Expertos -
invitados Articulos originales

entre los pacientes con IAM que son remitidos para AP. Para ello se
estd evaluando el efecto de la administracion de diferentes agentes
farmacoldgicos (especialmente bloqueantes de las glucoproteinas
lIb/llla o dosis bajas de agentes tromboliticos o0 ambas) previamen-
te a la AP. Esta estrategia, es decir la realizacién de AP pero con la
administracion previa de estos agentes farmacolégicos sin que ello
suponga retraso en la AP, se denomina “angioplastia facilitada”.

Los resultados del estudio ADMIRAL (Abciximab before direct
angioplasty and stenting in myocardial infarction regarding acute
and long term follow-up) parecen apoyar la administracion tem-
prana de abciximab en pacientes con IAM remitidos para la realiza-
cién de AP. En el estudio SPEED (Strategies for patency enhancement
in the emergency department, GUSTO-4 piloto), la combinacion
de abciximab y una dosis reducida de reteplasa permitié obtener
una tasa de reperfusién superior que con la dosis estandar de
reteplasa sin abciximab.'? En los estudios IMPACT-AMI (Integrilin
to minimise platelet aggregation and coronary thrombosis),* e
INTRO-AMI (Integrilin and low-dose thrombolysis in acute myocardial
infarction),'® la combinacién de eptifibatide con dosis baja de
trombolitico también logré una tasa de recanalizacion del vaso
superior a la de la dosis estandar de trombolitico.

Algunos estudios como el CARESS in AMI (Combined abciximab
reteplase stent study in acute myocardial infarction) y el FINESSE
(Facilitated intervention with enhanced reperfusion speed to stop
events), estan evaluando la eficacia de la administracion de
abciximab o dosis bajas de trombolitico de forma temprana en
pacientes con IAM remitidos para AP. Los resultados aportaran

mas datos sobre si debemos administrar estos farmacos antes del
traslado o durante el traslado a los pacientes con IAM derivados a
otros centros para la realizacion de AP.

Conclusiones

La AP es la mejor estrategia de reperfusion en el IAM, siempre
que se realice en centros con personal entrenado e infraestructu-
ra adecuada. Sus beneficios, no obstante, no tienen por qué limi-
tarse a los pacientes que ingresan en centros con AP, pues los
pacientes que acuden inicialmente a centros sin AP pueden be-
neficiarse del traslado urgente a centros con programa de AP.
Para ello es fundamental que exista una organizaciéon con los
sistemas de transporte sanitario, segun la cual se garantice que la
AP puede iniciarse en los siguientes 90 minutos desde que se
toma la decision de trasladar al paciente. Los pacientes que pro-
bablemente se beneficien mas de esta actitud son, ademas de los
que tienen contraindicaciones para tratamiento trombolitico y
aquellos con trombdlisis fallida, los que tienen un tiempo de evo-
lucion de los sintomas superior a 3 horas.
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Abstract

Hepatitis A virus (HAV) is a hepatotropic agent that causes endemic
infections in different regions of the world. The analysis of different
strains has revealed the existence of a single antigenic type.
However, the virus has shown genetic diversity, not only among
different isolates —which group 7 genotypes- but also within a
single isolate that exhibited a heterogeneous population. The
analysis of such variability shows greater reliability when long
regions of the genome are studied. The mechanisms responsible
for the genomic variation involve point mutations due to errors
of the viral polimerase and recombination among different strains,
favoured by the co-circulation of different genotypes. It is herein
sustained that, despite the antigenic variation, there exist structural
constraints on the capside proteins of HAV that allow the virus to
preserve its antigenic structure without modifications. However,
viral variants with modifications related to antigenic sites were
found, either as part of the mixture of variants of a heterogeneous
population or as the predominant sequence of a clinical isolate.
The study of genomic variations, the evolutionary constraints and
the mechanisms involved would contribute to predict the
characteristics of future isolates and to define the sanitary control
policies.

El virus de hepatitis A (HAV) es un patdgeno con tropismo he-
patico que causa infecciones endémicas en distintas regiones del
mundo. La Argentina era considerada como un darea de alta
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Resumen

El virus de hepatitis A (HAV) es un patdégeno con tropismo hepa-
tico que causa infecciones endémicas en distintas regiones del
mundo. Los estudios de distintas cepas determinaron la existen-
cia de un Unico tipo antigénico. Sin embargo, el virus muestra
diversidad genética, no sélo entre distintos aislamientos —que
conforman 7 genotipos— sino también dentro de un Unico aisla-
miento, que exhibié heterogeneidad poblacional. El analisis de
esa variabilidad retne mayor confiabilidad frente a regiones ex-
tensas del genoma. Los mecanismos responsables de la variacién
genoémica involucran mutaciones puntuales por errores de la
polimerasa viral y recombinacién entre virus distintos, favorecida
por la cocirculacion de diferentes genotipos. Se postula que, a
pesar de la variacién genética, existen limitaciones estructurales
en las proteinas de capside del HAV que le permiten mantener su
estructura antigénica sin modificaciones. Sin embargo, se en-
contraron variantes virales con modificaciones vinculadas a sitios
antigénicos, ya sea como parte de la mezcla de variantes de una
poblacién heterogénea o como secuencia predominante de un
aislamiento clinico. El estudio de las variaciones genémicas, las
restricciones evolutivas y los mecanismos involucrados podrian
contribuir a predecir las caracteristicas de futuros aislamientos y
a definir las politicas sanitarias de control.

endemicidad de estas infecciones’ hasta que publicaciones mas
recientes?? sugirieran un cambio en la situacién epidemiolégica,
con un corrimiento hacia una clasificacion de endemicidad inter-
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media. Sin embargo, la informacién oficial del Ministerio de Sa-
lud de la Nacién reveld un importante incremento en el nimero
de casos de hepatitis A comunicados en el pais durante 2003,
con respecto al aho anterior.*®

Este virus pertenece a la familia Picornaviridae. Inicialmente y
de manera provisional, en los comienzos de 1980 fue clasificado
dentro del género £nterovirus debido a sus caracteristicas biofisicas
y bioquimicas. Posteriormente, el estudio mas profundo reveld
propiedades que lo distinguen de los enterovirus. En especial la
caracterizacion genética y los analisis filogenéticos permitieron
clasificarlo en un género independiente dentro de la familia, el de
los hepatovirus. El virién contiene un genoma lineal de ARN de
cadena simple, polaridad positiva, de aproximadamente 7.5 kb
de largo. Como los otros genomas de la familia Picornaviridae, el
del HAV se divide en tres partes: a) una regién 5’ no codificante
covalentemente unida a la proteina viral VPg; b) un Unico marco
de lectura abierto que codificaria todas las proteinas virales, con
regiones designadas como P7 —proteinas de capside VP1, VP2, VP3
y VP4—, P2 —proteinas no estructurales 2A, 2By 2C—y P3 —protei-
nas no estructurales 3A, 3C y 3D y proteina VPg-y finalmente )
una regién 3’ no codificante seguida por un segmento de poli A.®

Los estudios antigénicos identificaron diferentes epitopes ubi-
cados en las proteinas de capside VP1y VP3. Los andlisis de neu-
tralizaciéon de distintos aislamientos de este virus mostraron la
existencia de un Unico tipo antigénico. Esta estabilidad antigénica
es probablemente la responsable de la inmunidad de por vida
que genera la infecciéon natural, que previene de subsecuentes
reinfecciones sintomaticas. Esto facilité el desarrollo de vacunas
que se utilizan en todo el mundo. Los estudios de seguimiento de
las campanas de vacunacién mostraron recientemente eviden-
cias de memoria inmunoldgica, 12 afos después de su adminis-
tracion en adultos.’

A pesar de la estabilidad antigénica este virus muestra diversi-
dad genética, ya sea en la comparacién entre distintos aislamien-
tos como en el analisis de un Unico aislamiento.

En primer lugar, la comparacion de aislamientos virales prove-
nientes de distintas regiones del mundo se utilizé para definir 7
genotipos virales que incluyen 4 grupos de virus aislados en el
hombre (genotipos I, Il, ll'y VII) y 3 de origen simiano (genotipos
IV, Vy VI). Este trabajo inicial de Robertson y col.® -basado en las
secuencias de nucleétidos de un segmento limitado del genoma:
168 nt de la unién entre VP1 y 2A- fue de gran utilidad para la
epidemiologia molecular del HAV al permitir la identificacién de
fuentes geograficas o epidemioldgicas de aislamientos virales en
muchos de los trabajos realizados posteriormente. Pero en un
trabajo publicado en 2002,° nuestro grupo de investigacion de-
terminé que la robustez de los estudios filogenéticos sobre este
virus se incrementa al extender la regién genémica analizada a
248 nt. La confiabilidad de los analisis filogenéticos fue aun ma-
yor cuando esta region fue reemplazada por 247 nt de la unién
entre VP3 y VP1. Pero la mayor robustez en el estudio, evaluada
mediante un andlisis de bootstraping, se logré al emplear conjun-
tamente las dos regiones, que sumaron en total 495 nt. Estudios
posteriores'® mostraron la necesidad de utilizar regiones extensas
en la genotipificacion porque, como se detalla mas abajo, los
resultados podrian estar seriamente comprometidos con un
secuenciamento limitado. Los estudios epidemiolégicos que ten-
gan como objetivo la identificacion de fuentes o cadenas de trans-
misién no pueden basarse sélo en la determinacion del genotipo,
especialmente en areas geograficas como la que nosotros hemos
analizado, en la que sélo detectamos un Unico subgenotipo cir-
culante. Dentro de ese subgenotipo se observo diversidad genética
entre los aislamientos, con presencia de agrupamientos entre las
secuencias mas relacionadas. En estos casos el uso de secuencias
limitadas del genoma no dio soporte estadistico a los
agrupamientos. La confiabilidad de las asociaciones sélo se logré
cuando se analizaron regiones genémicas de mayor tamano.

En segundo lugar, el anélisis intrapoblacional de muestras indivi-
duales puso en evidencia la heterogeneidad genética que exhiben
poblaciones del HAV de muestras clinicas y de pasajes realizados in
vitro a partir de virus purificado por plaqueo.' En ese estudio se
analizaron, por una parte, muestras de pacientes vinculados a un
brote alimentario de HAV y, por otra, virus cultivado en el labora-
torio a partir de una cepa citopatogénica que fue clonada por
plagueo y sometida a pasajes sucesivos en cultivo. El anélisis me-

diante clonado molecular y secuenciamiento mostré heterogenei-
dad entre diferentes secuencias genémicas en cada muestra.

Para comprender la fuente de la variabilidad genética detecta-
da en este virus se debe recordar que se trata de un virus con
genoma ARN. Los virus ARN se caracterizan en general por una
elevada frecuencia de mutaciones, en el orden de 10 a 107 sus-
tituciones por nucleétido. ' Esto se asocia con los niveles de error
en el copiado de la enzima viral, una ARN polimerasa dependien-
te de ARN, en ausencia de mecanismos de correccion. La elevada
tasa de mutacién en estos genomas tiene como consecuencia
que las poblaciones virales se presenten como una mezcla
heterogénea de variantes genémicas que difieren en sus secuen-
cias en, por lo menos, un nucleétido. Esta composicién
heterogénea de las poblaciones virales fue demostrada en varios
ARN virus y retrovirus. Originalmente, a esta distribucién genémica
viral se le aplicé la denominacién de cuasiespecies,'*'® pero otros
autores consideran gue se trata de poblaciones heterogéneas de
mutantes que pueden abordarse con las herramientas de la
genética poblacional sin recurrir al modelo de cuasiespecies.'®"

Ademas del mecanismo de las mutaciones puntuales, los virus
ARN siguen otros procesos que les confieren variacién genémica,
como el intercambio de material genético por recombinacién. 81
Estos intercambios genéticos se observaron también entre cepas
de HAV. El proceso de recombinacién que tiene lugar entre
genomas de este virus se demostré6 mediante ensayos que
involucran crecimiento de cepas o multiplicacién de replicones
de HAV en cultivo celular.?®?? Trabajos recientes evidenciaron que
estos procesos también se producen en poblaciones naturales de
HAV, ya que se establecié la presencia de virus recombinante
entre dos genotipos distintos (IB y VII) en una muestra clinica que
no fue objeto de replicacion in vitro.'° El proceso de recombinacion
requiere la coinfeccién con mas de una cepa del virus en un mis-
mo individuo. La cocirculacion de diferentes tipos virales en una
misma regién geografica, que se esta reportando con mayor fre-
cuencia, tal vez refleje el mayor relevamiento de estas infecciones
realizado a nivel mundial.2?” Mas aun, la infeccién mixta de un
mismo individuo —esencial para la recombinaciéon— con dos cepas
pertenecientes a los subgenotipos IA 'y IB fue comunicada por De
Paula y col.?® Este evento se ve favorecido por la alta endemicidad
que las infecciones con HAV alcanzan en determinadas poblacio-
nes alrededor del mundo.

La identificacion por Costa Matioli y col.'® del aislamiento 9F94
como recombinante sélo pudo realizarse a partir de la
secuenciacion de una extensa regiéon gendmica que comprendié
las zonas codificantes de las proteinas de capside VP1, VP2 y VP3.
Es decir que, tal como proponiamos en un trabajo anterior,® los
resultados de los analisis genéticos sobre el HAV resultan mas
robustos e informativos cuando se analiza una regién genémica
mayor que la inicialmente descrita para su genotipificaciéon —168
nt de la unién VP1-2A-. La deteccion de recombinacién en este
virus pone un alerta sobre los estudios filogenéticos que se lleven
a cabo, ya que la seleccion de la regiéon gendmica a analizar ten-
dra profunda influencia sobre los resultados obtenidos. Secuen-
cias provenientes de distintos ancestros tendran diferentes histo-
rias evolutivas.

Esta diversidad genética —que como ya dijimos se observa no
s6lo en estudios de tipo epidemiolégico con la comparacién de
aislamientos provenientes de distintos individuos infectados sino
también en el estudio de la infeccion de un unico individuo- resul-
ta sorprendente dada la gran estabilidad antigénica. El manteni-
miento de la estructura antigénica sin modificaciones, sus causas y
mecanismos despertaron el interés de distintos investigadores.

En ese sentido, Sanchez y col.?° sostienen que existen limita-
ciones estructurales en las proteinas de capside del HAV. Se ba-
san en la observacion de menores frecuencias de mutaciones no
sinbnimas en HAV que en otros picornavirus tales como FMDV y
PV-1. En un trabajo posterior'" estos autores sefalan que la re-
gion codificante de VP1 analizada mostré mayor limitacién en la
variacion a nivel aminoacidico que VP3. Durante los Gltimos afos
la comparacion de las frecuencias de cambios sinénimos y no
sinbnimos se utilizé6 como herramienta para la deteccién de pre-
siones selectivas y adaptacion. Cuando un reemplazo aminoacidico
ofrece una ventaja selectiva, la sustitucién nucleotidica que lo
origina se fija en mayor proporcién que una sinénima; en cam-
bio, si el aminoacido es deletéreo la seleccién purificadora reduci-
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rd su fijacion.3 Las menores frecuencias de mutaciones no
sinbnimas en HAV parecen indicar por lo tanto que una fuerte
seleccién negativa opera sobre el patron de estas sustituciones,
especialmente en VP1, evitando asi que se produzcan ciertos re-
emplazos aminoacidicos. La existencia de fuertes restricciones
evolutivas implicaria que la mayor parte de las mutaciones resul-
taran deletéreas y que por lo tanto sélo pocos patrones de cam-
bio fueran experimentados. En estos casos, serian esperables al-
tos niveles de evolucién convergente o paralela.*'

Dada esta mayor frecuencia de mutaciones sinénimas del HAV
frente a otros virus y considerando que tales mutaciones pueden
estar relacionadas con el uso diferencial de codones, algunos in-
vestigadores analizaron los codones utilizados por este virus. Asi
se determind el empleo profuso de codones raros —definidos como
aguellos con abundancia menor del 30% que el codén sinénimo
mas abundante— en localizaciones estratégicas.?® Se postula que
el uso de codones raros podria contribuir a mantener la estructu-
ra del ARN y de las proteinas, reduciéndose de esta manera su
variabilidad. Estos y otros autores demostraron que el HAV tie-
ne un desvio en el uso de codones que es mayor que en otros
virus ARN, es decir que muestra una preferencia por ciertos
codones sobre otros sinénimos. Se sabe que diferentes codones
sinbnimos son usados con diferente frecuencia en distintos orga-
nismos, diferentes tejidos y aun en distintos genes, lo que contri-
buye al control traduccional de la expresiéon génica. Se argumen-
ta que ciertos codones son favorables para una traduccién efi-
ciente y por lo tanto menos propensos al reemplazo durante la
evolucion. Consecuentemente, regiones genémicas con abundan-
cia en tales codones estarian sometidas a reemplazos nucleotidicos
menos frecuentes.*

A pesar de estas restricciones estructurales se describieron cam-
bios no sinénimos vinculados con sitios antigénicos. Por un lado,
algunos de los clones de las poblaciones analizadas por Sanchez y
col." mostraron sustituciones asociadas a sitios antigénicos previa-
mente descritos en VP3. Cabe mencionar que estas mutantes esta-
ban presentes aun cuando la secuencia consenso de la poblacion
se mantenia sin modificaciones. Esto parece indicar que un reservorio
de variantes podria existir en las poblaciones virales a pesar de la
conservacion antigénica del consenso. También sorprende el ha-
llazgo de una cepa viral, proveniente de un paciente infectado,
que tiene una delecion de 45 nt (15 aa) en la regién codificante de
VP1, que involucra algunos aminoéacidos que fueron descritos pre-
viamente como parte de sitios inmunodominantes.

Se buscaron también otras caracteristicas fenotipicas que pu-
dieran correlacionarse con los cambios genotipicos. Distintos tra-
bajos investigaron la existencia de una asociacion entre la grave-
dad de la infeccion y las secuencias virales. La comparacion de
secuencias de genoma completo de cepas causantes de hepatitis
fulminante con las de hepatitis autolimitadas (todas pertenecien-
tes al genotipo IA) no encontré sustituciones nucleotidicas o
aminoacidicas que se correlacionaran con las distintas formas de
enfermedad.>> Sin embargo, otro grupo de investigacion informé
correlacién significativa entre hepatitis fulminante y genotipo viral
distinto del IA.3 Posteriormente, Fujiwara y col.3” comunicaron el
hallazgo de un menor nimero de variaciones en la regiéon 5' no

codificante de virus aislado desde pacientes con hepatitis fulmi-
nante cuando fueron comparados con aislamientos de pacientes
con hepatitis grave y no grave. Por otro lado, no encontraron co-
rrelacion entre la secuencia de los 168 nt de la unién VP1-2A de
aislamientos clinicos y la gravedad de la enfermedad hepdtica.* La
asociacion entre las secuencias nucleotidicas y las caracteristicas de
la enfermedad clinica es un tema controvertido. Debe recordarse
que la participacion de la respuesta inmune del huésped es impor-
tante en el mecanismo de patogenia de estas infecciones.®

Durante los ultimos afios el desarrollo de técnicas moleculares
beneficié el avance en el conocimiento de la epidemiologia
molecular del HAV y, mas recientemente, en el comportamiento
evolutivo de su genoma y proteinas. Se ha hecho evidente que, a
pesar de su estabilidad antigénica, existen distintos mecanismos
—mutaciones puntuales con generacion de heterogeneidad
poblacional y recombinacién entre genotipos distintos— por los
gue el genoma viral no permanece estable, sino que por el con-
trario es objeto de multiples modificaciones. El andlisis de las es-
trategias que le permiten conservar su estructura antigénica a
pesar de su variacién nucleotidica resulta importante porque en
esta conservacion se basa la existencia de un Unico serotipo y la
prevencion mediante vacunaciéon con inmundgenos de distintos
subgenotipos. El estudio de las restricciones evolutivas y de sus
mecanismos podria contribuir a predecir las caracteristicas y el
comportamiento de futuros aislamientos y a definir las politicas
sanitarias de control. Esto impulsa los estudios moleculares que
tiendan a describir con mayor acercamiento las poblaciones del
HAV. El andlisis mas profundo y amplio de sus caracteristicas
genéticas y de su relacion con el huésped facilitard también la
comprension de las diferentes manifestaciones patogénicas que
tiene este virus.
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