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1. Introduccién.

La hepatitis virica es una infeccion sistémica que afecta al higado. Cinco virus diferentes de la hepatitis humana han sido identificados y
caracterizados en detalle, y un sexto agente que fue descubierto posteriormente (Fig 1). Los cinco agentes mas conocidos son el virus de la hepatitis
A (HAV), el de la hepatitis B (HBV), el de la hepatitis C (HCV), el de la hepatitis D (HDV) y el de la hepatitis E (HEV). El sexto agente,
descubierto en 1995, es el virus de la hepatitis G (HGV).

Virus Familia Genoma Envoltura Infeccion Transmisién
HAV Picornaviridae ssRNA + Desnudo Aguda Oral-fecal
HBV  Hepadnaviridae DNA circular Envuelto  Agudaycronica  Contacto de sangre o sexual
parcialmente bicatenario
HCV Flaviviridae ssRNA + Envuelto  Agudaycronica  Contacto de sangre o sexual
HDV Sin asignar, sSRNA - Envuelto  Coinfeccion con Contacto de sangre
Género deltavirus HBV
HEV Hepeviridae ssRNA + Desnudo Aguda Oral-fecal. También animal
(cerdos)
HGV Flaviviridae ssRNA + Envuelto Aguda Contacto de sangre o sexual

Figura 1: Tabla de clasificacion de los distintos virus causantes de hepatitis.
Modificado de: Shors, Teri (2009) Virus: Estudio molecular con orientacion clinica. Editorial Panamericana.

Todos los virus de la hepatitis son virus RNA, excepto el virus de la hepatitis B, que es un virus DNA. Los virus causantes de la
hepatitis virica no estan relacionados, muestran grandes diferencias en sus genomas, estructura molecular y clasificacién virica, aunque todos
tienen el higado como diana principal y promueven un proceso necroinflamatorio conocido como "hepatitis”. Mientras todos ocasionan hepatitis
aguda, s6lo HBV, HCV y HDV causan hepatitis cronica.

En este capitulo nos vamos a referir al virus de la hepatitis B, que fue el primero de los virus de la hepatitis en ser descubierto y por ser
el causante de una modalidad de hepatitis con peor prognosis*.

Una gran proporcion de los individuos infectados (80%) se mantiene asintomaticos, mientras que el cuidado médico es requerido para el
20% que desarrollan hepatitis aguda. S6lo unos pocos individuos (<1%) sufren de hepatitis fulminante, que resulta fatal a menos que se realice un
trasplante de higado. El riesgo de desarrollar una infeccién HBV cronica disminuye con la edad de infeccion: es del 80-90% para neonatos, 30%
para nifios menores de 6 afios, y menos del 5% de los adultos infectados progresan a infeccion crénica.

En éreas del mundo donde la infeccion por HBV es endémica (Fig. 2), tales como Africa sub-sahariana y Asia, una proporcion
significativa de la poblacion (15-20%) esta crénicamente infectada. En estas areas la transmision es normalmente vertical, desde una madre
crénicamente infectada a su hijo recién nacido, y del 90-95% de estos casos de infeccion perinatal progresaran hacia el estado de portador crénico.

En cambio, en las é&reas desarrolladas del mundo la transmision es normalmente horizontal entre adultos, principalmente a través de las
transfusiones sanguineas y los contactos sexuales. Otros grupos de alto riesgo son los usuarios de drogas intravenosas, los pacientes en
hemodidlisis, las personas con multiples compafieros sexuales y trabajadores sanitarios. La mayoria de los individuos infectados en el estado adulto
se recuperan completamente y resultan protegidos a partir de entonces frente a una subsiguiente infeccion; sin embargo, alrededor del 5-10% se
convierten en portadores cronicos.

Porcentajes de poblacion con infeccion créonica por el virus de la Hepatitis B.
(En la actualidad Espafna esta en zona de baja incidencia: < 2)

S
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- > 8%: alta

(5

Figura 2. Prevalencia del antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBSAG) en el mundo
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*Prognosis: Juicio sobre la previsible evolucion inmediata, mediata y remota de una enfermedad, un trastorno o un sindrome, y sobre las
posibilidades de recuperacién funcional y de supervivencia, que se basa, a menudo, en datos estadisticos extraidos de pacientes que ya la han
sufrido. Suele resumirse como leve, moderado, grave, gravisimo o mortal. (Fuente: Diccionario de la Real Academia Nacional de Medicina).

Se estima que un tercio de la poblacién mundial esta o ha estado infectada por HBV y que hay alrededor de 350 millones de portadores
HBV crénicos actualmente (esto corresponde al 5% de la poblacion mundial) y, aunque muchos de ellos son sanos y no desarrollan patologia
hepatica, tras largos periodos de tiempo (10-30 afios) pueden desarrollar cirrosis y carcinoma hepatocelular, lo que ocurre en el 20-25% de estos
portadores cronicos. La mortalidad se estima en un millén de personas cada afio en todo el mundo. Actualmente no existe cura para la infeccion
HBV crénica.

Las caracteristicas patoldgicas de la infeccion por HBV se observan fundamentalmente en el higado, si bien el virus también infecta
rifidn, pancreas, bazo, génadas y nédulos linfaticos.

2. Clasificacion del virus de la hepatitis B.

El HBV pertenece a la familia Hepadnaviridae, cuyos miembros tienen las siguientes caracteristicas que la definen:

- Genomas de DNA de doble cadena de unas 3 kb. Se trata del genoma més pequefio de un virus animal que se conozca hasta ahora.

- Produccién y exportacion de particulas subvirales lipoproteicas con un tamafio de entre 20 y 22 nm compuestas de las proteinas de la
cubierta y carentes de otros componentes virales.

- Un relativo hepatotropismo (tropismo hacia las células hepéticas) aunque este tropismo no es absoluto.

De acuerdo con datos de secuencia del genoma del HBV, éste se divide en diez genotipos o “clades” que se designan como A, B, C, D,
E, F, G, H, 1 yJy que presentan una distribucion geografica distinta (Fig 3). Ademas los cambios en el genotipo afectan al curso y a la gravedad de
la enfermedad, a la probabilidad de complicaciones y a la respuesta al tratamiento y posible vacunacion.

El Unico hospedador natural es el ser humano, aunque experimentalmente se ha conseguido infectar primates.

Genotipo Subtipo Localizacién geografica
A Al Africa sub-sahariana
A2 Europa del Norte
B1 Japan
B B2-B5 Taiwan, China, Indonesia, Vietnam.
Filipinas
B6 Alaska, Norte de Canadd, Groenlandia
Cc1-c3 Taiwan, China. Japén, Corea, Sudeste
asiatico
C )
c4 Australia
c5 Filipinas, Vietnam
D D1-D5 Africa, Europa, Cuenca Mediterranea,
India
E Restringido al Oeste de Africa
F F1-F4 Sudamérica y Centroamérica
G Francia, Alemania, EEUU
H Centroamérica
| Laos, Vietham
J Japoén

Figura 3: Distribucion geogréfica de los distintos genotipos de HBV.
Modificado de: Jia-Horng Kao (2011). Molecular epidemiology of Hepatitis B virus. Korean J Intern Med 2011;26:255-261

3. Estructura del virus.
3.1. El virién.

Los viriones HBV son particulas de 40-42 nm con doble envoltura cuya cubierta externa de lipoproteina contiene varias glicoproteinas
de superficie relacionadas (Fig. 4). La proteina mas abundante sobre la superficie del viridn es el antigeno de superficie de la hepatitis B de 24-kD
(HBsAg), llamada proteina S.

Existen otras dos proteinas importantes pero menos abundantes que también estan presentes en la cubierta; el origen de éstas ha
quedado claro una vez que la secuencia de nucledtidos del DNA viral ha sido determinada. Esto revel6 que la region codificante para la proteina S



Tema 6: Virus de la Hepatitis

estd embebida en una fase de lectura abierta mucho mas larga que contiene otros dos codones de iniciacion AUG en fase “upstream” o corriente
arriba. La region por encima del gen S es conocida como region preS (Fig. 5). La iniciacion de la traduccion en la region preS da lugar a proteinas
en las que las secuencias preS estan fusionadas en fase a las secuencias S. La iniciacion en el primer AUG da lugar a la proteina L o preS1, una
proteina de 39-kD que se piensa estd implicada en la union al receptor; la iniciacion en el segundo AUG produce la proteina M (preS2) de 31-kD,
cuya funcién es desconocida. La proteina S por tanto es la mas pequefia pero la mas abundante.

La cubierta del virién puede ser removida mediante tratamiento con detergentes no idnicos liberando la nucleocapsida interna o "core™.
Esta estructura de 27-nm de simetria icosaédrica* contiene 180 copias de la proteina C (“core"), también conocida como antigeno del “core” de la
hepatitis B (HBCcAQ).

Modelo del virus de la hepatitis B

Figura 4: Modelo del virus de la hepatitis B.

La proteina C es un polipéptido de 21-kD que esta compuesto de dos dominios, un domino de ensamblaje N-terminal que promueve la
oligomerizacion para formar las cépsidas, y una region C-terminal rica en aminoécidos bésicos (principalmente arginina) implicada en la
interaccion con los &cidos nucleicos, responsable de la interaccion de la capsida con el genoma del virus.

Dentro del core se encuentra el genoma viral, una molécula de DNA con una remarcable asimetria estructural (Fig. 5). EI genoma del
HBV es una especie circular relajada, cuya circularidad es mantenida por enlaces de hidrégeno de los extremos 5' complementarios de
aproximadamente 250 pb.

*Icosaedro: Sdlido de veinte caras. Icosaedro regular. Aquel cuyas caras son todas triangulos equilateros regulares.

Una hebra del DNA viral (la hebra negativa) tiene la longitud unidad (3,2 kb). Su complemento (la hebra positiva) es menor que la
longitud unidad; el extremo 5' de la hebra positiva es fijo, pero su extremo 3' puede estar en cualquier lugar del genoma, incluso en viriones
derivados de la infeccion por un Gnico genoma clonado. Por tanto la molécula de DNA que constituye el genoma viral es una molécula circular
incompleta.

El DNA del virién HBV tiene también otra caracteristica remarcable: el extremo 5' de la hebra negativa esta unido covalentemente a una
proteina codificada por el virus, y la hebra positiva lleva un oligorribonucleétido anclado covalentemente. Estas dos estructuras son importantes
para la iniciacion de la sintesis de cada una de las dos hebras.

Dentro del “core” hay también una actividad DNA polimerasa, la enzima responsable de esta reaccion es el producto del gen P, y la
proteina P es también la proteina terminal unida a la hebra negativa del DNA. La polimerasa viral se requiere para la sintesis de las dos hebras de
DNA, en una reaccion remarcable que implica la transcripcién inversa de un intermediario de RNA. Asi, la polimerasa viral presenta actividad
transcriptasa inversa o retrotranscriptasa, RNasa H y polimerasa dependiente de DNA. Ademas, la polimerasa actlia como cebador para la sintesis
de la cadena negativa de DNA, uniéndose a éste mediante un enlace fosfodiéster.

Figura 5: Organizacién genémica del virus de la Hepatitis B.
Jia-Horng Kao (2011). Molecular epidemiology of Hepatitis B virus. Korean J Intern Med 2011;26:255-261
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3.2. Particulas subvirales.

Una caracteristica distintiva de las células infectadas por hepadnavirus es la produccién de varios tipos de particulas viricas (Fig. 6). En
adicién a los viriones (conocidos también como particulas Dane, en honor a su descubridor), las células infectadas con HBV producen dos tipos
distintos de particulas lipoproteicas subvirales: esferas pequefias de 20 nm y formas filamentosas més largas de didmetro similar. Estas contienen
solo glicoproteinas de superficie y lipidos derivados del hospedador, y carecen por completo del genoma virico.

Las esferas contienen casi exclusivamente la proteina S mientras que las formas filamentosas, menos abundantes, son de igual
didmetro pero de longitud variable y contienen también las proteinas M y L. L y M estan presentes en cantidades similares en las particulas Dane y
juntas constituyen aproximadamente el 30% del contenido en proteinas de la cubierta.

Particula esférica
Aproximad e 20 nm de dia ro

Particula Dane

Diametro de 40 nm . .
Particula filamentosa

Hasta 200 nm de longitud

Figura 6: Particulas subvirales

Ambos tipos de particulas subvirales carecen de proteinas C y P, no contienen DNA viral y, por tanto, no son infecciosas. La funcion de
estas particulas en el ciclo de vida viral sigue siendo un misterio profundo.

Se producen en grandes cantidades in vivo: las particulas subvirales tipicamente superan el nimero de viriones en proporciones de 1000
a 10.000:1 (esto quiere decir que por cada particula Dane habra entre 1000 y 10.000 particulas subvirales), y como una consecuencia la
concentracion de HbsAg (antigeno de superficie S) en sangre puede alcanzar valores de 100 a 300 pg/ml. Esta sobreproduccién hace posible
diagnosticar la infeccion HBV por deteccién directa del antigeno viral en la sangre.

Estas particulas son altamente inmunogénicas, inducen respuestas inmunitarias importantes y, de hecho, particulas subvirales obtenidas
del suero representan la primera generacion de vacunas HBV. También son empleadas para el serodiagnéstico.

Esto supone una paradoja, expresada en la siguiente pregunta: ;Como se puede establecer la infeccion virica con esta sobreproduccion
masiva de particulas que provocan una respuesta inmunitaria neutralizante? Aungue no existe una respuesta clara a esta cuestion, muchos creen
que la funcién de estas particulas es la de adsorber los anticuerpos neutralizantes y asi proteger a los viriones de la respuesta inmunitaria.
Ciertamente, complejos inmunes entre particulas y anticuerpos se han observado en clinica, y se han asociado, en ocasiones, a desérdenes
extrahepaticos mediados por estos complejos inmunes. Su funcion seria, por tanto, la de distraccion del sistema inmunitario.

Por dltimo, la célula infectada produce también otra proteina virica que es muy similar al HBcAg (es decir, proteina C) y que se excreta
al torrente circulatorio en forma no agregada. Se trata del antigeno “e” del HBV (HBeAg, hepatitis B “e” antigen), que contiene toda la secuencia
de la proteina C mas una secuencia adicional en el extremo aminoterminal. Esta proteina parece desempefiar un papel importante en la persistencia
de la infeccion. En cambio la proteina HBeAg no es necesaria ni para la infeccion ni para la replicacion del HBV. Se ha sugerido que HBeAg
podria estar implicada en la deplecién de células T CD4+ especificas de HBeAg y HBcAg via la induccién de apoptosis dependiente de Fas.

4. Organizacion genémica y proteinas virales.

En la Fig. 5 se esquematiza la organizacion codificante del genoma HBV. El genoma HBV es un ejemplo de como la evolucion ha
solventado las limitaciones del mindsculo genoma de HBV mediante el empleo de la limitada informacion codificante con una eficiencia
extraordinaria, es un genoma muy pequefio pero a la vez muy optimizado. Todo el genoma es codificante.

El DNA de HBV contiene cuatro largas fases de lectura abiertas (“open reading frame", ORF): la fase preS/S, que codifica para las
proteinas de la cubierta; la fase C, que codifica la proteina del “core"; la fase P, que codifica la polimerasa viral; y la fase X, que codifica una
pequefia proteina reguladora (17-kd) que influye la expresion de los genes virales y celulares.

Cada uno de los nucleétidos del genoma HBV es traducido. El 50% del genoma es leido en més de una fase. El gen completo de la
cubierta, por ejemplo, es también empleado, en otra fase, para codificar las secuencias de la polimerasa.

Otra caracteristica explotada en varios de los genes es la iniciacién de traduccion diferencial en varios codones de iniciacion AUG
dentro de una ORF. El ejemplo de las proteinas de superficie, que codifica tres polipéptidos relacionados a partir de una region codificante, ha sido
discutido antes.
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5. Replicacion del virus.

Una caracteristica significativa del ciclo infectivo del HBV es que no produce la muerte de las células infectadas, lo que le permite
replicarse activamente en ellas durante largos periodos de tiempo. La destruccion tisular que se observa durante la hepatitis B aguda y la progresion
a cirrosis que sucede en una parte de las personas que sufren la infeccion persistente, se deben a la puesta en marcha de los mecanismos de la
respuesta inmunitaria celular, que destruye los hepatocitos infectados en un intento de eliminar la infeccién. Por lo tanto, cualquier enfermedad
asociada a la infeccion por HBV es, en cierta medida, un proceso inmunopatolégico.

En la Fig. 7 se resumen las principales caracteristicas del ciclo de replicacion de los hepadnavirus, que tiene como caracteristica
importante que el genoma de DNA es replicado por transcripcion reversa de un RNA intermediario.

Particula core =
Ensamblaje del core Yy
empaquetamiento del

| RNA ¢

Figura 7. Resumen de las principales caracteristicas del ciclo de replicacion de los hepadnavirus, que tiene como caracteristica importante que el genoma DNA es replicado por transcripcion
reversa de un RNA intermediario. Ver texto para datos adicionales sobre el ciclo.
Modificado de Ganem D., Prince A. M.. (2004) Hepatitis B Virus Infection — Natural History. The New England Journal of Medicine; 350:1118-29.

Los viriones entrantes se unen a los receptores de la superficie celular de hepatocitos (cuya identidad no ha sido identificada), seguido
por un proceso de fusién de membranas, y las nucleocépsides aparecen en el citosol. Estos "cores" virales son entonces transportados al nlcleo
donde se desensamblan liberando el genoma de DNA, que es una molécula circular pero imperfecta. Por la accién de las ligasas celulares es
posteriormente reparada a una forma circular covalentemente cerrada (cccDNA) o episémica. En este proceso se retira la proteina unida.
Normalmente este episoma no se integra y se asocia con proteinas en el nicleo formando una estructura denominada minicromosoma viral, que es
muy estable.

Este cccDNA sirve como molde transcripcional para la RNA polimerasa Il del hospedador, quien genera la serie de transcritos
mostrados en la Fig. 8. De forma contraria a lo que ocurre con los retrovirus, en los que la integracion del DNA entrante es requerido para
establecer el molde transcripcional, la transcripcién de HBV emplea moldes episomales.

X protein
PreS1 PreS2 Surface protein P
Polymc(asc-rcvc_rsp tmnscriptqs_c
Core protein Frecare Core protein

[r——— HBV DNA

Figura 8 Transcritos generados a partir del genoma de HBV.
Figura modificada de Chen Y., Cheng G. and Mahato R. I. (2008). RNAi for Treating Hepatitis B Viral Infection. An Official Journal of the American Association of Pharmaceutical Scientists, Volume
25, Issue 1, pp 72-86
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Todos los RNAs virales son transportados al citoplasma, donde su traduccion rinde los polipéptidos de la cubierta, el “core”, la
polimerasa, etc. Las proteinas, dependiendo de su naturaleza, se van a localizar en distintos sitios debido a las sefiales topogénicas.

Las nucleocapsidas se ensamblan en el citosol, una reaccion en la que una sola molécula de RNA genémico es incorporada
selectivamente en el "core" viral de ensamblaje. Esta reaccion es mediada por la unién especifica de sitio de la proteina P a una estructura de
"stem-loop" presente en el genoma RNA. Una vez que el complejo P-RNA estd formado, el empaquetamiento de RNA y la transcripcién reversa
comienzan, probablemente simultdneamente. La primera de las cadenas que se sintetiza por retrotranscripcion es incompleta, porque una vez que la
polimerasa llega al final, ya no hay posibilidad de introducir mas nucleétidos y se para.

Una vez que la sintesis de DNA esta completa, los “cores” que llevan el genoma maduro pueden seguir uno de los dos destinos
siguientes. Algunos son transportados de nuevo al “nicleo”, donde son convertidos en cccDNA para mantener una reserva intranuclear de moldes
transcripcionales encargados de la produccion del virus.

La mayoria, "geman" o brotan en regiones de las membranas intracelulares (reticulo endoplasmatico) que contienen las proteinas de
superficie L, M y S. En paralelo, se producen las particulas subvirales que llevan sélo proteinas de superficie (Fig. 6).

La progenie de viriones y particulas subvirales son exportadas entonces fuera de la célula mediante el transporte vesicular, desde el
reticulo endoplasmatico y pasando por el aparato de Golgi.

La formacion de las particulas subvirales se debe a ciertas caracteristicas Unicas de las proteinas de superficie virales. La proteina S es
dirigida al interior de la membrana del reticulo endoplasmatico por la presencia de dos secuencias topogénicas, estos elementos también dirigen a
la proteina M para asumir una topologia similar. Las proteinas S dimerizan rapidamente tras la sintesis; estos dimeros sufren una oligomerizacion
adicional segun procede el ensamblaje. Probablemente ocurre lo mismo con las proteinas M.

Las proteinas S y M no necesitan un contacto con los componentes de la nucleocapsida para comenzar la reaccién de brote o "gemacion™
que tiene lugar en el compartimento pre-Golgi, lo que resulta en su liberacién en el lumen de la via secretora, desde donde son exportadas siguiendo
el transporte vesicular normal. Los lipidos que contienen se cree que derivan de los de la membrana del RE, pero deben sufrir unas
reorganizaciones durante el proceso de "gemacion”, dado que las particulas finales no tienen estructuras de unidad de membrana.

La formacion de los viriones comienza con el ensamblaje, en el citoplasma, de las particulas “core™ que llevan el genoma. Como se ha
indicado antes, los "cores" son estructuras simétricas icosaédricas compuestas de 180 subunidades de la proteina C. El ensamblaje del *'core™
procede a través de una oligomerizacion progresiva de las subunidades C. Primero, se forman los dimeros, que después son asimilados en capsidas.
Dado que el ensamblaje y la retrotranscripcion ocurren simultaneamente, cuando la formacién de cépsida se completa, se interrumpe la
polimerizacion, lo que explica que la sintesis de la cadena positiva de DNA se encuentre interrumpida aleatoriamente en cualquier sitio de su
longitud.

La formacion de los viriones implica la "gemacion™ de los “cores" virales en regiones membranosas del pre-Golgi modificadas por la
insercion de las proteinas de cubierta L, M y S. La liberacion de los viriones sucede por un mecanismo de excrecion a través de las cisternas del
reticulo endoplasmatico, lo que permite que se complete el proceso sin producir roturas en la membrana celular y sin originar la muerte de la célula.

6. Patogénesis.

La transmision del virus ocurre fundamentalmente por tres vias (Fig. 9). Por un lado esta la via parenteral (por inoculacion directa de
un agente infeccioso en el torrente sanguineo), que conlleva la introduccion del virus a través de heridas o material quirdrgico mal esterilizado, o a
través de jeringuillas compartidas entre drogadictos. La otra via de transmision es a través de las relaciones sexuales. Ademas esté la via de
transmision vertical (de madre a hijos), que en zonas endémicas es muy importante.

Via parenteral: transfusiones Via parenteral: a través de Via parenteral:
sanguineas (antes de 1987) material quinirjico jeringuillas compartidas

Transmision vertical:

de madre a hijo Transmision por relaciones sexuales

Figura 9. Posibles formas de transmisién del HBV: parenteral, sexual o vertical.
Modificada de Universidad de Washington. (2006-2013). http://depts.washington.edu/hepstudy/healthed/counselingHepB/discussion.html.
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En la infeccién por HBV se observan dos etapas o fases: la infeccién primaria y la infecciéon crénica. En el individuo adulto
inmunocompetente (Fig. 10), la infeccion primaria (o aguda) es un proceso autolimitado, en el que la entrada del virus induce una respuesta
inmunitaria que conduce a su destruccion y el establecimiento de inmunidad a la reinfeccion en el 90-95% de los casos.

La inmunidad celular especifica, dirigida principalmente contra el HbcAg, es responsable de la eliminacion de las células infectadas; y
la respuesta humoral neutralizante, que tiene al HbsAg como diana, neutraliza las particulas infecciosas libres y facilita su eliminacién (Fig. 11).

Infeccion por HBV en adultos

Infeccion cronica Infeccion resuelta

Hepatitis cronica
activa

Portador inactivo

Hasta el 15%
desarrollan cirrosis

Hasta el 5% desarrollan fallo
hepatico o cancer de higado

Figura 10. Historia de la infeccién por HVB adquirida como adulto. Solamente del 1 al 5% desarrollaran hepatitis B cronica tras estar expuestos al virus.
Modificada de Universidad de Washington. (2006-2013). http://depts.washington.edu/hepstudy/healthed/counselingHepB/discussion.html.

En un 10-20% de los casos se desarrolla una hepatitis aguda, que se manifiesta por una ictericia (coloracién amarillenta de la piel y las
mucosas, que responde a una elevacion de los niveles de bilirrubina en sangre debido a la destruccion de los hepatocitos) y una marcada elevacion
de los niveles de transaminasas en suero. Es causada por una respuesta inmunitaria rapida y vigorosa y la inmensa mayoria de las personas que
muestran estos sintomas van a eliminar al virus y evitar la fase crénica o de persistencia del virus.

En el resto de los casos, el HBV logra establecer una infeccion persistente mediante la estrategia de inducir inmunotolerancia en el
hospedador, inhibiendo la respuesta inmunitaria especifica (Fig. 11).

RECUPERACION ESTADO DE PORTADOR SANO
Produccion de HBsAQ sin raplicacion viral

citotoxica por anticuamos

Respuesta inmunitara completa

Inmunatolerancia
Infeccidn crénica HBeAgs

Infeccidn
aguda Respuesta
anti-HBe

w 959 o,
‘e @““@@ ¢0
%0 0 : @’@

Replicacion y produccién de antigenos Infeceitn crénica Pre-C (—)
Infeccion persistante

Figura 11. Esquema de los mecanismos de establecimiento y mantenimiento de la infeccion persistente por VHB. La persistencia se establece merced a la inhibicion de los componentes humoral y celular de la respuesta inmunitaria,
ejercida por los agregados de HBsAg y las moléculas individuales de HBeAg vertidas al torrente circulatorio. Una vez activada la respuesta anti-HBe, ain puede mantenerse por seleccidn de variantes pre- core defectivas, que parecen
inducir una menor expresion de epitopos T en la superficie del hepatocito. En ocasiones, se llega a una situacion de infeccién persistente con produccién de HBsAg y sin replicacion viral detectable ni expresion intracelular de HBcAg,
situacion que se conoce como estado de portador sano.

Modificado de Echevarria-Mayo, J.M. (2006). Etiologia y patogenia de las hepatitis viricas. Enferm Infecc Microbiol Clin.24:4
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Cuando la infeccion afecta a un paciente inmunodeprimido o a un individuo inmunolégicamente inmaduro (por ejemplo, el feto o el
neonato) (Fig. 12), el virus logra su objetivo en un porcentaje elevado de casos que puede llegar hasta el 80-90%, como ocurre en nifios nacidos de
madres portadoras. Esto significa que la infeccion cronica es consecuencia del fracaso del sistema inmunitario para desarrollar una respuesta
eficaz frente a la infeccion en los momentos tempranos de la infeccion.

Infeccién por HBV en la
nifiez temprana

Infeccidn crénica Infeccion resuelta

Infeccién crénica Hepatitis crénica
inactiva activa

Hasta un 25%
desarrollan cirrosis

Hasta un 5% desarrollan fallo
hepdtico o cancer de higado

Figura 12. Evolucion de la infeccién por HVB cuando ésta es adquirida en la infancia. La gran mayoria de los nifios afectados desarrollan la forma crénica de la infeccion.
Modificada de Universidad de Washington. (2006-2013). http://depts.washington.edu/hepstudy/healthed/counselingHepB/discussion.html.

Para el establecimiento de la infeccion persistente parecen desempefiar un papel importante la produccion en grandes cantidades de dos
antigenos, HBeAg y HBsAg, que van a distraer la atencién del sistema inmunitario, impidiendo que éste sea eficaz en la neutralizacion del virus.

La mayoria de las evidencias indican que la replicacion del virus per se no es dafiina para la célula. Esto esta de acuerdo con el dato
clinico que muchos de los portadores HBV son enteramente asintomaticos y tienen dafios hepaticos minimos a pesar de tener una importante
infeccion intrahepatica. Se piensa que es el hospedador mas que factores virales los que son decisivos en determinar las consecuencias patolégicas
de la infeccion.

Estudios en individuos con hepatitis B aguda autolimitada, han mostrado la existencia de fuertes respuestas de células T frente a
muchos antigenos virales en sangre periférica. Estas respuestas incluyen células CD4" restringidas por MHC clase Il y células CD8" restringida por
MHC clase |, esta ultima poblacién constituye el grueso de los CTLs.

Por lo contrario, en portadores HBV cronicos (es decir, aquellos que no resuelven la infeccion), las respuestas de células T especificas
contra el virus (tanto CD4" como CD8") se encuentran muy atenuadas, por lo menos en la sangre periférica.

Las respuestas de anticuerpos son fuertes y sostenidas en ambas situaciones, aunque anticuerpos anti-HBsAg libres no se detectan en
portadores debido al exceso de HBsAg circulante.

Estas caracteristicas sugieren que las respuestas de células T, especialmente respuestas CTL y Th anti-HBc/anti-HBe, desempefian un
papel central en la disminucién de la carga virica.

Se ha postulado que las CTL producirian un efecto directo sobre las células infectadas, produciendo la muerte celular por apoptosis. De
hecho, las células que muestran el estigma de apoptosis corresponden a hepatocitos acidofilicos conocidos desde hace tiempo por los patélogos
como cuerpos de Councilman. Sin embargo, dado el bajo nimero de estas células, se piensa que este proceso es insuficiente para explicar todos los
dafios hepaticos que ocurren.

Hay estudios que sugieren que muchos de los dafios son el resultado de una agresion debida a respuestas inflamatorias secundarias no
especificas de antigeno que son desencadenadas por los procesos especificos de antigeno. Se presume que muchos de los dafios que ocurren son
debidos a subproductos citotoxicos de la respuesta inflamatoria (factor necrético de tumores (TNF), radicales libres y proteasas, entre otros).

6.1. HBV y cancer de higado.

Los estudios epidemioldgicos y el seguimiento de la evolucion de los pacientes con hepatitis B crénica identifican inequivocamente al
HBV como agente causal o cofactor determinante en el desarrollo del carcinoma hepatocelular primario (tumor hepatico maligno que tiene su
origen en la transformaciéon oncégena de los hepatocitos) entre sus portadores cronicos. De hecho, el riesgo de desarrollar un carcinoma
hepatocelular se estima en unas 100 veces mayor en personas con infeccion HBV cronica (Fig. 13).
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Figura 13. Posibles mecanismos que conducen al hepatocarcinoma y sus factores de riesgo.
Modificado de: Farazi and DePinho (2006) Nature Reviews Cancer 6, 674-687

La replicaciéon del HBV en el hepatocito se acompafia con cierta frecuencia de la integracion de secuencias de DNA virico en el
genoma celular (Fig. 13). Asi, se piensa que la insercion de secuencias viricas en la vecindad de protooncogenes celulares podria activar éstos y
desencadenar los fendémenos de transformacion oncogénica. Aungue inicialmente se pensaba que la integracion del DNA del HBV ocurria al azar
en el genoma del hepatocito, estudios posteriores han puesto de manifiesto la existencia de sitios recurrentes de integracion: gen de la telomerasa,
genes relacionados con el cancer (oncogenes), genes supresores de tumores y genes implicados en vias de sefializacion celular.

Por otro lado, en el genoma de HBYV esta codificado un potente transactivador de la transcripcion (el HBxAg o Factor X). Esta proteina
es capaz también de activar la expresion de genes celulares. En consecuencia, HBxAg podria activar la expresion de los genes que regulan la
proliferacion celular y alterar significativamente dicha regulacion, favoreciendo asi los procesos de transformacion.

Por Gltimo, la evolucion de la hepatitis B cronica supone la sucesion de ciclos de destruccion inmunitaria de hepatocitos infectados y
otros de regeneracion del tejido destruido. Quiere esto decir que el reciclado de los hepatocitos es mucho mas frecuente que en el higado normal y

que, por tanto, los hepatocitos entran en division celular con mucha mayor frecuencia. Este reciclado frecuente de hepatocitos podria desencadenar
la aparicion de tumores.

7. Diagnostico.
7.1 Serologia.

El diagndstico de la infeccion por HBV crénica y aguda es frecuentemente realizado por métodos seroldgicos. Los ensayos serologicos
actuales son sensibles y especificos. La deteccion de todo tipo de antigeno se realiza mediante inmunoensayos enzimaticos estandarizados. El

diagnostico se va a hacer mediante la deteccion de antigenos de superficie y del antigeno E mediante anticuerpos especificos contra ellos (Fig.
14).

DNA de doble

Antigeno de superficie
cadena g p

(HBsAg)

. / Anti - HBsAg

Antigeno Core
(HBcAg)

iyof Anti-HBc-IgM
4 Anti-HBc-IgG

Antigeno "e"
(HBeAG)
_| polimerasa Anti HBeAG

Figura 14. Virus de la hepatitis B y marcadores serolégicos virales de infeccion.
En esta figura, observamos un esquema del HBV (su genoma, su polimerasa y sus antigenos y anticuerpos).
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La deteccion de HBsAg indica una infeccion activa, y la deteccién de HBeAg se asocia con una replicacion viral activa y una
infectividad aumentada.

Por otro lado, la presencia de anticuerpos anti-HBsAg se asocia con inmunidad frente a la infeccion por HBV.

También, existen métodos para la deteccién de DNA HBV, que van desde técnicas de hibridacién de acidos nucleicos hasta ensayos
basados en PCR.

Asi, las técnicas de deteccion de DNA son cada vez méas habituales en clinica, como prueba de una replicacién viral activa e indicio de
un posible curso agresivo de la enfermedad hepética en pacientes cronicos. Es una forma de determinar el grado de produccion de particulas
infecciosas y la capacidad de infectar a una persona. Si existe gran produccion de particulas virales, existe mayor riesgo de progresion a
patologia (Cuadro 2).

Cuadro 2. Marcadores serolégicos de la hepatitis B en diferentes
fases de la infeccion

Anti- Anti-HBc

Fase de la infeccion HBsAg HBeAg :"B'L
HBS 196 igM

Periodo de incubacién tardio + - - - *)- =
Hepattis aguda + - + + * =
Hepatitis aguda HbsAg- ; ,
negativa
Portador + - e - - +/-
Hepatitis B cronica activa + - e +- v -
Hepatitis crénica pasiva + - e - = .
Infeccién HBV pasada

L e +)- - +
reciente
Infeccién VHB pasada ) )

+)- +i- - - -
distante
Vacunacion reciente - e = = —

En este cuadro, podemos observar la presencia o no de determinados antigenos y anticuerpos (marcadores serologicos) en las distintas
fases de infeccion por HBV.

8. Prevencion.

Existen dos estrategias empleadas para prevenir la infeccion de HBV. Una es la inmunoprofilaxis pasiva y la otra es la inmunizacion
activa.

8.1 Inmunoprofilaxis pasiva.

Consiste en la administracion de anticuerpos frente al virus. Normalmente, se lleva a cabo en dos tipos de situaciones:

- En el momento del nacimiento de neonatos de madres positivas para HBsAg con infeccion croénica cuyo virus se puede
transmitir de forma perinatal. Normalmente, al tiempo que se inyectan anticuerpos anti-HBs, también se administra una vacuna
para que el nifio produzca anticuerpos contra el virus.

- También, se suele aplicar en pacientes HBsAg positivos que van a sufrir transplantes de higado para evitar que el virus que
quede en el organismo invada el 6rgano trasplantado. En estos casos, también se trata de inyectar anticuerpos anti-HBs al tiempo
que se comienza a administrar una vacuna.

8.2 Inmunizacidén activa.

La prevencion de la infeccion primaria mediante vacunacion es una estrategia importante para disminuir el riesgo de infeccion HBV
cronica y sus subsiguientes complicaciones. Normalmente, las vacunas se administran a personas que viven con individuos que padecen infeccion
crénica y al personal sanitario. Estas vacunas se empezaron a administrar a partir de 1981, afio en el que fue introducida la primera vacuna efectiva
frente a la hepatitis B.

Aunque se produce una inmunidad tanto celular como humoral durante la infeccién natural de HBV, la sola presencia de anticuerpos es
suficiente para conferir proteccion a la infeccion.

El estandar clinico para los niveles de anticuerpos anti-HBs se mide como unidades mili-internacionales/ml (mlIU/ml) y en humanos un
nivel de 10 mlU/ml se considera suficiente para conferir proteccion.

Las vacunas derivadas del plasma fueron las primeras disponibles y consistieron en particulas de antigeno de superficie, aisladas y
purificadas a partir del plasma de individuos afectados con infeccion cronica.

11
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Aunque esta vacuna es altamente efectiva (el 85-95% de los individuos vacunados desarrollan anticuerpos anti-HBs después de la
administracién de las tres dosis), su producciéon masiva plantea varios inconvenientes. El suministro de suero humano procedente de portadores
cronicos es limitado; el procedimiento de purificacion es laborioso. Ademas, cada lote de vacuna, preparado a partir del suero de un individuo
infectado, debe ensayarse/testarse primero, por motivos de seguridad, en chimpancés (primates) para ver que no produce un efecto no deseado. De
ahi que la idea de aplicar la ingenieria genética a la elaboracion de una vacuna contra la hepatitis B se convirtiera en un reto atractivo.

Todo lo anterior ha llevado al desarrollo de vacunas recombinantes. Las vacunas recombinantes se obtienen tras la incorporacién de
los genes de la superficie de HBV en diferentes vectores de expresion para su expresion en levaduras, E. coli o lineas celulares de mamiferos. Las
vacunas recombinantes obtenidas en levaduras son las mas ampliamente distribuidas. La tasa de induccién de inmunidad protectiva es comparable
a la de las vacunas derivadas del plasma. En ambos casos, la respuesta inducida es muy duradera y normalmente se obtiene proteccion para toda la
vida tras la vacunacion.

Aunque son altamente eficientes, las vacunas de proteinas recombinantes son prohibitivamente caras para su uso en muchas areas del
mundo donde el HBV es endémico. Asi, en algunos paises todavia se utilizan las vacunas derivadas de plasma.

Otro problema asociado con las vacunas de subunidades, bien derivadas del plasma o recombinantes, es la falta de respuesta (no se
detectan anticuerpos anti-HBs) o que la respuesta es baja (< 10 mIU/ml de anti-HBs). Esta situacion es particularmente preocupante para aquellos
individuos con riesgo de exposicion a HBV, tales como los mencionados anteriormente: personal sanitario, personas que reciben transfusiones
sanguineas o parejas de portadores cronicos. En individuos inmunocompetentes, la incidencia global de no respondedores o bajos respondedores es
menor del 5% en adultos jévenes, pero aumenta hasta el 30-50% seglin avanza la enfermedad.

Se han hecho varios intentos para desarrollar una vacuna eficaz y barata frente a HBV. Una aproximacion ha sido el expresar el antigeno
HBs en un vector viral tal como vaccinia o adenovirus. Sin embargo, la vacunacién de chimpancés con estas vacunas induce titulos de anticuerpos
significativamente menores que las vacunas de subunidades.

Las vacunas peptidicas son otra aproximacién barata. La vacunacion de chimpancés con péptidos correspondientes a regiones
definidas de los dominios S o pre-S de la proteina de la cubierta induce proteccion parcial o total frente al reto viral aunque los niveles de
anticuerpos permanecen bajos a pesar de repetidas inoculaciones o del uso de adyuvantes. La baja inmunogenicidad es un problema con muchas
vacunas peptidicas dado que los epitopos B son frecuentemente conformacionales.

Actualmente, se estan buscando otras estrategias para desarrollar vacunas mas eficaces como las basadas en vacunas del DNA. Estas
vacunas se estan probando en fase experimental y podrian ser una solucién para la produccién de vacunas frente HBV de bajo costo.

9. Tratamiento.

El conocimiento de como el virus de la hepatitis B se replica ha sido esencial para el desarrollo de drogas que inhiben la replicacién
viral (ver Tabla 1). Igualmente importante es el conocimiento de la respuesta inmunitaria del hospedador a la infeccion.

La primera meta del tratamiento es la prevencion de las complicaciones de la enfermedad hepética. Una meta secundaria del tratamiento
es la de disminuir el nimero de portadores cronicos, los cuales sirven como un reservorio de la infeccion HBV.

Existen dos grupos de tratamiento: a través de la utilizacion de inmunomoduladores y mediante farmacos dirigidos a impedir la
multiplicacion del virus.

9.1 Agentes inmunomoduladores.

La base tedrica del empleo de inmunomoduladores es, por un lado, estimular el reconocimiento mediado por el sistema inmunitario para
la destruccion del virus, potenciar la respuesta inmunitaria para que ésta sea mas eficaz en la destruccion de células infectadas y, por otro lado,
suprimir el dafio hepatico mediado por el sistema inmunitario.

Entre las citoquinas utilizadas estan:

- El uso de interferon alfa (IFN-a) esta aprobado para el tratamiento de la infeccion HBV crénica en EUUU y Europa donde se
receta, aunque con efectos beneficiosos bajos. Su efecto parece estar mas relacionado con un papel de inmunomodulador que de
antiviral.

- La interleuquina 2 (IL-2) es una linfoquina producida por células T en respuesta a varios antigenos y mitégenos. Desempefia un
papel en la proliferacion y maduracion de células Th (linfocitos T CD4 ayudadores), en la reactividad de células T citotoxicas, la
produccion de IFN-y por linfocitos y la regulacion de las células NK.

Se ha sugerido que esta citoquina también podria disminuir la expresion de los genes HBV y, por tanto, puede contribuir a la
destruccion de la carga de virus.

9.2 Antivirales.

Analogos de nucletsidos tales como lamivudine, famciclovir y lobucovir son los agentes mas prometedores que actualmente se
encuentran en ensayos clinicos (Tabla 1). Dado que HBV se replica a través de un intermediario de RNA para producir el DNA viral, los agentes
antivirales que inhiben la RT a menudo tienen una actividad anti-HBV potencial.
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Tabla 1: Opciones terapéuticas para el tratamiento de la infeccion cronica de la Hepatitis B.

Farmacos/Drogas que actiian Estado de desarrollo Razdn
predominantemente como
antivirales

Adenosina arabinosida {ara-A} Eficacia prometedora pero neurotoxicidad significativa
Adenosina arabinosida 5'- monofosfato

{ara-AMP}

Aﬂid‘_ﬁ'ir ¥ compuestos relacionados Eficacia limitada, nefrotoxicidad a altas dosis
Ganciclovir Cierta eficacia pero bicdisponibilidad oral limitada
Famciclovir Enzayo de fase 3 en curso Eficacia significativa, buen perfil de seguridad, en fase 2
Lamivudine Ensayo de fase 3 en curso Eficacia significativa, buen perfil de seguridad

Otros dideoxinucledsidos
Tidovudine [ATT)

Fialuridine [FIAU)

Farmacos/Drogas que actdan
predominantemente como
inmunomoduladores

Interferén: IFN-a-2h Aprobado por la FDA Seguridad y eficacia moderada

Datos limitados EELIL

INF- @ -2a

Interleuquina-2 Toicidad significativa, datos limitados sobre la
eficacia

Vacuna terapeutica contra el HBY Ensayo de fase I/l en curso Seguridad completa y eficacia no disponible

Lamivudine

9.2 Lamivudine. i
El lamivudine es un analogo del nucleésido de citosina (Fig. 15). Este compuesto inhibe la z

RT de HBV y HIV al interferir con la sintesis de la cadena de DNA proviral a partir del RNA viral. Este l

compuesto esta licenciado para su uso en humanos. )\N OH

Desafortunadamente, se han observado la aparicion de mutantes HBV resistentes, que o o

presentan una polimerasa mutada.

Figura 15. Férmula quimica del antiviral lamivudine.

Aciclovir QO
o - HN &
9.2.2 Aciclovir y compuestos relacionados. | \>
Aciclovir, ganciclovir, famciclovir y penciclovir son una familia de andlogos de guanosina que )\\ N
inhiben la sintesis de DNA viral y proteinas virales (Tabla 1; Fig. 16). Son terminadores de cadena. H2N N

0

OH

Figura 16. Férmula quimica del antiviral aciclovir.
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Fialuridine

9.2.3 Fialuridine o FIAU. HN |
Es un andalogo de nucledsido con actividad antiviral frente a varios virus DNA (Fig. 17). FIAU es )\ |

fosforilado por enzimas virales y celulares y este andlogo en su forma trifosfato es un inhibidor potente de la

actividad DNA polimerasa de HBV, aunque el mecanismo completo por el que FIAU ejerce su efecto anti-HBV ~ HO

no ha sido dilucidado. (@)

OH

Figura 17. Férmula quimica del antiviral fialuridine.

10. El virus de la hepatitis D o agente delta.

De acuerdo con sus caracteristicas genéticas, el virus de la hepatitis D no tiene ninguna relacion filogenética con el virus de la hepatitis
B. Sin embargo, se trata de un agente infeccioso muy dependiente de la infeccién del HBV. El genoma del virus de la hepatitis D (HDV) es un
RNA monocatenario circular de 1,7 kb que codifica para un Unico polipéptido (proteina) conocido como antigeno de la hepatitis D (HDAg,
“Hepatitis D antigen”) (Fig. 18). Es un virus atipico, no se parece ni tiene relacion con ningin tipo de virus animal conocido y su genoma sélo se
asemeja al de ciertos viroides y virusoides de plantas. De hecho, inicialmente se pensé que era un antigeno producido por el virus de la hepatitis B y
no fue hasta los afios 80 cuando se descubri6 que este antigeno estaba codificado por un RNA que se asociaba con una particula viral que tenia
como caracteristica la presencia de antigenos de la hepatitis B. Parece que el HDV es un virus de origen vegetal que evolucion6 a partir de un
viroide vegetal que logré transgredir (traspasar) la barrera entre reinos y se adaptd a la especie humana.

El HDV es un virus defectivo que no puede infectar sus células diana sin la ayuda del HBV, que contribuye a su ciclo vital aportando,
al menos, las moléculas de HBsAg que el HDV necesita para envolver sus capsidas. En consecuencia, HDV es un virus que ha adaptado su ciclo
infeccioso al del virus de la hepatitis B, del que depende.

Virus de la Hepatitis D
e T >

ISom-3Tnm | +—

Figura 18. A) Microscopia electronica de HDV. B) Representacion esquematica de la particula de HDV con la envoltura del HBV (HBsAGg).

La infeccion por HDV puede suceder al unisono con la infeccién primaria aguda por HBV (coinfeccién) o con posterioridad a aquella,
siempre que el receptor sea portador crénico de HBV (sobreinfeccion). Solamente se va a generar el virus infeccioso de hepatitis D cuando ya esté
presente el HBV o cuando se produzca la infeccién simultanea de ambos virus.

Aunque parece un invitado, en realidad se ha visto que este virus si tiene un efecto importante sobre la patogénesis. La expresion del
HDAg en los hepatocitos infectados estimula una respuesta inmunitaria vigorosa que conduce a la eliminacién de ambos agentes (HDV y HBV), si
bien causa con mayor frecuencias de cuadros graves (hepatitis aguda fulminante, enfermedad hepatica grave que responde a la destruccion de un
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porcentaje elevado de los hepatocitos en un espacio de tiempo muy corto que suele provocar la aparicion subita de insuficiencia hepatica o
incapacidad del higado para llevar a cabo correctamente sus funciones vitales). Asi, la presencia del virus HDV actda activando o
sobreactivando al sistema inmunitario. En la mayoria de los casos en los que se produce la coinfeccion, la forma aguda va a terminar con un
proceso de curacion en el que la respuesta inmunitaria termina con la erradicacion de los virus.

Por el contrario, la sobreinfeccion del portador crénico conduce invariablemente a la persistencia de ambos y, con mucha frecuencia,
acelera la evolucion de la lesién hepatica crénica, empeorando su pronéstico.
Este virus es llamativo por sus caracteristicas (asociado a la infeccion con HBV) aunque la distribucién geogréfica no es tan extensa como la del
HBV (Fig. 19). En la poblacién general, el HDV sélo tiene presencia significativa en ciertas regiones del Sur de Italia y de Europa del Este y en
algunas poblaciones de Africa tropical y de la cuenca amazénica donde se ha detectado.

Distribucidon geografica de la infeccién de HDV

HOV Prevalence
High
Intermm edi ate
Low
Yery Low
No Data

Figura 19. Distribucion geogréfica de la infeccion del HDV en distintos colores, de mayor a menor (rojo — amarillo — verde — naranja; blanco - No hay datos.).
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