Variantes o mutaciones del virus de la hepatitis B
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Resumen:

La hepatitis B es una infeccién hepatica potencialmente mortal causada por el virus de
la hepatitis B (VHB). Constituye un importante problema de salud a nivel mundial ya
que puede causar hepatopatia crénica y conlleva un alto riesgo de muerte por cirrosis
y cancer hepético. Se estima que hay aproximadamente 250 millones de personas que
padecen infeccion crénica por el virus de la hepatitis B. A pesar de que la existencia de
vacunas y tratamientos antivirales ha provocado una notable reduccion de los casos de
insuficiencia hepdtica aguda asociados a la infeccion por el VHB, su cronicidad supone
todavia un importante problema de salud.

El genoma del VHB presenta una tasa de mutaciéon muy alta, 100 veces mas que otros
virus ADN. Esto hace que sea un virus muy variable, pudiendo producir en un mismo
huésped diferentes variantes o quasiespecies, diferenciadas por pequefias mutaciones
que favorecen el potencial oncogénico del virus ademas de atenuar lainmunogenicidad
y la antigenicidad.
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Variants or mutations of the hepatitis B virus

Abstract:

Hepatitis B is a life-threatening liver infection caused by the hepatitis B virus (HBV). It is
a major health problem worldwide as it can cause chronic liver disease and carries a
high risk of death from cirrhosis and liver cancer. It is estimated that there are 250 million
people suffering from chronic hepatitis B virus infection. Although the existence of vac-
cines and antiviral treatments has led to a notable reduction in cases of acute liver failure
associated with HBV infection, its chronicity is still an important health problem.



The HBV genome has a very high mutation rate, 100 times more than other DNA viruses.
This makes it a highly variable virus, being able to produce in the same host different
variants or quasispecies, differentiated by small mutations that favor the oncogenic po-
tential of the virus besides attenuating the immunogenicity and antigenicity.

© 2018 Academia de Ciencias Médicas de Bilbao. All rights reserved.

Introduccion

La hepatitis B es una infeccién hepatica potencialmente
mortal causada por el virus de la hepatitis B (VHB).
Constituye un importante problema de salud a nivel
mundial ya que puede causar hepatopatia crénica y
conlleva un alto riesgo de muerte por cirrosis y cancer
hepatico. En el dltimo informe de la OMS sobre hepati-
tis viricas, se estima que hay aproximadamente 250 mi-
llones de personas que padecen infeccién crénica por
el virus de la hepatitis B, encontrandose mas del 60%
de los casos en Africa y en el Pacifico Occidental (OMS,
2017). Gracias a la existencia de vacunas se ha produ-
cido una notable reduccién de la incidencia de infec-
cién aguda por el VHB, especialmente en poblaciones
de alto riesgo, pero su cronicidad supone todavia un
importante problema de salud a escala mundial®-2,

El VHB es un virus DNA, hepatotropo no citotéxico
perteneciente a la familia de los Hepadnavirus, género
Orthohepadnavirus. La estructura del VHB esta for-
mada por una cubierta lipoproteica que envuelve una
nucleocapside icosaédrica, en cuyo interior se encuen-
tran, principalmente, la polimerasa virica y el ADN cir-
cular formado por una hebra de DNA completa y otra
incompleta, que se circularizan gracias a la comple-
mentariedad entre los extremos 5’ de ambas hebras!.
En la figura 1 aparece recogida la estructura del virus
de la hepatitis B y, en la figura 2, el genoma del virus.

Los diferentes marcadores seroldgicos de la infec-
cion por el virus de la hepatitis B (VHB), tanto aguda
como croénica parecen recogidos en la figura 3.

Cuando este virus se presenta ante el sistema inmu-
nolégico humano, es capaz de producir una respuesta
humoral frente a diferentes antigenos. La cara externa
de la bicapa lipidica del virus presenta un antigeno co-
nocido como antigeno de superficie (HBsAg), frente al
cual se generan anticuerpos en el hospedador. El
HBsAg, también conocido como antigeno Australia,
estd formado por 3 proteinas: S, M y L, en orden de
menor a mayor longitud aminoacidica, codificadas por
el gen S. En su estructura tridimensional, este antigeno
deja al descubierto al menos 5 epitopos conformacio-
nales (HBs1-HBs5), formando la unién de al menos 3
de ellos el determinante antigénico “a” comprendido
entre los aminoacidos 121 a 149 de la region S, dentro
del gen S3.Por otra parte, en la estructura de lanucleo-
capside se encuentra el antigeno Core (HBcAg), tam-
bién con capacidad inmunogénica. Es una pequefia
proteina que forma dimeros que se ensamblan y for-
man una particula Core icosaédrica*. Su extremo C-ter-
minal rico en argininas, localizado en la cara interna de
las particulas, se encarga de unir el RNA pregendmico
para la replicacion del virus®. La cadena de aminodci-
dos de la proteina core junto con 29 aminoacidos codi-
ficados en la region pre-Core, es procesada por el
aparato de Golgi liberando a la circulaciéon sanguinea
el antigeno e (HBeAg), del que no se conoce su funcién
exacta pero produce el estimulo de los linfocitos B para
la generaciéon de anticuerpos, produciendo una res-
puesta inmunolégica de tipo humoral®. Ademas de
estos antigenos, existen otras proteinas y enzimas,

HBSAQ

y 42nm

HBcAg
DNA Polymerase

Figura 1. Imagen y estructura del virus de la hepatitis B.
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Figura 2. Genoma del virus de la hepatitis B.

como la proteina X o la polimerasa, codificadas en el
DNA viral. La polimerasa de este virus posee funciones
que en otros virus son realizadas por enzimas indepen-
dientes. Estas actividades son DNA polimerasa, trans-
criptasa inversa y actividad ribonucleasa’.

Debido a la falta de funciéon correctora de errores y
a su actividad retrotranscriptasa, presenta una alta tasa
de mutacién, influyendo también en este aspecto el so-
lapamiento de genes en el DNA viral. El genoma del
VHB presenta una tasa de mutacién de 1,4-3,2 x 10°°
sustituciones/nucledtido/afio, 100 veces mas que
otros virus ADNS&. Esto hace que sea un virus muy va-
riable, pudiendo producir en un mismo huésped dife-
rentes variantes o quasiespecies, diferenciadas por
pequefias mutaciones que pueden favorecer el poten-
cial oncogénico del virus y/o de atenuar la inmunoge-
nicidad y la antigenicidad®.Actualmente se conocen al
menos 10 genotipos diferentes del VHB, nombrados de
la “A” a la “]”. Para que una variante sea reconocida
como un genotipo del VHB debe tener al menos el 8%
de su cadena nucleotidica diferente a cualquier otro,
considerandose como subgenotipo si presenta del 4 al
8% diferente. Existen evidencias de que los diferentes
genotipos y subgenotipos muestran una distribucién
geografica caracteristica relacionada también con la
progresion clinica y el pronéstico de la enfermedad,
ademas de influir en la respuesta al tratamiento?°.

La definicién actual de hepatitis B crénica segin la
OMS se basa en la demostraciéon de la persistencia del
antigeno Australia (HBsAg) en el suero de un paciente
durante un periodo de mas 6 meses, clasificacién reco-
mendada por las guias clinicas de la American Associa-
tion for the Study of Liver Disease (AASLD) y La
Asociacion Europea para el Estudio del Higado (EASL);
siendo la persistencia del HBsAg el principal marcador
del riesgo de sufrir una hepatopatia crénica y cancer

de higado o carcinoma hepatocelular, posteriormente.

También se puede determinar en suero la concen-
tracion de ADN virico, siendo el marcador mas especi-
fico de replicacion viral. Su positividad se suele
correlacionar muy directamente con el HBcAg intra-
hepdtico, con la ventaja de que su determinacidn no
precisa biopsia. De este modo, conocer los valores de

ADN se considera indispensable para tomar la decision

de tratar y para controlar el tratamiento?!.

Recientemente, la Asociacion Europea para el Estu-
dio del Higado(EASL) ha publicado las recomendacio-
nes para el manejo de la infeccidn crénica por el VHB,
mostrando una nueva nomenclatura que clasifica a las
diferentes fases de la infeccién crénica por el VHB
segun los marcadores serolégicos:

e Fase 1: infeccién por VHB créonica HBeAg positiva,
caracterizada por presencia del antigeno “e” del
VHB, junto con un nivel elevado de ADN del VHB,
un nivel normal de ALT y un nivel minimo o nulo
de fibrosis.

e Fase 2: hepatitis B cronica HBeAg positiva. Se carac-
teriza por una elevada carga viral del VHB, unos ni-
veles elevados de ALT, un nivel de moderado a grave
de necroinflamacion hepatica y fibrosisprogresiva.
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Figura 3. Marcadores serolégicos del virus de la He-
patitis B (arriba hepatitis aguda y abajo hepatitis cro-
nica).
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Figura 4. Mutaciones en los genes X, P y C del virus de la hepatitis B mas frecuentes. Se muestran las dos

hebras del DNA viral (+ y -) (tomada de *3).

¢ Fase 3: infeccién por VHB créonica HBeAg negativa
(anteriormente denominada de portador inactivo).

¢ Fase 4: hepatitis B cronica HBeAg negativa.

¢ Fase 5: fase HBsAg negativa (hasta ahora llamada
fase oculta). Su principal caracteristica es que el
antigeno de superficie del VHB esta indetectable.

Esta guia de practica clinica recomienda la deteccién
de HBeAg y anti-HBe para la determinacion de la fase
de infeccién crénica. La medida de los niveles séricos
de DNA se considera esencial para el diagnéstico, el es-
tablecimiento de la fase de infeccion, la decision de co-
menzar un tratamiento y la monitorizaciéon del mismo.
En el caso concreto de la infeccidn crénica HBeAg ne-
gativa y en pacientes tratados con interferdn-alfa, es de
utilidad la cuantificacion del HBsAg sérico!2.

Mutaciones en el virus de la hepatitis B

El genoma del virus de la hepatitis B se compone de 4
genes que se encuentran solapados en el DNA de doble
cadena parcial: gen C, gen S, gen P y gen X. En la figura
4, aparecen recogidas las mutaciones mas frecuentes
del virus de la hepatitis B en los genes X, P y C13.

1.Gen C

El gen C, precore-core (preC/C), contiene la informa-
cion necesaria para formar la proteina Core y el anti-
geno e. Las mutaciones que se producen en el promotor
basal Core, comprende desde el aminoacido 1742 al
1849, pueden suprimir la produccién de RNAmpreC a
nivel transcripcional contribuyendo asf a la sintesis de-
fectiva de HBeAg!*. Las mutaciones en las regiones
Core y promotor basal del Core son frecuentemente en-

contradas en pacientes que no expresan el antigeno e,
son HBeAg (-) pero si presentan replicacion viral activa
provocando un dafio severo en la funcion hepatica®®.
Las mutaciones en el primer aminoacido de la regién
pre-Core, como las sustituciones A1814C/T, T1815C/A,
son encontradas frecuentemente en pacientes con ge-
notipo A y conducen a un fallo en la produccién de
HBeAg.

También la sustitucion de valina por fenilalanina en
el residuo 17 de la regiéon pre-Core (G1862T), puede
afectar a la expresion de HBeAg interfiriendo en la eli-
minacion de la sefial peptidasa'®. Pero la mutacién mas
frecuentemente encontrada en la region pre-Core
afecta al nucleétido situado en posiciéon 1896, en la que
el triplete UGG pasa a UAG (G1896A) generandose un
codon de parada, lo que provoca una terminacion pre-
matura de la sintesis de la proteina pre-Core.

La mayoria de mutaciones en esta region son gene-
radas durante la fase de seroconversion en la infeccién
crénica por el virus de la hepatitis B. La proteina o an-
tigeno Core es la principal diana de los Linfocitos T,
provocando asi, estas mutaciones, infecciones persis-
tentes'’.

Otro cambio descrito es la doble mutacidn
T1762A/A1764G, que se relaciona con la disminucién
en la sintesis del RNA que codifica la proteina Core y la
polimerasa, lo que puede provocar que la carga viral
sea baja (<200 UI/mL) (18). Las mutaciones en el ex-
tremo C terminal de la region preC/C conducen a alte-
raciones en la sintesis, transporte y secrecién del
HBeAg. Asi, se produce una acumulacién de pro-prote-
ina HBeAg (p22) en los hepatocitos, observandose una
disminucién de la replicacién activa del virus que pro-



voca una disminucidn de la carga viral detectada en el
suero del paciente!*,

Otras 5 mutaciones preC/C, G1896A en la region
preC y 4 mutaciones en la region C: E43K, P50A/H/Y,
A131G/N/P y S181H/ P, han sido relacionadas signifi-
cativamente con el estatus serolégico de HBeAg en pa-
cientes con hepatitis B crénica con el subgenotipo C216.

Las mutaciones en la region pre-Core, ademas de
asociarse con la cronificacion de la infeccion por VHB,
pueden tener implicaciones clinicas como una inflama-
cién hepatica mas agresiva o una insuficiencia hepatica
aguda, asociandose con resistencia al tratamiento con
interferdn alfa, mayor probabilidad de rechazo del in-
jerto tras un trasplante de higado, e incluso con el desa-
rrollo de hepatitis fulminante. Sin embargo, también se
han encontrado en portadores asintomaticos'®.

2.GenS

Otro de los genes que componen el ADN del virus de la
hepatitis B es el gen S compuesto por 3 regiones
preS1/preS2/S, que cuando son traducidas forman las
proteinas L, M, S. Estas proteinas dan lugar a la forma-
cion del antigeno de superficie dejando al descubierto,
al adquirir su estructura tridimensional, el determi-
nante “a”, diana de la inmunidad humoral generada por
la infeccion del VHB. Asi, las mutaciones que afectan a
este epitopo originan variantes de escape, tanto de la
inmunidad natural como de la vacunacién?.

Las delecciones de fragmentos de PreS pueden afec-
tar a dominios de unién al hepatocito y a la nucleocap-
side entre otros, siendo aquellas deleciones que afectan
al promotor del gen S las mas importantes. Este tipo de
variantes se relacionan con una acumulacién en el re-
ticulo endoplasmico de HBsAg generando estrés oxida-
tivo, favoreciendo asi el desarrollo de carcinoma
hepatocelular?’.

La transmision vertical de estas variantes se descri-
bi6 por primera vez en 1990, en un estudio italiano con
nifios de madres portadoras que habiendo sido vacu-
nados desarrollaron la infeccién. Una de las mutacio-
nes encontradas en este estudié es ahora una de las
variantes de escape de la vacuna mas frecuentemente
encontrada: el cambio de una glicina por una arginina
en el aminoacido 145 (G145R), perteneciente al seg-
mento del determinante altamente antigénico del
HBsAg?!. También se ha descrito la transmisién hori-
zontal en presencia de altos titulos de HBsAg?2.

La sensibilidad y precision en la deteccion sérica del
HBsAg es fundamental para detectar la infeccion por el
virus de la hepatitis B, para reducir el periodo ventana
en la infeccion aguda y para detectar las variantes de
escape y otras variantes mutadas del VHB.

En un estudio se compard la deteccién de antigenos
mutados seguin algunos casos descritos en la literatura
cientifica, recombinantes y naturales, de diferentes in-
munoensayos disponibles en el mercado diagnéstico.

Tabla |
En la tabla, tomada de la ultima guia publicada por la EASL en 2017, se muestran los diferentes
perfiles de variantes del virus de la hepatitis B relacionadas con la resistencia a los farmacos
usados para el tratamiento de la hepatitis B crénica (tomada de 12). (LAM, lamivudina; LDT,
telbivudina; ETV, entecavir; ADV, adefovir; TDF, tenofovirdisoproxilfumatato; TAF,
tenofoviralafenamida. Datos in vitro para tenofovir, in vivo para TDF y sin datos clinicos para TAF).
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Segun los resultados que obtuvieron, los inmunoensa-
yos de Abbott en diferentes autoanalizadores fueron
los que presentaron mayor capacidad de detectar mu-
taciones en el gen S presentes en el ensayo, aunque la
sensibilidad de todos los ensayos fue buena?:. Otro es-
tudio mas reciente publicado en 2015, compara dos
métodos de deteccion de HBsAg basados en quimiolu-
miniscencia (Elecsys y Abbot) y estudia su correlacion
con la carga viral. Los resultados de ambos métodos co-
rrelacionan muy bien entre ellos y con la concentracion
de DNA viral, concluyendo los autores que ambos mé-
todos pueden ser usados en la practica clinica?*.

3.GenP

El gen P codifica para la formacion de la polimerasa del
VHB, enzima utilizada como diana en diferentes anti-
virales usados para el tratamiento de esta infeccidn.
Asi, las mutaciones en esta secuencia que afectan a do-
minios cataliticos provocan resistencia a los tratamien-
tos con inhibidores de la enzima que utilizan analogos
de nucledtidos/nucleésidos. Cuando éste no puede ser
reconocido por la polimerasa, debido a una mutacidn,
disminuye la sensibilidad a la terapia antiviral y el virus
se replica.

Las mutaciones en la regiéon YMDD, altamente con-
servada y esencial en la replicacion del virus, pueden
producir resistencias y defectos en la replicacién. Las
mutaciones YVDD (rtM204V) y YIDD (rtM204I), estan
relacionadas con la resistencia a L-nucle6sidos como
lamivudina, telbivudina y clevudina, y a entecavir?®.

En la tabla [, publicada por la EASL en 2017, se re-
lacionan las variantes mas relacionadas con resistencia
a farmacos. La secuenciacion del gen de la polimerasa,
ademas de permitir conocer las mutaciones que favo-
recen la resistencia a fAirmacos, detecta mutaciones en
la zona de solapamiento del gen Pol y el gen S donde
pueden aparecer codones stop en variantes de es-
cape?®.

4.Gen X

La infeccién crénica por el virus de la hepatitis B es la
principal causa de carcinoma hepatocelular, existiendo
una evidencia cientifica acumulada de que el producto
viral del gen X juega un importante papel en la patogé-
nesis del citado carcinoma. El antigeno X parece pro-
mover la carcinogénesis interaccionando con proteinas
que alteran la regulacion de diferentes vias de sefiali-
zacion que, a su vez, participan en el ciclo celular y la
apoptosis?’.

En estos casos podemos encontrar valores muy
bajos de HBsAg, por lo que el diagnéstico debe reali-
zarse mediante la demostracion de presencia de mate-
rial genémico, aunque es un perfil infrecuente®.

La vacuna recombinante contra el VHB ha sido im-
plementada principalmente en las regiones con alta en-
demia para la infeccién contra este virus. La casi
totalidad de los paises en el mundo han implementado
esta vacuna, segun los ultimos datos de la OMS. En el
ano 2015, la cobertura mundial con tres dosis de va-
cuna llegé al 84%, y la cobertura mundial con la dosis

al nacer fue del 39%?%8. Es decir, 185 paises de todo el
mundo (95%), habian introducido la vacunacién frente
ala hepatitis B en los calendarios infantiles y 97 paises
(49%), habian introducido la dosis recomendada al na-
cimiento?®.

Los anticuerpos producidos en respuesta a la va-
cuna estan dirigidos contra el determinante "a" del
HBsAg, pero a pesar de la disponibilidad de una vacuna
efectiva, la hepatitis B sigue siendo un problema de
salud publica a nivel mundial®® 31, Algunas cepas mu-
tantes pueden ser escasa o nulamente neutralizadas
por los anticuerpos anti-HBs adquiriendo una clara
ventaja bioldgica sobre la cepa silvestre que las originé:
presentan la posibilidad de replicarse en el hospedador
del que surgen y en individuos vacunados?.

Existe consenso en considerar que las cepas mutan-
tes en el gen S, independientemente de cual sea su ori-
gen, pueden ser transmitidas de manera vertical y
horizontal y conservan la capacidad de generar infec-
ciones activas, susceptibles de cronificacion, en indivi-
duos vacunados. Esto puede suponer la diseminacién
de estas cepas generando un importante problema de
salud publica3.

Ademas de la formacion de variantes de escape por
mutaciones en el gen S por el tratamiento preventivo
con inmunizacidn pasiva, existen variantes que pueden
conferir resistencia a un firmaco, a una familia de far-
macos, incluso resistencia cruzada entre varios antivi-
rales. Este tipo de variantes se relacionan mas con
mutaciones en el gen de la polimerasa (gen P).

Cuando un paciente con hepatitis B crdnica, en el
que hospedan este tipo de variantes es sometido a te-
rapia antiviral, se ejerce una presion selectiva positiva
sobre las cepas mutantes, favoreciendo su replicacion
gracias a la eliminacién de la cepa salvaje. La incidencia
de la aparicién varia segtn la carga viral previa al tra-
tamiento, la rapidez de la supresion de la replicacion
viral por el farmaco, el tiempo de exposicion al mismo
y exposicion previa a otros antivirales®2,

En 2011 se public6 un estudio sobre un ensayo me-
jorado en sensibilidad y deteccion de mutantes para la
deteccion del antigeno de superficie (HBsAg). Compa-
rado con otros dos inmunoensayos, se evalu6 la detec-
cion de 9 mutantes para el determinante “a”,
observando que este nuevo ensayo mejord al resto, de-
tectando los mutantes con las sustituciones T123A y
D144A y la insercion en la posiciéon 122, dentro de la
region que forma el determinante “a”%,

Las mutaciones que provocan un cambio en el anti-
geno, ya sean del antigeno de superficie (HBsAg) o del
antigeno e (HBeAg), hacen que éste no sea detectado
en el suero del paciente por los métodos comerciales
convencionales de andlisis; este hecho, unido a que
estos cambios son capaces de eludir la respuesta inmu-
nitaria, por lo cual se complica la deteccion de la enfer-
medad por los métodos serolégicos. Este aspecto,
cobra especial relevancia en la transmision del virus en
las transfusiones de sangre y en los trasplantes, ya que
los virus de la hepatitis B mutantes podrian no ser de-
tectados®?.
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