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La heterogeneidad viral es un fenémeno dindmico que depende de la in-
teraccién compleja de varios factores; es el equilibrio entre la generacién
aleatoria de las variantes virales, como consecuencia del error intrinseco del
mecanismo de replicacién y la seleccién de aquellas variantes con mejor
fitness en un determinado contexto. La implicancia de la heferogeneidad
viral de la regién BCP/preC en la severidad de la enfermedad es motivo
de controversia, visto que ninguna de las variantes descriptas se encuentra
asociada de forma exclusiva a un estadio clinico particular. Esto sugiere que
las mutaciones en la regién BCP/preC podrian ocurrir en forma secuencial
y acumulativa en el fiempo durante el curso de la infeccién por el HBV y no
esfricfamente relacionado con la actividad de la infeccion.

Introduccion

En las ¢ltimas décadas, numerosos estudios se focaliza-
ron en la caracterizacién de la heterogeneidad del virus
de la hepatitis B (HBV) con la finalidad de correlacionar
las mutantes del HBV con el amplio espectro de condicio-
nes clinicas y patolégicas asociadas a la infeccién por el
HBV. Sin embargo, los efectos biolégicos de las mutacio-
nes, incluso los de las mds frecuentemente observadas, no
han sido aun esclarecidos de forma definitiva.

El HBV es el agente causal de una de las enfermedades vi-
rales mdés frecuentes que afectan al hombre; se estima que
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The viral heterogeneity is a dynamic event that hinges on a
finely poised and complex interplay of several factors; is a bal-
ance between the random generation of viral variants, as a con-
sequence of the intrinsic mistakenness of the replication mecha-
nism and the selection of those variants with better fitness in a
given environment. The role of viral heterogeneity on the region
BCP/preC in the severity of the disease is a controversial issue,
since the variants described are not uniquely associated with
a particular clinical stage. This finding suggests that mutations
in the region BCP/pC may occur sequentially and cumulatively
over time during the course of HBV infection and not strictly
related fo the HBV infection activity.

aproximadamente un tercio de la poblacién -2 mil millones
de personas- ha estado expuesta al HBV y alrededor de
400 millones permanecen infectados crénicamente. Cada
afio el HBV infecta de 10 a 30 millones de individuos en
todo el mundo y mds de un millén muere como consecuen-
cia de enfermedades relacionadas a la infeccién (1,2).

La infeccién crénica por el HBV presenta un amplio es-
pectro de manifestaciones clinicas con diferentes grados
de actividad, que van del estadio de portador inactivo
al de hepatitis crénica activa. En el curso de la infeccién
crénica los pacientes pueden desarrollar insuficiencia he-
pdtica, cirrosis o carcinoma hepotoce|u|ar (3,4).
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Existen diferentes factores, tanto del huésped como del
virus, que fueron asociados a la patogenia de la infeccién
por HBV, entre ellos la heterogeneidad viral (5).

En numerosas estudios se observé una asociacién entre
las mutaciones y las manifestaciones clinicas; sugiriendo
que las mutaciones podrian alterar el curso natural de la
infeccién o conferir resistencia a los agentes antivirales.
Dichas mutaciones ocurren naturalmente y han sido des-
criptas en los diferentes genotipos, tanto en regiones que
codifican para proteinas estructurales y no estructurales,
como en genes regulatorios (6,7).

Las mutantes mejor caracterizadas son las de la regién
Precore (preC) y de la regién promotora del Core (BCP),
que abrogan o reducen la expresién del antigeno e
(HBeAg) respectivamente, y las mutaciones en el gen que
codifica la polimerasa que confieren resistencia a los an-

tivirales (8-10).

Sin embargo, la correlacién entre la severidad de la en-
fermedad y la presencia o ausencia de mutaciones es
motivo de controversia, visto que ninguna de las variantes
descriptas se encuentra asociada de forma exclusiva a un
estadio clinico particular.

Reseiia historica

En la década de los 70’ solo se disponia del antigeno de
superficie (HBsAg) y del HBeAg como marcadores virales
para monitorear a los pacientes infectados y se habia es-
tablecido como indicador de buen pronéstico la serocon-
versién del HBeAg. A comienzos de la década de los 807,
la deteccién del HBV-DNA permitié evidenciar la presen-
cia de replicacién viral atn en ausencia del HBeAg (11).
Hacia fines de esa década se identificé una mutacién
en la regién preC (G1896A) que abolia la sintesis del
HBeAg sin que esto afectara la replicacién viral (12,13).
A partir de entonces, la caracterizacién molecular tomé
un impulso que posicioné al estudio de la heterogeneidad
viral como un tema central de la caracterizacién del HBV.

En la década de los 90, se identificaron mutaciones en
la regién BCP (A1762T, G1764A) que alteraban la ex-
presién del HBeAg a nivel de la transcripcién del ARN
mensajero, como asi también otras mutaciones menos
frecuentes que abrogaban la sintesis del HBeAg a nivel
de la traduccién (14,15). Estos hallazgos conllevaron a
plantear diferentes hipétesis respecto al rol de las mu-
taciones en la patogénesis de la infeccién por HBV, lle-
gando en algunas ocasiones a caer en la tentacién de
considerar la presencia de una mutacién como la causal
de un estadio clinico patolégico.

Generacion y seleccion de mutantes

El HBV posee en su biologia ciertas caracteristicas pecu-
liares. El genoma tiene marcos de lectura superpuestos,

més de la mitad codifica para moltiples proteinas. Por
ello, los cambios sinénimos en un marco frecuentemente
resultan en cambios no sinénimos en el marco superpues-
to. De este modo la superposicién de marcos restringe la
evolucién del HBV.

Por otra parte, si bien el HBV posee un genoma de ADN,
su replicacién presenta un intermediario de ARN el cual
es retrotranscripto mediante una polimerasa viral sin ac-
tividad de proofreading; lo cual da origen a la hetero-
geneidad viral.

La resultante de estas dos particularidades hace que el
HBV posea una tasa de evolucién intermedia entre los
virus con genoma ADN y aquellos con genoma ARN.

El HBV posee una elevada tasa de replicacién, aproxi-
madamente 10" particulas/dia (16) y debido a la falta
de fidelidad de la polimerasa, resulta en la introduccién
aleatoria de aproximadamente 10'° mutaciones dia-
rias (17,18), generdndose asi un modelo de cuasiespecies.

La acumulacién de mutaciones virales depende de su tasa
de generacién, la cual ocurre en forma aleatoria a lo
largo de todo el genoma, y de la tasa de fijacién, que de-
pende de la ventaja que la mutacién le conceda respecto
a la variante que no la posea.

La heterogeneidad viral es un fenémeno dinédmico y com-
plejo; la produccién y seleccién de variantes, depende de
una interaccién finamente equilibrada y compleja de va-
rios factores. Es un equilibrio entre la generacién aleato-
ria de las variantes virales, como consecuencia del error
intrinseco del mecanismo de replicacién y la seleccién de
aquellas variantes con mejor fitness en un determinado
contexto.

Historia natural de la infeccion

Durante el curso de la infeccién crénica, una gran pro-
porcién de los individuos infectados, seroconvierte el
HBeAg a anti-HBe, lo cual representa una etapa tardia
en la historia natural de la infeccién (19,20).

La seroconversién responde a diferentes causas; sin em-
bargo, en todos los casos refleja un desbalance a favor
del anticuerpo en el equilibrio HBeAg/antiHBe. Las ra-
zones virolégicas para alcanzar esta condicién pueden
deberse a modificaciones: -a nivel de la transcripcién
(sintesis disminuida de ARNm debido a mutaciones en las
regiones del BCP) o -a nivel de la traduccién (ausencia de
HBeAg, debido a inserciones, deleciones o mutaciones).
Si bien la pérdida de HBeAg parece irrelevante para la
replicacién del virus en la célula infectada, su expresién
desempefia un papel importante en la interaccién del vi-
rus con el sistema inmunolégico.

En base al grado de lesién histolégica, a los niveles a
alanino amino transferasas (ALT) y a la carga viral, los
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individuos antiHBe positivos infectados en forma crénica
son considerados pacientes con hepatitis crénica activa o
portadores inactivos, estos Gltimos en su mayoria tienen
una evolucién favorable. Si bien los portadores inactivos
representan la mayor parte de los infectados en forma
crénica, la mayor parte de los estudios sobre heteroge-
neidad viral han sido realizados sobre pacientes con he-
patitis crénica activa, por lo cual existe una escasez de
informacién acerca de la heterogeneidad genémica en
los portadores inactivos.

Mutantes en precore y en
el promotor del core

La seleccién de mutantes HBeAg negativas en el huésped
puede deberse en parte a las propiedades inmunomodu-
ladoras del HBeAg que resulta en una ventaja selectiva
para el virus. Sin embargo, aun no estd esclarecido si
estas afectan el curso clinico de la infeccién, ni el meca-
nismo a través del cual lo hacen —ya sea en forma puntual
o en combinacién con otras mutaciones—.

Estudios in vitro de mutantes de la regién preC indica-
ron que estas no afectan la replicacién viral y su estu-
dio en modelos animales mostraron que no ejercen
ningin efecto sobre la severidad de la enfermedad
hepdtica (21,22). También, es importante sefialar, que
las mutantes preC no solo han sido descriptas en pa-
cientes con hepatitis B crénica activa, sino también en
portadores asintomdticos (23,24).

Diferentes mutaciones han sido descriptas en estas re-
giones (Tabla 1), variando su frecuencia en funcién del
genotipo.

Tabla 1

Mutaciones de la region BCP/preC frecuentemente descriptas
BCP Precore
C1653T A1814T Altera el codén de inicio
T1753C A1814C Altera el codén de inicio
T1753A T1815C Altera el codén de inicio
T1753G G1816T Altera el codén de inicio
A1762T G1816A Altera el codén de inicio
G1764A c18177 Genera un stop en el segundo codén
Insercién TT Altera el marco de lectura y genera un
1821-1826 codén de stop
G1896A Genera un stop en el codén 28

Las mutaciones en el BCP que modifican la expresién del
HBeAg fueron inicialmente descriptas en aquellos pacien-
tes que a pesar de seroconvertir el HBeAg no presentaban
mutaciones en la regién preC. En general se encuentran

presentes en aislamientos de los genotipos que presentan
citosina en la posicién 1858 (A, C,, C,, F,, F,, H) (25).

Existen diferentes hipétesis respecto al modo en que
modifican la expresién del HBeAg, pero existe un con-
senso en que las mutaciones afectan sitios de unién a
factores de transcripcién y esto reduce la expresién del
mensajero que codifica el HBeAg (preC ARNm). La ca-
racterizacién in vitro de estas variantes demostré el ca-
récter aditivo de estas mutaciones, observéndose que la
doble mutacién 17627/ 1764A reduce la expresién en
aproximadamente un 20%, mientras que la triple muta-
cién 1753M/1762T/1764A la reduce en un 30% y la
cuddruple mutacién 1753M/1762T/1764A/1766T en el
80%. Concomitantemente con la reduccién del HBeAg,
las mutaciones incrementan la tasa de replicacién en
forma inversamente proporcional, aumentando el 100%,
300% y 700% para la doble, triple y cuédruple mutacién
respectivamente (22,26).

Curiosamente, en diferentes estudios se ha observado
que una gran proporcién de los infectados presentan
patrones de moltiples mutaciones (A1762T + A1764A +
G1896A) en los cuales cada una de ellas justifica el fe-
notipo anti-HBe positivo. La presencia de variantes que
presentan dos o mds mutaciones que independientemente
previenen la expresién del HBeAg plantea varios interro-
gantes respecto a su seleccién y su implicancia biolégica
durante la historia natural de la infeccién crénica ya que
la seleccién de mutaciones con efectos redundantes es
poco probob|e desde el punto de vista evolutivo.

Recientemente hemos publicado un trabajo en el cual
comparamos la presencia de mutaciones en las regiones
PreC y BCP en pacientes con hepatitis crénica activa y en
portadores asintomdticos (24). En el mismo, las mutacio-
nes fueron observadas con elevada frecuencia y sin dife-
rencias significativas entre los portadores inactivos y los
pacientes con hepatitis crénica activa, con excepcién de
la posicién de 1764, que fue més prevalente en pacientes
con hepatitis crénica activa (Figura 1).

La distribucién uniforme de las mutaciones en los porta-
dores activos e inactivos sugiere que las mutaciones en
la regién BCP/pC no estarian estrictamente relacionadas
con la actividad de la infeccién.

Edad y mutaciones

En la actualidad se dispone de numerosos estudios sobre
la heterogeneidad viral. La mayoria de estos se basan en
la comparacién, mediante métodos estadisticos asociati-
vos, del cuadro clinico-patolégico del huésped infectado
con las mutaciones halladas. Sin embargo, en la mayor
parte de estos estudios no se tienen en consideracién fac-
tores del huésped y se desconoce el tiempo de evolucién
de la infeccién, salvo en los casos de infecciones perina-
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Correlacién entre mutaciones en la regién BCP/pC y actividad de la infec-
cién por HBV. Otras incluye: 1817T (n=1), 1847T (n=2), 1897A (n=1),
insercién en 1846 (n=4), 1939(n=3), 1839(n=1), 1847(n=1) y delecién
en1845 (n=1); *p < 0,05.

tales o en aquellas sintomdticas durante la etapa aguda
de la infeccién.

En los dltimos afios se han publicado estudios en los cuales
se tuvo en consideracién la edad de los pacientes en los
diferentes estadios de la infeccién crénica (portador inac-
tivo, hepatitis crénica activa, hepatocarcinoma) (27-29).
En estos estudios pudo observarse que la mayoria de las
mutaciones eran més frecuentes en los pacientes de ma-
yor edad independientemente de su estado clinico; sugi-
riendo que la acumulacién de las mismas serian conse-
cuencia de la evolucién de la infeccién y que no estarian
implicadas per se en la patogenia de la infeccién.

Este afio nuestro grupo publicé un trabajo (24) en el cual
se verifica un aumento del nimero de mutaciones en co-
rrelacién con la edad de los pacientes (Figura 2).

La correlacién entre el nimero de mutaciones y la edad
del paciente sugiere que estas ocurren naturalmente en
forma secuencial y acumulativa en el tiempo durante el
curso de la infeccién por el HBV.

Figura 2
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Correlacién entre el promedio de mutaciones en la regién BCP/preC y el
grupo etario.

Dinamica de las poblaciones virales

El estudio de la dindmica de poblaciones es una valiosa
herramienta para caracterizar los mecanismos asociados
al proceso evolutivo del virus. Existen numerosos trabajos
que describen a nivel molecular los estadios HBeAg y
antiHBe positivo; sin embargo hay poca evidencia ex-
perimental respecto al mecanismo de reemplazo de las
poblaciones.

Nosotros hemos caracterizado mediante la técnica de
clonado y PCR alelo especifica la cinética de la poblacién
1896G (salvaje) y 1896A (mutante), en un paciente que
seroconvirtié luego de ser tratado con 9 MUI de interferén
durante 6 meses (Figura 3).

Figura 3
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Caracterizacién de las poblaciones virales durante la seroconversién.

El paciente fue monitoreado en forma mensual durante
6 afos. Al momento de ser tratado el paciente presen-
taba los siguientes parédmetros: ALT 190 U/I, HBV-DNA
9,40 Log,, copias/ml y el 35% correspondia a poblacio-
nes con la mutacién G1896A. Al finalizar el tratamiento
las ALT se habian normalizado (31 U/I), la carga viral ha-
bia disminuido a 7,90 Log,, copias/ml y las poblaciones
con la mutacién G1896A se habia incrementado al 72%;
observéndose un cambio cuantitativo exiguo, asociado
a un cambio cualitativo considerable de las poblaciones
virales. En los meses siguientes a la finalizacién del tra-
tamiento el paciente evidencié tres flares significativos
de ALT, con valores que oscilaron entre 320 y 700 U/I;
concomitantemente, la carga viral sufrié una disminucién
hasta alcanzar valores menores a 6,0 Log,, copas/ml,
mientras que las poblaciones con la mutacién G1896A
aumentaron hasta valores cercanos al 95%.

Este ejemplo sugiere que:

d Lo presencia de poblaciones HBeAg negativas
(G1896A) se encuentran presentes antes de la
seroconversion.
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3 Que el turn over (recambio) de las poblaciones es un
proceso progresivo. En este caso el lapso de tiempo
para modificar el equilibrio de poblaciones (de 35 a
95%) fue de aproximadamente 2 afios. Los aumentos
mas significativos de la poblacién conteniendo la mu-
tacién se dieron en concomitancia con los flares de
ALT. Lo cual sugiere que la necrosis hepdtica se halla
probablemente asociada a la regeneracién masiva de
hepatocitos susceptibles de ser infectados.

3 Que el efecto del tratamiento, mediado por su efecto
modulador, genera una presién selectiva que altera
el equilibrio de las poblaciones virales, semejante en
algon modo al efecto que causa el tratamiento con
andlogos en la seleccién de variantes resistentes.

En ofro paciente, antiHBe positivo, con un patrén evolu-
tivo caracterizado por fluctuaciones en el nivel de ALT y
HBV-DNA, determinamos la dinédmica de las poblaciones
virales de la regién BCP/preC (Figura 4).

Figura 4
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Dindmica de poblaciones en la regién BCP/preC en un paciente antiHBe.

Durante el seguimiento el paciente evidencié tres incre-
mentos significativos de ALT y HBV-DNA. El andlisis de la
secuencia nucledtidica de los clones mostré inicialmente
(tiempo 0) cuatro poblaciones virales, dos de ellas pre-
sentaban la mutacién G1816T en el codén de inicio del
preC. A su vez el andlisis de las posiciones 1.762, 1.764,
1.896 y 1.899 mostré que las posiciones 1.764 y 1.896
se hallaban mutadas en todos los clones, mientras que las
posiciones 1.762y 1.899 se hallaban en forma mutada y
salvaje. El andlisis de la segunda muestra, dos meses pos-
terior a la primera y luego del segundo flare, evidencié la
presencia de solo dos de las cuatro poblaciones iniciales,
con un ligero aumento de la poblacién sin mutaciones en

el codén de inicio (33% a 43%).

En la tercer muestra, al octavo mes de seguimiento y pre-
via al tercer flare, se observaron 3 poblaciones y la que
presentaba el codén de inicio sin mutaciones representa-
ba solamente el 16%. La cuarta muestra, al décimo mes,

mostré una distribucién de poblaciones similar a la an-
terior. Por Gltimo, la muestra analizada al undécimo mes
de seguimiento y posterior al tercer flare, mostré nueva-
mente un aumento de la poblacién que no presentaba la
mutacién en el codén, la cual pasé a representar el 27%.

El andlisis del gréfico 4 sugiere que las poblaciones con
mejor fitness se van seleccionando en el tiempo, con el
consecuente aumento del HBV-DNA. Este cambio es se-
guido por un aumento de las ALT, tal vez como conse-
cuencia de un clearance de hepatocitos por parte del
sistema inmune. Este generaria una presién positiva de
seleccién sobre las poblaciones virales presentes, modifi-
cando el equilibrio en esta nueva condicién.

En este paciente, que habia seroconvertido previamen-
te, se pudo apreciar los cambios de las diferentes po-
blaciones en el tiempo, asociadas a las fluctuaciones de
la carga viral y las ALT; ilustrando cuan compleja es la
dinédmica de las poblaciones virales durante la infeccién
crénica.

Heterogeneidad viral y resistencia

El descubrimiento y la utilizacién clinica de agentes anti-
virales que actian sobre la polimerasa viral han revolu-
cionado el tratamiento de los pacientes infectados créni-
camente por HBV. El objetivo de la terapia antiviral en la
infeccién crénica por el HBV es conseguir una supresién
sostenida de la replicacién viral y, de este modo, preve-
nir la progresién a la cirrosis, la insuficiencia hepética
terminal y el carcinoma hepatocelular. Sin embargo, el
beneficio clinico de estos tratamientos estd comprometi-
do por la emergencia de variantes virales resistentes con
mutaciones especificas en el gen de la polimerasa. La
resistencia a tratamientos antivirales puede ser conside-
rada desde el punto de vista fenotipico y genotipico. La
resistencia fenotipica se refiere a la pérdida de supresién
de la replicacién a pesar de continuar la administracién
del tratamiento y se demuestra por un incremento de la
actividad viral evidenciada por un aumento de 1 logarit-
mo o mds en los valores de HBV-DNA a partir del valor
més bajo obtenido durante la terapia. Las cepas virales
resistentes son las que tienen mutaciones que confieren
la resistencia fenotipica a un tratamiento determinado.
Para su deteccién se han desarrollado ensayos genotipi-
cos que identifican una o varias de las mutaciones en la
polimerasa viral que le confieren poca o nula sensibilidad
al tratamiento. En general, en muestras pre terapéuticas,
estas mutaciones no son detectables en la poblacién ma-
yoritaria, aunque pueden estar presentes en poblaciones
residuales (30). Sin embargo, estas serdn predominantes
en la cuasiespecie tras las reactivaciones virales.

La administracién masiva y prolongada de los anélogos
de nucledsidos/nucleétidos, asi como el desarrollo de
nuevos antivirales han incrementado el énfasis en el mo-
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nitoreo de la terapia antiviral, la identificacién de nuevos
antivirales, asi como de la identificacién de variantes de
HBV resistentes. La aplicacién de ensayos fenotipicos es
de gran utilidad en la deteccién precoz de seleccién de
mutantes resistentes al tratamiento, asi como de variantes
resistentes nuevas.

Conclusiones

Las mutaciones en la regién BCP o en la regién preC
son un sello distintivo de la infeccién crénica anti-HBe
positiva. La seleccién de mutantes ocurre en el curso
de la infeccién crénica como un mecanismo natural de
coevolucién entre el huésped y el virus. La fijacién de una
variante dependerd de su ventaja replicativa, de su inte-
raccién con el huésped y de la disponibilidad de células
susceptibles a la infeccién.

El HBV, como todos los virus, en su afan de perpetuarse
en la naturaleza explora a través de sus variantes el uni-
verso de posibilidades. Las mutaciones observadas en el
genoma viral probablemente se deben a la adaptacién
del virus a las diferentes presiones selectivas, sugiriendo
ser la consecuencia més que la causa. Por lo tanto, las
mutaciones pueden ser un marcador Util de prognosis de
evolucién de la infeccién; sin embargo, no hay evidencias
que permitan establecer que la variante con la mutacién
sea mds patégena y por ende la causa de un determinado
estadio clinico.

La distribucién uniforme de las mutaciones en los porta-
dores activos e inactivos sugiere que las mutaciones en la
regién BCP / pC podrian ocurrir en forma secuencial y
acumulativa en el tiempo durante el curso de la infeccién
por el HBV y no estrictamente relacionado con la activi-
dad de la infeccién.
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