe tomarse en cuenta a
la hora de plantearse las posibles
respuestas a los muchos enigmas que
quedan por resolver, incluyendo las
diferencias geograficas en la patolo-
gia, mecanismos de evoluciéon del
VHB, asi como, la variedad de las
respuestas de los hospederos.

En el futuro, estudios sistematicos de
epidemiologia molecular permitiran
establecer si existen diferencias
geograficas en su distribucién, asi
mismo nuevas asociaciones entre la
generacion de variantes del VHB con
diferentes cursos de la enfermedad
podria esclarecer nuevos mecanismos

de persistencia viral y proveer infor-
macion 0til para desarrollar nuevas
estrategias para la erradicaciéon del
virus.

Finalmente recordemos que la interac-
cion y relacion que establece un virus
con su hospedero es un fenémeno
complejo, donde el curso que tome
esta interaccién dependera no sélo de
los factores virales, sino también de
factores que dependen del nimero de
celulas infectadas, de la competencia
del sistema inmunitario del paciente
y de la magnitud de la respuesta infla-
matoria generada por el individuo.
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INFECCION OCULTA POR EL VIRUS
DE LA HErATITIS B (VHB

Dra. Cristina del Rosario Gutiérrez Garcia, MSc.
Laboratorio de Biologia de Virus, Centro de Microbiologia y Biologia Celular
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (I.V.I.C.)

RESUMEN

La infeccion oculta por el virus de hepatitis B (VHB) se caracteriza por la presencia de actividad de
replicacion vival en ausencia de marcadores serologicos usuales: las infecciones residuales se producen en
ausencia del antigeno de superficie del VHB (AgsHB) y en presencia de anticuerpos anti-HBc y las
infecciones “silentes” se caracterizan por la ausencia de marcadores serolégicos de la bepatitis B. La
presencia de variantes vivales del VHB pudievan ser la causa de la baja actividad de replicacion vival y
por ende del desarrollo de estas infeccrones ocultas. El diagndstico de hapatitis en tales individuos se hace
dificil, dado que los marcadores virales tanto en suero como en higado, con frecuencia se encuentran por
debajo del limite de deteccion de los inmunoensayos corrientemente utilizados. Se ha sugerido que el uso
de técnicas altamente sensibles de amplificacion de dcidos nucleicos (NAT) pudiera ser stil en la
determinacion de estas infecciones. El estudio sobre los mecanismos de genevacion de las infecciones
ocultas contribuye a una mejor comprension sobre la realidad epidemioldgica de la hepatitis B.

Parasras cLave: ViRus, HEPATITIS B,. REPLICACION, VARIANTES, M~ =CCION RESIDUAL, INFECCION SILENTE, DONANTES,
TRANSFUSIONES.

SUMMARY

Hepatitis B virus (HBV) occult infection is characterized by viral replication in hte absence of of the
usual serological markers: residual infections are defined by the presence of anti-HBcAg antibodies without
HBsAg and “silent” infections are characterized for the absence of all HBV serological markers. Viral
variants of HBV might be responsible for a low replication activity and then for the development of
these occult infections, which might be a mechanism of persistence for this virus in the bost. The diagnosis
of hepatitis in such patients is difficult because the viral markers in serum and liver are frequently
present under the detection limit of immunoassays currently used. The development of nucleic acid
amplification technologies (NAT) might be useful to detect these infections. The study of the mechanisms
of generation of occult infections contributes to a better understanding of HBV epidemiology.

Woros key: Hepamitis B VIRUS, REPLICATION, VARIANTS, RESIDUAL INFECTION, SILENT INFECTION, NA |, DONORS.
TRANSFUSIONS.
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INTRODUCCION

El VHE es uno de los virus mas
importantes desde el punto de vista
clinico ya que existen aproximadamente
350 millones de portadores de este
agente viral. En Venezuela la endemi-
cidad de infeccién por VHB es baja con
tendencia a intermedia, afectando a un
1-1,5% de la poblacién venezolana, en
la cual la mayor parte pertenece al grupo
de bajo riesgo, como es el caso de los
donantes de sangre.

En los ultimos afios se ha demostrado
que la infeccién por VHB puede resultar
en bajos niveles de transcripcién genética
viral 4, lo cual es uno de los posibles
mecanismos de persistencia del virus en
el hospedero *. El diagnéstico de la
infecciéon por VHB en tales individuos
se hace dificil, dade que los marcadores
virales tanto en sueroc como en higado,
con frecuencia se encuentran por debajo
del limite de deteccién de los inmuno-
ensayos corrientemente utilizados. Se
han descrito infecciones ocultas produ-
cidas por el VHB, crénicas y asintoma-
ticas, las cuales cursan con patrones
serologicos inusuales asociados a baja
carga de ADN genomico vy persistencia
viral *. Tal es el caso de las infecciones
residuales producidas en ausencia del
AgsHB v en presencia de anticuerpos
anti-HBc¢ ® y de las infecciones “silentes”,
caracterizadas por la ausencia de
marcadores serologicos del VHB ¢. A
continuacién se trataran algunos
aspectos sobre la biologia v curso de la
infeccion producida por VHB asi como
las causas vy posibles mecanismos de
origen de estas infecciones crénicas de
hepatitis B con patrones serolégicos
atipicos.

Biologia molecular y estructura
viral

El VHB constituye el agente prototipo
de una familia de virus ADN designada
Hepadnaviridae (Figura 1A). El virién
infeccioso del VHB se observa al micros-
copio electrénico como una particula
esférica de aproximadamente 42 nm de

diametro. Llamada originalmente
particula de “Dane”, consiste en una
particula compleja de doble envoltura,
en la cual se distingue una capside de
27 nm rodeada de una envoltura
lipoproteica de 7 a 8 nm de espesor.
Este virion completo tiene una densidad
de 1.28 g/cm?® en CsCl. Su nucleo-
capside contiene la proteina de la
capside con la especificidad del antigeno
de la capside (AgcHB), cuya forma no
particulada denominada antigeno e
(AgeHB) es secretada en el suero durante
la infecciébn viral. Igualmente, la
nucleocapside del viribn encierra una
molécula pequena (3200pb) circular de
ADN de doble cadena parcial v actividad
endogena de ADN polimerasa’. El VHB
presenta el genoma de tipo ADN de
virus animal mas pequeno conocido en
la actualidad ®.

El genoma viral es muy compacto v
consiste en dos hebras de ADN: una
hebra corta (o positiva) v una hebra larga
(o negativa, dado que su secuencia es
complementaria a aquella de su ARN
mensajero viral) que contiene cuatro
marcos abiertos de lectura solapados
(MALs)® (Figura 1B). Estos MALs virales
son: el gen P (polimerasa), el cual
codifica la ADN polimerasa asociado al
virion, con actividad adicional de
transcriptasa reversa ”; el gen C
(capside), codifica para la proteina
estructural de la nucleocapside (AgcHB).
Este gen es precedido por una corta
regién pre-C que codifica para una
proteina (AgeHB) secretada a la
circulacién durante la infeccién viral; el
gen S (superficie), codifica para la
glicoproteina principal de la envoltura
viral, e incluye las especificaciones para
el AgsHB (24 kD) ' ' finalmente, el
gen X codifica para una proteina
reguladora, la cual constituye un
elemento trans-activador de la expresion
genética celular v viral !, El VHB emplea
para su replicaciéon una transcriptasa
reversa carente de una capacidad
correctora, lo cual permite la produccién
de una mavor tasa de errores a nivel
genémico y el origen de multiples
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variantes virales > 3. No obstante, dado
el solapamiento de los MALs en el
genoma del VHB, esta tasa de errores
es menos elevada que un virus ARN.

Transmision y curso
de la infeccion

~ ElVHB es un virus de transmisién
esencialmente parenteral, por lo que
- cualquier contacto intimo o sexual,
- exposicion directa o indirecta con sangre
osuero contaminados con el virus, puede
- transmitir la infeccién. Igualmente se
- incluye la transmision vertical o perinatal

[paso del virus de una madre infectada
a su hijo) ®.

En un caso tipico de infeccién aguda
- por VHB, el AgsHB aparece de 2 a 4
semanas antes de observarse niveles
anormales de aminotransferasas v luego
~ declina lentamente a niveles no detecta-
- blesa los 4 a 6 meses. El término de la
infeccion aguda ocurre con la desapari-
- cion del AgsHB vy la aparicién de su
- anticuerpo especifico (anti-HBs), el cual

constituye el anticuerpo de neutralizacién

del VHB. La persistencia del AgsHB por

mas de 6 meses podria definir la
-~ condicién de portador del mismo (Figura
~ 2). Dado lo anterior, la presencia del
- AgsHB puede ser sefial de una infeccion
- aguda o crénica por VHB 8.

Por otra parte, elevados niveles de
- anticuerpos contra el antigeno de la

’

~ nucleocapside viral (anti-HBc) de isotipo
-~ IgM dirigidos contra la proteina de la
- capside del VHB coinciden con la
. elevacion anormal de las aminotrans-
ferasas y la fase sintomaética de la
~ enfermedad. Dado que este anticuerpo
- es producido en respuesta a la sintesis

de la proteina de la nucleocapside viral,
~ su aparicion en el suero es indicativo de
~ replicacion viral. El isotipo IgG anti-HBc
- aparece inmediatamente después de la
IgM anti HBc y permanece de por vida
~ fanto en portadores crénicos del virus
- como en pacientes recuperados de la
" infeccion (Figura 3). Por ende, la
- presencia de este anticuerpo indica
~exposicion al VHB, en otras palabras,

ENVOLTURA
Proteinas: ™\

advierte sobre una infecciéon pasada o
activa por el virus en el individuo *.

El periodo de “ventana” se caracteriza
por la no deteccion de AgsHB ni de sus
anticuerpos especificos (anti-HBs), de
manera tal que durante este periodo la
presencia del anti-HBc isotipo IgM es
el Gnico indicador de la infeccién por

VHB é.

Otro antigeno del VHB denominado
antigeno "e” (AgeHB), se detecta en el
suero de todos los pacientes infectados
nor el virus vy su aparicién coincide o se

sduce inmediatamente después a la
del AgsHB (Figura 2). La presencia de
este antigeno se correlaciona con una
elevada replicacién genémica, alta carga
viral e infectividad del suero '*. Se ha
sugerido que el AgeHB, transmitido via
placentaria, induce tolerancia de células
T, tanto a AgeHB como a AgcHB en
un modelo transgénico murido y podria
predisponer a neonatos nacidos de
madres infectadas por VHB a una
infeccién persistente por un mecanismo
similar. En adultos parece que el AgeHB
puede funcionar como un inmunomodu-
lador, disminuyendo los mecanismos de
eliminacién antiviral mediante la induc-
cion de citocinas tipo Th2 (IL-4) ¢, La
desaparicion del AgeHB es seguida por
la aparicién inmediata del anticuerpo
contra el antigeno “e” (anti-HBe).
Clinicamente esta seroconversiéon de
AgeHB a anti-HBe es importante ya
que es indicio de recuperacién, tanto
de la infeccién como de la enfermedad
en los casos agudos, mientras que en
los portadores de AgsHB indica una baja
carga viral &

Figura 1

A. Estructura de una
particula wviral infecciosa
del VHE. B. Organiza-
cion del genoma del
VHB. 5: superficie, preS:
Presuperficie; P:
polimerasa; X: Gen X,
preC: prenucleccapside:;
C: nucleocapside: 1:
secuencia repetida DR1;
2: secuencia repetida
DR2Z: E: senal E (Epsilon).
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Tiempo post-exposicién |

La deteccion del ADN del VHB en suero
permite el monitoreo de la replicacion
viral y por ende hacer un seguimiento
de la evolucién de la infeccion frente al
tratamiento antiviral 7. El ADN del VHB
puede ser detectado por PCR en
pacientes antes del establecimiento de
los sintomas de la hepatitis B aguda vy
de la elevacion de las transaminasas
(Figura 2A). Los niveles usualmente
declinan rapidamente cerca del periodo
de elevacion maxima de transaminasas
y la seroconversion a anti-HBe. Se ha
reportado una disminucién significativa
de ADN en suero en pacientes con
hepatitis B fulminante, lo cual coincide
con la propuesta que factores inmuni-
tarios pueden danar el higado en el
proceso de eliminacién del wvirus.
Actualmente, la deteccion de ADN del
VHB en el manejo de pacientes con
hepatitis B aguda tiene poca utilidad
ya que la determinacién de los marca-

dores serologicos especificos permite la
obtencién de suficiente informacion
diagnostica y pronéstica de la infeccion.
No obstante, la deteccion del ADN viral
puede ser una herramienta util en la
evaluacién de pacientes con patrones
serologicos inusuales en la infeccion
aguda, carentes de algiin marcador
serolégico estandar cémo por ejemplo
el AgsHB *. Igualmente, la determi-
nacion de los niveles del ADN del VHB
en suero ha sido utilizado en la
evaluacion de los dos estadios de
replicacion viral observados en la
hepatitis B crénica '®. El primer estadio
consiste en una fase de replicacién
elevada, la cual comienza inmediata-
mente después del primer contacto con
el virus y se caracteriza por elevados
niveles de ADN del VHB v una fuerte
respuesta inflamatoria hepatica (Figura
2B). Algunos de estos pacientes presen-
tardn una hepatitis activa persistente
evidenciada por una elevacién de
transaminasas séricas y progresaran a
cirrosis vy posiblemente a carcinoma
hepatocelular. Sin embargo, luego de
un primer estadio de fase aguda muchos
pacientes se convierten en portadores
asintomaticos al entrar en una etapa
tardia, caracterizada por una fuerte
disminuciéon en los niveles de replicacion,
lo cual es frecuentemente asociado con
seroconversion de AgeHB a anti-HBe V.
Luego de esta seroconversion, algunos
de estos pacientes pierden esponta-
neamente el AgsHB vy seroconvierten a
anti-HBs. No obstante, en algunos casos
seronegativos para el AgsHB se ha
evidenciado persistencia viral al detectar-
se ADN del VHB por PCR en portadores

asintomaticos 7.

Infeccion residual por el VHB
Posibles causas y mecanismos

Recientemente, ha sido introducido el
término de infeccién residual para definir
a aquellas infecciones por VHB produ-
cidas en ausencia del AgsHB vy en
presencia de anticuerpos anti-HBc °.
Otro patrén seroldgico inusual es obser-
vado en pacientes con infecciones
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“silentes”, caracterizadas por la ausencia
de marcadores serolégicos del VHB ©.
En ambos casos se ha descrito la detec-
cién de bajos niveles de replicaciéon viral
mediante determinaciones del ADN del
VHB por PCR a partir del suero, higado
y células mononucleares de sangre
periféerica de estos pacientes *. Se han
involucrado diversos factores en el origen
de las infecciones residuales, tales como:
mutaciones en el genoma viral y forma-
cion de complejos inmunitarios AgsHB-
anti-HBs. Otra posible explicacién es la
coinfeccién frecuentemente observada
con virus de hepatitis C, cuya proteina
de la capside se ha demostrado que
disminuye la replicacién del VHB vy la
sintesis de sus proteinas en lineas
celulares de hepatomas !'. Por otra
parte, recientes investigaciones han
demostrado que tanto el VHB como los
anticuerpos anti-HBs pueden coexistir
en el mismo paciente v que el VHB
puede ser encontrado en algunos
individuos portadores, positivos para la
presencia de anticuerpos anti-HBc en
ausencia de AgsHB inmunolégicamente
detectable 2% 2!, Estos estudios han
evidenciado la circulaciéon del AgsHB en
complejos inmunitarios con su anticuerpo
especifico en dichos pacientes, lo cual
puede disminuir o inhibir completa-
mente la deteccion del AgsHB v de su
anticuerpo especifico por inmuno-
ensayos estandar '*. Otras investiga-
ciones sobre infecciones residuales por
VHB han enfatizado la importancia
potencial de mutaciones a nivel de
secuencias de los genes preC, promotor
de la capside, preS y S en el fenémeno
de persistencia viral * 22, Se ha propuesto
que estas variantes pueden emerger en
virtud de mecanismos intrinsecos en su
replicacion (variantes con delecciones en
el promotor de la capside, algunas varian-
tes pre-C) o debido a una seleccion
positiva por una respuesta inmunitaria
humoral o celular del hospedero (varian-
tes con defectos pre-C o mutaciones en
el determinante a del AgsHB)®. A estas
tltimas variantes originadas en virtud de
una presion inmunoldgica se les
denominan mutantes de escape 2.

Emergencia de variantes
por presion inmunologica:
origen de las mutantes de escape

En el ciclo inteccioso del VHB, una vez
que ocurre la penetracion de la nucleo-
capside hacia el citoplasma vy la
liberacién del genoma de ADN de doble
cadena parcial, éste es luego translocado
al nicleo donde madura a la forma de
ADN circular cerrado covalentemente
(ADNcce). Después de su asociacién a
histonas, el ADNcce nuclear es conver-
tido en un mini-cromosoma episomal,
el cual sirve como templado para la
transcripcién de ARNms virales. Esta
forma de ADN se origina en el comienzo
de la infeccion a partir de particulas de
la capside citosélicas, lo cual resulta en
infeccion persistente de la célula
(Decker, R.H. 1998). Investigaciones
recientes han demostrado que el
genoma del VHB es detectable como
una forma episomal en la mavoria de
los individuos asintomaticos con infecciéon
residual por VHB, lo cual ha sido
evidenciado mediante la deteccion de
ADNcee v ARN intermediario por PCR
en hepatocitos de estos pacientes,
indicando actividad de replicaciéon viral
baja pero persistente en tejido hepatico
2 Estos mismos autores demostraron
ademas que la cepa predominante en
la mayoria de los individuos evaluados
con infeccién residual presentaba
mutaciones en la regién pre-C a pesar
de la presencia de anticuerpos anti-HBe
en suero.

Se ha descrito que la presencia de
mutaciones en la region pre-C del VHB
inhibe la sintesis del AgeHB v originan
las denominadas variantes defectivas
pre-C. Una de las mutaciones mas
comunes es una sustitucion G por A en
la posiciéon 1896, lo cual produce un
cambio de TRP? (TGG) por un codon
de parada traduccional (TAG), inhibién-
dose la sintesis del AgeHB #*. Recien-
temente, se ha evidenciado la
emergencia o seleccion de variantes
defectivas pre-C o pre-S con cambios
de genotipo en ninos infectados
cronicamente con pérdida del AgeHB o
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del AgsHB, luego de la seroconversion
a anti-HBe o anti-HBs, respectivamente.
En estos individuos coinfectados
inicialmente con cepas divergentes del
VHB, se ha observado la seleccion de
una cepa de genotipo v subtipo diferente
a la que predominaba antes de la
seroconversion. Las cepas del VHB
aisladas en el mundo entero, se han
clasificado en 6 genotipos deducidos de
comparaciones gendmicas e indicados
como genotipos AB,C,D.E v F.
Recientemente, se ha reportado un
nuevo genotipo encontrado en pacientes
cronicamente infectados por el VHB al
cual se le ha denominado genotipo G ?.
Igualmente, basado en estudios sobre
antigenicidad del AgsHB, se distinguen
9 serotipos, denominados subtipos del
AgsHB v designados como adw2, adw4,
adr, adrg-, aywl, ayw2, ayw3, aywd, v
ayr %7. Asi, se ha descrito la seleccion de
cepas genotipo D (subtipo ayw) a partir
de una poblacién mixta de cepas en la
cual predominaba cepas del VHB
pertenecientes al genotipo A (subtipo
adw) antes de la seroconversion ° 17 2%
Se ha observade que la emergencia de
variantes defectivas pre-52 o pre-C
genotipo D coinciden con una disminu-
cion drastica en los niveles de replicacion
viral en portadores seronegativos para
AgsHB vy/o AgeHB. Una posible
explicacion para la emergencia de estas
cepas de genotipo diferente podria
residir en una fuerte presion selectiva
de genomas virales como resultado del
paso de un estado de tolerancia
inmunolégica a un estado de activacion
del sistema inmunitario con la genera-
cion de anticuerpos anti-HBe. Estudios
en ratones transgénicos-AgeHB han
propuesto que un subgrupo particular
de células Th especificas AgcHB/
AgeHB pueden evadir la inducciéon de
tolerancia v ser activadas a pesar de la
presencia del AgeHB secretados por
cepas salvajes '°. Cuando el AgeHB es
convertido entonces, de tolerégeno a
inmunoégeno, puede ser ventajoso para
la poblacién viral reducir su expresion.
De esta manera, se ha sugeride que
células Thl, B 6 CTL activadas,

especificas contra el AgeHB, pueden
mediar la seleccion de cepas AgeHB-
negativas ®. Adicionalmente, se ha suge-
rido que el cambio de genotipo podria
constituir un mecanismo de escape y
persistencia viral en algunos individuos
con infeccion residual dade que cepas
de distinto genotipo difieren entre si en
numerosos aminoacidos en el MAL
preS. De esta manera, se ha descrito
que la regiébn preS es altamente
inmunogénica a nivel de células T y B,
por lo tanto la presencia de mutaciones
o cambios de aminoacidos en epitopes
especificos de células B y T podrian
permitir el escape del virus de su elimina-
cidbn por el sistema inmunoloégico al
bloquear la exportacion del AgsHB 2 2.

Todos los tipos virales contienen el
determinante a {(aminoacidos 124-147)
(Figura 3) v la mayoria de los anticuerpos
anti-HBs durante la respuesta inmuni-
taria normal son anti-a especificos;
consecuentemente hay proteccion
cruzada entre diferentes subtipos del
VHB % Se ha demostrado que variacio-
nes en la estructura primaria del
determinante “a” cambia marcadamen-
te la conformacién predominante en la
estructura antigénica del AgsHB (Figura
3). La sustitucién del residuo 145 de
glicina por arginina es la variacién mas
frecuentemente encontrada en el deter-
minante a de mutantes del gen S#. Las
vacunas convencionales contra la
hepatitis B no protegen contra la infec-
cién v replicacién de esta mutante *.
Estas variantes son mas prevalentes en
pacientes con infeccion residual, nega-
tivos para AgsHB ¢ positivos para
antiHBs. lo cual podria favorecer la
replicacién en presencia de anticuerpos
de neutralizacién en virtud de un
mecanismo similar al ya descrito para
las mutantes pre-C y pre-5. De esta
manera, la carencia de AgsHB detecta-
ble en estos pacientes podria deberse a
mutaciones en el determinante a y sus
alrededores {aminoacidos 98-156),
principal blanco para anticuerpos usados
en ensayos inmunodiagnoésticos (Figura
3), lo cual podria permitir un escape de
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estas variantes al reconocimiento por
inmunoensayos utilizados de rutina 2.
Las infecciones serolégicamente
“silentes”, carentes de todos los
- marcadores del VHB no parecen estar
- asociadas con  variantes del
- determinante a, sugiriendo que la
~ carencia de AgsHB al igual que otros
- marcadores serologicos del VHB podria
ser debido a bajos niveles de replicacion
- en estos pacientes © 31,

- Emergencia de variantes
- por mecanismos intrinsecos
- a la replicacion genomica viral

~ Alternativamente, variantes defectivas
- pre-C del VHB pueden emerger debido
- a mecanismos intrinsecos de su replica-
cion genémica. Se ha propuesto que
- mutaciones corriente arriba del promotor
- de la capside puede afectar la regulacion
- transcripcional del gen pre-C v por ende
la expresién de su proteina, lo cual
- podria explicar la emergencia de cepas
' negativas para AgeHB a partir de las
cepas salvajes. Interesantemente, se ha
~ encontrado que la seroconversion de
- AgeHB a anti-HBe constituye un evento
. mas temprano e independiente de la
conversion gendmica en la mayoria de
los pacientes con mutaciones en las
- regiones pre-C y promotora de la
- capside. Esta observacién permite supo-
ner que estas mutaciones pueden apare-
- cer como un mecanismo de escape
~ luego de la eliminacién dirigida por
linfocitos T contra hepatocitos con
‘AgeHB en su superficie #2.

Becientemente. se ha propuesto un
_-"!Eluem mecanismo de escape intrinseco
'file la biologia molecular del virus, el cual
controla los niveles de replicacion del
‘VHB durante la infeccién crénica. De
';'?Ecuerdc: a este mecanismo, mutaciones
“en los sitios de union de factores
| E’anscripcinnales de interés en la region
“enhancer | del gen C contribuyen a
“disminuir la replicacién viral de estas
cepas mutantes, lo cual puede resultar
en una ventaja para la persistencia
‘cronica  del VHB. De esta manera, la

O Aminsacidos del determinante a ¥V Muentzz disubharo

Ol Adouniaes mseavones obscrasdas O Oras mutantss asociadas a vacunas

£y Algunas sustituciones obeersadas

presencia de mutantes de la region Figura 2
eqhancer [ de I_a capside pudiera Elet_Er- S
minar el cambio de elevados a bajos del determinante
niveles de replicacién viral, el cual es @ (3minoacidos 124-147)
f b do d l del AgsHB. Se muestra
recuentemente observado durante la ¢, conformacion
infecciéon cronica del VHB '7. Este formada por puentes
mismo mecanismo podria explicar en disullure entre cisieinas.
; { : : La posicion 122 es
parte el fenémeno de persistencia viral  imponante para el
con bajos niveles de replicacion gend-  reconocimiento
: b d it ; Jal de subtipo d fy. Se
mica observada en infecciones residuales  ceryan ejemplos de
Y silentes. importantes mutaciones:
Inserciones { ).

Por otra parte, se ha observado que Sustituciones (4) en

variantes defectivas del promotor de la Portadores cronicos no
o ; vacunados y vacunados

capside prevalecen en pacientes con |

infecciones “silentes” ®. La region

promotora de la capside regula la

replicacién del virus vy la sintesis del

AgeHB, dirigiendo la transcripcion de

dos ARNms distintos: el ARNm pre-

genomico C, el cual sirve para la traduc-

cion de las proteinas de la capside v

polimerasa v como templado para la

transcripcion reversa v el ARNm pre-C

a partir del cual es traducido el AgeHB ®.

El promotor de la capside estda com-

puesto de un promotor minimo o bésico

(BCP), suficiente para el inicio de la

transcripcion v de secuencias regulatorias

corriente arriba (URS) (Figura 4). La

mayoria de las mutaciones de la region

promotora ocurren en un promotor

basico o minimo denominado BCP,
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Figura 4

Organizacion gendmica
de la region promotora
de la capside. Se
senalan las mutaciones
mas frecuentes en la
secuencia correspon-
diente al sitio de unién de
los factores de trans-
cripcion HNFs en el
promolor basico de la
capside (BCP), asocia-
das a infecciones
ocultas por VHB
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afectando el sitio de unién principal para
diversos factores de transcripcién
celulares (Figura 4)3!. Este tipo de muta-
ciones parecen estar igualmente asocia-
das con infecciones caracterizadas por
una viremia extremadamente baja % 7.
Por otra parte, debido a que la regién
promotora de la capside se solapa con
el gen X, mutaciones en el promotor
pueden afectar la estructura y presumi-
blemente la funcién de la proteina X.
Se ha observado que mutaciones en el
BCP pueden afectar al gen X, permi-
tiendo la produccién de proteinas X
truncadas. Se ha asociado la presencia
de mutaciones en el gen X con infec-
ciones “silentes”. Sin embargo, el papel
patdgeno de estas mutantes en este tipo
de infeccién atipica por VHB todavia
no esta claro %,

La presencia de mutantes de escape v
otras variantes virales del VHB en
algunos individuos con infeccién resi-
duales o silentes, aparentemente sanos
podria explicar en parte los diversos
casos de infeccién de hepatitis B post-
transfusién en pacientes receptores, con
unidades de sangre negativas para el
AgsHB v positivas para anticuerpos anti-
HBc o en ausencia de marcadores
serolégicos para el VHB *°. La presencia
de anticuerpos anti-HBc¢ sin otros
marcadores serolégicos del VHB es
frecuentemente encontrado en diversas
poblaciones de donantes, inclusive en
nuestro pais. En un estudio nuestro
reciente, realizado en plasmas prove-

nientes de donantes de sangre con
marcador exclusivo de anticuerpos anti-
HBc se encontr6 ADN del VHB en un
6% (10 de 167 plasmas) de la poblacion
evaluada, observandose una correlacién
entre elevados niveles de anticuerpos
anti-HBc¢ v bajos niveles de anticuerpos
anti-HBs con presencia de viremia .
Entre los diversos factores incidentes
sobre la presencia de anticuerpos anti-
HBc en ausencia de AgsHB, encon-
tramos: a) bajos niveles de replicacion
del VHB sin la produccion de AgsHB
detectable; b) obtencién de la muestra
durante el denominado “periodo de
ventana” de la infeccién aguda por VHB;
¢) la pérdida de anti-HBs con el tiempo
o falla en el desarrollo de una respuesta
de anticuerpos anti-HBs después de la
infeccidon; o d) la presencia de variantes
virales no detectadas por la mayoria de
los ensayos corrientemente usados para
la deteccién del AgsHB vy anticuerpos
anti-HBs. Adicionalmente, la presencia
de infecciones residuales vy “silentes” en
virtud de la emergencia de variantes con
cambios en la estructura antigénica viral
puede afectar la sensibilidad de estos
inmunoensayos *°.

Se ha sugerido que una solucién directa
a este problema podria ser la utilizacion
de técnicas de amplificacion de acidos
nucleicos altamente sensible (NAT) para
evaluar unidades sanguineas prove-
nientes de donantes con patrones
serologicos atipicos de hepatitis B .
Aunque es técnicamente factible la
implementacién del NAT en el despistaje
del VHB a nivel transfusional, la aplica-
bilidad de esta técnica requiere su
evaluacién desde el punto de vista clinico
y en cuanto a su eficiencia relacionada
al costo bajo el contexto del area de
salud pablica *. Diversos servicios de ban-
co de sangre en Europa, Japén y USA se
encuentran actualmente en la fase expe-
rimental de evaluacién de este tipo de
analisis a donaciones sanguineas ** ¥.

El estudio de otros posibles factores v
mecanismos de origen de las infecciones
ocultas por VHB, tales como las infec-
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ciones residuales vy silentes mediante la
utilizacién de técnicas de biologia
molecular contribuird a un mayor cono-
cimiento sobre la realidad epidemio-
logica de la hepatitis B tanto en
Venezuela como en el resto del mundo.
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BIOLOGIA MOLECULAR
DEL VIRUS DE HEPATITIS C

Dr. Félix Toro
Universidad Central de Venezuela, Facultad de Medicina,
Instituto de Inmunologia

RESuMEN

El Virus de la Hepatitis C (VHC) representa un nueve miembro de la familia Flaviviridae cuya
caracterizacion molecular ha sido llevada a cabo en los siltimos cinco anos. La particula viral consiste de
una envoltura de naturaleza lipoproteica, derivada de la membrana de la célula hospedera, que contiene
los dos principales polipéptidos estructurales designados como El y E2. La envoltura rodea la nucleocdpside,
estructura constitutda principalmente por una proteina bdsica que estd en estrecha interaccidn con el
genoma viral representado por una molécula de ARN de cadena sencilla y polaridad positiva con una
longitud aproximada de 9.600 nuclestidos. La organizacidn gendmica del VHC es similar a la de
Pestivirus y Flavivirus, ubicdndose las secuencias que codifican para las proteinas estructurales hacia el
extremo 5y las que codifican para las proteinas no estructurales hacia el extremo 3" del genoma. Ambos
tipos de polipéptidos son generados a partir de una poliproteina de 3.000 aa que es procesada proteo-
liticamente por enzimas de origen celular y viral. Dos regiones no codogénicas se identifican hacia los
extremos 3"y 3 del genoma y se carvacterizan por presentar secuencias altamente conservadas gue parecen
ser fundamentales en el proceso replicativo del virus.

Parasras cLave: VHC, FLAVIVIRUS, GENOMA, POLIPEPTIDOS.

StMMARY

The Hepatitis C Virus (HCV) represents a new member of the Flaviviridae family whose mo-
lecular characterization has been carried out in the last five years. The viral particle consists of a
lipoprotein envelope derived form host cell membranes which contains two structural polypeptides
designated as E1 and E2. The envelope surrounds the nucleocapsid, a structure mainly formed by a
basic protein that is tightly interacting with the viral genome represented by a positive-sence single
stranded RNA molecule of approximately 9,600 nucleotides. The genomic organization of the HCV
resembles that of Pestivirus and Flavivirus with 5" end sequences coding for structural proteins and
3" end sequences coding for non-structural proteins. Both, structural and non-structural polypeptides
are generated from a polyprotein of 3,000 aminoacids which is processed by cellular and viral
proteases. Tweo additional non-coding and highly conserved sequences arve identified towards the 5'
and 3' end regions of the HCV genome. These sequences seems to play an important role in the process
of viral replication.

Key woros: VHC, FLAVIVIRUS. GENOME, POLYPEPTIDES.
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INTRODUCCION

En el ano de 1975 se describe por
primera vez un tipo de agente infeccioso
no relacionado con los virus de hepatitis
A vy hepatitis B, el cual era responsable
de un gran nimero de casos de hepatitis
post-transfusionales (Feinstone et al.,
1975). Quince anos después, se logra
identificar el virus causante de la hasta
entonces denominada hepatitis post-
transfusional NoA, NoB siendo desig-
nado dicha entidad biol6gica como virus
de la hepatitis C (VHC). En la actualidad,
esta claramente establecido que el VHC
representa el principal agente etiolégico
responsable de mas del 90 % de los casos
de hepatitis post-transfusionales vy
esporadicas a nivel mundial (Genesca
et al., 1991). Su identificacién,
mediante técnicas de biclogia molecular,
ha permitido no solo su caracterizacién
estructural, sino también el desarrollo de
toda una serie de ensayos inmunolégicos
vy moleculares que actualmente son
utilizados a nivel mundial para el
diagnéstico y estudio de esta infeccién
viral cronica (Choo et al., 1989: Kuo et
al., 1989; Mivamura et al., 1990; Alter,
1992, Schiff et al., 1999).

El presente trabajo tiene como objetivo
revisar aspectos fundamentales de la
biologia molecular del VHC, enfocandose
principalmente sobre las caracteristicas
estructurales del virus v su modo o
estrategia de replicacion.

Clasificacion

El analisis de las secuencias nucleotidicas
de diferentes aislados virales distribuidos
a nivel mundial ha permitido establecer
que el VHC representa una nueva
especie viral que esta relacionada con
los géneros Pestivirus v Flavivirus de la
tamilia Flaviviviridae (Miller y Purcell,
1990),. Este grupo de virus se carac-
teriza por poseer un genoma o material
genético formado por una molécula de
ARN de cadena sencilla v polaridad
positiva la cual es traducida por la
magquinaria ribosomal para generar una
poliproteina que contiene los distintos

polipéptidos estructurales v no estruc-
turales que conforman el virion. El
analisis comparativo de esta serie de
caracteristicas estructurales ha llevado
a proponer una clasificaciébn para el
VHC dentro de un nuevo género, distinto
a Pestivirus v Flavivirus, denominado
Hepacivirus 6 Virus relacionados con el
VHC (Major v Feinstone, 1997, Reed v
Rice, 1999). Por otro lado, el VHC
parece estar mas estrechamente
relacionado con el género Pestivirus en
virtud de las similitudes entre las
secuencias nucleotidicas reportadas para
ambos géneros, compartiendo igual-
mente caracteristicas estructurales vy
funcionales en la region 5 no traducida
del genoma viral. Mas recientemente,
se ha podido establecer una relacion
mucho mas cercana entre el VHC vy el
recientemente identificado grupo de
virus GBV-A, GBV-B v GBV-C/Virus de
hepatitis G, también conocidos como
agentes (GB). Este grupo viral ha sido
igualmente clasificado dentro de la
familia Flaviviridae aunque su carac-
terizacion estructural vy taxonémica no
ha sido ain detinida por completo

(Kivosawa v Tanaka,1999 ).

Caracteristicas
estructurales del VHC

Inicialmente, la caracterizacion estructu-
ral del VHC se basé en estudios de
ultrafiltracion realizados a partir de
aislados virales provenientes de chim-
panceés infectados. Estos analisis
establecieron un diametro apréoximado
para el viriobn de 30 a 60 nm (He et al.,
1987; Bradley et al., 1991). Asi mismo,
la inactivacion del virus mediante
tratamiento con cloroformo indica que
el virién esta formado por una cubierta
o envoltura de naturaleza lipidica
(Feinstone et al., 1983, Bradley et al.,
1991). La densidad de la particula viral,
determinada por gradientes de sacarosa,
es bastante baja (1,08 a 1,11 g/ml) v
similar a la reportada para los Pestivirus.
Esta baja densidad se atribuye princi-
palmente al alto grado de glicosilacion
reportado para las glicoproteinas que




conforman la membrana externa de la
envoltura viral (Mivamoto et al., 1992).
El genoma del VHC esta constituido por
un ARN de cadena sencilla, con una
longitud aproximada de 9.600 nucleo-
tidos. Al igual que otras especies virales
relacionadas, el genoma wviral se
mantiene en estrecha interaccién con
proteinas especificas que en conjunto
conforman la llamada nucleocépside
viral. La nucleocapside esta a su vez
rodeada por la envoltura viral formada
por dos polipéptidos de 33 vy 72
kilodaltons (KDa) de peso molecular. Asi
mismo, el viribn contiene una serie de
proteinas no estructurales involucradas
en los procesos replicativos del virus
(Hijikata et al, 1993a). En la figura 1
se presenta un esquema general de las
caracteristicas estructurales del VHC.

Organizacion del Genoma

Como se menciond anteriormente, el
genoma del VHC estd conformado por
una molécula de ARN de cadena sencilla
con un tamano estimado de 9.600
nucle6tidos (Choo et al., 1989; van
Doorn, 1994, Reed and Rice, 1999).
El sentido o polaridad de esta molécula
de ARN es positivo, es decir, el genoma
sirve directamente como ARN mensa-
jero para el proceso de traduccién de
las proteinas virales llevado a cabo por
la maquinaria ribosomal (Choo et al.,
1989; van Doorn, 1994, Reed v Rice,
1999). Estructuralmente, el genoma del
VHC se organiza de manera similar a lo
descrito para los géneros Flavivirus y
Pestivirus, ubicandose las regiones
codificantes para las proteinas estruc-
turales hacia el extremo 5’ del genoma
v las regiones codificantes para las
proteinas no estructurales hacia el
extremo 3’ (Choo et al., 1991, van
Doorn, 1994, Reed v Rice, 1999).
Adicionalmente, el genoma del VHC
presenta hacia sus extremos 5 y 3’
regiones no codificantes cuyas funciones
comienzan a ser dilucidadas soélo
recientemente. El analisis de la se-
cuencia nucleotidica del ARN viral ha
permitido establecer que este contiene
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un sélo marco de lectura abierto que
codifica para una poliproteina de unos
3010 (Choo et al., 1991) a 3033
aminoacidos (Kato et al., 1990;
Takamizawa et al., 1991). Se postula
que dicha poliproteina es digerida
proteoliticamente por enzimas celulares
y virales a través de eventos poco
conocidos, generandose de esta forma
los diferentes polipéptidos estructurales
y no estructurales que conforman el virién
(Houghton et al., 1991; van Doorn,
1994; Reed v Rice, 1999). El modo de
organizacion del VHC asi como los
productos virales codificados por el
mismo se ilustran en la figura 2.

A continuaciéon se discute con mas
detalle los aspectos estructurales y
funcionales para cada una de las
regiones del genoma del VHC.

region 5’ no codificante

Hacia el extremo 5’ del genoma del
VHC vy precediendo la secuencia que
codifica para la poliproteina viral, se
localiza una pequena region de unos 324
a 341 nucleétidos de longitud, desig-
nada como regién 5 no codificante (5
NC). El analisis comparativo de este
segmento nucleotidico entre distintos
aislados virales ha permitido establecer
que esta representa la regién mas
conservada en el genoma del VHC
(Choo et al.,, 1989; Kato et al.,, 1990;
Takamizawa et al., 1991; Okamoto et
al., 1990 a, b; Han et al., 1991). Esta

caracteristica sugiere un importante

Figura 1

Diagrama esqguematico

de la estructura del
Virus de Hepatitis C

n



Acta Cientifica
de la Sociedad

Venezolana

de Bioanalistas
Especialistas

Biologia molecular

del virus

de Hrp.‘n titis O

papel regulatorio para dicha regién en
el ciclo de vida viral, y mas especi-
ficamente en el proceso de traduccién
de proteinas virales (Houghton et al.,
1991, van Doorn, 1994; Smith et al.,
1995). Asi mismo, se localizan en este
segmento de 2 a 5 codones con la
secuencia AUG (codén de iniciacion),
los cuales preceden varios marcos de
lectura abierta de corta secuencia. No
esta claro si estas secuencias son
transducidas por la maquinaria ribosomal
o ejercen alguna funcién regulatoria
como parte del ciclo replicativo natural
del virus. La evidencia acumulada hasta
el presente parece indicar que tales
marcos de lectura no ejercen alguna
funciéon importante en dicho proceso
replicativo (Smith et al.,, 1995).

El alto grado de conservacién de la
regiobn 5 NC sugiere que dicha
secuencia debe ejercer un rol importante
en el ciclo de vida replicativo del virus.
Este aspecto funcional ha sido dilucidado
solo recientemente y parecer estar
estrechamente relacionado con la
estructura secundaria descrita para dicha
region genomica. Analisis comparativos
con regiones homologas presentes en el
genero Festivirus asi como estudios de
mapeo de sitios sensibles a la digestién
con ribonucleasas, han llevado a propo-
ner que la region 5’ NC se organiza bajo
la forma de una estructura del tipo tallo
y lazo (“stem loop”) localizada entre los
nucleétidos -208 vy -58 del genoma,
presentando dicha regién igualmente
varias ramas laterales de longitud variable
(Brown et al., 1992: Smith et al., 1995).
Desde el punto de vista funcional, se
postula que dicha estructura de tallo v
lazo representa un sitio de entrada
interno para el ribosoma (“Internal
Ribosome Entry Site, IRES") por lo que
resulta fundamental para la fase inicial
del proceso de traduccién de proteinas
virales (Brown et al., 1992, Wang et
al., 1993, 1994). Este tipo de meca-
nismo presenta caracteristicas similares
al descrito para distintos géneros virales
de la familia Picornaviridae (Pelletier y
Sonenberg, 1988; Jang et al.,, 1989).

De manera mas especifica, se postula
que el proceso de traducciéon de
proteinas se iniciaria en una secuencia
AUG localizada internamente en el
genoma viral, a varios nucleétidos del
extremo 5 terminal, siendo controlado
dicho evento por la secuencia “IRES”
que se localiza en la region 5° NC (Wang
et al.,, 1993. 1994). Dicho mecanismo
tan particular difiere del modelo clasico
de “scanning” o barrido ribosomal en el
cual el proceso de traduccion es iniciado
a partir del primer codén AUG préximo
al extremo 5' terminal del ARN
mensajero.

Un aspecto que alin no esta claro en el
evento inicial de la traduccién de
proteinas del VHC se refiere a la posible
participacién de factores proteicos
especificos que interaccionarian con la
estructura de tallo y lazo de la regién 5’
NC. Algunos estudios senalan la
capacidad de unién de ciertas proteinas
con dicha regiébn gendémica, entre las
que se incluyen, la proteina de unién a
residuos de polipirimidina (PTB), la
proteina heterogenea nuclear L y otra
serie de polipéptidos de 25 KD de peso
molecular ain no caracterizados (revi-
sado en Reed v Rice, 1999). Queda por
establecerse el papel que tales factores
juegan en el control de la traduccién y/
o transcripcién del genoma del VHC.

region 3’ no codificante

Al igual que lo reportado para la region
5’ terminal, hacia el extremo 3’ del
genoma del VHC se localiza una
secuencia no codificante que, depen-
diendo del aislado viral analizado,
presenta una longitud que varia entre
los 27 v 55 nucleétidos (Choo et al.,
1989; Kato et al., 1990; Takamizawa
et al., 1991). Se ha sugerido que dicha
region contiene secuencias repetidas del
nucleésido adenosina (poli rA). Tal
afirmacién se basa en los estudios
iniciales realizados por Choo vy cola-
bordores, los cuales reportaban la
capacidad que tenia el ARN viral de
unirse a columnas de Oligo dT celulosa

(Choo et al., 1989). El analisis detallado




de este primer aislado viral (HCV-1)
permitié identificar un segmento de
polilrA) en posicién posterior («down-
stream») a una secuencia no codificante
de 27 nucleétidos localizada en la region
3’ del genoma (Han et al., 1991). La
presencia de este segmento de poli(rA),
sin embargo, no parece ser una
caracteristica comun entre todos los
aislados virales hasta ahora identificados.
Asi por ejemplo, en aislados prove-
nientes del Japén se identifican hacia
el extremo 3’ secuencias hopoliméricas
de poli U (Kato et al., 1990; Takamiza-
wa et al., 1991). Estudios recientemente
realizados han permitido caracterizar con
mas detalle la regiébn 3" no codificante
del VHC llegandose a proponer,
inclusive, un posible papel funcional
para dicha regién en el ciclo replicativo
viral (Han et al., 1992, Kolykhalov et
al., 1996). Asi, se plantea que este
segmento estaria constituido por tres
elementos principales representados por
a) una secuencia nucleotidica de gran
variabilidad entre los distintos aislados
virales, b) una secuencia polipirimidinica
constituida principalmente por residuos
de Uridina con interposicion de residuos
de citosina v ¢) una secuencia altamente
conservada de apréximadamente 98
bases especifica para el VHC (Han et
al., 1992, Kolykhalov et al., 1996). Se
postula que esta ultima regién genera
una estructura secundaria del tipo tallo
y lazo ("stem loop™) que probablemente
resulta fundamental para el inicio del
proceso de replicacion viral (Kolykhalov

et al.,, 1996).

Esta claro que las regiones 5" v 3" no
codificantes del genoma del VHC
cumplen un rol importante en el ciclo
replicativo viral. Sin embargo, se requie-
ren de estudios mas detallados para
esclarecer su verdadero paepel en los
procesos de transcripcion v traduccién

del VHC.

region codificante

Al igual que lo descrito para los géneros
Flavivirus v Pestivirus, el genoma del
VHC codifica para una poliproteina de

aproximadamente 3.010 a 3.033
aminoacidos que sirve de precursor a
los distintos polipéptidos estructurales y
no estructurales que conforman el virion.
Esta poliproteina y los polipéptidos que
de ella se derivan son procesados de
manera co-traduccional y post-traduccio-
nal, por la accién combinada de enzimas
celulares y virales. Las proteinas
estructurales se localizan hacia el
extremo N-terminal de la poliproteina
mientras que las no estructurales hacia
el extremo C-terminal (figura 2). Hasta
el presente, ninguno de estos polipépti-
dos ha podido ser identificado v
caracterizado en individuos infectados
por el virus y su estudio a partir de
sistemas de cultivo virales no ha sido
posible. Ello ha motivado a que se
empleen sistemas de expresion o
traduccién «in vitro» de algunos de los
genes del VHC, utilizando para tal fin,
secuencias clonadas del ARN viral.
Mediante esta estrategia no solo se han
podido identificar y caracterizar las
proteinas estructurales v no estructurales
del virus, sino también se han analizado
los mecanismos de generacién vy
procesamiento de tales polipéptidos. Asi
por ejemplo, se sabe que en el
procesamiento de las proteinas estruc-
turales participa una enzima de origen
celular denominada «peptidasa senal» o
«signalasa», mientras que para la gene-
racion de los distintos polipéptidos no
estructurales se requiere de la actividad
combinada de al menos dos proteasas
virales codificadas en la misma region
no estructural del genoma viral (Matsuura
et al., 1994, Reed v Rice, 1999). Asi
mismo, se han identificado claramente
los sitios de corte para cada una de estas
proteasas en la poliproteina viral (figura

2) (Hijikata et al., 1991, 1993 a y b).

El grupo de proteinas estructurales del
VHC esta conformado por un polipép-
tido de aproximadamente 22 KDa de
peso molecular conocido como proteina
de la nucleocapside 6 “core” vy dos
glicoproteinas de la envoltura de 33 KDa

(E1) v 72 KDa (E2) respectivamente
(figura 2). Todos estos polipéptidos son
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procesados a partir de la regién N-
terminal de la poliproteina por la acciéon
de una enzima petidasa residente en el
lumen del reticulo endoplasmico (van
Doorn, 1994; Matsuura et al., 1994,
Reed v Rice, 1999). La proteina de la
nucleocéapside, p22, es un polipéptido
rico en residuos de arginina v lisina los
cuales representan el 23,5% del
contenido total de aminoacidos. Tales
residuos estan localizados principalmente
hacia la regién N-terminal de la proteina.
Esta composicién caracteristica de
aminoacidos confiere a la proteina de
la capside propiedades fisico-quimicas
que permiten su interaccion con el ARN
gendémico, generando asi la nucleo-
capside viral. El extremo C-terminal de
la p22 se caracteriza por la presencia
de dominios aminoacidicos altamente
hidrofébicos que determinan que la
proteina sea expresada en el citoplasma
de células transfectadas con este gen.
La delecién de estos dominios hidro-
fobicos provoca la sintesis de una
proteina truncada que es translocada al
nucleo celular. Se piensa que este
polipéptido truncado, de aproxima-
damente 16 KDa de peso molecular,
podria representar al producto maduro
de la capside a nivel nuclear (Matsuura
et al., 1994). Asi mismo, se han
identificado en dicha proteina un grupo
de aminoéacidos basicos con la secuencia

PRRGPR, que pudieran ejercer un papel
importante en el translocamiento de este
polipéptido desde el citoplasma al nucleo
celular. Este mecanismo de biogénesis
para la proteina de la capside se asemeja
bastante a lo reportado para otro
representante del género Flavivirus
como es el caso del virus del Oeste del
Nilo (*“West Nile Virus”) en donde el
segmento hidrofébico C-terminal de la
proteina es removido por la accion de
una proteasa viral (Matsuura et al.,

1994).

Se han reportado diversos papeles
funcionales para la proteina de la capside
entre los que se incluyen: 1) capacidad
de unién al ARN, 2) formacion de
complejos multiméricos con otras
moléculas de la capside v la proteina de
la envoltura E1 contribuyendo esto al
proceso de ensamblaje del virion, 3)
asociacion con la subunidad ribosomal
60 S, un evento que puede estar
involucrado en el proceso de decap-
sidcacion viral, como ha sido descrito
para el género Alphavirus, 4) asociacion
con complejos lipidicos v apolipo-
proteina Il, lo cual se piensa que pudiera
estar relacionado con el hecho de que
la capside induce esteatosis en ratones
transgénicos y 5) interaccion con el
receptor de linfotoxina-b v el Factor de
Necrosis Tumoral (TNFr), dos miembros
de la familia de receptores de TNF
involucrados en la respuesta inmune vy
cuya actividad pudiera ser modulada por
la infeccién del VHC (Reed v Rice,
1999).

El sequndo grupo de proteinas estruc-
turales del VHC corresponden a los
polipéptidos de la envoltura E1 (gp31)
y E2 (gp70), codificados por genes que
se localizan en posiciéon posterior
(“downstream”) a la regién de la capside
(Figura 2). Ambas glicoproteinas estan
glicosiladas en aproximadamente 5 (E1)
v 11 (E2) residuos de asparigina
distribuidos a lo largo de la secuencia
polipetidica. Se piensa que este alto
grado de glicosilacién es la causa del
mayor tamano molecular reportado para
ambos polipéptidos cuando son anali-
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zados electroforéticamente (Major vy
Feinstone, 1997, Reed v Rice, 1999).
El v E2 presentan su extremo carboxilo
terminal insertado en la membrana del
reticulo endoplasmico mientras que el
resto de la cadena polipeptidica esta
traslocada hacia el lumen de dicho
organelo. Ambas polipétidos parecen
formar complejos heterodiméricos E1-
E2 a través de enlaces disulfuro e
interacciones no covalentes (Reed v
Rice, 1999). Estudios recientes senalan
la caracteristica que tiene el extremo
C-terminal de E2 de funcionar como una
sefial de retencién en el reticulo
endoplasmico. Esta senal posiblemente
es enmascarada durante el proceso de
ensamblaje de la particula viral,
permitiéndose asi el egreso del virién a
través de la via secretoria de la célula
(Cocquerel et al, 1998).

La glicoproteina E2 presenta dos
caracteristicas adicionales que han sido
motivo de su estudio exhaustivo. Una
de ellas se refiere al alto grado de
variabilidad que dicho polipéptido exhibe
hacia la regién N-terminal, también
conocida como regiéon hipervariable 1 o
HVR1 v que es responsable de la
generacion de mutantes de escape bajo
la presion selectiva de la respuesta
inmune (Ogata et al., 1991, Kurosaki
et al., 1993),. La otra caracteristica de
E2 se refiere a su capacidad de
interaccionar con CD 81, un polipéptido
perteneciente a la familia de las
tetraspaninas que es expresado en la
membrana plasmatica de diferentes
tipos celulares, incluyendo las células
hepaticas v leucocitarias (Pileri et al.,
1998). Dicha interaccién podria
representar un primer evento en el
proceso de unién del virus con la eventual
infecciébn de la célula blanco. Este
representa un fenémeno poco conocido
hasta el presente que requiere de
estudios adicionales a fin de esclarecer

este importante aspecto en la biologia
del VHC.

Recientemente, se ha identificado hacia
la region gendémica que codifica para
las proteinas estructurales del VHC, un

cuarto polipéptido de 7 KDa de peso
molecular conocido como proteina p7,
el cual estaria localizado especificamente
entre las proteinas EZ2 y NS2 (Lin et al.,
1994a). No se sabe con exactitud si este
polipéptido representa una proteina
estructural del virién o esta relacionado
funcionalmente con alguna proteina no
estructural como NS2 por lo que su papel
es aun desconocido. Por otro lado,
algunas evidencias experimentales
sugieren que el procesamiento proteo-
litico de p7 por proteasas celulares
parece ser incompleto ya que el mismo
ha sido identificado en asociacién con
la proteina E2 bajo la forma de un
complejo E2-p7 (Lin et al., 1994a).

Utilizando la misma estrategia de
expresion «in vitro» de segmentos
clonados del genoma del VHC, se han
podido identificar v estudiar las proteinas
de la region no estructural del virus
(figura 2). Asi, dos polipéptidos de 24 vy
70 KDa han sido identificados en
posicién posterior («downstream») a la
region codogénica de E2 (gp70). Por su
similitud con polipéptidos no estruc-
turales del género Flavivirus, estas
proteinas han sido designadas NS2 vy
NS3 respectivamente (van Doorn, 1994,
Major v Feinstone, 1997, Reed vy Rice,
1999). NS2 representa una proteina
altamente hidrofébica de 24 KDa de
peso molecular, que ha sido localizada
principalmente en la membrana celular
(Choo et al., 1991). Mas recientemente
se ha demostrado que NS2 es en
realidad una proteina transmembranal
con su porcion C-terminal translocada
en el lumen de reticulo endoplasmico v
la region N-terminal localizada en el
citosol (Santolini et al., 1995). La
funcién de esta proteina no es del todo
conocida, pero se piensa que pudiera
funcionar como un “puente estructural”
entre las glicoproteinas que conforman
la envoltura v la nucleocapside viral
durante el proceso de ensamblaje del
virion (Santolini et al., 1995). Por otro
lado, NS2 presenta hacia su extremo
C-terminal un dominio funcional que
comparte con la proteina NS3 v que
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corresponde a una actividad de metalo-
proteinasa dependiente de Zinc (Hijikata
et al., 1993 a v b, Grakoui et al.,
1993b). La estructura conformacional
de este dominio NS2-NS3 parece ser
critica para su actividad catalitica.

La proteina NS3 (p70) representa uno
de los polipéptidos mas importantes
desde el punto de vista funcional para
el VHC, en virtud de la serie de
actividades enzimaticas que se han
descrito para la misma. En primer
término, esta proteina presenta la
actividad de enlazadora de nucleétidos
trifosfatos (NTPasa) v de ARN helicasa
que se presumen estan involucradas en
el desenrollamiento del ARN genémico
viral para su replicacién y de las
estructuras de ARN de doble cadena que
resultan de la sintesis de la cadena
complementaria al ARN genémico (van
Doorn, 1994, Major v Feinstone, 1997,
Reed v Rice, 1999). Asi mismo, NS3
representa una proteasa serinica que
estd involucrada en el procesamiento de
las proteinas no estructurales a partir
del precursor poliproteico del virus (Choo
et al., 1991, Hijikata et al., 1993a).
En este sentido, dos actividades de
proteasas claramente distinguibles desde
el punto de vista estructural v funcional
han sido caracterizadas para este
polipéptido. La primera de ellas
corresponde a la proteasa serinica
localizada hacia la region N-terminal de
NS3 que actiia desde el extremo C-
terminal cortando en los sitios de unién
para las proteinas no estructurales
definidos como NS3-NS4a, NS4a-NS4b,
NS4b-NSb5a, NS5a-NS5b (Grakoui et
al., 1993a; Bartenschlager et al., 1994;
Lin etal, 1994b). La otra actividad de
proteasa comprende parte del extremo
C-terminal de NS2 vy se expande hasta
la region que contiene el dominio
catalitico ubicado en la misma proteina
NS3. Como se mencioné anteriormente,
esta actividad catalitica parece depender
de Zinc v es responsable del desdobla-
miento de la porcion N-terminal de NS3
(Grakoui et al., 1993b; Hijikata et al.,
1993). Recientemente se ha sugerido
que NS3 pudiera igualmente ejercer una

funcion regulatoria de la actividad de la
proteina cinasa dependentiente de AMP
ciclico (PKA), modulando de esta forma
ciertos eventos de transduccion de
senales intracelulares. Mas especi-
ficamente, dicha proteina podria actuar
como un factor inhibidor de la actividad
de PKA controlando los procesos de
proliferacién celular (Borowski et al.,
1996). Se requiere, sin embargo, de un
mayor numero de estudios para con-
firmar dicho papel funcional. En
resumen, se describen para la proteina
NS3 tres actividades enzimaticas:
proteasa serinica dependiente de Zinc,
enzima enlazadora de nucledtidos
trifosfatos (NTPasa) v ARN helicasa. Una
descripcion de los sitios de corte para
esta enzima en la poliproteina viral se
senalan en la figura 2.

La regiébn NS4 del genoma del VHC se
divide en dos subregiones designadas
NS4A y NS4B cuyos productos presen-
tan un tamano molecular de 4 v 30 KDa
respectivamente. Poco es conocido
acerca de las funciones de estos dos
polipéptidos. NS4A es una proteina
hidrofébica de 54 aminoacidos que
parece actuar como co-factor proteico
para la actividad de proteasa serinica
asociada a NS3, facilitando el anclaje
de esta proteina a la membrana del
reticulo endoplasmatico (Hijikata et al.,
1993b). A su vez, NS4A estabiliza el
producto del polipéptido NS3 e incre-
menta la eficiencia de corte de la enzima
en los sitios N5S4b/NS5a (Satoh et al.,
1995). Adicionalmente, se postula que
NS4A interacciona con NS5A regulando
el proceso de fosforilaciéon de esta
proteina (Tanji et al. 1995). En lo que
respecta al polipéptido NS4B, poco es
conocido en relaciéon a sus caracteristicas
funcionales pero se piensa que es una
proteina hidrofébica asociada a la
membrana plasmatica que pudiera

formar parte del complejo de la replicasa
viral (Hijikata et al., 1993b).

La regién NS5 del genoma del VHC
contiene la actividad de ARN polimerasa
dependiente de ARN necesaria para la
replicacién viral. Esta regién también ha




sido subdividida en las subregiones
NS5A y NS5B, las cuales codifican para
productos de 58 y 68 KDa de peso
molecular respectivamente. Para la
region NS5A se han identificado dos
tosfoproteinas, p56 v p58, que muestran
distinto grado de fosforilacién, siendo
p58 mavormente fosforilada que p56.
Analisis detallados de estos productos
han permitido establecer que ambas
fosfoproteinas corresponden a un mismo
polipéptido de 49 KDa de peso
molecular, el cual es fosforilado de
manera diferencial durante eventos post-
traduccionales (Kaneko et al., 1994). Asi
mismo, la hiperfosforilaciéon de p58
parece ser dependiente de la presencia

de la proteina NS4A.

Aunque la funcion del producto de
la region NS5A no es del todo
conocida, se postula que su acti-
vidad pudiera estar modulada por
eventos de hipo o hiper fosforilacion
de dicha proteina catalizados por
una cinasa de origen celular
(Kaneko et al., 1994). Adicional-
mente, se ha sugerido que esta
actividad de proteina cinasa pudiera
estar asociada a la misma proteina
NS5A aunque las evidencias que se
tienen hasta el presente no son
concluyentes (Reed y Rice, 1999).
La proteina NS5B contiene la activi-
dad de ARN polimerasa dependiente
de ARN como queda evidenciado por
la presencia de la secuencia motivo
Gly-Asp-Asp en este polipéptido que
es caracteristica de muchas polime-
rasas (Grakoui et al., 1993; Argos,
1988). Otras secuencias motivo de
importancia funcional para este tipo
de replicasas han sido tambien
identificados en la proteina NS5B
(Argos, 1988; Beach y Bradley,
1990; Grakoui et al., 1993). Se
piensa que el proceso de replicacion
del VHC esta gobernado por un
complejo proteico en el que partici-
parian de manera coordinada los
polipéptidos NS4B, NSSA y NSS5B. A
su vez, la asociacion entre estos
tres polipéptidos estaria mediada
por la interaccion con las proteinas

NS3 y NS4A (Hijikata et al., 1993Db).
Estos representan aspectos funcio-
nales que actualmente se encuen-
tran en etapa de investigacion.

Replicacion del VHC

Hasta el presente poco es conocido en
relacién al mecanismo de replicacién del
VHC. En wvirtud de que dicho virus es
considerado un miembro de la familia
Flaviviridae, se piensa que su replica-
cion es llevada a cabo a través de eventos
que involucran la generaciéon de
moléculas intermediarias de ARN con
polaridad inversa al ARN gendomico,
siendo critico en dicho proceso de
replicacién la actividad de la ARN
polimerasa viral dependiente de ARN
(Fong et al., 1991; van Doorn, 1994,
Reed v Rice, 1999). El abordaje
experimental de este aspecto de la
biologia moelecular del VHC se ha visto
parcialmente limitado, debido a la falta
de sistemas de cultivo celulares que
soporten de manera eficiente la
replicacion del virus y a los bajos niveles
de ARN viral identificados tanto en el
tejido hepatico como en muestras de
suero. Con la incorporaciéon de meto-
dologias altamente sensibles como la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) asi como variantes de la técnica
de hibridacién in situ, este problema
ha sido parcialmente subsanado permi-
tiendose asi identificar cantidades
verdaderamente infimas de ARN viral
en cualquier tipo de tejido. De esta
manera, diversos estudios han reportado
secuencias de ARN del VHC con
polaridad inversa al ARN genémico
tanto en tejido hepatico como en células
leucocitarias humanas sugiriendo ello la
presencia de intermediarios replicativos
del virus en dichos compartimientos
celulares (Fong et al.,, 1991, Takehara
et al., 1992, Muller et al., 1993, Lanford
et al., 1994, Cribier et al., 1995,
Corado et al., 1997, Toro et al., 1998).

Como se menciond anteriormente, por
analogia con otros miembros de la
familia Flaviviridae, se cree que la
replicaciéon del VHC es llevada a cabo
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en el citoplasma de la célula hospedera.
El primer evento en el proceso de
infeccién es la interaccién del virus con
la membrana plasmatica, un mecanismo
poco conocido hasta el presente en el
que se cree participan receptores
celulares que interaccionan de manera
directa o indirecta con el virus. La
evidencia experimental sugiere que tales
receptores podrian estar representados
por la molécula CD81 (Pileri et al., 1998)
y el receptor de lipoproteinas de baja
densidad (LDLR) (Agnello et al., 1999),
Una vez que el virus penetra a la célula
a través de un proceso de endocitosis,
el virion es decapsidado en el citoplasma
liberando el ARN viral, el cual es
posteriormente desenrollado por la
accion de la NTPasa/helicasa vy transcrito
por la actividad de la replicasa viral (ARN
polimerasa dependiente de ARN). Este
proceso genera el ARN viral de polaridad
inversa (intermediario replicativo) el cual
sirve de molde para la generacion de
miultiples copias del ARN genémico, de
nuevo, a través de la actividad de la
replicasa viral. Finalmente se lleva a cabo
el proceso de ensamblaje de las nuevas
copias del ARN viral con las proteinas
estructurales v no estructurales recien
sintetizadas a nivel del reticulo endoplas-
mico rugoso. Este proceso de sintesis,
ensamblaje v secrecion del viridon se
realiza a través de la via secretora del
célula hospedera (Major v Feinstone,
1997, Reed v Rice, 1999). El mismo
se representa esquematicamente en la
figura 3.

Variabilidad genética del VHC

Desde su aislamiento v caracterizacion
inicial, el VHC ha sido extensamente
estudiado a nivel molecular, lograndose
identificar, hasta el presente diferentes
aislados virales provenientes principal-
mente de las regiones de Norte Ameéri-
ca, Japon y Europa (Houghton et al.,
1991, van Doorn, 1994, Dusheiko v
Simmonds, 1994; Simmonds, 1995).
La caracterizacion detallada de estos
aislados virales, en base a ensayos de

neutralizaciébn o las propiedades
citopaticas del virus, se ha visto un tanto
limitada debido a la falta de un sistema
de cultivo celular capaz de mantener la
replicaciéon viral. Es asi como actual-
mente se propone un sistema de
clasificacién para el VHC basado en las
caracteristicas estructurales del virus vy
especificamente, en las diferencias que,
a nivel de las secuencias nucleotidicas,
existen entre los distintos aislados
virales. Diversas estrategias metodo-
légicas se han desarrollado para la
caracterizacion v clasificacién de estos
genotipos virales. Estos procedimientos
comprenden las técnicas de doble PCR,
empleando oligonucleétidos tipo espe-
cificos, PCR combinada con analisis de
polimorfismo en los fragmentos de
restriccién o RFLP ("Restriction Frag-
ment Lentgh Polymorfism”) v secuen-
ciaciobn directa del genoma viral
(Okamoto et al., 1992 b: Simmonds,
1993, Dusheiko v Simmonds, 1994).
Con la aplicacién de esta serie de
estrategias metodolégicas se han
propuesto distintos sistemas de clasi-
ficacion para los genotipos del VHC. A
fin de establecer un consenso se ha
llegado a proponer un sistema Unico de
clasificaciébn que agrupa a todas las
variantes virales en 6 genotipos
principales con 12 subtipos o subge-
notipos (Dusheiko v Simmonds, 1994).
Los tipos o genotipos principales son
designados con nimeros arabigos del 1
al 6 vy los subtipos o subgenotipos con
letras mintisculas, a, b, ¢, etc. en orden
de descubrimiento. Se piensa que este
representa un sistema de clasificacion
mas coherente y uniforme, el cual se
ird definiendo con mayor precisién en
la medida que se obtenga mayor
informacion sobre las secuencias
nucleotidicas de los aislados virales hasta
ahora identificados, asi como de los que

estan por identificarse (Dusheiko v
Simmonds, 1994).

Algunas de las variantes del VHC hasta
ahora identificadas muestran un amplio
patrén de distribucion geografica, como
es el caso del genotipo 1, mientras que




ofras se circunscriben exclusivamente a
ciertas regiones del mundo. Asi por
ejemplo, en algunas regiones de Estados
Unidos v Europa Occidental se reporta
el predominio de los genotipos la, 1b,
2a, 2b y 3a; en Japon de los genotipos
b, 2a v 2b, mientras que en la regién
de Africa del Sur el genotipo 5a parece
ser el predominante (Dusheiko vy
Simmonds, 1994)

En la actualidad, la identificacion de
genotipos virales y su relacion con las
caracteristicas clinico-patolégicas del
individuo infectado representa una de
las areas de investigacidbn mas intere-
santes en la infecciéon por el VHC.
Algunos estudios sugieren la existencia
de una relaciéon entre el genotipo viral y
el grado de severidad de la enfermedad
hepatica, asi como su respuesta a
tratamientos antivirales (Dusheiko vy
Simmonds, 1994). Asi por ejemplo, un
mayor numero de casos de cirrosis
parece asociado a la infeccién por el
genotipo viral 1 v mas especificamente
el subtipo 1b. Estos hallazgos, sin
embargo, deben ser considerados con
precaucién ya que el genotipo 1 es
igualmente el que se encuentra mayor-
mente distribuido a nivel mundial
(Okamoto vy Mishiro, 1994). Otro
aspecto en este modelo de infeccién que
parece estar relacionado con las
caracteristicas del genotipo viral se
refiere a la respuesta diferencial que
muestran individuos infectados frente a
drogas anti-virales como el interferon
alfa. Al parecer, esta respuesta no sélo
es dependiente del grado de viremia del
paciente sino también del genotipo viral
predominante en la infeccion (Yoshioka
et al., 1992 Gerolami et al., 1993). En
los pacientes infectados con el genotipo
1 existe una respuesta al interferén alfa
de corta duracién, comparada con la
respuesta de pacientes infectados con
los genotipos 2 v 3 la cual es mas
prolongada (Yoshioka et al., 1992;
Okamoto y Mishiro, 1994; lino et al.,
1994). Esto parece indicar que entre
estas tres variantes virales, el genotipo
1 resulta ser el menos sensible al
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de observaciones representan aspectos Diagrama que

muy inter.esantes en la bi-:::l_c}gia {I_EI U.HC ;i”:g;ﬁgig:}“&ﬁ“ﬂ
que requieren de mayor investigacion, propone para el VHC.
lo cual sera fundamental para el mejor

entendimiento de la fisiopatologia de la

infeccién, asi como para el estable-

cimiento de estrategias terapetticas mas

efectivas vy seguras para el tratamiento

y prevencion de esta infeccion viral.

Consideraciones finales

Actualmente, el establecimiento de
sistemas de cultivo celulares que
soporten adecuadamente la replicacién
del VHC representa uno de los princi-
pales objetivos en el estudio de la
biologia molecular de este virus. Tales
sistemas permitirdn no solo evaluar en
detalle las caracteristicas funcionales de
los distintos productos virales sino
también analizar los mecanismos v
procesos moleculares que regulan la
actividad replicativa del virus. Asi
mismo, se podra estudiar el efecto y
mecanismo de accién de diferentes
agentes anti-virales v se permitira
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evaluar, mediante ensayos de neutra-
lizacion in vitro, la efectividad de
posibles candidatos a vacunas como
estrategia de prevencion.
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RESUMEN

Las hepatitis virales constituyen en su conjunto un serio problema de salud piiblica. Desde las primeras
transfusiones sanguineas, la transmision de hepatitis de naturaleza viral fue un evento frecuente con un
inmenso impacto en salud. Después del descubrimiento del virus de la bepatitis B (VHB), todos los donantes
de sangre son tamizados para el antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B (HBsAg). Por otro lado,
este antigeno (HBsAg) en conjunto con un abanico de otros marcadores [Antigeno core (HB core), anticuerpos
anti-HBV, antigeno e (HBeAg) y anticuerpos contra el antigeno e {anti-HBeAg)] asociados a la infeccion
permite un seguimiento detallado de la evolucion clinica del paciente. A partir de 1991, con el descubrimiento
del genoma del virus de la Hepatitis C (VHC) y el desarrollo de test sensibles anti-VHC se permitio el
diagnostico y seguimiento de los pacientes infectados. Para el virus de la Hepatitis Delta, virus defectivo
que requiere de la ayuda del VHB para replicarse, el diagnéstico se realiza mediante la deteccion del HDAg,
asi como de IgM e IgG o el ARN VHD por técnica de biologia molecular. Otros dos virus implicados en
hepatitis pero ciuya transmision es fecal-oval son el virus de la hepatitis A y el virus de la hepatitis E.
Diversos ensayos inmunoenzimaticos y Western-blot usando proteinas recombinantes han sido desarrollados
para detectar IgM e IgG contra el virus de la bepatitis E (HEV). Respecto al virus de la Hepatitis A, el
diagndstico se realiza mediante la deteccion de IgM anti VHA por métodos de inmunoensayo.

PaLABRAS CLAVE: HEPATITIS, MARCADORES SEROLOGICOS, DETECCION, TEST SEROLOGICOS.

ABSTRACT

Viral hepatitis infections represent a serious public bealth problem. Since the beginning of blood
transfusions concomitant transmission of viral hepatitis has been frequent with an important impact in
health. After the discovery of hepatitis B virus (HBV), donors in all countries have been screened for its
surface antigen (HBsAg). This antigen is used in clinical evolution, in association with several markers, such
as Core Antigen (HB core), antibody anti-HBV, e antigen (HBeAg) and antibodies against e-antigen (anti-
HBeAg), implicated in infection. Since 1991, the discovery of the hepatitis C virus (HCV) genome and the
development of sensitive anti-HCV assays has meant that reliable detection of persistently infected HCV
patients. The Hepatitis Delta virus (HDV), a defective virus, requiring a belper function from HBV for
replication, is detected using the hepatitis Delta antigen (HDAg), and/or IgM ¢ IgG, and ARN VHD by
molecular biology tools. Two viruses are transmitted via oval-fecal: Hepatitis A virus(VHA) and Hepatitis
E virus (HEV). Several enzimatic immune assays (EIA) and Western blot using recombinat proteins have
been developed. These assays are able to detect IgM e IgG against HEV. VHA infection is established by
detecting IgM anti VHA by EIA.

Key worps: HEPATITIS, DETECTION,
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Hepamimis A

El virus de la Hepatitis A (VHA) fue
identificado en 1973 !. Esto permitié el
desarrollo de pruebas seroldgicas vy
métodos de cultivo “in vitro”, lo cual
facilitd investigar la seroepidemiologia,
patogénesis e inmunobiologia del virus.
El virus de la Hepatitis A es una particula
de cadena simple de ARN con sentido
positivo. Ha sido clasificado como la
unica especie del nuevo género,
Heparnavirus, dentro de la familia
Picornaviridae 2. El genoma del VHA es
una molécula lineal de ARN de aproxi-
madamente 7.5 kb. Como otros
picornavirus el extremo 5° terminal del
genoma comienza con una region no
codificante (5'UTR), la cual contiene una
pequena proteina (VPg) covalentemente
unida al extremo 5" terminal * y actia
como un sitio de entrada interno al
ribosoma (IRES)*. La regién codificante
del genoma consiste en un solo marco
de lectura abierta de 6681 nucledtidos.
Este ha sido arbitrariamente dividido en
tres regiones denominadas P1, la cual
codifica para 4 proteinas de la capside
(VP1 a VP4), P2 v P3, las cuales
codifican las proteinas no estructurales
requeridas para el procesamiento vy
maduracién de la poliproteina, vy la
replicacion viral ®.

El genoma del VHA es altamente
conservado, es lo que ha reportado el
estudio comparativo de la secuencia
nucleotidica de aislados procedentes de
diferentes regiones geograficas ®. Sin
embargo, la comparacion de la secuen-
cia de acidos nucleicos en la region
alrededor de la union VP1/2A de simios
v humanos aislados de diferentes
regiones ha permitido la clasificacion
de cepas de VHA en siete genotipos
distintos (I-VII) v varios subtipos 7. Pero
a pesar de la existencia de diferentes
genotipos, en los humanos existe un
solo serotipo de VHA lo cual explica la
proteccion cruzada que proporciona la
inmunoglobulina humana v la vacuna
inactivada de VHA contra la infeccién
con cepas no relacionadas de VHA &.

Entre los virus, VHA es uno de los mas
resistentes a la degradacién por las
condiciones ambientales. Esta propiedad

es probablemente el factor que deter-
mina el mantenimiento v los brotes de
VHA dentro de las poblaciones. La
infeccién por VHA es predominan-
temente transmitida por la via fecal-oral.
Tiene un periodo de incubacién de 20-
45 dias, con un promedio de 28 dias.
La duracién del periodo de incubacion
podria estar inversamente relacionado
con el titulo de VHA en el inéculo. El
virus atraviesa el intestino y una vez que
alcanza el higado se replica en el
hepatocito v es liberado al torrente
sanguineo (viremia). Al mismo tiempo
el virus esta presente en la bilis y en las
heces. El contenido del virus en las heces
y la viremia en sangre es maxima justo
antes y poco después que se inician los
trastornos de la funcién hepatica vy
termina al momento en que la inmuni-
dad humoral contra VHA es detectada *¢.
Casi al mismo tiempo en que se
desarrollan los sintomas clinicos de la
hepatitis, se pueden detectar anticuer-
pos del tipo IgM, IgG e IgA contra VHA,
esto ocurre aproximadamente 2 dias
después del inicio de la enfermedad °.
La IgM anti VHA persiste sélo de 2 a 6
meses, su deteccion es facil con métodos
de inmunoensayo, siendo referencia
“standard” para el diagnostico especifico
de VHA. La IgG anti VHA es la clase
de anticuerpos que encontramos en
mayor proporcion durante la conva-
lescencia y existe evidencia de que es
la primera defensa contra la reinfeccion.
Este tipo de inmunoglobulina persiste
durante anos ?. La hepatitis A es
subclinica o suave en ninos, y en adultos,
la enfermedad suele ser mas severa v
prolongada, con un curso bifasico o
colestasis. La hepatitis fulminante es
rara. Se han descrito casos de cronicidad
pero no es la forma clinica usual °.

El diagnostico se realiza mediante la
deteccién de IgM anti VHA por métodos
de inmunocensayo, esta inmunoglobulina
aparece tempranamente durante la
infeccion. La deteccion de IgG anti VHA
se hace para determinar inmunidad por
infeccién previa o vacunacion. El
aislamiento del VHA v deteccién de
antigenos o ARN es complicado vy
costosa por lo que no se usa para el

diagnéstico “.




HepaTiTIS B

El virus de la Hepatitis B (VHB) perte-
nece a la familia Hepadnaviridae !'. El
virion completo del VHB (particula de
Dane) tiene un diametro de aproxi-
madamente 42 nm, con una capa
externa o envoltura lipoprotéica que
rodea la nucleocapside interna (30 — 34
nm de diametro), la cual esta formada
por 180 copias de la proteina de capside
(denominada antigeno de la capside
HBcAg). La nucleocapside o core
contiene el ADN genémico, la poli-
merasa viral, unida covalentemente al
extremo 5 de la hebra negativa del ADN
viral vy el antigeno e de la hepatitis B
{HBEAQ} 12.|3.l4.15,15.1?,13l El EEanﬂ dEI
virus esta formado por una molécula de
ADN circular, pequena v parcialmente
de doble cadena. La cadena larga, de
polaridad negativa tiene un tamarno de
aproximadamente 3.2 kb, con los
extremos 5" v 3 fijos, formando un
circulo casi continuo, la circularidad esta
mantenida por puentes de hidrégeno
entre los extremos cohesivos de
aproximadamente 220 nucleétidos. La
cadena corta de polaridad positiva tiene
una longitud variable (20-80% la
longitud de la cadena negativa), con un
extremo 5° fijo, unido covalentemente
al extremo 5" de la cadena negativa.
La cadena negativa ademas esta unida
covalentemente al dominio terminal de
la polimerasa viral. Los extremos
terminales de ambas cadenas (extremos
cohesivos) situados en los extremos 5°
de cada cadena presentan una secuencia
de 11 nucleétidos que se repiten
directamente, conocidas como DR1 en
la cadena negativa v DR2 en la cadena
positiva. Dichas secuencias se encuen-
tran implicadas en la replicacion e
integracion del genoma del virus ',

El genoma de este virus codifica 7
proteinas estructurales, a partir de 4
marcos de lectura abierta (ORF)
identificados en la cadena negativa. La
sintesis de este niimero de proteinas se
logra gracias a un extensivo sola-
pamiento de sus genes. Los 4 marcos
de lectura abiertas (ORF) han sido
designados como: P, S, pre-C/C vy X. El
gen P abarca la mayor parte del geno-

ma. El gen S esta dentro del gen P. Los
genes C y X se solapan parcialmente
“upstream” vy "downstream” respec-
tivamente con el gen P 22! E| gen S
(envoltura): contiene 3 codones de
iniciaciéon en el mismo marco de lectura,
lo cual permite dividirlo desde el extremo
5" al 3" en tres regiones: Pre S1, Pre
S2 v S que codifican para la sintesis de
las proteinas Grande (L), Mediana (M) v
Pequena (S o principal) que conforman
la envoltura del VHB (HBsAg). La
proteina pequena del HBsAg, es el
componente mayoritario de las envol-
turas vacias del virus. Ciertas mutaciones
en el gen S modifican el sub-tipo del
VHB. El gen C (Capside): tiene 2
codones de iniciacion que le permite la
sintesis de 2 polipéptidos: la regiéon C
codifica la proteina de la nucleocapside
virica o core, la cual no es secretada a
la sangre por encontrarse unida al
reticulo endoplasmatico del hepatocito.
La regién Pre C/C codifica para el
antigeno e (HBeAg), el cual es secretado
a la sangre. El gen P (polimerasa):
codifica la polimerasa de ADN del virus,
tiene actividad de polimerasa depen-
diente de ARN y ADN. El gen X: codifica
una proteina X, que contiene el
promotor del gen C. Esta proteina
participa como regulador de los meca-
nismos de trascripcion v replicacion del
virus, siendo muy inmunégena detec-
tandose anticuerpos frente a ella 192,

Se han descrito 6 genotipos (A-F), los
cuales tienden a estar distribuidos
geograficamente **, El genotipo F es
autoctono de Ameérica del Sur ?*. Por
otra parte se han determinado 4
subtipos antigénicos v otros sub-subtipos
basados en las sustituciones en la
proteina S ?°. Todos los subtipos de
HBsAg del virus VHB poseen un
determinante antigénico a, que es
comun para todos, pero ademas, existen
otros dos grupos de determinantes
asociados al a y mutuamente exclu-
yentes, el grupo d/v v el grupo w/r ?;
esto origina los 4 subtipos clasicos del
HBsAg: adw, adr, ayw, ayr. Se ha
determinado la heterogeneidad del
determinante antigénico w y el deter-
minante q?’. Mas recientemente se ha
descrito un par alélico adicional, los
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subtipos i v t que corresponden a un
cambio de isoleucina en la posicion 126
por treonina **, La importancia clinica
de una variante de HBsAg puede ser
diferente dependiendo de la naturaleza
de la sustitucion. Los genotipos
aparentemente no tienen ninguna
ventaja de replicacion o potencial
patdégeno unos con respecto a otros, sin
embargo, se sugiere que el subtipo adr
podria estar frecuentemente asociado
con portadores #° y el genotipo D podria
estar asociado con hepatitis fulminante
en una proporcion mayor de lo esperado
de acuerde a su prevalencia en
portadores crénicos *°.

La hepatitis B es una infeccién universal.
Es transmitida por via parenteral. La
transmision al neonato se produce
durante el periodo prenatal, espe-
cialmente durante el 3 trimestre vy
durante el periodo postnatal. Se
transmite a través del contacto sexual,
el compartir los utensilios de aseo
personal, transfusiones sanguineas, etc.
Se consideran grupos de alto riesgo
sujetos que utilizan drogas de uso
endovenoso (drogadictos IV), homo-
sexuales, trabajadores de la salud,
especialmente los que laboran en
unidades de hemodialisis v en el area
oncolégica, cirujanos, odontologos y
pacientes con retardo mental institu-
cionalizados. La Hepatitis B tiene un
periodo de incubacién de 2 — 6 meses.
Se han definido varios patrones de
infecciobn con este virus. Muchas
infecciones primarias en adultos son
autolimitadas v revierten totalmente en
6 meses. Un elevado niimero de ellas
son subclinicas v se detectan solo por
pruebas serolégicas v otros métodos.
Una fraccion de las infecciones no se
resuelve, haciéndose persistente vy
posiblemente continua por anos,
nroduciendo complicaciones tales como
cirrosis y carcinomas hepatocelulares *'.

Las formas virales en la sangre, asi como
la respuesta inmune a los diferentes
antigenos virales constituyen marcadores
que pueden usarse para seguir el curso
de la infeccién. Estos marcadores se
modifican a lo largo del tiempo en
estrecha relacion con la evolucion
biolégica de la enfermedad, por ello su

determinacion cualitativa v cuantitativa
puede servirnos para evaluar la situacion
actual v el pronédstico futuro de la
infeccion viral, asi como conocer la
susceptibilidad en el individuo sano.

Antigeno de superficie (HBsAg)

Se sintetiza en el citoplasma del
hepatocito. Podemos encontrarlo en el
citoplasma del hepatocito v en sangre
durante el periodo de incubacién, fase
aguda de la infecciéon vy en el estadio
cronico. El HBsAg puede circular como
parte del viron o como particulas de
envoltura viral incompleta en las cuales
no se ha detectado acido nucleico (32).
Si la evolucion es favorable desaparecera
a los 3-6 meses de la enfermedad, si se
mantienen titulos elevados durante mas
de 6-8 semanas. o si no hay una
disminucién significativa de su titulo en
el primer mes de la enfermedad es
indicio de mal pronéstico y de probable
evoluciéon a la cronicidad. La positividad
de este marcador mas alla del sexto mes
de infeccion, define la situaciéon clinica
de la hepatitis cronica.

Existen diferentes métodos para la
deteccion del HBsAg como son: hema-
glutinacién pasiva reversa (RPHA),
radicinmunoensayo v el ensayo inmuno-
enzimatico (Elisa), actualmente, el mas
utilizado para el diagnostico en labora-
torios clinicos. El método confirmatorio
para el HBsAg consiste en la realizacion
de una neutralizacion especifica que
utiliza anticuerpos contra el antigeno de
superficie (anti-HBs) concentrados
capaces de producir una inhibicién de al
menos el 50 % de la muestra cuando se
compara con el control. Sin embargo, es
necesario considerar que la reactividad
aislada para HBsAg puede ser debido a:
a. Inmunotolerancia extrema, b. Estadio
precoz de la infecciébn aguda por VHB.
c. Infecciéon por cepas de VHB defec-
tivas en la expresion del HBxAg, con nive-
les de ADN virico detectables sélo por
PCR v d. Infeccién por VHB tipo 2 1%,

Antigeno de la capside (HBcAg)

Se sintetiza en el nicleo de la célula
hepatica v no es posible hallarlo aisla-
damente en el suero del paciente, sino




formando parte de la particula de Dane.
Su .poder inmunégeno induce la
produccién de los anticuerpos anti-HBc
de clase IgM e IgG.

Anticuerpos Anti-HBc

Es el primer anticuerpo que aparece en
la enfermedad, es detectable con los
primeros sintomas de la enfermedad en
la fase aguda v en la crénica. Este per-
siste por anos después de la recu-
peracién. La presencia de anticuerpos
de la clase IgM frente a estos marcadores
se interprete habitualmente como
indicador de infeccién reciente, aunque
también es detectable en los casos de
enfermedad crénica con replicacién viral
y lesién hepatica, pero en concen-
traciones menores que las encontradas
en la fase aguda. La IgM contra el core
puede ser detectada por un tiempo
variable entre 12 v 18 meses. Los
anticuerpos de la clase IgG suelen indicar
una infeccién pasada. Su positividad
confirmada vy en solitario no asegura
proteccién frente enfermedad v no
constituye un criterio de exclusiébn para
la vacunacién. La reactividad aislada
para anti-HBc, con ausencia de otros
marcadores de infeccion VHB puede
deberse a 1. Reaccion inespecifica liga-
da a componentes séricos (La especi-
ficidad debe confirmarse mediante otra
técnica serolbgica de distinto formato,
la deteccién de anti-HBe o la presencia
de ADN virico), 2. Periodo de ventana
de la infecciébn por VHB v 3. Respuesta
inmunitaria incompleta al VHB, es decir,

la incapacidad para la producciéon de
anti-HBs.

Antigeno e (HBeAg)

Este antigeno es detectable en la
mayoria de los enfermos que se
encuentran en la fase aguda v en alguna
forma de enfermedad crénica en las que
histolégicamente se corresponde con
hepatitis cronica activa. Su mayor valor
clinico se debe a su excelente correlacion
con la presencia de replicacion viral v
viremia. Su desaparicion en el curso de
una hepatitis aguda o cronica suele
indicar buena evolucién v posiblemente
su seroconversion a anti-HBe con

curacién o paso a un estadio menos
agresivo de la enfermedad. Existen casos
en los que esta seroconversion, si persiste
la replicacién viral, supone un mal pro-
nostico de la enfermedad (variante Pre-
C negativo). En algunas ocasiones, este
marcador debe ser manejado junto con
anti-HBe y DNA-HBV para poder valo-
rar la respuesta inmune frente a las
proteinas del virus v la viremia ya que
por si solo no permite predecir con certe-
za la presencia o no de replicacion viral.

Anticuerpos anti-HBe

Generalmente se detecta antes de que
desaparezca el HBsAg v persiste varios
anos después de la infeccién. En los
casos de infecciobn aguda su aparicion
es de buen pronéstico. En los casos de
infeccién crénica, en los que coexiste
con el HBsAg, suele indicar escasa
replicacién e infectividad. Sin embargo,
como se comenta anteriormente la
seroconversion anti-HBe no siempre
indica mejoria, sino que puede deberse
a la seleccion de mutantes Pre-C del
VHB que se asociase a la replicacion
virica con cuadros de hepatitis crénica
\ ClITosis.

Anticuerpos anti-HBs

Indica recuperacién de la enfermedad,
es el dltimo marcador en aparecer vy
persiste durante anos. Estos anticuerpos
son neutralizantes v confieren proteccién
a la infeccién por VHB. En individuos
vacunados es el Unico marcador que
detectamos. La reactividad aislada para
anti-HBs en personas no vacunadas
puede ser debido a reacciones sero-
légicas inespecificas, infeccion antigua
con pérdida de anti-HBc o respuesta
inmune incompleta frente a la infeccion
por VHB. La coexistencia de anti-HBs
v HBsAg puede ser debido a 1. Infec-
ciébn por variantes del VHB defectivas
de a (mutantes de escape)*' en sujetos
previamente vacunados o en pacientes
en tratamiento con interferén, 2. Infec-
ciones por el VHB tipo 2 en individuos
inmunes al VHB, 3. Fenémenos de
tolerancia inmunologica, 4. Adminis-
tracién de gammaglobulina especifica
en pacientes portadores del HBsAg.

al
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DNA del VHB

Su deteccion representa el marcador mas
sensible v especifico de replicacién viral.
El DNA virico libre en el suero puede
detectarse mediante técnicas de hibri-
dacién v por amplificaciébn mediante
PCR *°.

Variantes del VHB

El VHB presenta una tasa de mutacion
relativamente alta **, a pesar de tener
un genoma ADN, este fenémeno ha sido
atribuido al requerimiento de un paso
de transcripcion reversa en la replicacion
de su genoma utilizando una trans-
criptasa reversa que carece de actividad
correctora. Se han descrito mutaciones
en todas sus regiones génicas, que
afectah no sélo la evolucién clinica v la
respuesta terapéutica, sino que tiene
consecuencias importantes desde el
punto de vista diagnéstico (patrones
serolégicos atipicos) preventivo (evolu-
cibn de la proteccion que confiere la
vacuna) y epidemiolégico.

Variantes defectivas PRE-C

Mutuacién puntual (codén 1896) en la
region Pre-C del genoma que impide la
transcripcion de las secuencias Pre-C vy
C vy por ende la sintesis de HBeAg **.
Estudios posteriores demostraron que la
mutacién Pre-C no es selectiva en
cuanto al lugar. Pueden presentarse
mutaciones en distintos codones de la
secuencia Pre-C con las mismas
consecuencias. Estas variantes se
generan por seleccion inmunologica en
el individuo infectado con el fin de evadir
la inmunidad celular ¥. Este tipo de
variantes puede ser encontrada en
pacientes con hepatitis B crénica activa
resistente al tratamiento con interferdn.
También se asocia con carcinoma
hepatocelular y hepatitis fulminante .

Variantes defectivas a

Cepas del VHB con una mutacién en el
gen S, lo cual las hace incapaces de
expresar el determinante antigenico
comin a, del HBsAg. Esta mutacién
genera alteracion de los epitopes

inmunodominantes del determinante a,
que impide su reconocimiento con
anticuerpos monoclonales especificos.
Esto produce fracaso de la inmuno-
profilaxis en recién nacidos de madres
portadoras de HBsAg **. Las variantes
de escape del VHB pueden no ser
detectadas cuando se utilizan métodos
serologicos basados exclusivamente en
anticuerpos monoclonales frente al deter-
minante a '%.

Mutaciones en el gen X

La infeccién por cepas VHB con
mutaciones en el gen X cursa con
ausencia de marcadores serologicos de
infeccién por VHB, se asocia con
frecuencia a carcinoma hepatocelular v
hepatitis fulminante. El diagnéstico
requiere siempre técnicas de ampli-
ficacién genémica (PCR) 2.

VHB Tipo 2

El origen del tipo 2 del VHB parece
deberse a la aparicion de mutaciones
en el gen X que ocasiona que el virus se
replique v exprese de forma insuficiente,
siendo incapaz de estimular una
respuesta inmune adecuada *°. Desde el
punto de vista serologico se caracteriza
por presentar reactividad aislada al
HBsAg sin seroconversion anti-HBc vy
ausencia de HBeAg. Transitoriamente
puede detectarse anti-HBs con niveles
bajos de HBsAg y DNA virico. El
diagnéstico de esta variante implica la
introduccién de ensayos que empleen
anticuerpos policlonales v monoclonales
especificos de la region Pre S2 de subtipo
d, o mediante técnicas de PCR del gen

>

HepatiTis C

El virus de la hepatitis C (VHC) fue
identificado en 1989, E| VHC es tinico
en virologia ya que fue el primer virus
identificado puramente por técnicas de
biologia molecular v no por las clasicas
técnicas de aislamiento viral o micros-
copia electrénica. El VHC ha sido clasi-
ficado en un género separado (Hepa-
civirus) de la familia Flaviviridae %!, El
virus tiene aproximadamente 60 nm de




diAmetro vy consta de una envoltura
lipoproteica derivada de la membrana
del huésped, dentro de la cual estan
todas las glicoproteinas virales (E1 -E2)
rodeando una nucleocapside y una hebra
sencilla de ARN de polaridad positiva
de alrededor de 9.600 nucleétidos. El
genoma consiste en regiones no
codificantes 5" v 3" que flanquean un
tnico marco abierto de lectura (ORF)
que codifica proteinas estructuradas y
no estructurales. Las proteinas estruc-
turales codificadas por los genes (C, E1
v E2) son: la proteina de la nucleo-
capside (core) v las glicoproteinas de
envoltura E1 yv E2. Las proteinas no
estructurales son enzimas relacionadas
con la replicacion viral v son codificadas

por los genes NS2, NS3, NS4 y NS5 %2

Los VHC aislados alrededor del mundo
han sido separados en 6 genotipos
principales denominados con nimeros
del 1 al 6, cada tipo a su vez puede
tener algiin subtipo que se denomina
con letras minusculas *3. La existencia
del genotipo puede tener relevancia en
terminos de inmunogenicidad asi como
también en términos de distribucion
geografica, con posibles implicaciones
en el diagnéstico, historia natural vy
manejo de la infeccion %% %3-%  Otro punto
importante con respecto a este virus es
que durante la infeccién se generan las
denominadas “quasispecies” que no son
mas que variantes virales, o sea viriones
con genomas que muestran diferencias
con el virus original en la secuencia de
nucleétidos de su ARN, son producto
de mutaciones que aparecen en
periodos cortos de tiempo, durante el
lapso que dura la infeccién en un mismo
sujeto infectado v que sélo se diferencia
entre si por variaciones menores del 5
Y%. Esta alta tasa de mutaciones, lo cual
es caracteristico de los virus ARN, puede
ser atribuido a la ARN polimerasa, que
tiene la particularidad de ser poco
precisa, cometiendo frecuentemente
errores en la transcripcion y por otra
parte careciendo de mecanismos de
auto correccion. Esta tendencia del virus
a mutar v formar una gran variedad de
subtipos virales se incrementa por la
accion del sistema inmunolégico o por
los medicamentos antivirales que ejercen

presiéon selectiva favoreciendo la apari-
cion de mutantes de escape *°.

La transmision es principalmente por via
parenteral. Los grupos de mayor riesgo
lo conforman los receptores de productos
sanguineos, los drogaditos IV y los
pacientes en dialisis, asi comq el traba-
jador de la salud que esta en contacto
frecuente con sangre. La transmision
vertical es baja, aproximadamente 6%.
La transmision sexual es infrecuente pero
ocurre. Sin embargo, existe un nimero
variable de personas infectadas sin
factores de riesgos obvios %47 El periodo
de incubacion varia desde 2 semanas
hasta 6 meses con una media entre 7-
8 semanas. Aunque la infecciéon aguda
por lo general es oligosintomatica y
anictérica sélo un 15-25% de las
personas infectadas con VHC logran
eliminar por completo el virus, el restante
75-85% de las personas desarrollan una
infeccién croénica. Los pacientes
infectados crénicamente en un 10-20%
desarrollan una cirrosis y el 1-5% carci-
noma hepatocelular 7. Las manifesta-
ciones extrahepaticas de la infeccion por
VHC, pueden en determinados casos
constituir la alteracién clinica con que
se presente el paciente. Se debe princi-
palmente a la presencia de complejos
inmunocirculantes formados por anti-
genos virales y anticuerpos que junto con
el complemento tienden a depositarse
en los pequenos vasos sanguineos
provocando vasculitis a nivel de la piel,
los glomarulos renales, etc. Las diferentes
manifestaciones extrahepéticas son las
siguientes: crioglobulinemia, porfira
cutanea tardia, glomerulonefritis mem-
brano-prolifectiva, trombocitopenia,
tiroiditis, sialoadenitis, liquen plano,
linfomas, etc *.

Existen dos estrategias para el diagnos-
tico de la infeccion por VHC:

a. Deteccion de anticuerpos (Diagnéstico
Serolégico):

La infeccion por VHC genera una
respuesta de anticuerpos de diferentes
especifidades. No ha podido encontrarse
una relacion precisa entre los diferentes
patrones de respuesta inmune y el esta-
dio biologico o clinico de la infeccion *7.
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La deteccion de anticuerpos se hace en
primera linea con el ensayo inmuno-
enzimatico (ELISA). Constituye la prueba
ideal para el tamizaje en Bancos de
Sangre asi como para la poblacién
general. Es una prueba sencilla de
realizar, reproducible v de bajo costo.
Estas pruebas han evolucionado progre-
sivamente en la medida en que se han
incorporado o medificado los péptidos
sintéticos y/o proteinas recombinantes
que se utilizan para la detecciéon de los
anticuerpos. Esto se ve reflejado en un
aumento de la sensibilidad v especi-
ficidad de dichas pruebas. Actualmente
los estuches comerciales que se utilizan
en el pais son los de tercera generacién
y mas recientemente los de cuarta
generacion (incluyen en su formato
antigenos de diferentes genotipos), que
nos permiten la deteccién de anticuerpos
de tipo lgG. Es importante hacer notar
que la detecciéon de anticuerpos del tipo
[gM no ha demostrado aportar datos
claros y concluyentes sobre la biologia o
estadio de la infeccion viral. La duracién
de la respuesta IgM es habitualmente
breve pero es frecuente seguir detec-
tandola en la fase crénica de la
enfermedad **%°. Uno de los inconve-
nientes de estas pruebas para deteccion
de anticuerpos es la existencia de falsos
positivos sobre todo en la poblacién de
bajo riesgo. Este problema ha sido
parcialmente solucionado con las
pruebas confirmatorias, disenadas para
conocer individualmente que antigenos
virales son los responsables de la
reactividad obtenida mediante una
prueba de ELISA. Al igual que las
ELISA, estas pruebas confirmatorias han
sido mejoradas tanto en sensibilidad
como en especificidad. Las pruebas
confirmatorias utilizadas con mejores
resultados en la actualidad son: el inmu-
noblot recombinante (RIBA IlII) v el
ensayo inmunoenzimatico en linea
INNOLIA **. Aun con las pruebas confir-
matorias de tercera generacion se siguen
obteniendo algunos resultados indeter-
minados cuando intentamos confirmar
la especificidad de la respuesta anti-
génica. Incluso puede darse el caso de
que una muestra que con un kit de una
casa comercial presente reactividad
Gnica para un péptido tenga con otro

kit reactividad para otro peéptido
diferente o puede incluso ser clasificada
como positiva. Esto indica que la sensi-
bilidad de las pruebas confirmatorias
para diferentes anticuerpos es muy
variable v por lo tanto el poder de
clasificacion de estas es limitado o
confuso en sueros con indices de ELISA
bajo. Por lo tanto, los resultados clasi-
ficados ¢como indeterminados son al
menos cuestionables, en cuyo caso son
las técnicas de biologia molecular que
permiten la detecciéon del ARN viral las
que nos daran la palabra final. Recien-
temente se publicaron los resultados de
un prototipo de ensayo que permite la
deteccion serologica del antigeno core
del VHC. Esta prueba permitira la
detecciéon de donantes infectados con
VHC que se encuentran en periodo de
ventana %!,

b. Deteccion del ARN viral:

La identificacion del ARN viral por la
técnica de reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR) es por el momento el mejor
marcador de viremia v posiblemente de
enfermedad activa. La detecciéon del
ARN VHC puede hacerse en plasma v
tejido hepatico de pacientes seronega-
tivos durante la primera fase de la
infeccién, vy para determinar si en un
paciente con anticuerpos para VHC hay
o no replicaciéon del virus. En pacientes
con una infeccién crénica, la viremia en
plasma puede ser intermitente, por lo
que se recomienda en aquellos casos en
los cuales se observa una alteracion,
aunque sea minima, de los niveles de
transaminasas, v se sospecha infeccién
por VHC, realizar la deteccion del ARN
viral en una muestra de tejido hepético.
La cuantificacion de la carga viral permi-
te el monitoreo de la terapia antiviral, y
puede ser realizada por diferentes
métodos disponibles en el mercado.

La determinacién del genotipo puede
ser realizada de dos maneras diferentes,
una es el empleo de las diferentes técni-
cas que requieren de una PCR previa,
como lo son la secuenciacién, la digestion
de productos amplificados con enzimas
de restricciéon (RFLPs), la hibridaciéon
sobre membranas de nylon (LIPAS), PCR

usando cebadores especificos para cada




genotipo, etc. Constituyen procedi-
mientos complejos y laboriosos pero que
garantizan resultados precisos. La otra
forma de establecer el genotipo es
estudiar los anticuerpos que se generan
en una determinada persona como
respuesta a antigenos virales que son
exclusivos para cada genotipo. Estos
metodos son menos costosos, pero
también menos exactos 7. El conoci-
miento del genotipo nos aporta datos
sobre la posible respuesta al tratamiento,
evolucion clinica vy datos epidemiolégicos
de este proceso infeccioso *.

Hepatimis D

El virus de la hepatitis D (VHD) es un
virus defectivo que requiere de la ayuda
del VHB para replicarse. Las particulas
virales tienen aproximadamente 36 nm
de diametro. El VHD requiere del VHB
para la sintesis de proteinas de envoltura
(HBsAg), las cuales son usadas para
encapsular el genoma del VHD vy el
antigeno Delta (VHDAg). El genoma del
VHD esta constituido por una cadena
sencilla de ARN de aproximadamente
1.68 Kb. En base al analisis genético de
aislados procedentes de diferentes areas
del mundo, se han descrito 3 genotipos.
El genotipo | es el mas ampliamente
distribuido en el mundo; han sido encon-
trado en Europa, Norteamérica, Norte
de Africa, Medio Oriente, Pacifico Sur
v en el Oriente de Asia. La patogénesis
de la infeccion en estas areas varia desde
hepatitis fulminante hasta infeccién
hepatica subclinica. El genotipo Il ha sido
encontrado solo al oriente de Asia vy el
cuadro clinico que produce es mas suave
y con una menor tendencia a producir
hepatitis fulminante. El genotipo Il es
el mas divergente vy ha sido encontrado
solo al norte de Ameérica del Sur, donde
se han descrito brotes de hepatitis severa
con alta morbi-mortalidad 2.

El mecanismo de transmisién es similar
al de la hepatitis B, siendo la exposiciéon
percutanea la mas eficiente. La trans-
mision sexual es menos eficiente que
en la hepatitis B. La transmisién peri-
natal es rara. La infeccion por VHD puede
ser adquirida en forma de coinfeccién
con hepatitis B o como superinfeccion
en personas con infeccion crénica por

VHB. Las personas que cursan con una
coinfeccion VHB-VHD presentan con
mas frecuencia una infeccién aguda
severa y alto riesgo de hepatitis
fulminante si se compara con pacientes
que cursan solo con infeccion por VHB.
Sin embargo, se observa una menor
tendencia a la cronicidad en los pacien-
tes con una coinfeccion VHB-VHD. Los
portadores croénicos del VHB que
adquieren una superinfeccién por VHD
usualmente desarrollan una infeccién
cronica por VHD con mavor tendencia
a la aparicion de cirrosis hepatica. El
curso serolégico de la infeccién por el
VHD varia dependiendo de la forma
como se adquirié la infeccién, es decir,
como coinfeccion o como superinfeccion.
En las personas con coinfeccién VHB-
VHD es posible detectar tanto anti-
cuerpos del tipo IgM como lgG durante
el curso de la infeccion en la mayoria de
los casos. Sin embargo, cerca de un 15%
de las personas presentan solo IgM
durante la fase aguda de la enfermedad
o lgG sélo durante la convalecencia. Los
anticuerpos anti-VHD decaen, hacién-
dose indetectables, una vez que la
infeccion es resuelta (1-2 anos). El
VHDAg puede ser detectado sbélo en
25% de estos pacientes y desaparece
simultaneamente con el HBsAg. En los
pacientes que desarrollan una super-
infeccién con VHD podemos encontrar
los siguientes eventos serolégicos: el titulo
de HBsAg declina al mismo tiempo que
el VHDAg aparece en sangre, el VHDAg
vy ARN VHD permanecen detectables en
suero por la tendencia a producirse
cronicidad en estos pacientes. Altos
titulos de 1gM e IgG son detectables
indefinidamente **, El diagnostico se rea-
liza mediante la deteccion del VHDAGg,
asi como de IgM e 1gG o el ARN VHD

por técnicas de biologia molecular.

Hepatitis E

El virus de la hepatitis E (VHE), tiene un
genoma conformado por una cadena
sencilla de ARN de polaridad positiva v
7.6 Kb de longitud. Este virus carece de
envoltura y tiene un didametro de aproxi-
madamente 27-34 nm **. No se ha
logrado cultivar, por lo que los diferentes
aislados de HEV han sido mantenidos in
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vivo en primates no humanos, posterior-
mente el genoma viral ha sido clonado vy
secuenciado *. E|l VHE de acuerdo a las
recomendaciones del Comité Interna-
cional de Taxonomia de Virus pertenece
ahora a una familia separada denomi-
nada “HEV-like viruses”. El analisis de
las regiones de la ARN helicasa v la poli-
merasa dependiente de ARN del VHE vy
otros virus ARN de cadena sencilla con
polaridad positiva, muestra que el VHE,
forma un grupo filogenéticamente distin-
to, mas préximo al virus de la rubéola
(familia Togaviridae) que a los miembros
de la familia Calciviridae. Sin embargo,
una clasificacién definitiva se realizara en
la medida en que se conozcan sus
estrategias de expresion vy replicacion asi
como la naturaleza, procesamiento vy
propiedades de sus proteinas *°. El
analisis de la secuencia genética del VHE
aislado en diferentes regiones geograficas
ha permitido su clasificaciéon en tres
genotipos: genotipo |, que incluye los
subtipos asiatico y africano. Genotipo
lI, que abarca las cepas de cerdo v
humanos de Norte Ameérica; Genotipo
[l limitado al prototipo mexicanc. A
pesar de la existencia de diferentes
genotipos, un solo serotipo ha sido
identificado alrededor del mundo %°. Se
han encontrado pequenas variaciones
entre los aislados obtenidos a intervalo
de 3-4 anos de una misma region. Esta
baja tasa de variacion ha permitido
sugerir que los VHEs de diferentes areas
geograficas representan una expansion
independiente de aislados ancestrales de
VHE que se han mantenido con una
circulacién restringida en diferentes areas
del mundo %78, Este virus ha sido impli-
cado en grandes brotes de hepatitis en
paises en desarrollo, la infeccién ha sido
asociada con aguas contaminadas, su
transmision es por la via oral fecal *.

La infeccién causa una hepatitis viral
aguda. El periodo de incubacién es de
15 a 50 dias, con un promedio de 5 a 6
semanas. En los casos tipicos ocurre una
fase pre-ictérica que podria durar 10
dias y consiste en nauseas, vémitos y
dolor abdominal. La fase ictérica tiene
una duracion de aproximadamente 10
dias v la recuperacién total ocurre dentro
del primer mes, no tiende a la cronicidad.

El curso clinico de la hepatitis E es similar
al de la hepatitis A. En los brotes de
infeccién por VHE el mayor porcentaje
de enfermedad clinica evidente .se
reporta entre jovenes y adultos de
mediana edad, se piensa que el bajo
porcentaje de enfermedad en ninos
podria ser el resultado de una infecciéon
sub-clinica o anictérica **. La hepatitis E
es mas severa que la hepatitis A con un
porcentaje de mortalidad de 1-2%
comparada con 0.2% para la hepatitis
A %8 %0 En mujeres embarazadas la
mortalidad aumenta a 22%, principal-
mente cuando la infeccién ocurre en el
tercer trimestre, produciéndose una
hepatitis fulminante ®.

Las particulas virales estan presentes en
la bilis y en las heces al final del periodo
de incubacién y persisten por 1 6 2
semanas después de inciarse los sinto-
mas. El virus también esta presente en
sangre al final del periodo de incubacién,
alcanzando un pico méaximo de replica-
cion alrededor del 8-11 dia del inicio de
los sintomas para luego comenzar a
disminuir progresivamente . Los anti-
cuerpos anti-VHE de tipo IgA, IgG e
IgM aparecen durante el curso de la
enfermedad. Los anticuerpos IgM son
detectables en la fase aguda vy desa-
parecen entre 3-6 meses, los anti-
cuerpos lgG persisten entre 2 v 13 anos
%, En un 10% de pacientes en quienes
se ha detectado viremia o excrecién de
virus por heces no se detectd respuesta
de anticuerpos 293, Una explicacién para
este hallazgo es que una respuesta de
anticuerpos no es necesaria para que
ocurra una hepatitis E o para resolverla
y que algunas personas no producen una
respuesta de anticuerpos a la infeccion
por VHE. Otra explicacién es que estos
pacientes fueron infectados con una
variante que genera anticuerpos no
reconocidos con el ensayo utilizado 2.

[nicialmente la electroinmunomicros-
copia v el FABA (Fluorescent antibody
blocking assay) fueron utilizados, pero
estos métodos resultaron muy laboriosos
para ser utilizados como rutina y ademas
resultaron incapaces de distinguir entre
una infeccién presente o pasada °2.
Posteriormente, diversos ensayos inmu-
noenzimaticos vy Western-blot usando
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proteina recombinantes han sido desa-
rrollados para detectar IgM e IgG contra
el HEV. Paralelamente técnicas de biolo-
gia molecular como el RT-PCR se ha
utilizado para detectar la excresion viral
por heces asi como la viremia.

BiBLIOGRAFIA

1. Feinstone S M., Kapikian A Z., Purcell R H.:
“Hepatitis A: detection by immune electron
microscopy of a virus-like antigen associated
with acute illness”. Science 1973; 182: 1026-8.

2. Gus I.D., Coulepis A.G., Feistone S M.,
Locarnini S.A., Moritsugu Y., y cols.
“Taxonomic classification of hepatitis A virus”
Intervirology 1983; 20: (1) 1-7.

3. Weitz M., Baroudy B.M., Maloy W.L., Ticehurst
J.R., Purcell R.H.: *Detection of a genome-
linked protein (VPg) of hepatitis A virus and
its comparison with other picoARNviral
VPgs". J. Virol 1986; 60: 124-130,

4. Cohen J.1., Ticehurts J.R., Purcell R.H.,
Buckler-White A., Baroudy B.M.: "Complete
nucleotide sequence of wild-type hepatitis A
virus: comparison with different strains of he-
patitis A virus and other picornaviruses”. J.
Virol 1987, 61: 50-59.

5. Coulepis A.G., Tannock G.A., Locarnini 5. A_,
Gus 1.D.: "Evidence that the genome of he-
patitis A virus consists of a single stranded
ARN". J. Virol 1981; 37. 473-477.

6. Ticehurts J.R., Cohen J.l., Feinstone S.M.,
Purcell R.H., Jansen RW., Lemon S.M.: “In
Molecular aspects of Picornaviral Infection
and Detection. (eds Semler, BL and Ehrenfeld
E) pp. 27-50. American Society for Micro-
biclogy, Washington, DC 1989.

7. Robertson B.H., Jansen R.W., Khanna B.
Totsuka A., Nainan Q.V., Siegl G., y cols.
"*Genetic relatedness of hepatitis A virus
strains recovered from different geographical
regions”. J. Gen. Virol 1992; 73:1365-1377.

8. Lemon S.M., Binn L. N.: "Antigenic related-
ness of two strains of hepatitis A virus
determined by cross-neutralization® Infet.
Immun 1983; 42; 418-420.

9. Stapleton J. T.: "Host Immune. Response to
Hepatitis A Virus". J. Infect Dis 1995 171:
(Suppl 1) S9-14.

10.Mc Donald G.S5.A.: et al "Prolonged IgM
antibodies and histopathological evidence of
chronicity in hepatitis A". Liver 1989; 9: 223-
228.

11. Ganem D., Varmus H.E.: "The molecular
biology of hepatitis viruses™. Ann. Rev.
Biochem 1987, 56: 651-693.

12. Dane D.S., Cameron C.H., Briggs M.: “Virus-
like particles in serum of patients with Aus-
tralia antigen associated hepatitis”. Lancet
1970; 2: 695-8.

13. Almeida J.D., Rubenstein D., Stott E.J.: "New
antigen antibody system in Australia antigen
positive hepatitis®. Lancet 1971; 2: 1225-7.

14. Robinson W.S.. Clayton D.A., Greeman R L.
“DNA of a human hepatitis B virus candidate”
J virol 1975; 14: 384-91.

15. Gerlich W., Robinson W.S.: “Hepatitis B virus
contains protein attached to the 5° terminus of
its compete DNA strand”. Cell 1980; 21: 801.

16. Kaplan P. M. Greenman R.L,, Gerin J.L.,
Purcell R.H., Robinson W.5. "DNA poly-
merase associated with human hepatitis B
antigen”. J. Virol 1973; 12: 985-1005.

17. Robinson W.S., Greeman R.L.: "DNA poly-
merase in the core of human hepatitis B vi-
rus candidate”. J. Virol 1974; 13: 1231-6.

18. Takahashi K., Akahane Y., Gotanda T., Mishiro
T., Imai M., Miyakawa Y. y cols.:
“Demonstration of hepatitis e antigen in the
core of Dane particles”. J. Immunol 1979, 122
275-279.

19. Informacion suplementaria tomada de htpp:/
/Iwww.seimc.es/control/revi-Sero/
Rvirhbs_htm

20. Ganem D., Varmus H.E.: "The molecular
biology of hepatitis viruses™. Ann. Rev.
Biochem 1987. 56: 651-693.

21.Will H., Kuhn C_, Cattaneo R., et al: “Structure
and funtion of the hepatitis B virus genome.
In “Primary and Tertiary Structure of Nucleic
Acids and Cancer Research”, (ed Miwa M.)
Japan Science Society Press, Tokyo. Pp. 237-
247.

22. Raney A K., Mc Lachlan A.: "The biclogy of
hepatitis B virus". In. Mc Lacahlan, A., ed.
Molecular biology of hepatitis B viruses. Boca
Raton. CRC Press: 1992; 1-38.

23. Okamato H., Tsuda F., Sakugawa H. Sastrose
Wignjo R. Imai M., Miyakawa M.: "Typing he-
patitis B virus by homology in nucleotide
secuence: comparison of surface antigen
subtypes”. J. Gen Virol 1988; 69: 2575-2583.

24 Magnius L.O., Norder H.. "Subtypes, geno-
types and molecular epidemiology of the
hepatitis B virus as reflected by sequence
variability of the S gene”. Intervirology 1995;
38 24-34.

25. Norder H., Couroucé A-M., Magnius L.O.: "Mo-
lecular basis of hepatitis B virus serotype
variations within the four major subtypes”. J.
Gen. Virol 1992%, 73: 3141-3145.




Acta Cientifica
de la Sociedad

Venezolana

de Bioanalistas
Especialistas

Marcadores Serolégicos

en las Hepatitis

Virales

26. Le Bouvier G.L.. "The heterogenicity of Aus-
tralia antigen”. J. Infect Dis 1971; 123: 671-5.

27. Courouce-Panty A.M.. Lemaire J.M., Roux J.F.:
"New hepatitis B surface antigen subtypes
inside the ad category™. Vox sang 1978; 35:
304-308.

28. Ohnuma H., Machida A., Okamoto H., Tsuda
F., Sakamoto M., Tanaka T., y cols.: "Allelic
subtypic determinants of hepatitis B surface
antigen (i and t) that are distint from d/y o w/
r'. J. Virol 1993; 67: 927-932.

29. Shiira 8., FujinoH., Uta Y., Tagawa K., Unuma
T., Yoneyama M., y cols.: “Relationship of
HBsAg subtypes with HBeAg/anti-HBe sta-
tus and chronic liver disease”. Part |: Analysis
of 1.744 HBsAg carriers”. Am. J Gastroenterol
1991, 186: B66-871.

30. Yasmin M.: "Molecular biclogy of fulminant
hepatitis B viruses". PhD Thesis, University
of Glasgow, Glasgow. UK

31. Robinson W.S.: "Virus de hepatitis B y virus
de hepatitis Delta” En Enfermedades infec-
ciosas. Eds. Mandell et al. 3era Edicion.
1990; 125: 1269-1297.

32.Bayer M.E., Blumgerg B.S., Werner B.:
“Particles associated with Australia antigen
in the sera of patients with leukemia. Down's
syndrome and Hepatitis”. Nature (Lond.)
1968; 218: 1057-59.

33. Dow B.C.: "Microbiology confirmatory test for
blood donors®. Blood Reviews 1999; 13: 91-
104,

34. Carman W.F., Zanetti A R., Karayiannis P.,
Waters J., Manzillo G., Tanzi E., y cols.:
“Vaccine-induced escape mutant of hepati-
tis B virus”. Lancet 1990; 336: 325-9.

35.Girones R., Miller R.H.: "Mutation rate of
hepadnaviruses” Virology 1990; 64: 613-620.

36. Carman W.F_, Yacyna M.R., Hadziyannis S.,
Karayannis P., McGarvo M.J., Makris A. y cols.:
“Mutation preventing formation of e antigen
in patients with chronic HBV infection”. Lancet
1989, 2: 588-591.

37. Carman WF: *"Molecular variants of hepatitis
B virus” Clin. Lab. Med. (Hepatitis and chronic
Liver Disease) 1996; 16: 407-428.

38. Omata M, Ehata T, Yokosuka O., Hosoda K.,
Ohto M.: "Mutations in the precore region of
hepatitis B virus DNA in patients with
fulminant and severe hepatitis". N Engl. J.
Med 1991; 324: 1699-1704.

39. Echevarria J M., Leon P., Domingo CJ, Lopez
J.A. Ecvhaarria J.E., Contreras G. y cols.:
“Characterization of HBV2 -Like Infection in
Spain®. J. Med. Virol 1991; 33: 240-247.

40.Choo Q., Kuo G., Weiner A.J., Overby L.R.,
Bradley D.W., Hougton M.: “Isolation of a
cDNA clone derived from a blood -borne non-
A, non-B viral genome".Science 1989; 244
359-361.

41.Rice C.M. in Fields Virology. (Fields B.N.,
Knippe D.N., Howley P.M., eds), Lippincot-
Raven 1996, 931-960.

42 Van Der Poel C.L., Cuypers H.T., Reesink
H.W.: "Hepatitis C virus six years on". Lancet
1994; 344: 1475-1479.

- 43 Simmonds P.: "Variability of hepatitis C virus”

Hepatology, 21: 570-583.

44 Dusheiko G., Schmilovitz-Weiss H., Brown
D., McOmish F., Yap P.L., Sherlock S., y cols :
“Hepatitis C virus genotypes: an investigation
of type-specific differences in geographic
origin and disease”. Hepatology 1994; 19
13-18

45 Forns X., Purcell R H., Bukh J.: "Quasispecies
in viral persistence and pathogenesis of he-
patitis C virus”. Trends in Microbiology 1999;
7. 402-410.

46. Jenny-Avital E.R.: "Hepatitis C°. Curr Opin
Infect Dis 1998; 11: 293-299.

47.Cohen J.: "Scientific challenge of hepaiitis
C’°. Science 1999; 285: 26-30.

4B. Informacién suplementaria tomada de: http:/
fcaibco.ucv.ve.

49. Informacion suplementaria tomada de: http:/
www.innogenetics. com

50. Quintin ., Hassan W.F_, El Salman D., Shalaby
H., El Zimatty D., Monier M K. y cols.. "Hepati-
tis C virus-specific B cell activation: IgG and
IgM detection in acute ans chronic hepatitis
C”". J Hepatol 1995, 23(6). 640-647.

51.Peterson J., Green G., Lida K., Caldwell B.,
Kerrison P., Bernich S., y cols.: “Detection of
hepatitis C core antigen in the antibody
negative "window" phase of hepatitis C
infection”. Vox Sang 2000; 78(2): 80-85.

52 Esteban J.I., Martell M., Curman W.F., Gomez
J.. “The Impact of Rapid Evolution of the He-
patitis Viruses”. In Origen and evolution of
viruses. E. Domingo (Edit) by Academic
Press 1999; Cap. 13 345-376.

53 Fields H.A., Hadler S.C.: "Delta Hepatitis™. A
review. J. Clin Inmunoassay 1986; 128-142.

54 Reyes G R., Purdy M A., Kim J.P., Luk K.C.,
Young LM., Fry KE. y cols.: “lsolation of a
cDNA from the virus responsible for
enterically transmitted non-A, non-B hepati-
tis". Science 1990; 247: 1335-1339.




55. Informacién suplementaria tomada de: hitp:/
I www. ermm.cbcu.cam.ac.uk/9900127-
1h.htm.

56. The International Committee on Taxomony
of Viruses 8th. Report (in press). http: //
www.ncbi.nhn.nih.gov/ICTV/.

57.Yin S., Purcell R.H., Emerson S.U.: “A new
Chinese isolate of hepatitis E virus;
comparison with strains recovered from
different geographical regions”. Virus Genes
1994; 9: 23-32.

58. Panda S.K., Jameel S.: "Hepatitis E virus:
from epidemiology to molecular biology”. Vi-
ral Hepat 1997; 3: 227-251.

59. Skidmore S.J.: “Factors in spread of hepati-
tis E". Lancet 1999; 354: 1049-1050.

60. Chauhan A., Jameel S., Dilawan J.B., Chawla
Y.K., Kaur U., Ganguly N.K.: Hepatitis E
transmission to a volunteer. Lancet 1993;
341: 149-150.

61. Houssaini S.H., Skidmore S.J., Richardson
P., Sherrat L.M., Cooper B.T., O'Grady J.G.:
Severe hepatitis E infection during pregnancy.
J. Virol. Hepat 1997 4: (1), 51-54.

62. Clyson E.T., Myint K.S., Snitbham R., Vougn
DW., Innis B.L., Chan L., y cols.: Viremia, fe-
cal shedding, and IgM and IgG response in
patients with hepatitis E. J. Inf. Dis 1995; 172:
927-933.

63. Panda S.K. et al: Protracted viremia during
acute sporadic Hepatitis E virus infection.
Gastroenterology 1995; 108: 225-230.




DiacNOsTICO CLINICO
DE LAS HEPATITIS
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RESUMEN

La hepatitis viral aguda es causada por siete diferentes virus: virus de la hepatitis A, virus de la hepatitis
B, virus de la hepatitis C, virus de la hepatitis D, virus de la hepatitis E, virus de la hepatitis F y virus de la
hepatitis G. Aungue los primeros cinco virus pueden diferenciarse por sus propiedades antigénicas, los cinco
producen enfermedades similaves cuyo espectro clinico va tft'5££ una infeccion asintomadtica gue pasa
inadvertida hasta infeccion aguda fulminante y mortal, desde mfrcc:'dn subclinica persistente hasta una
enfermedad hepdtica cronica rdpidamente progresiva que lleva hasta la cirrosis e incluso al carcinoma
hepatocelular.

No es posible distinguir con claridad los diferentes tipos de hepatitis viral basandose sinicamente en
caracteristicas clinicas o epidemioligicas. La forma mds segura de diferenciar los distintos tipos de hepatitis
se basa en prucbas serologicas Eipi:"ﬂ%fﬁ.

El virus de la hepatitis A, bepatitis E y hepatitis F son transmatidos por la ruta fecal-oral, tienen similar
progndstico y no son causa de infeccion crénica. Alrededor del 10% de personas infectadas con vivus de la
hepatitis B desarrollan infeccion cronica y 20-30% de estos progresan a cirrosis. El 80% de individuos
infectados con hepatitis C se hacen cronicamente enfermos y el 30-40% desarollan carcinoma hepato-celular.
El virus de la bepatitis C es un virus defectuoso que solo puede infectar en presencia del virus 1{: la hepatitis
B. El virus de la hepatitis G es transmitido pot rrm:m’jrsmnﬁ y puede causar hepatitis cronica en forma

similar al virus de la bepatitis C. Solo hay disponibilidad de vacuna para la hepatitis A y hepatitis B.

PALAEE‘AS CLAVE! H.E.F'.AT.TTl'S VIRAL, HEPATITIS AGUDA, HEPATITIS ERQNIGA, HEPATITIS A HEPATITIS B’ HEFATITIS C,
HerPATITIS D

ABSTRACT

Acute Hepatitis is caused by seven different viruses: Hepatitis A virus, Hepatitis B virus, Hepatitis C
virus, Hepatitis D virus, Hepatitis E virus, Hepatitis F virus, and Hepatitis G virus. Even when the first
five can be distinguished by their antigenic properties, the five viruses produce similar diseases which
clinical spectrum goes from an infection asintomatic that cannot be warned to an fulminant and deadly
acute infection, from a persistant subclinical infection to a chronic hepatic disease which quick progress
takes to a cirrhosis and even to a hepato-celular carcinoma.

It is not possible to distinguish clearly the different kinds t{ viral hepatitis only based on the clintcal or
epidemiological characteristics. The safest way to distinguish the iflﬂ‘fg'{‘ﬂi kinds of hepatitis is based on
specific serological tests.

The Hepatitis A virus, Hepatitis E virus and Hepatitis F vivus are transmitted by the oval-fecal route.
They are not cause chronic infection and have a similar prognosis. Avound 10% of people infected with
Hepatitis B develop chronic infection and 20-30% of these progress to cirrhosis.. Around 80% of people
irygc:sd with Hepatitis C, became chronically infected and 30-40% desarrolled hepato-cellular carcinoma.

epatitis D wirus is a defectuose virus that can only infect an individual in the presence of Hepatitis B virus.
Hepatitis G virus is transmitted by transfusions and can be persistent and cause chronic Hepatitis [ike the
Hepatitis C virus. A vaccine is only available for Hepatitis A and Hepatitis B.

Key worns: VIRAL HEPATITIS, ACUTE HEPATITIS, CHRONICAL HEPATITIS, HEPATITIS A, HEPATITIS B, HEPATITIS C, HEPATITIS D.
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HEPATITIS VIRAL AGUDA

La Hepatitis viral aguda es una infeccién
sistémica que afecta predominan-
temente al higado. En su patogenia han
sido involucradas siete clases de agentes
virales: virus de la Hepatitis A (VHA),
virus de la Hepatitis B (VHB), virus de
la Hepatitis C (VHC), virus de la
Hepatitis D (VHD) o agente delta,
asociado al VHB, virus de la Hepatitis
E (VHE), virus de la Hepatitis F (VHF) v
virus de la Hepatitis G (VHG). Aunque
los primeros cinco virus pueden diferen-
ciarse por sus propiedades antigénicas,
los cinco producen enfermedades simi-
lares cuyo espectro clinico va desde una
infecciéon asintomatica que pasa inad-
vertida hasta infeccion aguda fulminante
v mortal, desde infeccion subclinica
persistente hasta una enfermedad
hepatica cronica rapidamente progresiva
que lleva hasta la Cirrosis e incluso al
Carcinoma Hepatocelular.

No es posible distinguir con claridad los
diferentes tipos de Hepatitis viral
basandose Ginicamente en caracteristicas
clinicas o epidemiologicas. La forma mas
sequra de diferenciar los distintos tipos
de Hepatitis se basa en pruebas sero-
l6gicas especificas .

Caracteristicas clinicas
y de laboratorio.

Los pacientes con hepatitis viral aguda
se presentan con manifestaciones clinicas
similares cualquiera que sea el agente
etiolégico especifico. Los sintomas
iniciales mas comunes son fatiga, lasitud,
anorexia y nauseas, dolor en el hipocon-
drio, prurito, mialgias v artralgias. Puede
presentarse una artritis franca. Muchos
de los sintomas constitucionales ceden
en el momento en que aparece la icte-
ricia o poco después. En el examen
fisico, los rasgos mas notables son la piel
y las escleréticas ictéricas. El higado a
menudo esta agrandado v es doloroso a
la palpacion. El bazo es palpable en
alrededor de 10% de los pacientes.

La bilirrubina sérica no suele superar los
15 a 20 mg/dl. Los niveles de la

aspartato-aminotranferasa (ASL o SGOT)
y de la alanina-aminotransferasa (ALT
o SGTP) se elevan de una a dos semanas
antes del comienzo de los sintomas y
comienzan a descender poco después
de la aparicién de estos. El grado de
elevacion no se correlaciona necesaria-
mente con la gravedad de la enfermedad.
Las elevaciones de las transaminasas
suelen desaparecer a las ocho a doce
semanas después del comienzo de la
enfermedad.

Son signos de mal pronéstico en
Hepatitis Aguda Viral la elevacion de
Tiempo de Protombina (TP), severa
hipoglicemia v severa anemia 2.

Hepatitis viral fulminante

En menos del 1% de los casos, los
pacientes con hepatitis viral entran en
coma v mueren en cuestion de dias a
semanas. La hepatitis viral fulminante
es una enfermedad que dura menos de
ocho semanas. La mortalidad es alta en
extremo (>80%).

Diagnostico diferencial
de la hepatitis viral aguda

s Hepatitis viral: La hepatitis causada
por el virus de Epstein-Barr, el Cito-
megalovirus, el virus del Herpes
Simple y el Coxsackie virus puede
parecerse a la enfermedad aguda
asociada con la infeccién por el virus
de la hepatitis. Anticuerpos heterdfilos,
anticuerpos IgM contra el antigeno de
la capside del virus de Epstein-Barr o
la prueba de los anticuerpos inmuno-
fluorescentes para Citomegalovirus
pueden tener utilidad para realizar el
diagnostico correcto.

» Hepatitis téxica: Drogas como alfa-
metildopa, isoniacida, rifampicina v
acetaminofeno pueden producir hepa-
titis aguda. La suspension de estos
agentes debe dar lugar a la resolucion
de la enfermedad.

o Hepatitis alcohdlica: A diferencia de
la hepatitis viral, las transaminasas
séricas suelen tener valores inferiores
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a 500 Ul/L v la AST esta despropor-
cionadamente elevada en comparacion
con la ALT.

e [nsuficiencia cardiaca derecha o
izquierda: En ocasiones puede parecer
una Hepatitis viral aguda 2.

HEPATITIS VIRAL CRONICA

De 5% a 10% de los pacientes con
Hepatitis B aguad v 50% a 60% de
aquellos con hepatitis C desarrollan una
infeccion crénica.

La Hepatitis viral cronica se puede
dividir desde el punto de vista morfolé-
gico en:

» Hepatitis crénica persistente: las alte-
raciones inflamatorias se limitan princi-
palmente a la region del espacio portal
y la hepatopatia raras veces es progre-
siva.

» Hepatitis crénica activa: la lesion del
hepatocito adyacente al espacio portal
se observa con necrosis parcelar o
focal, se puede acompanar de necrosis
en puente y es un trastorno variable-
mente progresivo que a menudo
evoluciona a cirrosis y posiblemente a
insuficiencia hepatica. Las anormali-
dades bioquimicas mas acentuadas
suelen implicar una hepatitis crénica
activa y la presencia de estigmas de
hepatopatia avanzada (hipertension
portal y ascitis) siempre indica hepatitis
cronica activa.

La biopsia hepéatica percutanea es
esencial para establecer el diagnéstico.

La mayor parte de los pacientes en los
que se establece el diagnéstico sobre la
base de anormalidades del hepatograma
o positividad de HBsAg luego de la

evaluacion de rutina (en la oportunidad

de la donacién de sangre) no tienen
sintomas o soélo refieren una fatiga leve.

HepaTiTIS A

A diferencia de los otros virus de la
hepatitis descritos, la infeccion por VHA
siempre es autolimitada.

El riesgo de infeccién por el VHA
depende de las condiciones higiénicas

sanitarias del area; asi, se presenta con
frecuencia en pequenas epidemias debi-
do a la contaminacién fecal de alimentos
o del agua. El virus puede sobrevivir en
la materia fecal contaminada contenida
en las manos o alguna superficie por 4
horas a temperatura ambjente. El con-
tacto directo con una persona infectada,
es otra via confirmada de infeccién (besos
y sexo anal). También se ha reportado
contaminacién en adictos a drogas endo-
venosas. Cuando las condiciones de vida
declinan durante los desastres naturales,
la guerra o la depresion economica, la
prevalencia de la enfermedad aumenta.
La diseminacion del VHA es mayor entre
los hombres homosexuales promiscuos.
Se han reportado varios brotes en centros
de asistencia infantil de nifos en edad
de utilizar panales. Con frecuencia, estos
brotes originan casos de hepatitis A (HA)
entre el personal, los padres y familiares.
También se han reportado brotes en
instituciones militares vy de discapacita-
dos mentales. La enfermedad tiene una
distribucién mundial.

La hepatitis A tiene un periodo de
incubacién de 4 semanas aproximada-
mente (2 a 16 semanas). La excrecion
fecal, la viremia v la infectividad declinan
rapidamente una vez que aparece, la
ictericia. ;
En la fase aguda de la enfermedad,
cuando la actividad sérica de transami-
nasas esta elevada vy persiste todavia la
excreciéon fecal de virus (7 dias antes de
los sintomas hasta 2 semanas luego de
la aparicion de los sintomas), se pueden
detectar ya anticuerpos contra el VHA
(anti-VHA). Esta respuesta precoz de
anticuerpos es predominantemente del
tipo IgM vy persiste durante 3 a 6 meses.
Por tanto, el diagnéstico de HA en la
fase aguda se basa en la deteccion de
titulos elevados de anti-VHA de tipo IgM.
Durante la convalecencia, pasada la
enfermedad aguda el anticuerpo anti-
VHA que se hace predominante es de
tipo 1gG, v sigue siendo detectable
indefinidamente. Los pacientes con este
anticuerpo en suero son inmunes a la
reinfeccion.




El 25% a 30% de los pacientes con
Hepatitis viral fulminante corresponden
ala HA %

Prevencion

La HA se puede prevenir en mas del
80% al 90% de los pacientes expuestos
al VHA mediante la rapida administra-
cion de inmunoglobulina, porque todos
los lotes contienen una concentraciéon

adecuada de anti-VHA.
Profilaxis pre-exposicion:

* Para quienes viajan a paises tropicales
y en desarrollo se recomienda la
inmunoglobulina en dosis de 0,02 ml/
kg cuando el viaje es a corto plazo v
va a durar menos de tres meses y no
da tiempo de que se produzca la
inmunidad activa.

¢ Esta indicada ademas en hipersensi-
bilidad a los componentes de la vacuna.

Profilaxis post-exposicion:

Como el periodo de incubacion de la
HA es breve, individuos que han estado
en contacto con pacientes infectados
deben recibir inmunizacién pasiva en un
periodo no mayor de 2 semanas. Siempre
que se identifiquen casos de hepatitis A
se debe administrar inmunoglobulina a
la dosis de 0,02 mg/kg. con la vacuna-
cion a:
* Contactos de personas infectadas en
centros asistenciales, guarderias, peni-
tenciarias, instituciones militares.

¢ Manipuladores de alimentos.

* Familia que habita en la misma
residencia del infectado.

* Cuando se ha realizado vacunacién un
mes antes, no se requiere lg.

La vacunacion debe realizarse en perso-
nas con alto riesgo para adquirir v/o
transmitir la infeccién, dos dosis con
intervalo de 6 meses.

HepatiTis B

Existen diferentes zonas endémicas:

1. Zonas de baja endemia: La prevalen-
cia del antigeno de superficie (HBsAg)
es de 0.2 a0.5%; predomina la exposi-
cion parenteral y sexual, v la poblacion
afectada, es la poblacién de alto riesgo
para adquirir la infeccion: adictos a
drogas endovenosas, profesionales de
la salud, pacientes hemofilicos, pacien-
tes sometidos a hemodialisis, homo-

sexuales y prostitutas. Abarca el oeste
de Europa, USA v Australia.

2.Zonas de endemia intermedia: La
prevalencia del HBsAg es del 2 al 7%;
predomina la transmision vertical,
parenteral v sexual. Afecta a la pobla-
cion general v se incrementa en la
poblacién de alto riesgo. Abarca Asia
Central, India, Oeste de Europa,
paises del Mediterraneo v Ameérica
Latina.

3.Zonas de alta endemicidad: La
prevalencia del HBsAg es del 8 al
20%; predomina la transmision
vertical y afecta a la poblacion general.
Abarca China, Sureste de Asia v Africa
Tropical.

Existen tres formas responsables de la
transmision del VHB:

1. Transmisién parenteral: transfusiones
(hemofilicos, pacientes sometidos a
hemodialisis, adictos a drogas endove-
nosas, accidente laboral (profesionales
del area de salud v trabajadores de
laboratorio).

2. Transmision sexual: por semen y
secreciones vaginales.

3. Transmision vertical: La transmision
perinatal se produce en ninos nacidos

Grafico N° 1

Infeccion por virus de la

hepatitis A
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de madres portadoras de HBsAg o que
han padecido hepatitis B (HB) en el
tercer trimestre del embarazo o al
comienzo del puerperio. La mayor
parte de las infecciones se producen
durante el parto v no guardan relacion
con la lactancia materna.

Poblacion con alto riesgo
de adquirir hepatitis B

* Adictos a drogas endovenosas.

e Promiscuos homosexuales v hetero-
sexuales. La infeccion se presenta con
una frecuencia diez veces mayor en
hombres homosexuales en compara-
cidén con la poblacion general.

e Pacientes con hemofilia.

* Pacientes en hemodialisis.

» Personas que recibieron transfusiones
sanguineas antes de 1975.

* Personas que tienen sexo con indivi-

duos enfermos cronicamente o trans-

portadores asintomaticos.

Trabajadores de la salud.

Personal parameédico.

Dentistas o asistentes dentales.

Agentes de policia.

Trabajadores en funerarias.

Pacientes o trabajadores de institu-

ciones psiquiatricas o para discapa-

citados mentales.

* Personal de instituciones militares.

* Prisioneros v personal de la prision.

» Viajeros a zonas de alta incidencia de
HB.

* Neonatos nacidos de madres HBsAg
positivo.

* Grupos étnicos con mayor taza de
infeccion: nativos de Alaska, indios
americanos, pobladores de China,
Corea, Indonesia, Filipinas, islas del
Caribe (Haiti).

El 40% de los casos no estan asociados
con una via de exposicion identificable.
Todas las clases principales de liquidos
corporales han mostrado contener el virus
con la posible excepcion de las heces
no contaminadas con sangre. Cualquier
contacto de sangre u otro fluido con la
boca, ojos o piel con pérdida de conti-
nuidad puede producir la infeccién. EIVHB
no se transmite por via oral, nasal ni
respiratoria *°.

El periodo de incubacién de la hepatitis
B oscila entre 30 vy 180 dias.

La mayor parte de los pacientes con
infeccién aguda por VHB permanecen
asintomaticos, tienen subictericia o se
presentan con una enfermedad pasajera
de tipo aripal.

Un 10%-20% de los casos presenta un
préodromo similar a la enfermedad del
suero, con fiebre, artralgias o artritis, o
erupciones cutaneas, maculopapulares
o urticarianas. Este prodromo es conse-
cuencia de los complejos circulantes
HBsAg/anticuerpo contra el HBsAg
(HBsAc) que activan el complemento v
se depositan en la sinovial v en las
paredes de los vasos sanguineos cuta-
neos. Estas caracteristicas ceden pronto
en el curso de la enfermedad antes de
que se manifieste la hepatopatia y de
que se produzcan los niveles maximos
de las transaminasas.

El VHB no es citopatico y se cree que
los efectos nocivos de la infecciéon son
consecutivos a la respuesta inmune del
huésped. La existencia de portadores
asintomatico de Hepatitis B con funcion
e histologia hepatica normales avala que
el virus no es directamente citopatico.
En pacientes con compromiso del siste-
ma inmunolégico o con coinfeccion por
VIH, se incrementa el riesgo de que la
enfermedad se haga crénica, v el dano
del higado es menor en relacion a las
personas no infectadas.

La multiplicacion del VHB desencadena
una respuesta inmunologica especifica
contra el virus. La naturaleza v calidad
de ésta respuesta inmune desencadena
4 tipos de reacciones en el hospedero:

1. Fuerte respuesta del hospedero,
resulta en la eliminacién de las parti-
culas virales circulantes y de los hepa-
tocitos infectantes. Se manifiesta
clinicamente como Hepatitis B Aguda.
Puede llegar a necrosis hepatocelular
masiva v hepatitis fulminante.

2. Reaccién moderada v adecuada: la
infeccion es asintomatica en el 90%
de los casos.




3. Reaccion moderada pero inadecuada:
se instala una tolerancia parcial combi-
nando replicacién prolongada del VHB
(persistencia del HBsAg v destruccion
cronica del tejido hepatico, manifes-
tandose clinicamente como hepatitis
cronica que puede persistir por meses
o anos y aln, progresar a cirrosis (5 a
10%) v/o cancer hepatocelular.

4. Reaccion ausente: esta situacion
corresponde al portador sano que en
algunas ocasiones tolera perfecta-
mente la replicacion del VHB.

Diagnostico Serologico

Tras la infeccion por VHB, el primer
marcador viral detectable en el suero es
el HBsAg, anteriormente conocido como
antigeno Australia, marcador temprano
que aparece después de 1 a 3 meses de
la infeccion. La elevacion del HBsAg
precede a las elevaciones de la actividad
de las aminotransferasas séricas v a la
aparicién de la sintomatologia por un
periodo de 2 a 4 semanas, v sigue
siendo detectable durante toda la fase
ictericia o sintomatica de la HB vy aun
después de la normalizaciéon de las
transaminasas. Raras veces persiste mas
alla de 6 meses. Una vez que desapa-
rece el HBsAg, se hace detectable en
suero el anticuerpo contra el HBsAg
(HBsAc) v sigue siéndolo indefinida-
mente. Este periodo durante el cual se
negativiza el HBsAg v se hace positivo
el HBsAc se denomina periodo de
ventana.

El sequndo marcador en aparecer es el
anticuerpo contra el antigeno core
(HBcAc) que se detecta 1 o 2 semanas
después que el HBsAg v semanas o
meses antes que el HBsAc. Durante este
periodo de “Ventana”, la presencia de
HBcAc puede ser un indice serolégico
de infeccién actual o reciente. Para dilu-
cidar si una infeccién por VHB es recien-
te o antigua puede determinarse el tipo
de inmunoglobulina a que corresponde
el HBcAc detectado. Los HBcAc de tipo
IgM (IgM HBcAc) predominan aproxi-
madamente durante los 6 meses que

siguen a la infecciébn aguda, mientras
que los HBcAc de tipo IgG predominan
al cabo de este periodo. Por tanto, los
pacientes con hepatitis B actual o
reciente, incluidos los que estan en la
fase de ventana tienen HBcAc de tipo
IgM en el suero. En los pacientes que
se han recuperado de una Hepatitis B
padecida mucho tiempo atras, asi como
en los que padecen infeccién cronica
por VHB, el HBcAc que predomina es
de tipo lgG. Raras veces, en no mas del
1 al 5% de los pacientes con infeccion
aguda por VHB, las concentraciones de
HBsAg son demasiado bajas como para
ser detectadas; en estos casos la presen-
cia de HBcAc de tipo IgM establece el
diagnéstico de hepatitis B.

Por lo general, en las personas que se
han recuperado de una hepatitis B, la
positividad para anti-HBs v HBcAc per-
siste indefinidamente. El HBsAc es el
anticuerpo neutralizante que confiere
proteccion o inmunidad. Por tanto, las
estrategias para prevenir la infeccion por
VHB (vacuna) se basan en la adminis-
tracion de HBsAg a las personas suscep-
tibles para que ellas produzcan el HBsAc.
La inmunizacion natural difiere de la
inmunizacién por vacuna por la presen-
cia combinada de HBcAc v HBsAc.

La presencia de HBsAc y/o HBcAc en
ausencia de HBsAg, es generalmente
tomado como indicador de resolucion
de la infeccion, sin embargo, interesan-
tes estudios han reportado bajos niveles
de ADN del VHB en suero e higado,
anos después de recuperarse de la
infeccion.

Grafico N° 2

Infeccion por virus de |a
hepalitis B
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El antigeno e (HBeAg) es otro marcador
virologico de la hepatitis B, que aparece
al mismo tiempo o poco después que el
HBsAg, coincide con una elevada repli-
cacion del virus vy refleja la presencia de
viriones intactos circulantes v de ADN
del VHB. En la infeccion por VHB que
cura espontaneamente, el HBeAg se
hace indetectable poco después de que
la elevacion de la actividad de las transa-
minasas alcance su maximo vy antes de
que desaparezca el HBsAg (10 sema-
nas); a continuacion se hace detectable
el anticuerpo contra el HBeAg (HBeAc).
En algunos casos, la conversion de
HBeAg a HBeAc ocurre sin periodo de
ventana, asi, el suero puede contener
los 2 marcadores simultaneamente. El
HBeAg no tiene utilidad para el diagnos-
tico etiologico de hepatitis B, pero si
tiene un valor pronéstico. Su persistencia
mas alla de la fase aguda de la enfer-
medad sugiere una progresion hacia la
cronicidad *.

Hepatitis Cronica

En la infeccién crénica por VHB, el
HBsAg sigue siendo positivo al cabo de
6 meses, el HBcAc es fundamental-
mente del tipo 1gG v el HBsAc es
indetectable o se detecta en concen-
traciones bajas. Durante la fase inicial
de la infeccién crénica por VHB es posi-
ble detectar el ADN del VHB tanto en
el suero como en el nicleo. Esta fase de
replicacion de la infeccion por VHB
coincide con la maxima infecciosidad v
con el mayor grado de lesiébn hepética;
durante ella el HBeAg se comporta
como marcador cualitativo v el ADN del
VHB como marcador cuantitativo. La
persistencia de la positividad del HBeAc
indica que persiste la replicacion viral v
puede asociarse con actividad mante-
nida de la enfermedad en la hepatitis
cronica; su desaparicién puede ser un
anuncio de mejoria bioquimica vy de
posible resolucién de la infeccién.

Con el paso del tiempo, la fase de
replicaciéon del VHB da paso a una fase
de no replicacion relativa. Este fenéme-
no se asocia con una seroconversion: de
HBeAg a HBeAc; los niveles de ADN

disminuyen sustancialmente, haciéndose
en algunos casos indetectable, v la hepa-
titis cronica mejora. En la mayoria de
los casos, esta seroconversion coincide
con una elevacion transitoria, de la activi-
dad de transaminasas, que se considera
reflejo de la eliminacion de hepatocitos
infectados por virus. La tasa de depura-
cion del HBeAg va del 8 al 12% al ano,
y es mayor en mujeres que en hombres
y en jovenes que en adultos.

Ocasionalmente se produce el transito
inverso, v una infeccién no replicativa
se convierte en replicativa. Esta reacti-
vacion espontanea se acompana de la
reaparicion de HBeAg v de ADN del
VHB v de una exacerbacion de la lesion
hepatica.

La eficacia de un tratamiento antiviral
puede ser determinada por serocon-
version de HBeAg a HBeAc®.

Un suero HBsAg positivo que también
contenga HBeAg tiene muchas posibi-
lidades de ser mas infeccioso y de
asociarse con la presencia de viriones
de hepatitis B que un suero HBeAg
negativo o HBeAc positivo.

Recientemente ha aumentado el interés
por las variantes moleculares del VHB.
Se producen variaciones del VHB debido
a mutaciones acaecidas en una o miulti-
ples zonas del genoma. Por ejemplo, se
han descrito variantes que carecen de
proteinas de la nucleocapside, de la
envoltura. Se trata de enfermos con
infeccién crénica grave por VHB con
ADN del VHB detectable, pero anti-
HBeAc en lugar de HBeAg. Los enfer-
mos portadores de estos mutantes a nivel
de la region precore que carecen de la
capacidad de segregar HBeAg tienden
a padecer una enfermedad hepatica
grave que evoluciona rapidamente a
cirrosis y que responde mal al tratamiento
antiviral,

Los antigenos v el ADN del VHB se han
identificade en tejidos extrahepaticos,
como ganglios linfaticos, medula o6sea,
linfocitos circulantes, bazo v pancreas.
Su presencia en estos reservorios se ha
argumentado para explicar la recurrencia

I



de infeccién por VHB tras la practica
de transplante de higado.

Estado de Portador Cronico

Se identifica como aquella persona que
posee el HBsAg durante un periodo
mayor a 6 meses, no tiene signos, sinto-
mas ni alteraciones bioquimicas, pero
constituye un riesgo, ya que es capaz
de infectar a otras personas. Los porta-
dores sanos que tienen mayor riesgo que
la poblacion general para adquirir la
infeccion pueden progresar a carcinoma
hepatocelular o falla hepatica.

Una persona que se conozca como
portador sano no debe tener sexo sin
proteccion a menos de que la otra
persona tenga inmunidad natural o halla
sido vacunado contra la HB. No debe
consumir alcohol v debe realizarse
estudios de funcién hepética v descarte
de carcinoma hepatocelular (CHC)
anualmente (determinacion de afeto
proteina).

Un 0,3% depuran el HBsAg anualmente
v desarrollan HBsAc.

Transmision Vertical

La probabilidad de transmision perinatal
del VHB depende de la presencia o no
de HBeAg. En la mayoria de los casos
la infecciébn aguda en el neonato es
asintomatica, pero las posibilidades de
que el nifo se transforme en un portador
de HBsAg son muy elevadas. La severi-
dad de ésta infeccién depende del grado
de replicacién viral en la madre, reflejado
serolégicamente por el e HBeAg:

* Cuando la madre es positiva para el

HBeAg, existe un riesgo de transmi-
sidn del 90 al 100%.

* Cuando la madre es negativa para el
HBeAg, el riesgo de transmision dis-
minuye a un 5-20%

La aparicion de la infeccion antes de los
6 meses de edad se asocia con progre-
sion a cronicidad en el 90% a 100% de
los casos; cuando la infeccién aparece
luego de los 12 meses, sélo el 10% pro-
gresa a cronicidad.

Todas las mujeres embarazadas deben
realizarse determinacién serologica para
hepatitis B v todos los neonatos deben
ser vacunados al nacimiento.

La HBIG 0,06 ml/kg se recomienda para
la profilaxis posexposicion del personal
de la salud no vacunado que ha tenido

una exposicion accidental a material
HBsAg positivo.

Se recomienda otro plan (0.1, 2, v 12
meses) para la profilaxis posexposicion
cuando se necesita una inmunidad rapi-
da, tal es el caso de los neonatos nacidos
de madres HBsAg positivo. También debe
ser vacunada toda la poblacion sometida
a mayor riesgo de adquirir la infeccion *°.

Prevencion

Se recomienda la profilaxis post-expo-
sicion con HBIG a dosis de 0,06mg/kg

para:

* Personas no inmunizadas o inmuni-
zadas inadecuadamente que tienen
exposicion con sangre o contacto
sexual con portador cronico HBsAg
positivo o persona con infeccion aguda.

* Neonatos nacidos de madres HBsAg
positivo: es preferible administrar
0,5 ml de HBIG en el nacimiento v
vacunar con HBV (0,5 ml de cual-
quiera de las vacunas) a partir del
mismo momento con repeticién de
la dosis al mes v a los seis meses o
con el esquema 0, 1, 2 v 12 meses.

» La vacunacién se debe realizar a
todas las personas de alto riesgo .

ZCuando vacunar?

Se debe aplicar el esquema de vacuna-
cion solo cuando no se ha adquirido la
infeccion.

o HBsAg positive v HBcAc IgM positivo:
El paciente tiene infeccion aguda.

o HBsAg positivo v HBcAc IgM positivo:
HBeAg negativo, HBeAc negativo:
Infecciébn aguda, el HBeAg ha
desaparecido pero no se ha hecho
positivo ain el HBeAc.
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» HBsAg positivo, HBcAc lgM positivo:
HBeAg positivo: Infeccién aguda
temprana.

» HBcAc positivo v HBeAc positivo:
Infecciéon resuelta con HBsAc no

detectable ain o infeccion actual con
bajos limites de HBsAg.

» HBsAg positivo v HBcAc lgG positivo:

El paciente es portador.

» HBsAg positivo v HBcAc lgG positivo,

HBeAg negativo, HBeAc negativo:
Infeccion cronica durante el periodo
de baja replicacion.

» HBsAg positive v HBsAc negativo:
el paciente tiene la infeccién crénica
o es un portador.

o HBsAg negativo v HBcAc positivo:
El paciente ha sido expuesto al virus
probablemente. Debe pedirse HBsAc:

» HBsAg negativo, HBcAc positivo v
HBsAc positivo: el paciente tiene
inmunidad natural. No requiere
vacunacion.

» HBsAg negativo, HBcAc positivo
v HBsAc negativo: El paciente tie-
ne niveles indetectables de HBsAg
y aun no ha hecho inmunidad a la
infeccion. Puede también ser un
falso positivo para HBsAc, estar
recobrandose de una infeccion agu-
da (si el HBcAc es del tipo IgM),
supresion del HBsAg por una in-
feccion del virus Delta, variantes
antigénicas del HBsAg que no se
pueden detectar con pruebas habi-
tuales

» HBsAg negativo v HBcAc negativo:
El paciente es susceptible a adquirir
la infeccién. Debe recibir el esquema
completo de vacunacion

*» HBsAg negativo v HBsAc positivo:
El paciente ha sido expuesto a la
infeccion y ha desarrollado inmunidad.
No requiere vacunacion .

HepatiTis G

El periodo de incubaciéon de la hepatitis
C (HC) es de aproximadamente 60 dias.
Entre 15 v 160 dias.

Corresponde al 20% de todos los casos
de hepatitis aguda, 70% de los casos de
hepatitis cronica, 40% de los casos de
cirrosis terminal, 60% de los casos de
CHC y al 30% de los transplantes hepa-
ticos. El 60% de los casos son asintoma-
ticos vy en un 20%, la aparicion de los
sintomas precede a la seroconversion:
positividad para anticuerpos contra el

VHC (HCAcs).

Vias de transmision:

1.El patron de diseminacion es princi-
palmente parenteral. Constituye en la
actualidad el 90% al 95% de los casos
de hepatitis postransfusionales en el
mundo. En algunas ocasiones se ha
asociado con la colocacién de tatoo,
piercing o acupuntura (igual que para
VIH y HIV). También se han reportado
casos en trabajadores de la salud.

2.Se ha observado una prueba positiva
para anti-VHC en un 60% a un 80%
de casos adquiridos a través del uso
de drogas intravenosas.

3.La transmision por via sexual u otro
contacto intimo ocurre con menor
frecuencia en comparacién con el
VHB; 20%. Cuando un paciente es
positivo para el VHC, debe usar condén
durante la menstruacién o durante
sexo anal. El embarazo no esta contra-
indicado en las mujeres infectadas

4. Transmisiéon en el hogar: por tijeras,
cortaunas, afeitadora, cepillo dental,
(los articulos de uso personal deben
mantenerse aislados). No se transmite
por besos ni por compartir vasos,
platos o banos.

5.Lactancia materna. Esta via de

transmision es incierta.

6.Transmision vertical: Un neonato
nacido de una madre positiva para el
VHC tiene usualmente HCAcs hasta
los 12 meses. Son los Acs tipo IgM que
pasan de la madre. Menos del 6% de
los neonatos adquieren el virus de las
madres infectadas. El riesgo aumenta
a un 14% cuando hay coinfeccion con
el VIH. Si la madre esta en la etapa
Aguda de la infeccion o adquirio la
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infeccién durante el embarazo, tiene
mayor riesgo de transmitir el virus.

7.El riesgo de infeccion por VHC esta
incrementando en los receptores de
transplantes de érganos v en los
pacientes con infecciéon por VIH.

8.En el 11% no se conoce la via de
transmision.

La seroconversion se produce 6 semanas
después de la infeccién o 2 semanas
luego de la aparicion de los sintomas.
La deteccion del VHC ARN Durante
estas 6 semanas, las pruebas de
anticuerpos dan negativas.

Cuando la infeccién se cronifica, tiende
a ser fluctuante, pero la mayoria perma-
necen asintomaticos aun con cambios
histolégicos de cirrosis 74,

Factores del hospedero
que influencian el curso
de la enfermedad:

* Edad mavor de 50 anos

* Sexo femenino tiene mejor pronéstico

* Ruta de infeccion: la infeccién adqui-
rida por transfusiones evoluciona maés
torpidamente que cuando es adquirida
por uso de drogas endovenosas.

* Diabetes: Incrementa el riesgo de
adquirir HC.

* Sobrecarga de hierro: influencia la
progresion a hepatitis C.

* Coinfeccion con VHB: incrementa la
progresion a CHC.

* Abuso de alcohol: incrementa la
progresion a Cirrosis.

* Cigarrillo: incrementa el riesgo de
CHE 29,

Tasas de progresion en hepatitis C:

* Casos agudos que se resuelven: 15-
25%.
* Casos agudos que evolucionan hacia
la cronicidad: 80-85%
* Numero de casos cronicos que desa-
rrollan cirrosis:
- A los 10 anos post-infeccion: 5 a
6%.
- A los 20 anos post-infeccion: 12 a
15%.
- A los 30 anos post-infeccién: 18-

25%.

¢ Tasa de ocurrencia de CHC:
- A los 3 anos: 4% desarrolla CHC.
- Alos 5 anos: 7% desarrolla CHC.
- Alos 10 anos: 14% desarrolla CHC
(9,10,11).

Diagnostico:

Los test para la deteccion de anti-VHC
son el ELISA y RIBA. Tienen el
inconveniente que no diferencian entre
el 20% que se recupera de la infeccion
v el 80% que evoluciona a la cronicidad.

ELISA: En poblaciones de alto riesgo
tiene alta sensibilidad v especificidad.
En poblaciones de bajo riesgo, la
sensibilidad v especificidad es baja.

RIBA: (Recombinant Immunoblot
assay): Confirma o excluye un ELISA
positivo. Especialmente de ayuda en
poblaciones de bajo riesgo, como
donadores de sangre o pacientes
positivos para VHC por ELISA pero
con ALT normales. Se considera positivo
cuando hay reaccién con 2 o mas
antigenos, mientras que cuando solo hay
reaccion con un antigeno del VHC, se
considera indeterminado

El algoritmo diagnéstico para HC,
depende del contexto clinico:

l. En sujetos asintomaticos:

1.Asintomaticos de bajo riesgo o
donadores de sangre sanos:

a. Con ELISA de 3ra. generacion positi-
vo, el diagndstico debe ser confirma-
do, especialmente si las ALT son nor-
males.

* Debe confirmarse por RIBA:

- Aquellos con RIBA positivo o indeter-
minado deben realizarse RT-PCR o
bDNA. El 30% de donadores de san-
gre RIBA positivo, son negativos para
ARNVHC.

- Cuando el RIBA es negativo, se re-
porta como no reactivo para VHC.

* Puede confirmarse directamente por

RT-PCR.

b. En sujetos asintomaticos de bajo ries-
go cuando el ELISA es no reactivo,
debe descartarse el VHC.
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2.En individuos de alto riesgo, con
hepatitis aguda o con compromiso
inmunolégico, el ELISA de 3* ge-
neracion positivo, debe ser confir-
mado con PCR o bDNA:

e Cuando se detecta el ARN para el
VHC, se debera realizar biopsia hepa-
tica. Si se considera el tratamiento,
debera realizarse genatipo y PCR cuan-
titativo.

* Cuando el ARN no se detecta se debe
repetir en 6 meses.

Il. En pacientes con enfermedad hepa-
tica créonica v ALT elevadas:

1.Con ELISA positivo para VHC: si
no hay positividad para otros virus
de hepatitis, no requiere prueba
confirmatoria, yva que el 90% tie-
nen RIBA positivo v el 78 a 98%
tienen ARN VHC detectable.

2 .El ELISA puede dar un 10% de falsos
negativos en pacientes inmunosupri-
midos, por lo tanto, en pacientes
inmunosuprimidos sintomaticos con
ELISA negativo debe realizarse de-
terminacion de ARN VHC.

VHC ARN: Un solo test negativo no
excluye la infeccién porque el curso de la
HC créonica es intermitente.

El RT-PCR cualitativo puede ser de ayu-
da junto con los test de anticuerpos en
las siguientes situaciones:

* Para confirmar una infeccién aguda
en un paciente de alto riesgo que a(n
no ha desarrollado anticuerpos.

* Para distinguir infecciéon crénica de
infeccion pasada en pacientes con
ELISA o RIBA positivos.

* Permite confirmar RIBA indeterminado.

El PCR cuantitativo debe realizarse:

* Antes de iniciar terapia con IFN.

» Para evaluar la respuesta del IFN.

 Para ayudar a distinguir anticuerpos
adquiridos pasivamente de infeccion
activa en un neonato cuya madre es
positiva para VHC.

¢ No se usa como diagnostico '*'3.

Estudio genotipico: Solo recomendado
previo al tratamiento. Pacientes con

genotipo 1b tienen mayor progresion a
cirrosis y CHC vy menos respuesta a
tratamiento con IFN.

Biopsia Hepatica: Constituye el método
para evaluar el grado de severidad de la
necreo-inflamacion y la progresion a
fibrosis v debe ser recomendada en
individuos positivos por ELISA o RIBA
que tienen niveles elevados de ALT. La
realizacion de biopsia hepatica con ALT
normal es controversial, sin embargo,
hay reportes en la literatura de eviden-
cias de cambios histolégicos en un 30%
de pacientes con ALT normales 1213,

¢Quienes deben realizarse
el ELISA para VHC?

1.El estudio estd formalmente indicado
en los grupos de alto riesgo:

* Pacientes con Hepatitis Aguda
inexplicable (negativos para HA v
HB).

 Pacientes con Hepatitis Cronica

inexplicable (negativos para HA vy
HB).

» Niveles elevados v persistentes de
ALT.

¢ Aquellos que han recibido transfu-
sibn sanguinea antes de 1987.

¢ Pacientes hemofilicos.
e Pacientes en Hemodialisis.

e Sujetos con historia de uso de drogas
endovenosas.

e Homosexuales y/o prostitutas.
» Parejas sexuales y/o contactos caseros.

* Donadores de 6rganos para trans-
plante.

* Trabajadores de la salud que han

sufrido exposicion con pacientes
infectados: debe realizarse ELISA vy
ALT cada 4 meses

2.5u indicacion es incierta en:

» Receptores de transplantes.
e Adictos a cocaina.

» Sujetos con tatoos o piercing.
¢ Embarazadas.

3.No se recomienda la prueba en:

» Poblacién de bajo riesgo 4.
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Criterios para iniciar tratamiento

« Biopsia hepatica que evidencie
hepatitis activa.

» Test para anticuerpos positivo.

e ALT elevadas. No se recomienda
iniciar tratamiento con niveles de ALT
normal.

* No estar embarazada.

* No tener historia de hepatitis autoin-
mune '°.

Consejeria para las personas
infectadas

1.Medidas para prevenir mavor dano
hepatico:

* No ingerir alcohol.

* No ingerir nuevas medicaciones in-
clusive medicinas naturales sin pre-
via prescripcion medica.

* Vacunacion contra Hepatitis A v B.

2.Medidas para reducir el riesgo de
transmision a otras personas:

* No donar sangre, organos, semen
u otros tejidos.

* En caso de lesiones en piel que san-
gren, evitar el contacto con otras
personas v cubrirlas.

* Discutir con su pareja que existe
un bajo riesgo de transmision por via
sexual, yva que podrian decidir tomar
medidas de proteccién de barrera.

* Informar a la mujer embarazada que
el riesgo de transmision vertical es
bajo: 5% vy que no existe data scbre
la transmision por lactancia mater-
na, por lo tanto, no hay contraindi-
cacion para el embarazo y pudiera
indicarse evitar la lactancia mater-
Nna.

* No compartir articulos de uso per-
sonal: cepillo dental, razuradora,
cortatinas, vasos, platos, cubiertos.

3. Medidas para evaluar el desarrollo de
enfermedad hepaética cronica:

* Determinacion de enzimas hepaticas
y alfa-fetoproteina cada 6 meses '4.

Factores predictores de respuesta
al IFN

* Negatividad para VIH. ;

* Bajos niveles en suero e Higado de VHC
ARN: menor de 2 millones de copias v
ARN indetectable después de 3 meses
de tratamiento.

* Bajo peso.

* Ausencia de Cirrosis.

* Otro genotipo del VHC diferente al 1.

* Corta duracion de la enfermedad.

* Bajo contenido en hierro hepatico.

* Moderada inflamaciéon limitada al
tracto portal.

* Mutaciones en la region NSS del virus.

* Normalizacion de ALT a las 12
semanas de tratamiento.

LLa meta del tratamiento es tratar de
normalizar los niveles de ALT vy hacer
indetectable en suero el ARN VHC.
Algunos pacientes presentan discrepan-
cia entre la respuesta bioquimica y
virolégica, es decir, pacientes gue
normalizan los niveles de ALT pero
permanecen positivos para el ARN
VHC. Estos pacientes tienen mas posibi-
lidades de recaidas luego del tratamiento
que los pacientes con ALT normales '°.

Las complicaciones extrahepaticas en
infeccion por VHC son menos frecuen-
tes que en la HB, con la excepcion de
la Crioglobulinemia Mixta Esencial.
Algunos pacientes con HC, tienen
positividad para anticuerpos microso-
males v algunos pacientes con hepatitis
autoinmune dan falsos positivos para
VHC, lo cual puede dificultar el diagnos-
tico 1°.

HepaTiTis DELTA

El VHD es una virus defectuoso que,
puede replicarse solo en presencia del
VHB cuya envoltura toma prestada.

La infecciéon de VHD puede ocurrir en
dos circunstancias:

e Coinfeccién: primoinfeccion simulta-
nea de B-Delta, generalmente se
presenta en la forma de hepatitis B
comun. VHD no aumenta el riesgo
de progreso hacia la cronicidad. La
extincion de la replicacién de VHB
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automaticamente induce a la elimina-
cion del VHD. En contraste, la combi-
nacion de los dos virus aumenta el
riesgo a hepatitis fulminante, pero,
paradéjicamente, el pronostico de
hepatitis fulminante por coinfeccion
es mejor que la Hepatitis por VHB
solamente. El pronéstico de coinfec-
cion es favorable: generalmente el
HBsAg desaparece, hay resolucion de
la hepatitis B, esto lleva a cura de la
Hepatitis Delta.

e Superinfeccién: primointfeccion de
Delta en un sujeto que ya esta infec-
tado crénicamente con VHB. La
Superinfeccién de Delta interfiere con
la intensidad de replicacion de VHB,
llevando a una reducciéon o hasta la
desaparicién de los marcadores de la
replicaciéon de VHB (HBeAg, VHB-
ADN, ADN-polimerasa). En raros casos,
esta interferencia puede llevar hasta
a la perdida de HBsAg. La primo-
infeccién de VHD en un sujeto
infectado crénicamente con VHB
generalmente causa un episodio de
hepatitis aguda vy, ocasionalmente,
hepatitis fulminante. En la mayoria de
los casos, a pesar de la forma clinica
de la primoinfeccion, la replicacion de
VHD persiste vy la enfermedad progre-
sa muy rapidamente hacia hepatitis
cronica activa. La gravedad de las
lesiones hepaticas es probablemente
causa de un efecto directo cito pato-
geénico de VHD. La replicacion de VHB
no desaparece lo que permite la insta-
lacion de replicacion cronica de VHD V7.

Modos de transmision

Estudios epidemiolégicos han confirma-
do la posibilidad transmision sexual v
parenteral de VHD. En contraste, la
transmision de madre a hijo, que
corresponde a coinfeccién, no parece
jugar un papel predominante de transmi-
sidbn. Disminuyendo la intensidad de
replicacién de VHB, el VHD limita su
propio nivel de infeccién 7.

Epidemiologia

En los paises mediterraneos la infeccion
delta es endémica entre los sujetos con

hepatitis B. v la enfermedad se trans-
mite preferentemente por iba no percu-
tanea, sobre todo por contacto personal
intimo. En las zonas no endémicas, como
Estados Unidos v norte de Europa, la
hepatitis por VHD se limita a las
personas con exposicion frecuente a
sangre v hemoderivados, en particular,
drogadictos vy hemofilicos.

El pericdo de incubaciéon de la hepatitis
D oscila entre 30 v 180 dias. Pueden
transcurrir 30 a 40 dias desde la apari-
cion de los sintomas hasta que el HDAc
se hace detectable.

De manera tipica, la hepatitis delta
aguda se acompana de un patron
bifasico de transaminasas, con un pico
causado por el dano celular hepatico
inducido por el VHB v el otro por el
agente Delta.

Diagnéstico serologico
de Hepatitis Delta

El diagnostico de hepatitis Delta sélo
puede ser sugerido cuando el HBsAg es
positivo, v el HBcAc IgM constituye un
marcador clave, ya que puede hacer la
diferencia entre coinfeccion (HBcAc IgM
positivo) v la Superinfeccion (HBcAc IgM
negativo).

El antigeno de HD (HDAg) dura de 1 a
4 semanas. El anticuerpo contra HD
(HDAc) aparece tarde en el curso de la
enfermedad: esto resulta en un periodo
de ventana de duracién variable, depen-
diendo de las pruebas utilizadas, entre
la desaparicion del HDAg o su ausencia
en el comienzo de la hepatitis aguda v
la aparicién de HDAc. Anti-HD IgM es
detectado por un periodo acerca de 3
meses .

VHD-ARN puede ser detectado por
hibridacién molecular.

Hepatitis Delta cronica

La hepatitis Delta cronica casi siempre
es el resultado de una superinfeccion.
La coinfeccién solo progresa excepcio-
nalmente hacia la cronicidad.

Dos tipos de perfiles serologicos son
posibles:
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» Perfil serolégico clasico. Después de
antigenemia transitoria durante la fase
aguda de la superinfeccion, HDAc¢ IgM
se convierte en el Unico indicador
serologico de infeccion de VHD vy su
desaparicion puede ser interpretada
como cura de la infeccién por Delta.

» Perfil serolégico particular: antige-
nemia persistente del virus Delta con o
sin HDAc asociado. Tal perfil serolo-
gico parece estar relacionado con la
serologia positiva para el VIH.

Prevencion

La prevencion de hepatitis B v hepatitis
Delta es la misma. La vacuna contra la
VHB previene efectivamente la hepatitis
delta.

HepatiTis E

Sus caracteristicas epidemiologicas son
similares a las de la hepatitis A. No se
ha demostrado la transmisién por via
sanguinea. Las epidemis en la India,
Pakistan, Africa, Sudeste Asiatico, Asia
Central v México parecen relacionarse
con la contaminaciéon del agua potable.

Esta enfermedad se asocia con una

elevada mortalidad (10%-20%) en las
mujeres embarazadas.

El periodo de incubacién de la hepatitis
E oscila entre 14 v 60 dias.

El virus de hepatitis E (VHE) se excreta
por las heces durante la fase final del
periodo de incubacién. Es posible detec-
tar anticuerpos anti-VHE de los tipos
IgM e IgG, pero sus titulos disminuyen
rapidamente tras la infeccion aguda,

llevando a niveles muy bajos a cabo de
9 a 12 meses.

Hepatimis G.

Es transmitida por via parenteral en
aproximadamente 1 a 2% de individuos
sanos. No existen datos acerca de infec-
cion adquirida en la comunidad y poco
se sabe de su asociacion con hepatitis
viral fulminante v hepatitis cronica 1%,
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