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Infeccion oculta por el virus de la hepatitis B
Aspectos clinicos epidemioldgicos y moleculares

Occult hepatitis B virus infection

Clinical epidemiological and molecular aspects
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Resumen

Propésito: Lainfeccién oculta por € virus de la hepatitis B se caracteriza por la presencia del
genoma viral en muestras de suero y/o tejido hepdtico pero sin deteccién de antigeno de superficie.
Los mecanismos de patogénesis no se conocen completamente. El propdsito del presente articulo es
discutir y describir |os aspectos clinicos, epidemiol égicos y moleculares méasimportantes de este tipo
de infeccidn.

Metodologia: Se realizd una busgueda de literatura en la base de datos PUBMED, de trabgjos
originales y revisiones de tema publicados entre 1979 y 2012. La bisqueda se realiz6 utilizando las
palabras claves* Occult HBV infection, Epidemiology, clinical implications, mechamismsy outcome” .
Articulos relevantes citados en las publicaciones seleccionadas también fueron consultados.

Conclusiones: La identificacién de casos de infeccién oculta por el virus de la hepatitis B y la
descripcion de laprevalenciaes deimportancia paralaprevencion de latransmision delainfeccion y
del desarrollo de hepatopatias terminales. La disponibilidad de métodos sensibles y especificos para
la deteccidn del genoma viral ha permitido explorar la epidemiologia. No obstante, aiin son materia
de estudio los mecanismos de patogénesis. (Acta M édica Colombiana 2013; 38: 143-153).

Palabras clave: hepatitis B, infeccion oculta, epidemiologia, patogénesis, HBSAQ.

Abstract

Objective: occult hepatitis B virus infection is characterized by the presence of the viral genome
in serum and / or liver tissue samples but without surface antigen detection. The mechanisms of patho-
genesis are not fully known. The purpose of this article is to discuss and describe the most important
clinical, epidemiological and molecular aspects of this type of infection.

M ethods. we performed aliterature searchin PUBMED database of original worksand reviews of
the subject published between 1979 and 2012. The search was performed using the keywords “occult
HBYV infection, epidemiology, clinical implications, mechanisms and outcome”. Relevant articles
cited in the selected publications were also consulted.

Conclusions: the identification of cases of occult hepatitis B virus infection and the description of
itsprevalenceisimportant in preventing transmission of theinfection and the devel opment of terminal
hepatic diseases. The availability of sensitive and specific methods for the detection of viral genome
has allowed us to explore the epidemiology. However, the mechanisms of pathogenesis are still under
examination. (Acta M édica Colombiana 2013; 38: 143-153).

Keywords: hepatitis B, occult infection, epidemiology, pathogenesis, HBSAg.
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Introduccién
La infeccién por el virus de la hepatitis B (VHB)
constituye un problema de gran impacto en salud publica
a nivel mundial. Se estima que un tercio de la poblacién
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mundial ha sido infectada por el VHB (2000 millones
aproximadamente), de los cuales 350 millones de individuos
presentan infeccion crénica la cual puede evolucionar a
cirrosis y carcinoma hepatocelular (CHC) (1). Pese a la
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disponibilidad de una vacuna efectiva, este virus contindia
siendo una importante causa de morbilidad y mortalidad,
particularmente en paises en via de desarrollo.

Lainfeccion por € VHB esdiagnosticadapor ladeteccion
en sangre del antigeno de superficie del VHB (HBsAg, siglas
del inglés: Hepatitis B s Antigen), el cual corresponde al
marcador de tamizaje; adicionalmente, otros marcadores
serolGgicos y viroldgicos como deteccion de anticuerpos
contra la proteina Core del VHB tipo inmunoglubulina M
(anti-HBc IgM) e inmunoglobulina G (anti-HBc IgG), anti-
HBs (anticuerpos contra el HBsAg), antigeno e (HBeAg,
del inglés hepatitis B e Antigen), ADN viral (carga viral)
y niveles elevados de aminotransferasas (ALTs) son
importantes para la clasificacion del tipo de infeccién.

Después de la exposicion al virus se estima hay un
periodo de incubacién de 1-6 meses. La evidencia de
infeccion aguda corresponde a la deteccién del HBsAg
y de anti-HBc (2). Otros marcadores como el HBeAg,
titulos elevados del genoma viral (carga viral) y niveles
altos de aminotransferasas (ALTs) pueden ser detectados.
La infeccion aguda puede ser sintomética o asintomatica
siendo esta Ultima una enfermedad subclinica que no es
cominmente diagnosticada (Figura 1).

Loscasosen |os cuaeslainfeccion se hace clinicamente
evidente se caracterizan por sintomas tempranos como vo-
mito, malestar general, anorexia y fiebre. Esta fase puede
ser seguida por un episodio de ictericia que puede llevar o
no a una hepatomegalia (3).

La resolucién clinica de la infeccion se caracteriza
por el descenso de la cargaviral avalores negativos o no
detectabl es, produccion de anti-HBe, normalizacion delos
niveles de ALTs y seroconversién de HBsAg a anti-HBs
(3). Debido a la persistencia del genoma del VHB en los
hepatocitos, actualmente se considera que el marcador
anti-HBs no es marcador del aclaramiento viral (4). Por
|o anterior individuos con resol uci6n clinica pueden even-
tualmente desarrollar infeccion crénica (Figura 1). Cuando
lainfeccién evoluciona a un cuadro clinico persistente se
define el tipo de infeccidn crénica, la cual se caracteriza
por la deteccion del marcador HBsAg por mas de seis
meses, la carga viral puede fluctuar, el HBeAg puede estar
presente o no y los niveles de ALTs pueden estar normales
0 elevados dependiendo de lafase en la cual se encuentre
la enfermedad.

Durante la infeccién crénica podrian identificarse dos
fases: 1) actividad inmune y ii) fase de portador inactivo
(Figura 1).

Lafase de actividad inmune se asocia con deteccion del
HBsAg, HBeAg, niveles altos de ALTs, carga viral variable
e inflamacién del higado con o sin fibrosis. La fase de porta-
dor inactivo se caracteriza por un perfil serolégico HBeAg
negativo y anti-HBe positivo, nivelesbajosde ADN viral y
minima fibrosis hepatica. Los sintomas durante la infeccién
crénica pueden ser desde fatiga, dolor abdominal y ascitis
hasta encefalopatia y pacientes con enfermedad hepatica
avanzada como cirrosis (3).
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Figura 1. Historia natural deinfeccion por VHB. Los recuadros grises indican los principales desenlaces clinicos durante la infeccion por VHB. Las flechas punteadas muestran los cambios

sugeridos a la historia natural de la infeccién.
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Desde finales de los afios 70 se describié un tipo de
infeccion adicional correspondiente aindividuos negativos
para el marcador serolégico HBsAQ y presencia del geno-
ma viral (5); esta particular forma de infeccién se conoce
como infeccién oculta por VHB (OBI siglas del inglés:
occut HBV infection) (Figura 1). Gracias al desarrollo en
los dltimos diez afios de técnicas altamente sensibles para
la identificacién y estudio de casos de OBI, se han podido
revelar aspectos clinicosy epidemiol dgicos que dan cuenta
de la importancia de esta entidad (6).

Definicion de la infeccion oculta por VHB

Loa criterios para definir la OBI son: i) No deteccioén
del HBsAg, ii) Presencia de anti-HBc, iii) carga viral me-
nor a 200 Unidades Internacionales (IU)/mL (10° Copias
genoma/mL), iv) Presencia de ADN viral e intermediarios
replicativos en tejido hepdtico, v) Presencia en algunos ca-
sos de anti-HBs. Este perfil corresponderia a casos de OBI
seropositiva (Tabla 1).

En el 20% de los casos de OBI no hay deteccién de
los marcadores anti-HBc y/o anti-HBs; estos casos se
conocen como OBI seronegativos (Tabla 1) y parecen
ser equivaentes a los casos de infeccidn oculta primaria
descrita en el modelo de hepatitis B en marmotas (WHYV, del
inglés: Woodchuck hepatitis virus). En el anterior modelo
experimental se ha demostrado la infeccién por VHB
del tejido linfatico, sin compromiso del higado (7, 8). La
OBI primaria es generada por cepas virales las cuales por
medio de mecani Smos que no se encuentran compl etamente
esclarecidos, despuésde queinfectan a individuo hacen que
este curse una infeccidn sin deteccion del HBsAg. Por el
contrario, se ha denominado OBI secundaria, a los casos que
inician como unainfeccién agudaasintoméaticay/o infeccion
cronicainactivay que pierden posteriormente la expresion
del HBsAg (Figura 1) (8).

Es de anotar, que existen casos de OBI denominados “fal-
sa OBI” los cuales corresponden a infecciones producidas
por virus que presentan mutaciones en el HBsAg las cuales
producen un HBsAg modificado que no es reconocido por
los anticuerpos utilizados en los kits de ELISA, pero que
presentan una carga viral superior a 200 Ul/mL (10*10°
copias genoma/mL) (9).

En la actualidad se reconoce a la OBI como una entidad
con implicaciones clinicasimportantes, las cua esincluyen
ademas del riesgo de transmision de la infeccion por tras-
fusion sanguinea o trasplante de érganos, la exacerbacion

Tabla 1. Definicion de casos de infeccion oculta por VHB.

Tipo de muestra Marcador Clasificaciéon

OBI Seropositiva | OBI Seronegativa

Suero Anti-HBc/Anti-HBs +/+ ——
Cargaviral <200Ul/mL <200Ul/mL
Tejido hepético ADN-VHB Positivo Positivo
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de la infeccién y la progresion a cirrosis y/o CHC (6). De
ahi su importanciay el creciente interés a respecto en los
dltimos afios.

Aspectos clinicos de la infeccion oculta

por VHB

Una importante caracteristica de la OBI es su impacto
epidemioldgico respecto al riesgo de trasmision de
la infeccién por VHB y €l desarrollo de hepatopatias
terminales, més aun cuando su diagndstico es un evento
casual bien sea porgque unidades de sangre son tamizadas
para VHB o porque los individuos presentan alteracion
del perfil seroldgico del higado (niveles de ALTSs) sin una
etiologfa esclarecida.

Laprimera evidencia de transmision de lainfeccion por
VHB con una unidad de sangre proveniente de un donante
con OBI data de 1978 (10). Adicionalmente, Tabor y cola-
boradores evaluaron retrospectivamente sueros de donantes
de sangre HBSA g negativosimplicados en casos de hepatitis
postransfusion; en este estudio se demostro la transmision
de laiinfeccién por VHB con una unidad de sangre prove-
niente de un donante con marcadores serolégicos HBsAg
negativo y anti-HBc positivo (5). Este tipo de transmision
fue posteriormente confirmado en chimpancés inoculados
con sueros de individuos negativos para los marcadores
serolégicos pero con deteccion del genoma del VHB los
cuales desarrollaron hepatitis viral aguda (11).

Debido al riesgo de transmision de la infeccion por el
VHB con unidades de sangre de donantes con OBI ha sido
necesario implementar y desarrollar técnicas sensibles y
especificas para la tamizacién de hepatitis B. El uso de anti-
cuerpos monoclonaesy policlonaesanti-HBsen las pruebas
de ELISA, asi como, proteinas 0 antigenos recombinantes
del VHB y pruebas de amplificacién de dcidos nucleicos
(NAT) han disminuido el riesgo residual de transmisién de
VHB por trasfusion (12, 13).

Se ha demostrado que €l riesgo de transmision de la
infeccién por VHB en trasplante de higado a partir de do-
nantes con perfil serolégico HBsAg negativo y anti-HBc
positivos es de 17-94% (14). Adicionalmente, los individuos
trasplantados pueden sufrir unareactivacion delainfeccion
a causa de lainmunosupresion en el periodo postrasplante
(15). La transmisién de la infeccién por VHB en trasplante
de dérganos sélidos como rifién y corazén también ha sido
documentada en casos de donantes con marcador anti-HBc
positivo (16, 17).

Otro aspecto importante relacionado con OBI es la
reactivacion de la infeccién. La OBI podria considerarse
como un estado de regulacién negativa de la replicacion
viral y de la expresion de las proteinas virales (18). La
reactivacion de la infeccion se presenta en pacientes bajo
condiciones de inmunosupresion inducidas por terapiasy/o
enfermedades que deprimen el sistema inmunolégico. La
reactivacion clinica de la OBI ha sido observada en casos
de enfermedades hematol égicas, infeccion por €l virus de
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la inmunodeficiencia humana (VIH) y trasplante de médula
dsea, entre otros (16).

La OBI también ha sido descrita en casos de enfermedad
hepatica criptogénica (1.9 al 18.8%). Incluso se ha
demostrado que la OBI puede ser mis frecuente que la
infeccién por virus de la hepatitis C (VHC) en estos casos. Lo
anterior fue observado por Berasainy colaboradoresen una
cohorte de pacientes con niveles elevados de transaminasas
séricas. Adicionalmente, los casos de OBI presentaron
con mayor frecuencia signos de cirrosis descompensada,
comparados con pacientes con infeccion por VHB y
deteccién de HBsAg (19).

Diagnéstico de la infeccién oculta por el VHB

La deteccion del genoma viral en muestras de suero o
de tejido hepético es considerada la técnica de oro para €l
diagnéstico de la OBI. Las técnicas de eleccién son PCR
(del inglés: Polimerase chain reaction) anidada y/o PCR
en tiempo real, que puedan detectar menos de 10 copias
del ADN viral. Ademas, se recomienda amplificar varios
genes del VHB para incrementar la especificidad y realizar
andlisis de secuenciacién de los productos amplificados
para la confirmacién del diagndstico de OBI. Si no hay
disponibilidad de técnicas de identificacién de acidos
nucleicos, la presencia de anti-HBc podria ser utilizado
como un marcador para la identificacién de posibles casos
de OBI (9).

Epidemiologia de la infeccion oculta
por el VHB

La prevalencia de OBI ha sido estudiada en poblaciones
con diferentes factores de riesgo como pacientes sometidos
a hemodidlisis, con infeccion por VIH y/o VHC, usuarios
de drogas psicoactivas por via endovenosa y poblaciones
con alta prevalencia de infeccion por VHB; ademéas en
pacientes con hepatopatia crénica criptogénica, pacientes
con diagnostico de CHC, donantesde sangrey en pablacion
general. Estos estudios han aportado resultados disimiles de
prevalencias de OBI (0-90%) dependiendo de la poblacién
de estudio y de la sensibilidad y especificidad de la técnica
utilizada para la deteccion del genomade VHB, por lo que
sus interpretaciones deben realizarse con precaucion.

Samal y colaboradores sugieren que varios factores
pueden influenciar potencialmente las tasas estimadas de
OBI, entre los que se encuentran la poblacién de estudio,
tipo y niimero de muestras analizadas (20). Asi mismo, otras
limitaciones identificadas para establecer la prevalencia de
la OBI es que no existen criterios unificados respecto a los
cuadros clinicos de infeccion que deberian ser analizados
(7, 21). Desafortunadamente, en la actualidad son pocos
los estudios que utilizan iguales criterios de inclusion de
pacientes, tipo de muestray métodos de eval uacion de &cidos
nucleicos del VHB (20). La Tabla 2 presenta un resumen de
las frecuencias reportadas de OBI en diferentes poblaciones
de estudio. Sin embargo, se considera que los grupos de prin-
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Tabla 2. Frecuencias de OBI reportadas en diferentes grupos de riesgo.

Poblacién de estudio Rango de Referencias
frecuencias (%)

Pacientes con diagnéstico de hemofilia 0-36 (56-61)
Pacientes con infeccion por VIH 0-89 (62-66)
Usuarios de drogas psicoactivas por via endovenosa 2.7-45 (67-69)
Pacientes con diagndstico de CHC 11-60.7 (70-73)
Pacientes con enfermedad hepatica criptogénica 1.9-18.8 (21,74, 75)
Pacientes con infeccién por VHC 0-51 (7,76-78)
Donantes de sangre 0-21.3 (79-81)

cipal interés para el estudio de OBI son donantes de sangre,
pacientes con enfermedad hepéticacriptogénicaeindividuos
coinfectados con VHC y VIH. Lo anterior se debe al riesgo
detransmision de lainfeccion, exacerbacion de lamismay
en el Ultimo caso debido a que algunos de |os mecanismos
que pueden dar explicacion al desarrollo de OBI podrian
ser atribuidos a eventos de inhibicion de la replicacion del
VHB inducidos por el VHC y VIH.

En Colombiase conoce poco acercadelaprevalenciade
la OBI. Existen cuatro estudios realizados en poblaciones
de pacientes infectados por VIH y en donantes de sangre.
El primer estudio incluyé una cohorte de 50 pacientes VIH
positivos atendidos en un hospital de la ciudad de Medellin.
Doce muestras HBsAg negativo/anti-HBc positivo fueron
evaluadasparaladeteccion del ADN del VHB, delascuales
solo un caso fue positivo para deteccién del genoma viral
por PCR (22). En un segundo estudio se analizaron muestras
de suero de 103 pacientes VIH positivos atendidos en una
institucion de salud en la ciudad de Barranquilla. Del niimero
total de muestras, sei's casos presentaron anti-HBc positivo
y HBsAg negativo; de éstos se logrd confirmar la deteccion
del genoma viral por PCR y cuantificacién de la carga viral
por PCR en tiempo real (23).

Respecto a la identificacién de casos de OBI en donantes
desangre, Beltrany colaboradores|levaron acabo un estudio
en cuatro bancos de sangre en Bogota, Cali, Barranquillay
Valledupar. Un total de 129 muestras de suero de donantes
HBsAg negativo/anti-HBc positivo fueron sometidas aprue-
bas NAT en pooles de seis muestras; sin embargo, en ningtin
pool de muestras se obtuvo amplificacién del genoma del
VHB. Aunque, en este estudio los autores no encontraron
ningln caso de OBI ellos sugieren que la prevalencia de
OBI puede estar alrededor de 3/125000 donaciones (13).
De otro lado, Arroyave y colaboradores analizaron 207
muestras de suero de donantes de sangre con perfil HBsAg
negativo/anti-HBc positivo por PCR convencional y poste-
rior secuenciacion del ORF S del VHB. Segtin los resultados
preliminares de este estudio se reporté una frecuencia de
1.44% de OBI (24).

Recientemente, nuestro grupo determind unafrecuencia
de 2% de casos de OBI en donantes de sangre en la ciudad
de Medellin, Colombia. Fueron evaluadas 302 muestras
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de suero de donantes HBSA Qg negativo y anti-HBc positivo
por PRC de los ORFs S, C y X. Los casos de OBI fueron
confirmados por secuenciacion del genoma viral y cuantifi-
cacion delacargaviral; por lo anterior y en acuerdo con lo
propuesto por Beltran colaboradores se sugiere que aunque
es posible observar una baja frecuencia de casos de OBI son
necesarios mas estudios para determinar la prevalencia de
OBI (manuscrito en preparacién). Teniendo en cuenta los
anteriores estudios, esimportante resaltar laimportanciade
realizar latamizacién de las donaciones de sangre ademés
del HBsAg con anti-HBc. Segtin datos del Instituto Nacional
de Salud, se calcula que en Colombia, aproximadamente el
36% de las unidades de sangre recolectadas no son tamizadas
para anti-HBc y s6lo en una minima proporcién (8%) se
analizan para la deteccién de dcidos nucleicos (13).

Organizacion genémica del VHB
El VHB esun virus envuelto con un didmetro externo de
42 nanémetros (nm). La capside de simetria icosahédrica de

22-25 nm de didmetro. El genoma del VHB esta constituido
por unamoléculade ADN circular de doble cadenaparcial,
es decir, con una de las cadenas incompleta (Figura 2). A
esta molécula se le denomina crADN, del inglés: circular re-
laxed ADN. La cadena negativa consta de aproximadamente
3.2 Kilobases (Kb) de largo y la cadena positiva presenta
un tamafio variable entre 1.7-2.8 Kb. El genoma del VHB
codifica siete proteinas a partir de cuatro marcos de lectura
abierta (ORF, del inglés: Open Reading Frame) S, P, Cy X
(25) (Figura 2). Las funciones de las proteinas codificadas
por el genoma del VHB se resumen en la Tabla 3.
Después de la adhesion, penetracion y descapsidacion
de la particula viral, el crADN es transportado a nucleo
del hepatocito; en el nlcleo la cadena positiva es reparada
dando origen aun ADN de dobl e cadenacompleto, el cua se
denomina ADN circular covalentemente cerrado (cccADN)
(26). El cccADN permanece en el nicleo de los hepatocitos,
ademas puede unirse a proteinas celulares, lo que permite
su condensaciony permanenciaen el niicleo como un mini-
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Figura 2. Organizacion gendmica del VHB. El crADN del VHB se representa con un circulo de 3200 kb; con los simbolos (-) y (+) se indican las cadenas negativa y positiva respectivamente.
Las flechas superiores muestran la linearizacion del genoma en el nt 1600. El genoma del VHB contiene 4 ORFs (indicados con las flechas en dngulo de 90°) bajo la accion de cuatro promotores
(Promotor de Core, preS1, preS2/S'y promotor de X) y dos regiones potenciadoras 1y 1l representados con los rectdngulos grises. Sobre el genoma linearizado se muestran tres islas CpG; la isla
CpG I se expande a través del codon de inicio del gen S, la isla CpG II sobre el potenciador Iy la isla CpG III en el codon de inicio del gen de la polimerasa. En la parte inferior se presentan

los 5 ARNs mensajeros transcritos y las proteinas codificadas a partir de cada uno.
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Tabla 3. Proteinas codificadas por el VHB.

ORF Proteina (Sigla) Funcién

S Antigeno de superficie (HBsAg) Permiten la adhesion y pene-

forma: Mayor (L), Medio (M) y tracion de la particula viral ala
Pequeno (S) célula hospedera.
Blanco de respuesta inmuno-
légica
P Polimerasaviral ADN Polimerasa, transcriptasa
reversa (RT) y ARNasa H
© Core (Antigeno Core: HBcAg) Subunidad estructural de la

cépside viral
Antigeno e (HBeAg)
Se sugiere como inmunomo-
dulador

X Proteina X (HBx) Transactivador de elementos
reguladores virales y celulares,

actividad oncogénica sugerida

cromosoma. La cadena negativa del cccADN sirve como
molde para la transcripcién de 5 ARNs mensajeros virales,
este proceso esllevado acabo por la ARN polimerasacelu-
lar tipo II. Los transcriptos genémicos son el ARN precore
(pcARN) y el ARN pregenémico (pgARN). El pcARN co-
difica el HBeAg y el pgARN codifica la proteina Core y la
polimerasavira; ademés, €l pgARN sirve de molde parala
sintesis de nuevos genomas. Los transcriptos subgendémicos
de 2.4kby 2.1 Kb codifican para la sintesis del HBsAg como
se explicard mas adelante. El fragmento subgenémico de 0.7
Kb codifica la proteina X (HBx).

El ORF S permite la sintesis del HBsAg. Este gen esta
compuesto por tres segmentos (pre-S1, pre-S2 y S) a partir de
los cuales se generan tres tipos de HBsAg: mayor (HBsAg-
L), Mediano (HBsAg-M) y Pequefio (HBsAg-S) (Figura 3).
Las proteinas HBsAg L, M y S tienen una region coman,
altamente conservada que esreconocida por |os anticuerpos
neutralizantes generados por la vacuna o por la infeccion

natural, a la cual se le denomina determinante “a” (Figura 4).
Estaregion esconsideradael epitope masimportante parala
respuestainmune delinfocitos B; por tanto, cepasdel VHB
con sustituciones en esta region podrian evadir €l recono-
cimiento de anticuerpos neutralizantesy eventual mente ser
seleccionadas durante el transcurso de la infeccion (27).

El ORF Core estd compuesto por las regiones pre-Core y
Core (pre-C/C), esta region codifica el HBeAg y la proteina
Core o proteina de la cépside. La transcripcion de este gen
esta regulada por €l promotor Core que posee un elemento
denominado promotor basal de Core (BCP, del inglés: Basal
Core Promoter) y un elemento conocido como secuencia
reguladora corriente arriba de BCP (CURS, del inglés: BCP
upstream regulatory sequence) (28).

Aspectos moleculares de la infeccion oculta
por VHB

Los mecanismos de patogénesis de la OBI propuestos
incluyen: i) variabilidad genética del VHB, ii) integracién
del genoma viral al genoma celular, iii) regulacién transcrip-
cional del minicromosoma por mecanismos epigenéticos, iv)
respuesta inmune del hospedero y v) coinfecciones por el
VIH y el VHC. La mayoria de estudios realizados hasta el
momento han aportado evidenciasindirectas de las estrate-
gias de patogénesis responsables de esta patologia (Figura 5).

Variabilidad genética del VHB y asociacion
con OBI

Numerosas mutaciones han sido descritas en los ORF
S y Core que pueden llevar a modificaciones antigénicas y
alteracionesen el nivel desintesisdelas proteinasdel VHB
y del pgARN; esto se podria asociar con lano deteccién de
antigenos virales mediante la prueba de ELISA, como se
describe en casos de OBI y a una baja tasa de replicacion
(Figura 5) (7).

ORF S 1188nt
A
[
Promotor Promotor L)
g Prest g8 g Pres2/s 8 g

o

PreS1 PreS2

|Eﬁ~|c’i|i%%§§§§§§§%mmvua
e HBsAg L 400aa

HBsAg M 281aa

S

i HBsAgS 226aa

Figura 3. Representacion esquematica del ORF S. Se presentan los tres segmentos gendmicos preS1, preS2'y S, a partir de los cuales se sintetizan las proteinas L, M y S del HBsAg de 400,
281y 226 aminodcidos, respectivamente (Kohno y col, 1996), bajo la accién de los promotores indicados en gris preS1 'y preS2/S.
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Region Hidrofdbica Mayor (aal07-aal67)

-~
v

Determinante
“a" (aa124-aal47)

.

Figura 4. Estructura secundaria propuesta del HBsAg (L). La Region Hidrofobica Mayor (aminodcidos 107 a 167) y el determinante “a” (aminodcidos 124 a 147) se representan con
circulos con el nombre del respectivo aminodcido (cédigo de una letra). El determinante “a” es el epitope inmunodominante, el cual es mantenido por dos puentes disulfuro C124-C137 y
C139-C147. Adaptado de Fields Virology 5" ED, ©2007.

[ . T Ciclo replicativo VHB

1. Entrada

2, Transporte al nacleo y liberacion del
genoma viral

3. Sintesis de cccADN

4, Transcripcion de ARNs gendmicos y
subgenomicos

5. Traduccidn de proteinas virales

6. E blaje y pag i de
ARN pregendmico

7. Transcripcion reversa y replicacion del
genoma viral

8. Secrecion de viriones

* La integracion del genoma del VHB
en el genoma celular no es un paso
esencial en su ciclo replicativo

T Mecanismos de patogénesis OBl

A. Regulacién Genética: Variabilidad
genética, mutaciones generadas durante
transcripcidn reversa

B. Regulacion Epigenética: Metilacion
cccADN, Acetilacion de histonas en
episoma

C. Coinfecciones: Expresion de proteinas
interferentes

Figura5. Representacion esquematica del cicloreplicativodel VHB y etapasquepodr ian estar implicadasen los mecanismos molecularesasociadosala OBI. En este grdfico se presenta
un esquema de los principales pasos del ciclo replicativo del VHB, indicados con niimeros y flechas rojas. Los mecanismos de patogénesis asociados a la OBI y su efecto sobre la replicacion
viral se indican con letras (A, By C) y lineas azules.
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Esimportante hacer distincién entre las mutaciones que
se generan en el determinante “a” y las que se producen
por fuera de éste. En las primeras se puede modificar el
epitope reconocido por los anticuerpos neutralizantes y los
anticuerpos utilizados en las pruebas de ELISA.

No en todos los casos se evidencia la presencia de
mutaciones y/o variantes en el determinante “a” que
impidan la detecciéon del HBsAg. Por tal razén, se ha
considerado el estudio de otros segmentos como laregion
pre-S1; esta secuencia contiene un elemento regulador
(Promotor preS1), el cual estimula la sintesis del ARN
subgendmico de 2.4 kb. Algunas mutaciones en pre-S1
pueden disminuir el nivel de expresion del HBsAg y por
tanto afectar la formacién de nuevas particulas virales
(29, 30). Esta hipdtesis es validada en parte por el estudio
de Cabrerizo y colaboradores, en el que se observa
frecuentemente una deleccién (o pérdida de una parte de
esta secuencia) en pre-S1 en aislados del VHB provenientes
de pacientes con diagndstico de OBI; es de anotar que en
ninguno de estos aislados se detectaron mutaciones en el
segmento S (31).

En el caso del ORF Core y su promotor también se han
descrito mutaciones que podrian estar rel acionadas con una
baja carga viral (<200 UI/mL). El cambio més frecuente es
la doble mutacion T1762A/A1764G, la cual se ha relacio-
nado con la disminucion en la sintesis del pgARN y como
consecuencia disminucion en el nivel de sintesis de Core
y la polimerasa y ademas menor nimero de copias molde
para la generacion de nuevos genomas virales (32). La mu-
tacion A1896G en la region pre-C modifica la formacién
de la sefial de encapsidacion (€) en el pgARN, la cual es
necesaria para la interaccion del pgARN, la polimerasay
Core para la formacion de la nucleocdpside, en la cua se
realiza la sintesis de nuevos genomas virales (33). Por lo
anterior, mutacionesen BCPy pre-C/C disminuyen el nivel
de expresion del HBcAg y HBeAg y hacen menos eficiente
lareplicacion viral (bajo fitness), esto podria correlacionarse
con OBI (34).

Otro de los mecanismos que podria estar implicado con
la OBI, es la integracion del genoma del VHB en el genoma
celular; laintegracién del genoma viral puede resultar en
la pérdida de la expresion de antigenos virales como €l
HBsAg, reduccion en la produccion de nuevos viriones y
disminucién de la carga viral. Esto explicaria en parte la no
deteccion del HBsAg y una cargaviral <200 Ul/mL dela
OBI (35). La integracion del genoma de VHB ocurre como
un evento aleatorio en la infeccion por VHB que puede
generar cambios en la secuencia como delecciones (25-45%
de casos CHC asociados a VHB) e inserciones (30-50% de
casos CHC asociados a VHB) e inestabilidad cromosémica
(36). Es de anotar que la integracion del genoma del VHB
no es un evento necesario para la replicacion viral. Aunque
es plausible la relacién entre integracion del genoma del
VHB, la persistencia de la infeccién y el desarrollo de OBI
(18, 37).
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Regulacion epigenética del VHB

La metilacién es un mecanismo de regulacion de la
expresion de los genes, que consiste en laadicién de grupos
metilo alas citosinas de ciertas secuencias del ADN; esta
modificacién quimica puede producir el silenciamiento de
un gen. Teniendo en cuenta que el genoma del VHB puede
persistir en el nicleo de los hepatocitos en forma de mini-
cromosoma, es posible quelametilacion del ADN del VHB
represente un mecanismo que puede modificar la replicacién
y la expresidon de proteinas virales. Una evidencia de
este mecanismo, es que la metilacién de la secuencia
que codifica para la proteina Core produce pérdida de
expresion de la proteina; esto ha sido demostrado in vitro
en una linea celular de hepatoma humano (PLC/PRF/S)
(38). Es de anotar que la metilacién seria un mecanismo
de regulacion tanto para secuencias integradas como
para el minicromosoma del VHB (39). Es importante
mencionar que elementosreguladores del genomadel VHB
(promotores y “enhancer”) se encuentran localizados en
secuencias de ADN ricas en pares citosinay guanina, las
cuales son susceptibles de ser metiladas; éstas se conocen
como islas CpG (40) (Figura 1). En el genoma del VHB
se han identificados tres islas CpG. Se ha descrito que la
metilacién delaislaCpG Il del VHB esfrecuente en casos
de OBI. Las islas CpG I y III del VHB se han encontrado
metiladas en muestras provenientes de pacientes con CHC
asociado a VHB, tanto en secuencias integradas como en
el cccADN. Estos hallazgos fueron corroborados por Kaur
y colaboradores en muestras detejido hepatico provenientes
de pacientes con diagnéstico de CHC. La frecuencia de
metilaciénenlaislaCpG | del VHB fue mayor en los casos
CHC asociado a OBI, comparado con los casos de CHC
asociados a la infeccion por VHB con marcador HBSAgQ
positivo (41).

Respuesta inmune e infeccién oculta por
VHB

Se hasugerido quelarespuestainmune es diferenteentre
individuos con OBI e individuos que logran el aclaramiento
viral. En estudios recientes, se han evaluado los niveles de
citoquinas y quimioquinas en pacientes con OBI y se ha
demostrado que estos pacientes presentan mayores niveles
de interleuquina-10 (IL-10) e IL-17A, comparado con
pacientes con resolucién de la infeccién y controles sanos.
La IL-10 es considerada una de las principales citoquinas
involucradas en la regulacion negativa de la respuesta
inmune celular contralasinfecciones virales, mientras que,
lalL-17A inhibelaapoptosis de hepatocitosinfectados, por
lo que favorece la persistencia del VHB; ademés lalL-17
tiene un efecto antagonista sobre la IL-12 y la expresién
deinterferdn y (INF-y). Se ha observado que pacientes con
OBI no presentan diferencias significativas en la expresion
de IL-12 comparado con individuos sanosy con infeccion
resuelta, por el contrariolosnivelesdelL-10, IL-17 e INF-y
son reducidos (42-44).
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Factores genéticos relacionados con € hospedero po-
drian interferir con la expresién de citoquinas, por lo que
se podrian correlacionar con lafalta del aclaramiento viral
en OBI. Estudios recientes han demostrado diferencias
significativas en los genes que codifican para las citoquinas
SDF-1a (Factor derivado de células estromales-1a.) e IL-
12 en pacientes con OBI, comparado con individuos sanos
o con casos de infeccién con resolucion (44). Asi mismo,
también se han identificado polimorfismos (variaciones en
la secuencia de ADN en un lugar determinado del genoma
entre los individuos de una poblacién) en la regién pro-
motora del gen que codifica para la IL-10 y en el gen que
codifica para el receptor de vitamina D, los cuales podrian
estar relacionados con la OBI (45).

Respecto alainmunidad humoral, estudios previos han
demostrado que anticuerpos anti-HBs desempefian una im-
portante funcion en la proteccion de individuos infectados
por el VHB (46). Investigaciones realizadas en pacientes con
OBI han demostrado que los niveles en suero de inmunoglo-
bulina G (IgG) y el factor C4 del sistema complemento, son
significativamente menores en pacientes con OBI compa-
rado con casos con aclaramiento viral (44). Asi mismo, se
ha descrito que pacientes con OBI con anti-HBc detectables
en suero tienen una respuesta eficiente de células T de
memoria, o cual se asociaa memoria protectora; mientras
que pacientes con OBI negativos para anti-HBc presentan
una inadecuada maduracién de células T de memoria (47).

El nimero reducido de células mononucleares de san-
gre periférica (PBMC, siglas en inglés Peripheral Blood
Mononuclear Cells), especificamente linfocitos T y células
NK puede llevar a la atenuacién de la respuesta inmune
contra el VHB. Aunque algunos estudios han evidenciado
que el nimero de PBMC y en particular de células NK no
esta alterado en casos de OBI, el nimero de linfocitos T
CD8" se encuentra disminuido en pacientes con OBI (44).
Aungue este es un tema gue aun continlia en experimenta:
cion, se sugiere que aspectos relacionados con la funcion
de los linfocitos T, tales como migracion, reconocimiento
de antigenos, activacion y proliferacion, son defectuosos
durante la OBI.

Coinfecciones

La interferencia viral parece ser un factor que podria
regular negativamente la replicacion y expresion de genes
del VHB. En particular, las coinfecciones con VHC y VIH
parecen tener unafuerte implicacion no solo epidemiol ogi-
ca, sino también en la patogénesis de la entidad (Figura 4).

Lacoinfeccion del VHB y el VHC ha sido ampliamente
documentada (20). Segtn lo reportado, 65% de los indivi-
duos infectados por VHC presentan OBI (48, 49). Cacciola
y colaboradores encontraron una alta frecuencia de OBI
en pacientes con infeccion crénica por VHC y un mayor
nlmero de casos con Cirrosis en pacientes cronicamente
infectados por VHC con OBI (33%), comparado con los
pacientes infectados por el VHC sin OBI (19%) (50). En
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otro estudio, se demostré que pacientes con coinfeccion
por VHC y OBI tienen menor respuesta al tratamiento con
INF, comparado con pacientes infectados solo por VHC;
no obstante se requieren més estudios paradeterminar si la
OBI puede estar asociada con la resistencia al tratamiento
con INF (51).

Lainterferencia de lareplicacion del VHB por e VHC
ha sido atribuida a la proteina core del VHC, la cual tiene
la capacidad de inhibir lareplicacion y expresion de genes
del VHB; ademas suprime la actividad de los elementos
potenciadores del VHB (52, 53). También se ha demostrado
que la proteina core del VHC se une con la polimerasa del
VHB e interfiere con el reconocimiento de la sefial de encap-
sidacion (52). Ademads, la proteina core interacciona con la
proteina HBx e inhibe su funcién como transactivador (52).
Asi mismo, laproteinaNS2 del VHC inhibelasecrecion del
HBsAgy el HBeAg en ensayos in vitro (54).

Con respecto ala coinfeccion VHB/VIH, laprevaencia
reportada de OBI en pacientes infectados con VIH varfa de
0%-89% segtn el método de deteccién del ADN del VHB
y la historia de tratamiento antirretroviral (Tabla 2) (20,
55). Sin embargo, los mecanismos especificos que llevan a
la OBI en pacientes con infeccién por VIH no se conocen.

Conclusion

El fenémeno de la infeccion oculta por € VHB se
caracterizapor unamarcadainhibicion delareplicacionviral
y de la expresion de genes del VHB. Para su diagndstico
se requiere de técnicas de biologia molecular sensibles y
especificas. Pese al gran nimero de incdgnitas que adn
permanecen sin resolver al respecto, esimportante resaltar
los estudiosde exploraci én delos mecanismosde patogénesis
de la OBI y de la epidemiologia de esta entidad. Sin
embargo, estudios adicional es son requeridos para explicar
esta particular forma de infeccién; las hipotesis propuestas
y cada una de las evidencias que a la fecha sustentan la
OBI sugieren que esta es una entidad multifactorial. Muy
posiblemente algunos de |0s mecanisSmos que se proponen
estan relacionados con la OBI tengan una mayor relevancia
que otros. En este sentido los mecanismos epigenéticos
gue explican e desarrollo de la entidad y los factores que
influyen en la produccién del cccADN y su persistencia en
el nicleo del hepatocito serfan los factores mas importantes.
La identificacién de marcadores epigenéticos como por
ejemplo, la identificacion de islas CpG metiladas del
cccADN del VHB vy la definicion precisa de las actividades
enzimdticas celulares que modulan la transcripcion del
minicromosoma, asi como las vias de sefalizacién que
modulan su actividad, abren nuevas perspectivas para
la identificacién de blancos terapéuticos que supriman
permanentemente latranscripciény replicacion del genoma
del VHB. Por otro lado, se debe continuar con el esfuerzo
paraentender |as bases moleculares que serelacionan con el
ciclo replicativo del VHB y lainteraccion con los factores
del hospedero que estarfan influyendo.
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En conclusioén, la OBI es una entidad que impacta diver-
sos aspectosclinicosy epidemiol 6gicos como latransmision
de lainfeccion por productos sanguineos y/o el trasplante
de 6rganos, lo que sugiere la idea que la proporcion de
individuos infectados por VHB podria superar la cifra de
350 millones de individuos cronicamente infectados, lo cual
revelael verdadero impacto en lasalud pUblicaanivel mun-
dial y la necesidad de investigar en pro de la identificacion
de alternativas terapéuticas que disminuyan su prevalencia.
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