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SUMMARY

The Hepatitis B virus (HBV) is the prototype member of the Hepadnaviridae family, which can

cause acute or chronic hepatic illness. The virus has a partially double-stranded DNA genome of
3.2 kb. Molecular variations and change in the genome over time have resulted in the emergence
of at least eight genotypes and multiple subgenotypes. The distribution of HBV genotypes
varies widely across geographic regions, been the genotype F the most prevalent in Chile. In
recent years, substantial progress has been made toward understanding the epidemiology and
virologic significance of HBV variants. Actually, accumulating evidence suggests that hepatitis B
genotypes and subgenotypes can influence the severity, course and likelihood of complications,
and response to treatment of HBV infection and possibly vaccination against the virus.

La infeccién por el virus hepatitis B (VHB)
representa un importante problema de salud
publica. Se estima que en todo el mundo existen
alrededor de 400 millones de individuos que pre-
sentan una hepatitis crénica por este agente”. En
Chile, la portacién de VHB llega hasta el 0,3%
en adultos, lo que permite predecir que aproxima-
damente 34.000 personas mayores de 15 afos se
encuentran infectadas®.

El VHB se transmite principalmente por tres vias:
parenteral, sexual y vertical, siendo las dos tltimas,
las de mayor relevancia en la actualidad®. Después
del contacto de una persona con una fuente de
contagio, existe un periodo de incubacién que
oscila entre los 45 y 180 dias. Posterior a esto, el
espectro clinico que puede resultar de la infeccién
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por VHB esamplio. En adultos, entre el 90y el 95%
de los casos ocurre una hepatitis aguda, que con
frecuencia es asintomdtica y que evoluciona hacia
una resolucién espontdnea. En casos excepcionales
puede evolucionar hasta una insuficiencia hepdtica
fulminante. Por el contrario, solamente entre el 5
y el 10% de los adultos inmunocompetentes que
tiene una infeccién aguda por VHB evolucionard
a hepatitis crénica, con distintos grados de
enfermedad hepdtica y progresion, dentro de
los cuales destacan la hepatitis crénica inactiva
(asintomdtica), la hepatitis crénica activa, la cirrosis
y el desarrollo de carcinoma hepatocelular®.
En los recién nacidos, en cambio, el 90% de los
infectados evolucionard a un infeccién crénica,
la que en general es poco sintomdtica y de lenta
progresion®.
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Figura 1. Modelo de la estructura del VHB

HBsAg (L)

es un ADN circular, parcialmente de doble hebra,
y de una longitud aproximada de 3200 pares de
bases nucleotidicas. El ADN de VHB es el genoma
viral mds pequefo conocido. Funcionalmente
presenta cinco promotores transcripcionales, dos
regiones potenciadoras (enbancers), y cuatro marcos
de lectura abiertos, designados S, C, P, y X, los que
se encuentran parcialmente sobrepuestos (Figura
2). El marco de lectura S codifica las 3 proteinas
virales de superficie, HBsAg: L (large, LHBsAg),
M (middle, MHBsAg), y S (small, SHBsAg), las
que comparten idénticos extremos C-terminales
en sus secuencias primarias. El gen C (o Core)
incluye las regiones precore y core. El marco de

Figura 2. Esquema del genoma del VHB

El virus completo (particula de Dane) consiste de una envoltura
lipidica que contiene al HBsAg en sus tres formas: proteinas

S (small), M (middle) y L (large). En el interior se encuentra la
nucleocapside formada por el HBcAg, el DNA y la polimerasa viral.

ESTRUCTURA VIRAL
Y GENOMA

El VHB ha sido clasificado dentro de la familia
Hepadnaviridae,
estructuralmente el virién estd formado por una
particula esférica de 42 nm de didmetro (particula
de Dane), rodeada de unaenvolturalipoproteicade

género  ortohepadnavirus, 'y

unos 7 nm de espesor, la que contiene las proteinas
virales de superficie (HBsAg). En el interior del
virién se encuentra la nucleocdpside icosaédrica,
compuesta por el antigeno core (HBcAg), el cual
rodea al ADN gendmico que en el extremo 5’
de la hebra negativa lleva unida covalentemente
a la polimerasa viral (Figura 1). Ademds del virus
completo, las células infectadas secretan grandes
cantidades de particulas lipoproteicas subvirales
de 20 nm (esferas) y de hasta 200 nm (filamentos)
formadas sélo por el HBsAg y lipidos derivados
del huésped, las cuales estarian implicadas en la
evasién de la respuesta inmune. El genoma viral
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En el centro se muestran las hebras positiva incompleta
(punteada) y la negativa (continua) del DNA circular y parcialmente
de doble hebra (m). Los marcos de lectura abiertos S, C, P, y X se
muestran superpuestos y estan orientados en el sentido del reloj.
El marco de lectura S (B codifica para los 3 tipos de HBsAg; el
marco de lectura P (m) codifica para la polimerasa viral; el marco
de lectura X () para la proteina transactivadora HBx y el marco
pre-C/C (@) codifica para HBcAg y HBeAg. En el genoma viral se
muestran ademas una regién Enhancer (region potenciadora) y
los 2 DR (directos repetidos), ambos en tono .
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lectura C codifica para la proteina core 0 HBcAg,
unidad estructural de la cdpside, y también para
el HBeAg, dependiendo de la regién en donde
se inicie la traduccién. La polimerasa viral es un
proteina codificada por el marco de lectura P, y
estd funcionalmente dividida en 3 regiones: en el
extremo aminoterminal se encuentra el dominio
denominado proteina terminal (PT), el cual estd
involucrado en encapsidacién e iniciacién de
la sintesis de la cadena negativa de DNA; en el
medio de la proteina, el dominio transcriptasa
reversa (TR), el que cataliza la sintesis del genoma
viral; y en el extremo carboxiterminal, el dominio
RNasa H, que degrada el RNA pregenémico en
el intermediario hibrido RNA/DNA vy facilita
la replicacién del genoma viral. El marco de
lectura X codifica una pequefa proteina viral
de aproximadamente 16.5kDa (proteina X o
HBx) que posee multiples funciones, incluyendo
transduccién intracelular de sefales, activacion
transcripcional, reparacién del ADN e inhibicién
de la degradacién proteica. Los mecanismos
moleculares detallados de estas actividades, y la
funcién biolégica de la proteina HBx durante el
ciclo viral son desconocidos. Sin embargo, se ha
establecido que esta proteina es necesaria para
una infeccién productiva por VHB in vivo y que
puede contribuir al potencial oncogénico del
VHB®.

GENOTIPOS DEL VHB

Desde el punto de vista genético, la heterogeneidad
de secuencias es una caracteristica de las infecciones
por el VHB, debido a que la polimerasa viral, una
enzima viral con funcién de transcriptasa reversa,
carece de actividad correctora durante la sintesis del
ADN viral. Si bien este agente es un virus DNA, se
comporta intracelularmente como un retrovirus,
con una tasa de mutacién que oscila entre 1.4x107
y 5x107 sustituciones/sitio/afio, aproximadamente
10* veces mayor que los virus DNA.
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La clasificacién genética del VHB, basada en el
alineamiento y comparacién de secuencias de
genomas completos, ha identificado 8 genotipos,
denominados desde la A hasta la H. Las diferencias
estdn dadas sobre una divergencia intergrupo de al
menos 8% en la secuencia nucleotidica completa.
Los andlisis filogenéticos mds detallados han
mostrado ademds que la mayoria de estos genotipos
pueden ser subdivididos en subgenotipos, los
cuales difieren entre si en no mds de un 4% en
sus secuencias completas, lo que muestra la alta
variabilidad de este agente viral®.

Los 8 genotipos muestran diferente distribucién
geogrdfica a nivel global. El genotipo A es més pre-
valente en el noroeste de Europa, Norte América,
Indiay Africa sub Sahara, aunque también ha sido
detectado en algunos paises de Sudamérica. Los
genotipos B y C son caracteristicos de poblacio-
nes asidticas. El genotipo D tiene una distribucién
mundial, pero predomina en la regién mediterra-
nea. El genotipo E estd principalmente restringido
a Africa Occidental, mientras que los genotipos F
y H han sido frecuentemente detectados en Amé-
rica del Sur y Central, respectivamente. Finalmen-
te, el genotipo G ha sido identificado en Francia,
Alemania, México y Estados Unidos® 7.

En América Central y Sudamérica, el genotipo
mds prevalente es el F, genotipo que se considera
autdctono en esta region, seguido por los genotipos
Ay D", En Chile, nuestro grupo publicé recien-
temente un estudio de prevalencia de los genotipos
de VHB en pacientes con infeccién crénica, donde
el genotipo F fue encontrado en el 84 % de un
total de 131 muestras analizadas®?.

Otros estudios realizados en Latinoamérica han
mostrado la existencia de 4 subgenotipos para el
genotipo F cuya distribucién es la siguiente: sub-
genotipo F1 en Argentina, Pert, y paises de Cen-
troamérica; F2 en Brasil y Venezuela; F3 en Co-
lombia y Venezuela y F4 en Argentina y Bolivia.
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Ademds para el subgenotipo F1, se han identifica-
do cuatro clados: Fla en Centroamérica, F1b en
Argentina, Flc en Perti y F1d en Japén®"'>'9. En
Chile, estudios de identificacién de subgenotipos
virales circulantes no han sido realizados hasta la

fecha.

GENOTIPOS DE VHB Y CURSO
CLINICO DE LA INFECCION

Existe cada vez mds evidencia respecto a la influen-
cia de los distintos genotipos de VHB sobre la en-
fermedad hepética™'®
como en crénicas. Sin embargo, los andlisis compa-

, tanto en infecciones agudas

rativos hasta ahora reportados han estado restringi-
dos a estudios con los genotipos predominantes en
algunas regiones, como son los genotipos B v/s C en

algunos paises asidticos'

), y los genotipos A v/s D
en Europa e India"®. En estudios de cohortes asii-
ticos, el genotipo C ha sido asociado a una mayor
frecuencia de desarrollo de cirrosis, y hepatocarcino-
ma, comparado con el genotipo B"”). Similarmente,
estudios de seguimiento a largo plazo de pacientes
con infeccién crénica por VHB, infectados con los
genotipos A, D o F han mostrado importantes dife-
rencias. Por ejemplo, la tasa de remisién bioquimica
sostenida y la desaparicién del HBsAg y del DNA
viral fueron significativamente mds altas en los pa-
cientes infectados con el genotipo A que aquéllos
infectados con los genotipos D o F. En este mis-
mo estudio, se encontré ademds que la frecuencia
de muerte relacionada a la enfermedad hepdtica fue
mayor en pacientes con genotipo F que en aquéllos

infectados con genotipos A o D).

Sumado a lo anterior, existen unos pocos trabajos
en los que se ha podido estudiar simultdneamente
un mayor nimero de genotipos. Al respecto, se
ha descrito que la erradicacién del HBeAg desde
suero de pacientes con infeccién crénica, es menos
frecuente en el genotipo C que para los genotipos
A, B, D y F®. Otro estudio realizado por el

mismo grupo, asocié al genotipo F con una mayor
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frecuencia de desarrollo de hepatocarcinoma,

cuando se compard con los genotipos A, B, C,
y DO,

GENOTIPOS DE VHB Y RESPUESTA
A TRATAMIENTO

La importancia clinica de los diferentes genotipos
del VHB también se ha estudiado en el dmbito
del tratamiento antiviral. Cuando la terapia estd
basada en interfer6n-a., los estudios comparativos
entre los genotipos A v/s D o B v/s C muestran una
mayor respuesta sostenida en pacientes infectados
con los genotipos A y B, respectivamente®?"?2. En
una evaluacién del tratamiento con Peg-interferén
a-2b, en que se considerd la eliminacién del HB-
sAg, la respuesta del genotipo A fue mayor (14%)
que los genotipos B (9%), C (3%) y D (2%)*.

GENOTIPOS DE VHB Y VARIANTES GENETICAS

Estudios moleculares han demostrado que como
resultado de una infeccién por VHB pueden ocu-
rrir alteraciones genéticas en el genoma viral en
replicacidn, vale decir, mutaciones puntuales, de-
leciones e inserciones. Estas alteraciones se generan
durante el curso natural de la infeccién crénica y
en respuesta a la presién que ejerce el sistema in-
mune del huésped, o bien, a presiones exdgenas
tales como la vacunacidn, el tratamiento con in-
munoglobulina anti-HBs o la terapia con agentes
antivirales®.

En la regién precore, la variante mds frecuente es
la mutacién puntual G1896A, que produce un co-
dén de término en el marco de lectura, con la con-
siguiente pérdida de la expresién del HBeAg®.
Esta mutacién parece ser genotipo-dependiente y
es mds probable que ocurra en cepas que contienen
una timina en la posicién 1858 (T1858), como son
los genotipos B, D, E, G, y subgenotipo C1%4 29,

En la regién promotora basal del core (PBC), se
han descrito con frecuencia las mutaciones A1762T
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y G1764A, sustituciones que provocan una dismi-
nucién de la expresién del HBeAg y que han sido
asociadas a un aumento de la replicacién viral y a
una progresién de la enfermedad hepdtica a formas

mds graves®"*5%),

La deteccién simultdnea de las variantes G1896A
en la regién precore y aquéllas de la regién PBC
es muy frecuente en hepatitis crénica, sugiriéndose
que primero aparecen las variantes del PBC y pos-
teriormente, tras la seroconversion del HBeAg a
AntiHBe, la variante de precore®?.

Los estudios sobre estas mutaciones en los distintos
subgenotipos F de VHB, sugieren que las variantes
F1 y F4 son mds susceptibles a la ocurrencia de
la mutacién G1896A en la region pre-core/core, y

de la doble mutacién A1762T/G1764A en la re-

(303D Estos cambios

gion promotora basal del core
puntuales en la secuencia del virus han sido obser-
vados en aislados de VHB provenientes de casos
con hepatitis crénica, hepatocarcinoma y hepatitis

fulminante®?.

Relacionado a lo anterior, y como se sabe que la re-
gién PBC se sobrepone con la regién X del genoma
de VHB (Figura 2), cuando ocurren mutaciones
éstas provocan la sustitucién de los aminodcidos
130 y 131 de la proteina X, situacién que también
ha sido propuesta como marcador prondstico para

el desarrollo de cdncer hepdtico®.
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Otra region de interés en el genoma de VHB esla S,
que codifica para el antigeno de superficie (HBsAg),
donde se encuentra el determinante “a”, epitope para
el cual van dirigidos los anticuerpos neutralizantes
y que es el principal blanco de los zest diagnésticos.
Las sustituciones de aminodcidos dentro y en las
cercanias del determinante “a”, pueden afectar la
unién de los anticuerpos neutralizantes, generando
mutantes denominadas “de escape”. Estudios reali-
zados en Argentina, donde existen los subgenotipos
F1 y F4, han demostrado la presencia de multiples
mutaciones en la regién que codifica para el deter-
minante “a”, muchas de las cuales corresponden a
mutantes de escape®?.

PROYECCIONES FUTURAS

En el dltimo tiempo, nuestro grupo ha estado de-
dicado a estudiar la prevalencia de los genotipos
del VHB circulantes en nuestro pais. Como re-
sultado de nuestros andlisis, hemos determinado
recientemente que el genotipo viral predominante
en muestras de pacientes cronicos es el genotipo
F2. Dados los diversos antecedentes reportados
respecto a la patogenicidad de las variantes de este
genotipo, nos resulta relevante continuar nues-
tra investigacién con la secuenciacién completa
de un nimero representativo de genomas virales
para determinar por estudios de filogenética, el
o los subgenotipos de estos aislados virales. La ca-
racterizacion epidemiolégica molecular del VHB
podria contribuir al pronéstico precoz y manejo
clinico de pacientes con infeccién crénica.
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