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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.
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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
lectura abiertos, 1as
proleinas que codifican
los diferentes genes, vy
los sitios donde ocurmen
la mutacionas mas
relevantes

Figura 2.

Esguema del ciclo de
vida del VHE en el
hepatocito. ER: reticulo
endoplasmatico;. mRENA
ARN mensajeros: pRNA
ARN pregenomico. &Ag
antigeno e del VHB

(Citoplasma

Pracorn

N &
Decapsidacion ‘T‘

e "-...__,.-l‘"._“-,fi_

3 a6
Union al $@§

Receptor .!'-':t,llg.*
Virlan

mANA ——— B

Espacio Extracelular

"
-H F'
Virion i{'@!

PR et
For

Vi ahg l

ER

Golgi

19



Acta Cientifica
de la Sociedad

Venezolana

de Bicanalistas
Especialistas

Variabilidad Genética

del

Virus de la Hepatitis

515 01 ICAC 1001
!H:,.r 15 npi ACI0N0S

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
L515V L515M | L564V |
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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