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1. Introduccion.

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 ha sido descubierto
recientemente. 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). En la tabla de la Fig.1. se muestran algunas caracteristicas de los
distintos virus de la hepatitis.

Todos los virus de la hepatitis son virus RNA, excepto el virus de la hepatitis B, que es un virus DNA. A pesar
de las diferencias en sus genomas, estructura molecular y clasificacion virica, todos tienen el higado como
diana principal y promueven un proceso necroinflamatorio conocido como "hepatitis".

Mientras todos ocasionan hepatitis aguda, sélo HBV, HCV y HDV causan hepatitis cronica.

Virus Familia Genoma Envoltura Infeccion Transmision
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
HOV Sin asignar. ssRNA - Envuelto  Coinfeccion con Contacto de sangre
Género deltavirus HBV
HEV | Hepeviridae SSRNA + Desnudo Aguda Ora-fecal. Tambiégnanimal |  Figura 1. Tabla de caracteristicas de virus Hepatitis.
(cerdos)
- Benavente, Diez y Espejo. Microbiologia clinica (c13-14)
HGV Flaviviridae ssRNA + Envuelto Aguda Contacto de sangre o sexual

Este capitulo esta dedicado principalmente 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 proporcidn de individuos infectados (80%) se mantiene asintomaticos, mientras que el
cuidado médico es requerido para el 20% que desarrollan hepatitis aguda. Sélo unos pocos individuos (<1%)
sufren de hepatitis fulminante, que resulta fatal a menos que se realice un transplante de higado. El riesgo de
desarrollar una infeccion HBV crénica disminuye con la edad de infeccidn: es del 80-90% para neonatos, 30%

para nifios memores de 6 aflos, y menos del 5% de los adultos infectados progresan a infeccidn crénica. (Fig.2.)

Infeccién por HBV en adultos

Infeccion crénica Infeccion resuelta

Hepatitis cronica
activa

Portador inactivo

Hasta el 15% . .2 . .2
e Figura 2. Evolucion de la infeccién por HBV en

adultos. Benavente, Diez y Espejo. Microbiologia

o
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hepatico o cancer de higado



Transmision Vertical

En areas del mundo donde la infeccién por HBV es endémica (Fig.
3), tales como el Africa sub-sahariana y Asia, una proporcion significativa
de la poblacién (15-20%) estd cronicamente infectada. En estas areas la
transmision es normalmente vertical (Fig.4.), desde una madre

cronicamente infectada a su hijo recién nacido, y del 90-95% de estos o

Lactancia

casos de infeccidon perinatal progresaran hacia el estado de portador
Figura 4. Esquema de transmision vertical de

crénico. HBV.

En cambio, en las areas desarrolladas del mundo la transmisién es normalmente horizontal entre
adultos, principalmente a través de las transfusiones sanguineas y los contactos sexuales. La mayoria de los
individuos infectados en el estado adulto se recuperan completamente y resultan protegidos a partir de
entonces frente a una subsiguiente infeccidn; sin embargo, alrededor del 5-10% se convierten en portadores

croénicos.

HBsAg (+)
- >8%: alta 1
2%-8%: intermedia { @

< 2%: baja

Figura 3. Porcentaje de poblacion con infeccion crénica por virus
Hepatitis B. Se observa que Espafia se encuentra actualmente en
zona de baja incidencia.
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Se estima que un tercio de la poblacién mundial estd o ha estado infectada por HBV y que hay alrededor de
350 millones de portadores HBV crénicos actualmente (lo que es lo mismo, el 5% de la poblacién 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 los portadores
cronicos. La mortalidad se estima en 1 millén de personas en todo el mundo. Actualmente no existe cura para
la infeccion HBV croénica.

Las caracteristicas patolégicas de la infeccidon por HBV se observan fundamentalmente en el higado, si

bien el virus también infecta rifidén, 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 3kb. Se trata del menor de cuantos genomas de virus

animal se conocen.

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

Tiene un relativo hepatotropismo aunque no absoluto.

De acuerdo con datos de secuencia del genoma del HBV, éste se divide en diez genotipos o “clades”

gue se designancomo A, B, C, D, E, F, G, H, I yJ, y que podemos encontrar en diferentes localizaciones

geograficas. (Fig.5)

El dnico hospedador natural es el ser humano, aunque experimentalmente se ha conseguido infectar

primates.

Genotipos/subtipos

A

Al

A2

A3

13

ca

s

D15

Sub-Saharan Africa

Nortnern Europe

Western Africa

Japan

East Asia, Taiwan, China, Indonesia, Vietnam, Philippines

Alaska, Northern Canada, Greenland

Taiwan, China, Korea and Southeast Asia.

Australia

Pnilippines, Vietnam

Africa, Europe, Mediterranean countries and India

Restricted to West Africa

Central and Soutn America

France, Germany and the United States

Central America

Vietnam and Laos

Ryukyu, Japan

Figura 5. Tabla de los distintos “clades” de
virus HBV, y su localizacion. Lin, C., Kao, J.
(2011).



Proteina

3. Estructura del virus. LN

3.1. El virion

Los viriones HBV son particulas de 40-42 nm con doble envoltura cuya
cubierta externa de lipoproteina contiene varias glicoproteinas de superficie relacionadas
(Fig. 6). La proteina mdas abundante sobre la superficie del virién es el antigeno de superficie
de la hepatitis B de 24-kD (HBsAg), llamada proteina S.

Core

Existen otras dos proteinas importantes, pero menos abundantes que también estan (nucleo Membrana

presentes en la cubierta; el origen de estas ha quedado claro una vez que la secuencia de  Figura 6. Estructura del

nucledtidos del DNA viral ha sido determinada. Esto reveld que la regidn codificante para la virién (particula de Danes).
proteina S estd embebida en una fase de lectura abierta mucho mas larga que contiene otros
dos codones de iniciacion AUG en fase corriente arriba. La region por encima del gen S es conocida como
region preS (Fig. 7). La iniciacion de la traduccién en la regidn 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 especie de 39-kD que se piensa estd implicada en la unién al receptor; la iniciacidn en
el segundo AUG produce la proteina M (preS2) de 31-kD, cuya funcién es desconocida. Ly M estan presentes

en cantidades similares en las particulas Dane y juntas, constituyen aproximadamente el 30% del contenido

en proteinas de la cubierta.

f » LHBsAg
24KkbRNA | : » MHBsAg
2.1 kb RNAs ! p SiSeAg

—'[ Pre S1 ]Pre sz] S }—

Figura 7. Los sitios de inicio de la transcripcién de varios transcritos
de HBV, y las proteinas que codifican. Liang, TJ. (2009). Hepatitis B:
The Virus and Disease. Hepatology 49 (5 Suppl): S13-S21.

+
Icosaedro.

La cubierta del virién puede ser removida mediante tratamiento con detergentes no iénicos  S9/ido de veinte

caras. lcosaedra
. . . . . . . . t . e
liberando la nucleocapside interna o "core". Esta estructura de 27-nm de simetria icosaédrica’ contiene  regular:  aque.

180 copias de la proteina C ("core"), también conocida como antigeno del "core" de la hepatitis B~ cUyas caras sor
todas tridngulos

(HBcAg). (Fig. 8) equildteros

regulares.

Figura 8. Retirada de cubierta lipoproteica con detergentes. NP40 (detergente no idnico) libera
el core viral. La polimerasa y el genoma se extraen tras el tratamiento con SDS (dodecil sulfato
de sodio).

La proteina C es un polipéptido de 21-kD que esta compuesto de dos dominios, un domino de

ensamblaje N-terminal que promueve la oligomerizacién para formar las capsidas, y una regién rica en arginina



C-terminal implicada en la interaccidn con los acidos nucleicos. (Fig.9)

HBcAg

Dentro del core se encuentra el genoma viral, una molécula de DNA Virion RT/Pol
con una remarcable asimetria estructural (Fig. 10). El genoma del HBV es una Bicapa
especie circular relajada, cuya circularidad es mantenida por enlaces de g:x lipidica

hidrégeno de los extremos 5' complementarios de aproximadamente 250  Figura 9. Caracteristicas estructurales de la
b particula infecciosa de HBV. Liang, TJ. (2009).
pb.

Una hebra del DNA viral (la hebra menos) tiene la longitud unidad (3,2 kb). Su complemento (la hebra
mas) es menor que la longitud unidad; el extremo 5' de la hebra mas es fijo, pero su extremo 3' puede estar
en cualquier lugar del genoma, incluso en viriones derivados de la infeccidon por un Unico genoma clonado.

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

de las dos hebras.

pre-52

-
03221
S

GRE
.

[-)strand, 2.4kb

Figura 10. Organizacion genémica de HBV. Genoma, transcritos de RNA, y productos génicos, junto a sus
elementos reguladores clave.

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 menos del DNA. La
polimerasa viral se requiere para la sintesis de las dos hebras de DNA, en una reaccién remarcable que implica
la transcripcion inversa de un intermediario de RNA. Asi, la polimerasa viral presenta actividad transcriptasa
inversa, RNasa H y polimerasa dependiente de DNA. Ademas, la polimerasa actua como cebador para la

sintesis de la cadena negativa de DNA, uniéndose a éste mediante un enlace fosfodiéster.

3.2. Particulas subvirales.

Una caracteristica distintiva de las células infectadas por hepadnavirus es la produccién

de varios tipos de particulas viricas (Fig. 11y 12). En adicidn a los viriones (conocidos también

Particula esféric
S

dos tipos distintos de particulas lipoproteicas subvirales: Figura 11. Esquema de particulas

como particulas Dane, en honor a su descubridor), las células infectadas con HBV producen .

subvirales no infecciosas.



- Esferas de 20 nm—> Contienen casi exclusivamente la proteina S
- Formas filamentosas mas largas de didmetro similar> son menos abundantes que las esferas, y
ademas de proteina S, contienen My L.
Ambos tipos de particulas contienen sdlo glicoproteinas de superficie y lipidos derivados del hospedador.
También carecen de proteinas C y P, no contienen DNA viral y, por tanto, son no infecciosas. La funcién de

estas particulas en el ciclo de vida viral sigue siendo un misterio.

100 nm L ;
Figura 12. Imagen de microscopia electrénica de particulas subvirales. Chai, N., Chang, H.E., Nicolas,
E. etal. (2008).

Se producen en grandes cantidades in vivo: las particulas subvirales tipicamente superan el nimero
de viriones en proporciones de 1000 a 10.000:1, y como consecuencia, la concentracién de HBsAg en sangre
puede alcanzar valores de 100 a 300 pg/ml. Esta sobreproduccion hace posible diagnosticar la infeccion HBV
por deteccion directa del antigeno viral en la sangre.

Estas particulas son inmunogénicas, 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 inmune neutralizante?
Aunque 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 desdrdenes extrahepaticos mediados por estos complejos inmunes.

Por ultimo, 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 (Fig.13). 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

replicaciéon del HBV. Se ha sugerido que HBeAg podria estar implicada
RNA pre-core

HBeAg

v

en la deplecion de células T CD4+ especificas de HBeAg y HBcAg via la

3.5 kb RNA RNA Bregenémico

HBcAg & RT/Pol

A 4

induccién de apoptosis dependiente de Fas. proc] Gore

Figura 13. Representacion de la pauta de lectura abierta del core
(ORF-C), con sitios de transcripcion para HBcAg y HBeAg. Liang,

TJ. (2009).

4. Organizacion genomica y proteinas virales.

En la Fig.10 se esquematiza la organizacién codificante del genoma HBV. El genoma HBV es un ejemplo

de como la evolucion ha solventado las limitaciones del minusculo genoma de HBV mediante el empleo de la



limitada informacién codificante con una eficiencia extraordinaria. En la Fig. 14 se ofrece un esquema mas
detallado.
El DNA de HBV contiene cuatro largas fases de lectura abiertas ("open reading frame", ORF): preS/S,

codifica las proteinas de la cubierta; C, codifica la proteina del "core"; P, codifica la polimerasa viral; y X, que
codifica una pequefia proteina reguladora (17-kd) que influye la expresion de los genes virales y celulares.
Cada uno de los nucledtidos del genoma HBV es traducido. EI 50% del genoma es leido en mas 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 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.

§ Direct Repeat .
B PolyA L =
2 Enhancer

Y/ GRE

Figura 14. Genoma HBV. Liang, TJ. (2009).

5. Replicacion del virus.

Una caracteristica significativa del ciclo infectivo del HBV es que no produce la muerte de las células
infectadas, -principalmente hepatocitos-, 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 progresién a cirrosis
gue sucede en una parte de las personas que sufren la infeccidn 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 infeccidn.

En la Fig 15 se resumen las principales caracteristicas del ciclo de replicacidn de los hepadnavirus, que
tiene como caracteristica importante que el genoma DNA es replicada por transcripcién reversa de un RNA

intermediario.
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Figura 15. Ciclo de replicacion de hepadnavirus. Tiene como caracteristica importante que el genoma DNA es replicado a
través de un RNA intermediario por transcripcion inversa. Modificado de Ganem, D., and Prince, A.M. (2004).

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 fusion de membranas, y las nucleocdpsides aparecen en
el citosol. Estos "cores" virales son entonces transportados al nucleo donde sus genomas de DNA son

reparados a una forma circular covalentemente cerrada (cccDNA) por enzimas celulares. En este proceso se

retira la proteina unida. El cccDNA se asocia con proteinas en el ntcleo formando una estructura denominada

minicromosoma viral, que es muy estable.

Este cccDNA sirve como el molde transcripcional para la RNA polimerasa Il del hospedador, quien
genera la serie de transcritos mostrados en la Fig. 14. De forma contraria a lo que ocurre con los retrovirus,
en los que la integracién del DNA entrante es requerido para establecer el molde transcripcional, la

transcripcion de HBV emplea moldes episomales.

Todos los RNAs virales son transportados al citoplasma, donde su traduccién rinde los polipéptidos de
la cubierta, el "core", la polimerasa, etc.

A continuacién, las nucleocdpsidas se ensamblan en el citosol, una reaccidon en la que una sdla
molécula de RNA gendmico es incorporada selectivamente en el "core" viral de ensamblaje. Esta reaccidn es
mediada por la unidn 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 transcripcidn
reversa comienzan, probablemente de manera simultanea.

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 "nucleo", donde son convertidos
en cccDNA para mantener una reserva intranuclear de moldes transcripcionales.

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

solo proteinas de superficie.
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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 Sy M no necesitan un contacto con los componentes de la nucleocapside para comenzar
la reaccion 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 formacidn de los viriones comienza con el ensamblaje, en el citoplasma, de las particulas "core"
qgue 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 capsides. Dado que el ensamblaje y la retrotranscripcién ocurren simultdneamente, cuando la formacion
de la capsida se completa, entonces 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, My 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. Patogenesis.

La transmisidn del virus ocurre fundamentalmente por tres vias. 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 transmisién es a través de las relaciones sexuales. Ademas, estad la via de

transmision vertical (de madre a hijos), que en zonas endémicas es muy importante como se indico arriba.

En la infeccion por HBV se observan dos etapas o fases: la infeccién primaria y la infeccidén crénica. En

el individuo adulto inmunocompetente, la infeccién primaria (o aguda) es un proceso autolimitado, que

termina con la eliminacion del virus y el establecimiento de inmunidad a la reinfeccién 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,
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neutraliza las particulas infecciosas libres y facilita su eliminacién (Fig. 16). 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 elevacién de los niveles de bilirrubina en sangre) y una marcada elevacién de
los niveles de transaminasas en suero. Es causada por una respuesta inmunitaria rapida y vigorosa y lainmensa
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 infeccién persistente mediante la

estrategia de inducir inmunotolerancia en el hospedador, inhibiendo la respuesta inmunitaria especifica (Fig.
16). Cuando lainfeccidon afecta a un paciente inmunodeprimido o a un individuo inmunoldgicamente inmaduro
(por ejemplo, el feto o el neonato), el virus logra su objetivo en un porcentaje elevado de casos que puede
llegar hasta el 80%, como ocurre en nifios nacidos de madres portadoras. Esto significa que la infeccidn crénica
es consecuencia del fracaso del sistema inmunitario para desarrollar una respuesta eficaz frente a la infeccion
en los momentos tempranos de la infeccion.

Para el establecimiento de la infeccién persistente parecen desempefiar un papel importante la
produccidn 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 neutralizacidn del virus.

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

infeccion.
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Figura 16: Esquema de la patogenia de la hepatitis B aguda y de los mecanismos de persistencia del virus. La infeccién aguda puede
evolucionar en tres sentidos posibles: recuperacidn, persistencia y estado de portador sano. La persistencia es consecuencia de la
inmunotolerancia. La infeccidn crénica deriva de la persistencia y puede evolucionar desde la situacién inicial HBeAg"™ hacia una situacion
de infeccidn crdnica pre-C(-). Los triangulos representan las moléculas de HBeAg libres en el plasma; cuando se dibujan sobre la superficie
de la célula infectada, representan la expresién de epitopos T especificos del virus que provienen del procesamiento intracelular del HBeAg.
Los epitopos presentes en los HBeAg libres son capaces de bloquear los TCR de los linfocitos Tc especificos, prevenir su unién a los epitopos
T expresados en la superficie celular, y asi evitar la destruccidn por el sistema inmune de las células infectadas. Modificado de Echevarria-

Mayo, J.M. (2006).
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En estudios de individuos con hepatitis B aguda autolimitada, se encuentran 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 crénicos (es decir, aquellos que no resuelven la infeccién), las
respuestas de células T especificas contra el virus (ambas CD4+ y 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, ya que se encuentra en la
superficie de las particulas subvirales en grandes cantidades.

Estas caracteristicas sugieren fuertemente que las respuestas de células T, especialmente respuestas
CTLy Th anti-HBc/anti-HBe, desempefian un papel central en la disminucion 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 se demuestran con
certeza y corresponden a hepatocitos acidofilicos conocidos desde hace tiempo por los patdlogos 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 dafos son el resultado de una agresién 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 necrdtico de tumores (TNF), radicales libres, proteasas, etc.).

6.1. HBV y cancer de higado.

Los estudios epidemioldgicos y el seguimiento de la evolucidon 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 hepdtico maligno que tiene su origen en la transformacién
oncogénica de los hepatocitos) entre sus portadores crénicos. De hecho, el riesgo de desarrollar un carcinoma
hepatocelular se estima en unas 100 veces mayor en personas con infeccion HBV crdnica. Las causas del

aumento de la probabilidad de padecer este tipo de tumor son:

1. Lareplicacidon del HBV en el hepatocito se acompafia con cierta frecuencia de la integracién de secuencias

de DNA virico en el genoma celular. Asi, se piensa que la insercion de secuencias viricas en la vecindad de
protooncogenes celulares podria activar éstos y desencadenar los fendmenos de transformacion
oncogénica. Aunque inicialmente se pensaba que la integracién 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 sefializacién celular.
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2.

Por otro lado, en el genoma de HBV esta codificado un potente transactivador de la transcripcion (el

HBxAg). Esta proteina es capaz también de activar la expresidon de genes celulares. En consecuencia,

HBxAg podria activar la expresion de los genes que regulan la proliferacion celular y alterar

significativamente dicha regulacién, favoreciendo asi los procesos de transformacién.

Por ultimo, la evolucién de la hepatitis B créonica supone la sucesion de ciclos de destruccién inmunitaria

de hepatocitos infectados y otros de regeneracién 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 divisidon celular con mucha mayor frecuencia. Este reciclado frecuente de hepatocitos podria

desencadenar la aparicion de tumores.

6.2. HBV y el alcohol

Tanto el alcohol como la infeccién por virus de la hepatitis pueden causar enfermedades hepaticas,

incluyendo hepatitis crénica. El alcohol y los virus de la hepatitis tienen efectos sinérgicos durante el desarrollo

de enfermedades hepaticas. Una funcidon importante en este proceso la tienen los dominios activos de las

membranas celulares, los “lipid rafts”. Estos contienen proteinas con funciones importantes en seializacion.

También tienen una funcidon importante en el ciclo de vida de los virus de la hepatitis. (Fig.17)
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Figura 17: Efecto del alcohol en hepatocito infectado por virus de la
hepatitis. El alcohol actua tanto de manera directa como de manera
indirecta. Los efectos indirectos estan relacionados con el metabolito
del alcohol, el acetaldehido. De manera directa afecta tanto a los lipidos
como a las proteinas de la célula. Por una serie de mecanismos, se
altera la infectividad de los virus HBV y HCV, la respuesta celular y la
liberacion de particulas virales. Dolganiuc, A. (2015)

Los ensayos seroldgicos actuales para el diagndstico de la infeccion HBV crdnica y aguda son sensibles

y especificos (Fig. 18). La deteccidn de todo tipo de antigeno se realiza mediante inmunoensayos enzimaticos

estandarizados.
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* La deteccidén de HBsAg indica una infeccidn activa. El mas cominmente usado en la busqueda de

marcadores de hepatitis B.

* Ladeteccidon de HBeAg se asocia con una replicacién viral activa y una infectividad aumentada.

* Ladeteccidn de anticuerpos anti-HBsAg se asocia con inmunidad frente a la infeccion por HBV.

A B Cc
Incubation |  Acute infection Recent infection Recovery | Incubation Acute infection Chronic infection Incubation Acute infection Chronic infection
(1-6 months| (2 weeks-3 months) (years) |(1-6 months) (6 months) (years) (1-6 months| (6 months) (6 months to years)
%
> . |
g Total anti-HBc HBs\Ag Total a{'m-HBc HBsAg Total anti HBc
2| HBeAG. | emeesssssssslessssssssessen B e R~y PP T
C | N T e R L7
2| HBaAg: TN 2B i ., BoAg
M anti-HBc . Hi
Ig " IgM anti-HBc
Relative time Relative time i Relative time g

Figura. 18: A. Infeccion aguda HBV, B. Infeccidn crénica HBV (HBeAg positivo), C. Infeccion cronica HBV (HBeAg negativo)
WHO/BCT/BTS/01.4 Blood Safety and Clinical Technology World Health

7.2 Deteccion de acidos nucleicos

También existen métodos para la deteccion 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 mas
habituales en clinica, como prueba de una replicacién viral activa e indicio de un posible curso agresivo de la

enfermedad hepatica en pacientes crénicos.

8. Prevencion.

Existen dos estrategias empleadas para prevenir la infeccion de HBV. Una es la inmunoprofilaxis pasiva

y la otra es la inmunizacién activa.

8.1. Inmunoprofilaxis pasiva.

En situaciones como neonatos nacidos de madres positivas para HBsAg (el virus se puede transmitir

de forma perinatal) y por transplante de higado en pacientes que eran HBsAg positivos antes del transplante.
Se emplea la inmunoprofilaxis pasiva. Se trata de inyectar anticuerpos anti-HBs, al tiempo que se comienza

a administrar una vacuna.

8.2. Inmunizacion activa.

La prevencién de la infecciéon primaria mediante vacunacion es una estrategia importante para
disminuir el riesgo de infeccién HBV crénica y sus subsiguientes complicaciones. Una vacuna efectiva frente a
la hepatitis B fue introducida en 1981.

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

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

proteccién.
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8.2.1 Las vacunas derivadas del plasma

Fueron las primeras disponibles y consistieron en particulas de antigeno de superficie aisladas (particulas
subvirales) y purificadas del plasma de individuos infectados.

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 produccién masiva plantea varios

problemas.

- El suministro de suero humano procedente de portadores crénicos es limitado
- El procedimiento de purificacién largo y costoso.
- Cada lote de vacuna, preparado a partir de un “stock” distinto de suero humano infectado, debe

ensayarse primero, por motivos de seguridad, en chimpancés.

De ahi que la idea de aplicar la ingenieria genética a la elaboracidon de una vacuna contra la hepatitis B se

convirtiera en un reto atractivo.

8.2.2 Las vacunas recombinantes

Se obtienen tras la incorporacién de los genes de la superficie de HBV en diferentes vectores de expresion
(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 protectora es comparable a la de las
vacunas derivadas del plasma. En ambos casos, la respuesta inducida es muy duradera y normalmente se
obtiene proteccién para toda la vida tras la vacunacioén.

Actualmente, las vacunas recombinantes son las mas empleadas y las obtenidas a partir del plasma estan en

desuso.
8.2.3 Las vacunas de subunidades (derivadas del plasma o
recombinantes)
Test recomendados
El principal problema es la falta de omoniasd s VB
respuesta (no se detectan anticuerpos anti-HBs) o l
la respuesta es baja (< 10 mIU/ml de anti-HBs) en li—l
algunos individuos (Fig.19). En algunos casos, esta Por debajo de rango Compudile aonla
situacion es particularmente preocupante para R inmaniacon
aquellos individuos con riesgo de exposicion a
HBV, tales como personal sanitario, personas que infeccion previa con

HVB, pedir anti-HBc-
Total

reciben transfusiones sanguineas o parejas de
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Figura. 19: Procedimiento para determinar el estado de Ao Tonl negaive] R o
i i ifi f No hay evidencia de infeccién actual o remota Si anti-HBs es también positivo y si HBsAg es
inmunidad frente HBV. Modificado de Krajden, M. et al oy exidencia do nfeccion o remor oD e ambiinpostiv y g
(2 005) induccién de anticuerpos inmunidad innata.
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portadores crénicos.
En individuos inmunocompetentes la incidencia global de no respondedores o bajo respondedores es

menor del 5% en adultos jovenes, pero aumenta hasta el 30-50% segun avanza la edad.

8.2.4 Vectores virales

Se han hecho varios intentos para desarrollar una vacuna eficaz y barata frente a HBV. Una
aproximacién ha sido el expresar el antigeno HBs en un vector viral tal como el vaccinia o adenovirus. Sin

embargo, la vacunacion de chimpancés con estas vacunas induce titulos de anticuerpos significativamente

menores que las vacunas de subunidades.

8.2.5 Vacunas peptidicas

Es 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.

8.2.6 Vacunas DNA

Actualmente se estan probando en fase experimental vacunas de DNA que podrian ser una solucion

para la produccién de vacunas frente HBV de bajo costo.

9. Tratamiento.

El conocimiento de cédmo el virus de la hepatitis B se replica ha sido esencial para el desarrollo de
drogas que inhiben la replicacién viral (Fig.20). Igualmente importante es el conocimiento de la respuesta
inmunitaria del hospedador a la infeccion.

La primera meta del tratamiento es la prevencidn de las complicaciones de la enfermedad hepatica.

Una meta secundaria del tratamiento es la de disminuir el nimero de portadores crénicos, los cuales sirven

como un reservorio de la infeccion HBV.

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, y, por otro lado, suprimir el dafio hepatico
mediado por el sistema inmunitario.

¢ ElIIFN-a se ha utilizado para el tratamiento de |la hepatitis B crénica HBeAg-positiva y HBeAg-

negativa durante mas de dos décadas y ha demostrado ser eficaz para suprimir la replicacién
del HBV e inducir una respuesta serolégica que conduce a beneficios clinicos a largo plazo. Su

efecto parece ser mas de inmunomodulador que de antiviral.
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La 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, en la reactividad de

células T citotdxicas, la produccién de IFN-y por linfocitos y la regulacién de las células NK. IL-

2 puede también disminuir la expresion de los genes HBV y por tanto puede contribuir a la

destruccién de la carga de virus.

Drogas que actiian

predominantemente como antivirales

Adenosina arabinosida (ara-A)

Adenosina arabinosida 5°-
monofosfato (ara- AMP)

Lamivudine (2’-deoxy, 3°-
tiacitidina)

Eficaz pero con neurotoxicidad
significante

Bastante eficaz, biodisponibilidad
limitada

Eficacia significante, buen perfil de
seguridad, en fase II

Eficacia significante, buen perfil de
seguridad

Lovucobir (ciclobutano
nuecleésido)

Fialarudine (FIAU)

Eficacia significante in vitro, escasos
datos in vivo

Buena eficacia en fase II, toxicidad
inaceptable

Drogas que actian principalmente
como inmunomoduladores

Interferén: IFN-a-2b

Interferén: IFN-a-2a, interferén
ittt W GLINTY_

Vacuna terapéutica HVB

Fase I/1I (en prueba)

Seguridad y eficacia moderada

Buen perfil de seguridad pero eficacia
limitada

Toxicidad significante, datos limitados
de toxicidad

Seguridad total y datos de eficacia no
disponibles

Figura 20. Tabla de opciones terapéuticas para el tratamiento de la HBV crdnica

9.2. Antivirales.

Andlogos de nucledsidos tales como lamivudine, famciclovir y lobucovir parecen los nuevos agentes

mas prometedores que actualmente se encuentran en ensayos clinicos (Fig.20). 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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9.2.1. Lamivudine.

El lamivudine es un andlogo del nucledsido de citosina (Fig. 21). Este NZ
compuesto inhibe la RT de HBV y HIV al interferir con la sintesis de la cadena de DNA )\ | OH
proviral a partir del RNA viral. Este compuesto esta licenciado para su uso en humanos. O N

Desafortunadamente se han observado la aparicion de mutantes HBV

resistentes, que presentan una polimerasa mutada.

Los sitios principales de la accién inhibitoria del lamivudine (Fig.22):

Figura. 21: Lamivudine

a) Latranscripcién inversa del ARN pregenémico (PG-ARN) para dar la cadena negativa de ADN.

b) La produccion de la cadena corta de ADN positiva del HVB por la DNA polimerasa viral dependiente

del DNA que da como resultado la produccion del ADN de HVB de doble cadena parcial.

c) Talvez, la produccién de cccDNA a partir del ADN de HVB de doble cadena parcial.
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Figura. 22: Presentacion esquematica de la actividad de la lamivudine en el ciclo de replicacién del VHB

dentro del hepatocito. Khuroo, MS et al. (2016)
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9.2.2. Aciclovir y compuestos relacionados. 0

Aciclovir (Fig.23), ganciclovir, famciclovir y penciclovir son una familia de andlogos de H

guanosina que inhiben la sintesis de DNA viral y proteinas virales (Fig.20).

9.2.3. Fialuridine o FIAU.

FIAU (Fig.24) es un analogo de nucledsido con actividad antiviral frente a
varios virus DNA. FIAU es fosforilado por enzimas virales y celulares y este
analogo 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 no ha sido dilucidado.
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10. El virus de la hepatitis D o agente delta.

En 1977 se publicd la existencia de un nuevo antigeno en algunos pacientes que presentaban una
forma severa de hepatitis B crdnica. Inicialmente, se pensd que este nuevo antigeno (denominado HDAg, del
inglés hepatitis delta antigen) era producido por el virus de la hepatitis B (HBV). Sin embargo, tres afios
después, tras experimentos en chimpancés, se demostré que HDAg era en realidad un componente estructural
de un patdégeno transmisible, que requeria del HBV para completar su ciclo biolégico. Este nuevo agente virico
(denominado agenta delta) consta de las proteinas de la cubierta del HBV que rodean un nucleo ribonucleico

formado por HDAg y una molécula de RNA (Fig. 25).

Virién HDV

Antigeno
Delta Antigeno

grande Delta
pequeiio

Figura 25. Estructura del virion de HDV comparada con
HBV.

En 1983 se le bautizé como virus de la hepatitis D (HDV). El genoma del virus de la hepatitis D (HDV),
un RNA monocatenario circular de 1,7 kb que codifica para un unico polipéptido (HDAg), no se parece a ningun
virus animal conocido y sélo se asemeja al de ciertos viroides y virusoides de plantas. En consecuencia, se cree
qgue el HDV evoluciond a partir de un viroide vegetal que logrd transgredir la barrera entre reinos y se adapté
a la especie humana.

Aunque el virus requiere la presencia del HBV para replicarse, la distribucién epidemioldgica de cada
uno de estos virus es diferente. Asi, por ejemplo, el 90% de los portadores de HBV en algunas islas del Pacifico
estan también infectados por HDV, mientras que las proporciones disminuyen al 8% en Europa y 5% en Japon.
En la Figura 26 se muestra la distribucién del virus en el mundo.

Existe una gran heterogeneidad de secuencia (hasta del 39%) entre los diferentes aislados, lo que ha llevado
a establecer ocho genotipos HDV. El genotipo 1 presenta una distribucién mundial, mientras que los otros

genotipos presentan una distribucion mas restringida.

HBsAg (+)
- > 8%: alta
: 2% - 8%: intermedia

3
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(

Figura 26. Comparativa de la distribucién geografica de la infecciéon por HDV y HBV respectivamente. En la gréfica puede observarse
gue pese a la dependencia de HDV con HBV, la distribucién epidemiolégica no es exactamente la misma.
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Aunque filogenéticamente este virus esta muy alejado del HBV, se trata de un agente infeccioso muy
dependiente de la infeccidn del HBV (Fig. 27). 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.

10.1. Aspectos clinico-patoldgicos de la infeccion.

La infeccion por HDV puede suceder de dos formas (Fig.28):

- Coinfeccidn: al unisono con la infeccion primaria aguda por HBV.
o La expresién del HDAg en los hepatocitos infectados estimula una respuesta inmunitaria
vigorosa que frecuentemente conduce a la eliminacién de ambos agentes (HDV y HBV).
o Causa cuadros graves, como hepatitis fulminante (enfermedad hepatica grave que responde
a la destruccion de un 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, y va a ser fatal en ausencia de un

trasplante de higado)
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- Sobreinfeccidn: con posterioridad a la infeccidén primaria aguda por HBV, siempre que el receptor sea

portador crénico de HBV.
o Conduce invariablemente a la persistencia de ambos virus, aunque, con mucha frecuencia,
acelera la evolucion de la lesién hepdtica cronica, empeorando su prondstico
o Produce un estado permanente de necro-inflamacién y un aumento continuo de fibrosis que
finalmente termina produciendo una cirrosis. En un plazo de 5-10 afos, el 70-80% de los
pacientes HDV crdnicos desarrollan cirrosis, y alrededor del 15% lo hacen en sélo 1-2 afios. Si

bien, también hay personas infectadas que se mantienen asintomaticos toda su vida.
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En conjunto, se estima que los pacientes co-infectados con HBV y HDV tienen 2 veces mas

posibilidades de desarrollar cirrosis que los infectados sélo con HBV.

El virus HDV solo se replica en el higado, por lo que las alteraciones patoldgicas solo ocurren en este

drgano. Aunque estudios in vitro han descrito la existencia de un cierto efecto citopatico del HDV, los estudios

in vivo sugieren que los dafios en el tejido son mas una consecuencia mediada por la respuesta inmunitaria

inducida por el virus.
Coinfeccién HBV-HDV

MW HDV

Figura 28. Patrones serolégicos de HDV. Se observa que la
coinfeccion (panel superior) conduce a la erradicacion de ambos
virus. También muestra la sobreinfeccion con HDV de un
hospedador HBV crénico autolimitada (panel intermedio), y la
sobreinfeccién con HDV de un hospedador crénico para HBV, que
se mantiene en una infeccion de HDV persistente (panel de abajo).
En el caso de la sobreinfeccidn aguda, los niveles de antigeno se
mantienen, pero la respuesta inmune a largo plazo anti-HDV
(IgG)se desactiva, mientras que la sobreinfeccion crénica

mantiene los niveles altos de antigeno y de IgG tanto para HBV

como HDV. Negro, F. (2014)

PERSPECTIVES

Semanas tras la exposicion

10.2. Caracteristicas estructurales del virus y su ciclo
replicativo.

Los viriones del HDV son particulas aproximadamente esféricas (36-43 nm de didmetro) que contiene

un nucleo ribonucleico rodeado por las proteinas de la cubierta del HBV vy lipidos derivados de la célula
infectada. El nucleo o core viral (~19 nm) esta formado por una molécula gendmica de RNA acomplejado con
unas 70 moléculas de la proteina HDAg.

La cubierta del virus contiene unas 100 copias de los tres tipos de proteinas (Fig.29): S-HBAg, M-HBAg
y L-HBAg. La proporcion relativa de estas tres proteinas es 95:5:1, muy parecida a la que presentan las
particulas subvirales producidas durante la infeccién del HBV. Experimentalmente se ha encontrado que la
proteina S-HBAg es suficiente para que se produzca el ensamblaje de la particula HDV, pero que la presencia

de L-HBAg se requiere para la infectividad; M-HBAg no parece esencial para ninguno de los procesos.

Figura 29. Representaciéon esquematica de los componentes
estructurales de HDV. Aldabe, R., Sudrez-Amardn, L., Usai, C. et al.
(2015)

S-HB
., A8 ©® L-HDAg
() m-HBsag ® SHDAg

. L-HBsAg
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Durante la replicacion del virus se observan tres tipos de moléculas de RNA de cadena sencilla, denominadas

genoma, antigenoma y mRNA, en proporciones 500:50:1, respectivamente (Fig.30):

Genoma: es una cadena circular de polaridad negativa de 1672-1697 nucledtidos (dependiendo del

subtipo de virus). La molécula forma una estructura casi de doble hebra, en la que el 74% de las bases

se encuentran apareadas. El genoma contiene un dominio ribozima y un promotor que dirige la

sintesis del mRNA HDAg.

El antigenoma: es una copia complementaria y exacta del genoma, ya que se produce mediante una

actividad RNA polimerasa que utiliza el RNA genoma como molde.

mRNA HDAg: es una molécula linear de 800 nucledtidos que tiene la misma polaridad que el

antigenoma, que porta la estructura cap en 5’ y estd poliadenilada en 3’. La estabilidad de este mRNA

es pequefia y esta siendo sintetizada continuamente durante la replicacién del virus.

Aunque existe solo una ORF en el genoma, se producen dos formas moleculares de HDAg durante el ciclo de

replicacién del virus:

S-HDAg (195 aminodacidos; 24-kDa).

L-HDAg (27-kDa), que tiene una extension adicional de 19
aminoacidos en el extremo C- terminal. Esta forma larga aparece
cuando algunas moléculas antigenomas son editadas
postranscripcionalmente por la enzima adenosina desaminasa
ADAR-1 (“adenosine deaminase acting on RNA-1”). Asi, la
adenosina del codén de terminacion ambar (ORF de HDAg,
amber) es desaminada, formando inosina (el codén UAG pasa a
ser UIG).

Cuando este antigenoma modificado es utilizado como molde
para copiar una molécula de genoma en lugar de la secuencia AUC
se sintetiza la secuencia ACC. Y cuando este genoma modificado
es utilizado como molde para generar el mRNA, el codén de
parada (UAG) ha sido re-emplazado por el coddén para triptéfano

(UGG). Asi, cuando esta molécula de mRNA es traducida en el

Antigenoma 903904 1015 3 €rennnnnnnene 5
. .’
795 1638
0/1683
Genoma [ — »3
795 1638
.
'y 0/1683
688/689
mRNA 950 1015 f [ C—— 5
w ——\
« SHOAG
< v 1633
Dominio ribozima W ore HDAg [} Extension de aminodcidos C-terminal

Isefial poliadenilacién  # [Sitio de corte delaribozima ¥ Siti0 de edicion de RNA

Figura 30. Cadenas de RNA durante la replicacién
de HDV. Pascarella & Negro (2011).

ribosoma se produce la proteina L-HDAg, que termina su sintesis en un codén de parada localizado 19

codones mas abajo (Fig. 31).
ADAR mediated

(Cimeon =55 (o)

? — ui
\ Amber Stop Codon ‘
C) Figura 31. Modificacion postranscripcional de antigenoma
Genome Genome
AUC ACC para la obtencion de L-HDAg. Pascarella & Negro (2011).

mRNA UAG Edited mRNA UGG—UGA

l Stop l Trp  Stop

S-HDAg I L-HDAg I
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La funcién de esta modificacidon postranscripcional tiene que ver con cambios importantes sobre el

ciclo replicativo del virus. Asi, S-HDAg es necesaria para que se produzca la replicacion del RNA genoma,

mientras que L-HDAg se comporta como un

dominante negativo que inhibe la replicacion.

En cambio, la proteina es esencial para que se
produzca el ensamblaje de las particulas /

4
virales. [ cromaswa

| (Ribosomas)

La proteina HDAg estimula la actividad
de elongacién de la RNA polimerasa Il a través |
de reemplazar a un factor inhibidor de la
elongacion que se encuentra asociado a la
bien,

polimerasa. Si parece que en la

replicacion del virus también estan implicadas  ieciontov \
otras RNA polimerasas de la célula (I y Ill). Lo
gue si se ha descartado es la participacién de
la polimerasa del HBV en el proceso.

Por otro lado, en ausencia de HBAg,
ambas proteinas, L-HDAg y S-HDAg se localizan en el nucleo,
debido a las secuencias de localizacidon nuclear que presentan
en su estructura, pero en presencia de HBAg, la proteina L-HDAg
es relocalizada al citoplasma. Ademas, la proteina L-HDAg, en su

extremo C-terminal, tiene la caja CXXX, que es sustrato de

isoprenilacidn, una modificacion que aumenta su capacidad de

\ ‘@L (Pol I1)
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Figura 32. Ciclo vital de HDV. Se puede observar marcado en un
circulo verde el momento de la prenilacién de L-HDAg. Guo, Z,,
King, T. (2015)

inhibir la replicacién del virus y que es necesaria para la formacion de la particula viral, pues es la forma

prenilada la que media la unién directa con las proteinas de la cubierta del HBV (Fig. 32).

Precisamente la prenilacién de L-HDAg se ha convertido en una diana terapéutica muy estudiada en los ultimos

anos. Ademas de los farmacos inmunomoduladores y los inhibidores de la polimerasa viral que son

mecanismos utilizados para el tratamiento de otras infecciones viricas, en el caso de la hepatitis D se ha

investigado el uso de inhibidores de la prenilacién, sin la cual HDV no puede interaccionar con las proteinas

de la cubierta de HBV. Lonafarnib es el farmaco que se esta testando en Fase Il en combinacidn con Ritonavir,

un inhibidor del citocromo P450, que si no estuviera bloqueado, degradaria gran parte del Lonafarnib.
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11. El virus de la hepatitis A

Los brotes de hepatitis A son esporddicos y estan asociados a contaminaciones alimentarias o de
aguas.

El virus de la hepatitis A (HAV) es un picornavirus que carece de envoltura externa. Su genoma es RNA
monocatenario de sentido positivo (ssRNA+) con una longitud de 7,5-Kb. Asociada covalentemente al extremo
5’ del genoma se encuentra la proteina VPg, y en 3’, el genoma, se encuentra poliadenilado. También posee
un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), que es necesario para la traduccion del RNA viral independiente

de la estructura cap.

RNA polimerasa
dependiente de RNA

l Proteinasa
NTR 2A B l

VPg

5  (IRES) NTR 3
’_ 28 |2¢ |aa | |3¢™ | 30" —.
Poly(A)
P2 P3
| J | A J
Capsid proteins Non structural proteins
735 -3027 nt 3028 -7416 nt

Figura 33: Organizacién del genoma del virus de la hepatitis A. El genoma se traduce en una gran poliproteina que es
procesada mediante la proteasa viral 3C en 3 precursores distintos, que a su vez experimentan protedlisis y dan origen
a precursores mas pequefios y proteinas virales maduras. Modificado de Hussain, S. (2013)

El virus de la hepatitis interacciona con el receptor huHAVcr-1 (receptor celular 1 del HAV), que se encuentra
en la superficie de los hepatocitos. Una vez en el citoplasma, el genoma ssRNA+ actia como un mRNA y es
traducido como una poliproteina (Fig. 33). La proteasa viral 3C procesa a la poliproteina generando las
distintas proteinas del virus. La proteina 3D es una RNA polimerasa dependiente de RNA que se encarga de la
replicacién del genoma, primero produce una copia de ssRNA- que actia de molde para producir nuevas
copias del genoma ssRNA+. Una vez formadas las particulas virales, éstas son exportadas al exterior de los

hepatocitos.

12. El virus de la hepatitis C

Basado en datos clinicos, inicialmente se denomind como hepatitis “no A no B”, dada la dificultad en
identificar al agente causante. Finalmente, en 1989, Michael Houghton y colaboradores, pudieron identificar
al agente causante de la misma, que fue denominado virus de la hepatitis C (HCV).

La hepatitis C, actualmente es un grave problema de salud publica. Durante mucho tiempo su
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incidencia se ha subestimado, principalmente porque la mayoria de las personas infectadas no presentan
sintomas de enfermedad durante afos o incluso décadas. Ademas, a diferencia de la infeccidon por el virus de
la hepatitis B, la infeccién con HCV es comun en el mundo desarrollado (1-2% de la poblacién). La transmisién
es fundamentalmente a través de transfusiones o el uso de jeringuillas compartidas. Se considera que las
personas que recibieron transfusiones sanguineas, productos derivados de la sangre o transplantes de drganos
antes de 1992 (cuando no se analizaba la sangre frente a HCV) tienen elevadas posibilidades de desarrollar la
enfermedad. Aunque la mayoria de las personas infectadas van a desarrollar infecciones crénicas
asintomaticas, entre el 5-20% evolucionan al desarrollo de cirrosis y de cancer hepatico.

El HCV es un flavivirus, con un genoma de RNA monocatenario de sentido positivo, envuelto en una
capsula icosahédrica. La estructura de la particula viral, dada la dificultad de aislar el virus, todavia no se
conoce con precisiéon. El genoma tiene una longitud de 9,2-kb, contiene un IRES y un marco de lectura abierto
gue codifica para una poliproteina precursora, que va a ser escindida en proteinas individuales por la accién
combinada de proteasas virales y celulares (Fig. 34). El gen NS5b codifica para una RNA polimerasa
dependiente de RNA, que carece de actividad correctora de prueba, lo que redunda en una gran variabilidad

del genoma viral.

IRES HCV genomic RNA

ji Figura 34: Estructura hipotética del virus de
- il Cleaved by host or virus proteases 3000 la hepatitis C (HCV). Se indican la funcién
core|[ E1 [ E2 [[Ns2 | NS3 | NS4, TNSSA | nssB [ estructural o no estructural de las proteinas.
Se desconoce la funcién de P7, no se clasificd
l l l l .l. l l l l en ninguno de los dos grupos. También se
Ndcloo oroteasa ) representa el mecanismo de replicacion del
interno Envoltura éProteasa? Hellcasa oy ? ;7§:Z}na :::ef.ﬁ::.ff;:mA genoma. Modificado de Moriichi, K, et al.

\ ~ -HF (2012).
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CD81 (una proteina integral de membrana perteneciente a la familia de las tetraspaninas), SR-B1 y Claudina 1
se han postulado como receptores para la entrada del virus, dada su interacciéon con las proteinas E1 y E2 del

virus.

12.1. Tratamiento

En los afios 90 el tratamiento utilizado para la infeccion por HCV se centraba en el uso de interferdn
para inducir la respuesta inmunoldgica contra este virus. Sin embargo, se vio que sdélo en un bajo porcentaje
de la poblacidon (6%) se conseguia el efecto buscado.

En 2011 se introdujeron dos inhibidores de proteasa (boceprevir y telaprevir) al tratamiento clasico
con interferdn. Se consiguieron porcentajes de induccion de la respuesta inmunitaria mucho mayores, cerca
del 75%. Se denominaron agentes antivirales de accién directa (DAA).
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Mas tarde se desarrollaron DAAs de segunda generacion. Sus caracteristicas se muestran en la

siguiente tabla en la Fig.35.

Table 4. Direct Acting Antivirals Pharmacologic Profiles

ledipasvir3!

NS5A inhibitor Take without regard to

food; 90 mg once daily

Renal elimination (80%)
Highly protein bound;
excreted via feces

No significant CYP450 activity;
inducers of P-glycoprotein may

Direct-Acting Antiviral Class Administration Elimination Drug Interactions
Side Effects
simeprevir2é NS3A/4 protease Take with food; Highly protein bound; Many drug interactions possible Rash, pruritis, photo
inhibitor 150 mg once daily metabolism CYP450 3A —eg, CYP3A4 inducers sensitivity, transient
and inhibitors increase in bilirubin
sofosbuvir26 NS5B polymerase Take without regard to Prodrug—requires Inducers of P-glycoprotein Mild to moderate fatigue,
inhibitor food; 400 mg once daily metabolism to active form. may decrease concentration headache, insomnia,

diarrhea, and anemia
Since studied in combination
with sofosbuvir, similar

reduce concentration; increases in
stomach pH may decrease solubility
and concentration of ledipasvir.

profile

ombitasvir/33.34
paritaprevir/
ritonavir and
dasabuvir

NS5A inhibitor Take with food;

NS3/4A protease inhibitor (ombitasvir 25 mg plus

No antiviral paritaprevir 150 mg plus

properties-booster ritonavir 100 mg combin-

nonnucleoside and NS5B ation tablet) 1tablet daily

polymerase inhibitor along with dasabuvir 250 mg
tablet twice daily

Overall well-tolerated
when not used with
ribavirin; paritaprevir
associated with transient
bilirubin elevation.

All agents highly protein bound; Combination may have inhibitory
ombitasvir is hydrolyzed, effect on metabolism of drugs like
other 3 agents metabolized by  pravastatin, rosuvastatin ARBs,
CYP450; ritonavir is highly potent and calcium channel blockers;
CYP450 inhibitor. CYP3A inducers may decrease
concentration; CYP2C8 inhibitors

may increase dasabuvir concentration.

Figura 35. Tabla sobre el perfil farmacolégico de agentes antivirales de accion directa. Se muestra
el nombre, su mecanismo de acciéon, su modo de administracién, las interacciones con otros
farmacos y posibles efectos secundarios. Lee, J; Coniff, J; Kraus, C. et al. (2015)

12.2. Exosomas

Recientemente se ha investigado sobre un posible factor de virulencia adicional de los virus HAV y

HCV. Se ha visto que estos virus forman exosomas en los hepatocitos. Los exosomas son pequefias
nanovesiculas de unos 100 nm de didmetro que actian como mensajeros capaces de inhibir RNAs, proteinas
y lipidos intercelularmente. HAV y HCV podrian usar estos exosomas para evadir la respuesta inmunitaria
enmascarando sus antigenos. Paraddjicamente, también se ha visto que estos exosomas pueden ser

reconocidos por las células dendriticas plasmacitoidces (pDCs) y activar su produccion de interferdn tipo | (IFN-

1)

M\ HCV genomic RNA
# HAV virion
@ HCV virion

@ HCV exosome

o HAV exosome/eHAV

Figura 36: Sintesis de exosomas en los virus HAV y HCV. El RNA completo e infeccioso del HCV o los viriones ensamblados del HAV
pueden ser incorporados en exosomas de las células infectadas y secretados al medio extracelular. Estos exosomas pueden infectar
otras células susceptibles o ser internalizados por pDCs residentes induciendo una produccion de IFN-I. Modificada de Longatti et
al. 2015
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13. El virus de la hepatitis E

El virus de la hepatitis E (HEV) fue identificado en 1983 en un brote de hepatitis atipica que sufrieron

un grupo de soldados soviéticos destinados en Afganistan. Esta epidemia tiene las mismas caracteristicas

epidemioldgicas que se observaron anteriormente en la epidemia de Kashmir (1978).

La secuencia del genoma viral se determind en 1990, estableciéndose en estudios posteriores la
existencia de cuatro genotipos principales: HEV1-4.
La familia Hepesviridae se divide en dos géneros: Orthohepevirus y Piscihepevirus. La mayoria de las cepas de
HEV identificadas hasta el momento pertenecen al género Orthohepevirus que se divide en cuatro especies:
Orthohepevirus A, B, C y D. Los cuatro principales genotipos de HEV que pertenecen a la especie

Orthohepevirus A son capaces de infectar a humanos (HEV1-4).(Fig. 37)

Orthohepevirus

Piscihepevirus

Fig.37: Arbol filogenético de miembros

representativos de la familia
— Hepeviridae. Doceul, V; Bagdassarian, E;
Cutthroat Trout etal. (2016)

aa

La epidemiologia de la infeccién viral es dependiente de la regiéon geo-sanitaria. Asi, en areas de

pobres condiciones sanitarias, donde los genotipos HEV1 y HEV2 predominan, la transmisién entre humanos
es a través de la ruta fecal-oral, principalmente a través del agua contaminada. En los paises desarrollados,
donde los casos que se dan son esporadicos, los genotipos HEV3 y HEV4 son transmitidos a humanos a partir
de sus reservorios animales. También se han documentado muchos casos de transmisién del virus mediante
transfusiones sanguineas. Se piensa, ademads, que la incidencia de hepatitis esta subestimada, principalmente
por la baja sensibilidad de los ensayos seroldgicos actuales.

La infeccidn por HEV produce normalmente una enfermedad aguda autolimitada, aunque en paises

en desarrollo puede ser causa de muerte durante el embarazo, cuando el sistema inmunitario desarrolla un
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grado de inmunosupresién para facilitar la tolerancia inmunitaria de la madre frente al feto. En pacientes
inmunocomprometidos y en receptores de transplantes de érganos se han descrito casos de hepatitis crénica
con desarrollo de cirrosis.

Enla tabla de la Fig.38 se muestran las caracteristicas clinico-epidemioldgicas mas relevantes de la infeccidn

por HEV.

Epidemiologia
Genotipo ly2 3y4
“Fuente de infeccién | Humano 1% Zoonbtico; cerdos son l:)s_h_os-pzaaac;rgs-
primarios
Ruta de infeccién | Fecal-oral p_o; :;g_u; contaminada | Fecal-oral I)t;r_c;r;le_ decerdo
contaminada, exposicién directa, agua
contaminada.
“Infecciones por transfusién [ S§{ T s T
“Seroprevalencia Bajo en nifios < 15 afios, aumenta | Aumento constante a través de los
rapidamente de los 15 a los 30 grupos de edad
“Incidencia [ Variable 64/1000 pacientes/afio, | Variable: 3/100 pacientes/afio (sur
______________________ | Bangladesh _ ___________ ] Francia); 7/1000 pacientes/afio (USA) _
Brotes Si, puede haber cientos de casos No, pequefios grupos de casos de una
| fuente de alimento concreta
“Tasa de ataque ~len2 ~ 7T T 67-98% de los infectados son
asintomaticos
“Infeccién persona-persona | Muy limitada | No T T T T TTTTT
“Estacionalidad [ Si; los brotes ocurrenen | No T~
LI 3016 1 O | O SO e
“Enfermedad e_n_vi_aj_e;o; au_e ______ Bien descrito Esta comenzando a emerger como alto
retornan de dreas de endemicidad riesgo en areas que comienzan a
describirse
Caracteristicas clinicas
Ao de infeccién 15-30 >50
“Sexo (Ratio hombre/mujer) | 21T T >3:1 T
“Curso clinico [ Hepatitis autolimitada la mayoria | Hepatitis autolimitada la mayorfa
“Complicaciones neurolégicas | S si Tttt TTmmmTTT
“Muertes en ;n-uj_er-e; embarazadas | Sf; 20-25% en el Gltimo trimestre | No 777
“Resultado en f)z;ci_e;t_es_c?)x; _______ Pobre 777 Pobre 7777
patoldgicas crénicas hepaticas
subyacentes
“Infecciones crénicas | 1 Si; solo genotipo 3
“Peso de la patologia | 3,4 millones de casos/afio; 70000 | No se conoce
muertes; 3000 nacidos muertos

Figura 38. Tabla de caracteristicas clinico-epidemiolégicas HEV. Modificada a partir de Kamar et al (2014)
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HEV (Fig.39) es un virus sin cubierta que consta de:

= Una cdpsulaicosahédrica de 27-34 nm

de diametro.

= Genoma de RNA de cadena sencilla y polaridad positiva

= Tamafiode 7,2 Kb

= Estructura cap en 5’ y estd poliadenilado en 3’.

= Tiene 3 ORFs

5'UTR

|
T
0 1 2 3 l 4 5 6 7 7.2 kb
mg Poly A
Genomic RNA 7.2 kb
mg Poly A
Subgenomic RNA 2.2 kb

Figura 39: Genoma HEV

La ORF1 codifica para una larga proteina (1693 aminoacidos) que contiene varios dominios estructurales,

incluido un dominio RNA polimerasa dependiente de RNA; no existe evidencia que la proteina sea procesada

postraduccionalmente.

La ORF2 codifica para la proteina de la capsida (606 aminoacidos), y es responsable también del ensamblaje

del virus y la interaccién con las células blanco

La ORF3, que solapa con la ORF2, codifica para una proteina pequefia (113-114 aminodcidos) que esta

implicada en la morfogénesis del viridn y su liberacion desde la célula infectada.

Recientemente (2016), se ha identificado una
nueva ORF (ORF4) (Fig. 40) solo identificada en

el genotipo HEV1 que es traducida de forma

Cap-independiente mediante un sitio de

entrada interno ribosomal (IRES) dentro de la

secuencia que codifica para la ORF1. El
producto de esta nueva ORF interacciona con
multiples proteinas virales para formar un
complejo de proteico que promueve la

replicacién viral.

El HEV se replica en hepatocitos, pero

nt5107 7192

) ' ' )
5 ! 13
1 1
1 1
7’
nt3308 4
4

\,
5145 712,

02835 145 "_ORFZA’H \

Subgenomic RNA 2Kb

Figura.40: llustracion esquematica del genoma HEV1, RNA subgendémico y
ORFs. Nan,Y and Zhang, Y-J (2016)

también en enterocitos y en los nédulos linfaticos.

El viridon es bastante resistente al calentamiento. Asi, se ha visto que continda siendo viable tras ser

incubado 1 hora a 562C, y se requieren incubaciones a 712 durante 20 minutos para su completa inactivacion.
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