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INTRODUCCION

A partir del descubrimiento del antigeno Australia por
Blumberg a finales de los afios 60, el avance en el conoci-
miento del virus de la hepatitis B (VHB) es impresionante.
Actualmente, el diagnéstico serologico para la deteccion de
sus antigenos y anticuerpos es el mas completo en compa-
raciéon con los otros virus de las hepatitis. Con el conoci-
miento de su estructura genémica, fue posible desarrollar la
primer vacuna recombinante la cual es muy efectiva y los
efectos colaterales que se pueden presentar son minimos.
El diagnéstico molecular mediante la amplificacién de su
material genético con la técnica de la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) o mediante métodos de hibridacion,
permite la identificacion directa del material genético del
virus en muestras biolégicas y son una herramienta impot-
tante en el seguimiento de pacientes durante su tratamien-
to. Ademds, el conocimiento de la secuencia de genomas
virales de diferentes aislamientos del mundo, ha permitido
la clasificacién del vHB en ocho diferentes genotipos que se
nombran con las letras capitales del alfabeto (de la A a la
H). También se han caracterizado diferentes mutaciones
encontradas en: a) el gen que codifica para el antigeno de
supetficie del viiB (HBsAg) y/o enla region X en diferentes
aislamientos del virus obtenidos de pacientes con resulta-
dos de serologia negativa al (HBsAg), b) en la region pre-
core y cote en pacientes con diferente severidad de dafio
hepatico y con ausencia del antigeno “e” (HBeAg) circulan-
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te, ¢) en la region de la polimerasa en pacientes que desarro-
llan resistencia al tratamiento antiviral. Sin embargo, a pesar
de que existe una gran cantidad de avances, aun se requiere
un mayor nimero de estudios, que permitan establecer una
asociacion de las caracteristicas genéticas del vHB con la re-
solucién de la enfermedad o con la progresion a diferentes
grados de dafio hepatico, sin dejar de lado el papel que jue-
gan los aspectos genéticos, ambientales y psicolégicos de
los hospederos en su interaccion con este virus.

EL virus

El vuB se clasifica dentro de la familia Hepadnaviridae, del
género Orthobepadnavirus, presenta tropismo por el higado y
se caracteriza por ser un virus de DNA circular de doble ca-
dena, el cual se replica a través de un RNA intermediario
mediante transcripcion reversa (1-5). El genoma del vHB se
puede integrar en los cromosomas del hospedero, pero no
es un requisito para la replicacion viral. En vivo, el higado
es el principal 6rgano de replicacion del virus. La particula
viral madura esta compuesta de una nucleocapside rodeada
por una bicapa de lipidos en la cual se incorporan las pro-
tefnas de la envoltura (1,3,4). Dentro de la nucleocapside, se
encuentra el genoma viral que contiene toda la informacion
genética organizada.

RESUMEN

El conocimiento del genoma y proteoma del vHB
ha contribuido considerablemente al desarrollo de
mejores métodos diagndésticos seroldgicos y
moleculares, de una vacuna recombinante y de
tratamientos antivirales. Actualmente, se estan
desarrollando ensayos clinicos con el objeto de
conocer mas acerca de el papel que juega la
variabilidad genética del virus y los factores
ambientales y genéticos del hospedero en la
evoluciéon natural de la infeccidn por el vHB; asi
también para conocer como esos factores influyen
en el tratamiento de esta infeccion. En estos tiempos
es muy importante entender las bases moleculares
de la infeccion por el vHB, del diagndstico y del
tratamiento con el objeto de aplicarlo adecuadamente
en la clinica.
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ABSTRACT

The knowledge of the HBV genome and
proteome has contributed considerably to the
improvement of serological diagnosis and to the
development of a recombinant vaccine, molecular
diagnosis and antiviral treatments. Currently, clinical
studies are developed in order to know the role that
play the genetic variability of the HBYV, the
environmental and genetic factors of the host in the
natural evolution of HBV infection; as well as, to
understand how these factors influence in the
treatment response. Nowadays, it is very important
to understand the molecular basis of HBV infection,
diagnosis and treatment in order to have a good
clinical application.
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GENGMICA Y PROTEOMICA DEL VHB

Genoma del vis

El genoma del vHB tiene esta constituido por un
DNA de aproximadamente 3,200 pb, varfa un poco
dependiendo del genotipo, este genoma tiene la
caracteristica de que una de sus cadenas es mas
pequena que la otra. Se divide en cuatro regiones
principales que son fragmentos de lectura abierta
(FLA) sobrepuestos entre si: S, C, P,y X (figura
1a). Estos FLA contienen a los genes que codifi-
can para las proteinas de la envoltura viral, la pro-
teina de la capside, el antigeno ¢ (HBeAg), la
polimerasa y la proteina X. Todas las bases del
DNA del genoma del vHB, participan en la codifi-
cacion de al menos una proteina del virus (1,3,4).

Fragmento de lectura abierta S (rLa-S)
oregions

El fragmento de lectura abierta S (FLA-S), conoci-
do también como region S, contiene las regiones
Pre-S1, Pre-S2 y el gen S que codifican para las
proteinas de la envoltura viral. La proteina gran-
de se forma mediante la codificacion de las regio-
nes Pre-S1, pre-S2 y S; la proteina mediana s6lo
se deriva de la informacion genética de Pre-S2 'y
del gen Sy la proteina pequefia conocida también
como el HBsAg se forma a partir del gen S.

Ficura 1a
GENOMA DEL VHB
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Proteinas codificadas por el FLA-S
HBsAg

Es una proteina altamente hidrofébica de 226 aminoacidos,
este antigeno contiene cuatro regiones transmembranales
que atraviesan la envoltura viral (1,3,6). Entre la region de
aminoacidos del 100 al 160, se localiza en la parte externa
de la envoltura viral el determinante “a” del HBsAg, (figura
2). Este determinante evoca una respuesta inmune humoral
dominante e intensa ya sea por una infeccién activa o en
respuesta a la vacuna (7-10); los anticuerpos que se forman
en respuesta a este determinante, juegan un papel muy im-
portante en la proteccioén del hospedero contra el virus. Asi
también, los anticuerpos que se utilizan en el diagndstico
serologico para la deteccion del HBsAg reconocen al deter-
minante “a” (7,11,12). La presencia de este antigeno en cir-
culacion sanguinea es a partir de los 22 dias post-infeccion
y continua circulante ain en fases tardias de la hepatitis B
en la mayoria de los pacientes con infeccion por el VHB,
caracteristica que le permite ser el principal marcador
serologico de hepatitis B (1).

La proteina M de la envoltura viral

Contiene 281 aminoacidos, 55 que son codificados por la
subregion Pre-S2 mas los 226 provenientes del gen S y que
constituyen al HBsAg. Se sugiere que el dominio formado
por los 55 aminoacidos es hidrofilico y se encuentra en la
parte externa de la envoltura viral (1,3,4). Ademas, tiene la
capacidad de unirse a la albumina polimerizada, esta carac-
teristica podtia ser la responsable de una de las vias de en-
trada del vuB al hepatocito (13).

La proteina L de la envoltura viral

De las proteinas que forman la envoltura viral es la de ma-
yor tamafo. Ademas de los dominios de 55 y 226
aminoacidos que forman parte de la proteina M, contiene
un dominio de 108 aminoacidos codificados por la subregion
Pre-S1 (1,3,4). Existen evidencias que sugieren que la prin-
cipal via de entrada del vHB al hepatocito es por medio de la
interaccién del dominio Pre-S1 de la proteina L. con el re-
ceptor glicoproteina asialica del hepatocito (13,14).

Fragmento de lectura abierta C (r.a-C) 0
region C

Contiene 636 nucledtidos (1,814-2,450). De manera similar
al rLA-S, el FLA-C contiene en el extremo 3’ terminal al gen
Cyen el extremo 5’ terminal un FLA conocido como region
pre-C (figura 1a). El gen C (1,901-2,450) codifica para la
proteina de la capside o antigeno central del vip (HBcAg).
El gen C en conjunto con la region Pre-C codifican para el
HBeAg (1,3,4).

PROTEONAS CODIFICADAS POR LA REGION C

La proteina de la capside o HBcAg

Hsta formada por 183 aminoacidos, varias subunidades de
esta proteina (alrededor de 180), se ensamblan por si mis-
mas dando lugar a la estructura viral conocida como capside,
la cual se encarga de empaquetar el RNA pregenémico (RNAPE)
y a la polimerasa viral (4,15). Este empaquetamiento es in-
dispensable para que se efectte el ciclo de replicacion del
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Ficura 1B
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vHB. Existen evidencias que indican que en esta proteina se
encuentran los principales determinantes antigénicos
involucrados en la respuesta inmune citotoxica, la cual jue-
ga un papel muy importante el la eliminacién favorable del
VHB en individuos inmunocompetentes (16,17).

HBeAg

El HBeAg o conocido también como la proteina pre-core,
o proteina HBe, es la forma soluble del HBcAg. Se forma a
partir de la proteina de la capside mas la adicion en el extre-
mo amino terminal de 29 aminoacidos provenientes de la
regién pre-core. Esta proteina sufre una hidrolisis los extre-
mos amino y carboxilo terminal (figura 1b), lo que da como

resultado la secrecion del HBeAg con un peso molecular de
15218 KDa (1,2,3,4). El HBeAg es esencial para el estable-

cimiento de una infeccién persistente. También se conoce
que este antigeno es capaz de cruzar barrera placentaria in-
duciendo tolerancia al VHB, en neonatos que son infectados
por sus madres a la hora de nacer (18).

Fragmento de lectura abierta P (rLa-P) o
region P

Es la region mas grande del vHB, contiene 2,436 nucleétidos.
Hsta region codifica para la polimerasa viral y se sobrepone
con los tres FLA: S, Cy X (1,3,4) (figura 1a).

PROTEGNA CODIFICADA POR EL FLA—P

Polimerasa viral

A esta proteina se le conocen al menos cuatro dominios
funcionales: el dominio terminal, el cual participa en la
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FiGURA 2
DETERMINANTE “@” DEL VHB.
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encapsidacion e iniciacion de la sintesis de la cadena negati-
va de DNA; un dominio de funcién desconocida que se le
conoce como un espaciador; el dominio con actividad de
transcriptasa reversa y de DNA polimerasa el cual participa
en la sintesis del genoma viral y el dominio RNasa H, el cual
degrada al RNA pregenomico vy facilita la replicacion (1,3,4).

Fragmento de lectura abierta X (r.a-X) o region X
Contiene 462 nucleotidos (1,374-1,836) y codifica para la
proteina X la cual es la mas pequefa de las proteinas del
vhB (1,3,4) (figura 1a).

Proteina X

HEs una proteina de 16.5 KDa que esta formada por 154
aminoacidos. Es de caracter basico, propiedad que le per-
mite la unién con el bNA. Tiene funcién de activador tipo
trans para la transcripcion del propio gen X y de una serie
de promotores celulares tales como ¢-fos, c-jun y los genes de
la RNA polimerasa tipo II. Estas caracteristicas le permiten a
esta protefna, participar en la transcripcion de su propio
gen y genes del hospedero (19). La proteina X se une e
inactiva a la proteina supresora de tumores p53 (20) por lo
que puede jugar un paper importante en el desarrollo de
cancer en pacientes infectados. También, se une a un com-
plejo del proteasoma, este complejo participa en el proce-
samiento de proteinas que es necesario para el reconoci-
miento inmune; al unirse la proteina X al proteasoma po-
dria inhibir la presentacion antigénica y de esta forma po-

drfa conducir a una evasioén de la respuesta inmune contra
el vip (21).

Diagnéstico seroldégico de la hepatitis B

LLos marcadores serolgicos utilizados en el diagnostico son
los antigenos virales: HBsAg y HBeAg, asi también los
anticuerpos Anti-HBs, IgM-anti-HBc, Anti-HBc y anti-HBe
producidos por el sistema inmune en respuesta a la infec-
cion. Estos marcadores, se identifican por métodos
serologicos inmunoenzimaticos realizados ya sea con la téc-
nica de ensayo inmuno enzimatico en fase solida (ELISA) o
por radio inmuno ensayo (RIA). En base a lo anterior, el
diagnéstico serolégico de la hepatitis B es mas completo si
se compara con otras hepatitis de etiologfa viral en las que
solo se detecta la presencia de anticuerpos.

Diagnéstico seroldgico de la hepatitis B aguda

La viremia se detecta entre las tres y cinco semanas antes de
la presencia de las manifestaciones clinicas de la enferme-
dad. Las infecciones por el vHB presentan la peculiaridad de
que en el plasma de individuos infectados se detectan parti-
culas que contienen un exceso de las proteinas que forman
el HBsAg, La presencia de este marcador indica la existen-
cia de infeccion por el VHB ya sea aguda o crénica. El HBsAg
se encuentra presente en suero dos o seis semanas antes de
la evidencia bioquimica de dafio hepatico y permanece po-
sitivo a través del curso de la infeccién. Entre dos y cuatro
semanas después de que se presenta el HBsAg, aparecen
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FiGUurAa 3
EvoLUCION DE LA HEPATITIS B. A) INFECCION AGUDA AUTOLIMITANTE. B) INFECCION QUE NO SE
RESUELVE Y EVOLUCIONA A CRONICIDAD. LOS CUADROS ABIERTOS EN LA PARTE SUPERIOR DE LAS
GRAFICAS INDICAN LA PRESENCIA DE LOS ANTIGENOS DEL VHB Y DEL DNA-VHB.
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los anticuerpos IgM-anti-HBc los cuales son el marcador
serologico estandar para el diagnostico de hepatitis B agu-
da. Estos anticuerpos disminuyen su titulo con resultados
negativos, generalmente seis meses después que inici6 la
infeccion (fig. 3) (1). Otro marcador serolégico es el HBeAg,
se detecta al inicio de la infeccién y desaparece después de
que se elevan los niveles de la enzima alanino amino
transferasa (ALT) (1). LLa presencia de este antigeno en el
suero del paciente indica que el virus se encuentra en

replicacion activa. La desaparicion del HBeAg y la apari-
cion del anti-HBe, indica que existe una reduccion de la
replicacion viral, de igual manera con la desaparicion del
HBsAg y aparicion del anti-HBs (fig. 3). En enfermedades
agudas este cuadro generalmente se acompafa de la resolu-
cién de la enfermedad (1).
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Diagnéstico serolégico de la hepatitis B cronica
La enfermedad cronica por el VHB se caracteriza por la pre-
sencia del HBsAg por mas de seis meses (1). Sin embargo,
conforme avanza la cronicidad este antigeno tiende a des-
aparecer, lo cual es mas acentuado en pacientes con CHC
(22). En pacientes con infeccion cronica también es comun
detectar el anti-HBc. Aunque en estos pacientes no es co-
mun detectar el anti-HBs, existen reportes en los que se
detectan estos anticuerpos en coexistencia con el HBsAg;
En la fig. 3 se muestra un resumen de la interpretacion del
diagnostico serologico.

Diagnéstico molecular de hepatitis B

Ta deteccién del DNA-VHB se considera como el indicador
mas sensible y especifico de replicacion viral e infectividad.
La deteccién del DNA-VHB es esencial para la correcta inter-
pretacion de los resultados inmunoldgicos y es imprescin-
dible para el seguimiento del paciente con tratamiento. El
DNA del VHB se puede detectar en el suero, higado y células
mononucleares de sangre periférica de pacientes infectados
con el VHB.

Existen diferentes métodos para la deteccion del bNa
viral: 2) métodos de hibridacién de acidos nucleicos; tales
como el dot-blot, slot-blot, Southern-blot, DNA ramificado y
b) métodos de amplificacion de los cuales el mds representa-
tivo es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). A pesar
de que los métodos de hibridacion tienen una buena sensibi-
lidad, sélo logran detectar de 10* a 10° genomas/200ml de
suero (23-25). En cambio con el método de PCR se logran
detectar hasta 3 copias del genoma/100ul de suero con una
especificidad del 100%, por lo que este método es el que se
utiliza con mayor frecuencia en la actualidad (23).

Ventajas del diagnéstico molecular en
comparacion con el diagnéstico serolégico

A pesar de que el diagndstico seroldgico del vHB es el mas
completo, ya que podemos detectar los antigenos: HBeAg
y HBsAg y los anticuerpos: IgM-anti-HBc, anti-HBc, anti-
HBe y anti-HBs; el diagnéstico molecular es mas sensible y
especifico, detecta directamente el material genético del vi-
rus, ya sea en forma libre o integrado en células hepaticas o
leucocitos. Existen evidencias de la presencia del vHB en
pacientes con serologia negativa al HBsAg (9-12), asi tam-
bién como en pacientes con serologia negativa al HBeAg a
pesar de una elevada replicacion viral (3,25,26). En el caso
de los pacientes con hepatitis B y serologia negativa al
HBsAg, las principales causas que podrian explicar la
seronegatividad son las siguientes: a) presencia de comple-
jos inmunes (anti-HBs-HBsAg), b) mutaciones en la region
S (9-12) y ¢) pacientes con coinfeccion por otros virus como
es el virus de la hepatitis C (24). En el caso de la no detec-
cién del HBeAg, a pesar de una elevada replicacion viral se
conocen dos tipos de mutaciones; unas presentes en la re-
gion precore y otras en el promotor core. Las mutaciones
en la region precore se relacionan con cambios en la posi-
ci6én 1896 con el cambio de una guanina por una adenina
que genera un codon de paro y por lo tanto no se traduce el
HBeAg (3,25). Las mutaciones en el promotor core se re-
fieren a cambios de bases que se localizan entre los

nucleétidos del 1,570 al 1,770 del genoma del vHB. Estas
mutaciones se asocian con una disminucién del HBeAg y
un incremento de la replicacion viral (3,25,26).

Otra ventaja del diagndstico molecular en compara-
cién con el diagnoéstico serolégico es que es el método que
valorara con mayor certeza la respuesta al tratamiento (2).

VARIABILIDAD GENETICA DEL VHB

Genotipos del vis

A nivel de la secuencia de nucleétidos este virus se clasifica
en ocho genotipos diferentes denominados del A al H
(27,28). Dicha clasificacion se fundamenta en que no deben
de existir diferencias del 8% o mayores en la secuencia de
nucleé6tidos del genoma completo, o del 4.2% o mas cuan-
do se considera solo el gen S entre los miembros de un
mismo grupo. Los genotipos tienen una distribucion geo-
grafica caracteristica. En paises asidticos predomina la pre-
sencia de los genotipos B y C; en Europa y EUA se identi-
fican con mayor prevalencia los genotipos A y D; el genotipo
E se identifica en paises africanos; en latinoamérica, el
genotipo predominante es el F, en México existen pocos
estudios, sin embargo en una poblacion del occidente del
pais, se identific6 al genotipo F como predominante (29), el
cual actualemtne se ha clasificado como genotipo H.

Genotipos y severidad de dafio hepatico

Existen evidencias de que el genotipo C conduce a una en-
fermedad hepatica mas severa con un mayor grado de acti-
vidad necroinflamatoria y fibrosis y se presenta con mayor
prevalencia en pacientes con cirrosis y CHC. Sin embargo, a
pesar que la progresion de la enfermedad en pacientes con
infeccion por el genotipo B es mas lenta, la evolucién a
cirrosis y CHC es similar a la del genotipo C (30-32). Estos
estudios provienen de paises asiaticos, donde la prevalencia
de los genotipos B y C es mas clevada.

Un estudio realizado en una poblacién de Espaiia,
muestra una mayor frecuencia del genotipo A en pacientes
con hepatitis cronica en relacién con la presencia de
genotipos no A en pacientes con hepatitis aguda que se re-
suelve favorablemente (33). Esto puede sugerir que en pai-
ses con baja endemia, el genotipo A juega un papel impor-
tante en la evolucion a enfermedad crénica por hepatitis B.
Resultados similares, pero con otro disefio se reportaron en
Argentina donde se encontré que la frecuencia del genotipo
A es mayor en zonas de alta endemia de hepatitis B, en cam-
bio en zonas de baja endemia el genotipo que predomina es
el F (34). Por lo anterior, es clara la necesidad de realizar
estudios representativos poblacionales en otros paises in-
cluyendo México que permitan determinar la magnitud del
problema.
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