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Caracterizacion genotipica del virus de la hepatitis B en la provincia de La Rioja
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Genotype characterization of hepatitis B virus infection in the
province of La Rioja

Abstract

The genetic variability is a characteristic common in all the virus. The virus of the B hepatitis (VHB) is a virus DNA with a
variability that oscillates in a change by each 1,000 to 100,000 nucleotides incorporated by each replicativo cycle. This genetic
variability must to errors of the repairing activity of enzymes in charge of this process, transcriptasas inverse, during the process of
viral replication. At present, the viral stocks of the VHB are classified in 8 genotypes designated with the letters A-H, each
genotype has a differentiated prevalence very world-wide. In the present work the circulating genotypes in the city of La Rioja
(150 samples) by means of the RFLP technique. We found up to 94% of cases, genotype F, which was described as originating in
Amerindian communities in Central and South America. This prevalence may be because in the city of La Rioja be recorded
genetic ancestors originated.
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Resumen

La variabilidad genética es una caracteristica comtin en todos los virus. El virus de la hepatitis B (VHB) es un virus ADN con una
variabilidad genética que oscila en un cambio por cada 1.000 a 100.000 nucledtidos incorporados por cada ciclo replicativo. Esta
variabilidad genética es debida a errores de la actividad reparadora de las enzimas encargadas de este proceso, las transcriptasas
inversas, durante el proceso de replicacion viral. En la actualidad, las cepas virales del VHB se clasifican en 8 genotipos
designados con las letras A-H, cada genotipo tiene una prevalencia muy diferenciada mundialmente. En el presente trabajo se
analizaron los genotipos circulantes en la ciudad de La Rioja (150 muestras) mediante la técnica de RFLP. Se encontro hasta en un
94 % de los casos, el genotipo F, que fue descripto como originario de las comunidades amerindias de América Central y del Sur.
Estaprevalencia se deberia a que en la ciudad de La Rioja se registrarian ancestros genéticos originarios.
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Introduccion

El virus de la Hepatitis B (VHB), es un virus DNA de doble
hebra parcial, semicircular, con envoltura, perteneciente a la
familia Hepadnaviridae. Cada afio el VHB infectade 10a 30
millones de personas en todo el mundo (WHO 2010).

El VHB es un hepadnavirus, cuyo virion completo (particula
de Dane) es de doble envoltura, esférico y de 42 nm de
diametro. La envoltura externa estd compuesta por una
bicapa lipidica obtenida por gemacion de la membrana
celular del hepatocito durante el ciclo replicativo del virus y
glicoproteinas de la envoltura viral: Grande L (Large),
Mediana M (Middle) y Pequeiia o principal S (Small) (Pujol
2000, Martinez et al. 2007). El virus de la hepatitis B infecta
basicamente las células hepaticas. Sin embargo, otras
células del cuerpo, incluyendo los gldbulos blancos y otros
tejidos, pueden albergar al VHB (Hallet et al. 2000, Magnius
& Norder2010).

Como todos los seres vivientes, los virus pueden pasar por
mutaciones o cambios en su estructura celular mientras se
multiplican millones de veces. Aunque el VHB es un virus
de ADN, sus instrucciones de replicacion provienen de la
enzima polimerasa, que es un compuesto del ARN (Mantilla
2000). Su proceso de replicacion (similar al del virus VIH)
carece de una “funcioén de correccion” comun en otras
células. Como resultado, el VHB tienen un indice de
mutacion diez veces mas alto que el de otros virus del ADN.
Las mutaciones que se han identificado hasta el momento,
ocurren en la region central del VHB (region promotora del
nicleo o gen pre-nicleo) y también en el antigeno de
superficie (Chacon & Aponte 2000). Algunas de las cepas
mutantes con mutaciones en la region central son
denominadas cepas mutantes pre-nicleo. Los VHB que no
tienen ninguna mutaciéon se denominan virus de “tipo
silvestre”. En algunos nifios y adultos, el mutante del pre-
nucleo se convierte en la forma dominante del VHB en sus
cuerpos durante el transcurso de unos afios. Sin embargo,
algunas personas estdn claramente infectadas desde el
principio con virus en el cual el mutante del pre-ntcleo es la
forma viral dominante (Carman et al. 2003). Las mutaciones
del pre-nucleo, que tienen componentes faltantes o alterados
en su huella genética, pueden hacer que al sistema
inmunoldgico de un nifo le sea dificil detectar y combatir el
virus (Koike & Takada 2009). Estas mutaciones también
pueden hacer que el virus sea resistente a determinadas
drogas antivirales, como el interferon. Las mutaciones
virales también pueden determinar la rapidez con que un
nifio o adulto puede desarrollar el anticuerpo (Lee 1998).
Otra cepa mutante permite al virus replicarse sin producir o
secretar el antigeno. Esto tiende a ocurrir mas en personas de
Asia y de la region Mediterranea, pero puede predisponer a
las personas a infecciones por VHB crénicas o de largo
plazo. El segundo grupo de mutaciones, antes mencionado,
se produce en el antigeno de superficie (Brunetto 1999).
Estos virus mutados, originalmente denominados mutantes
escapatorios de vacuna, son preocupantes ya que el actual
proceso de deteccion en la sangre no alcanza a detectar este
antigeno de superficie alterado (Bowyer & Sim 2000). Hasta
la fecha, estas mutaciones rara vez ocurren y se presentan
principalmente en Asia. Las mutaciones descritas en el VHB
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son de diferentes tipos, cada una de las cuales tiene una
aproximacion clinica diferente y para las cuales existen hoy
en dia ensayos comerciales para su estudio: mutantes pre-
core/core promotor; mutantes resistentes a terapia (gen
Pol); mutantes del antigeno de superficie, asociadas a
vacuna (gen S). Las dos primeras se han relacionado con
mayor dafio hepatico, menor respuesta y/o alta replicacion
viral (Glinther & Fischer 1999).

Con la creciente disponibilidad de diferentes alternativas de
tratamiento contra el VHB, nuevos ensayos moleculares
van adquiriendo mayor relevancia, especialmente para la
deteccion precoz de mutantes resistentes. En los afios 70 se
describid, por métodos seroldgicos, la existencia de cuatro
subtipos AgsHB segin la expresion del determinante
antigénico comun "a": adw, adr, ayw, ayr. Afios después se
identificaron cuatro subdeterminantes de w (1,2,3y 4)y
posteriormente se adiciona el determinante q, dividiéndose
en q-positivos (+) y g-negativos (-); asi, se establece la
variabilidad serologica a nivel del AgsHB y se clasifican en
nueve subtipos diferentes para el determinante antigénico
comun "a": adw2, adw4, adr, aywl, ayw2, ayw3, ayw4,
ayrq+, ayrq-. Esta clasificacion seroldgica prevalecid por
afios, hasta que en la década de los 80 se establecio la
distribucion geografica de estos subtipos y se obtuvo la
secuencia gendémica completa de los aislados del VHB,
observandose sustituciones multiples a lo largo del genoma
(Okamoto & Tsuda 1988). Analisis posteriores de
secuencias completas demostraron la emergencia de otras
diferencias en los subtipos aislados del VHB cuyas
sustituciones genomicas basadas en una divergencia del 8%
o mas entre secuencias del genoma completo y de 4% o mas
del gen S, hicieron necesaria la clasificacion genética del
VHB distribuyéndolos en 8 genotipos denominados: A, B,
C, D, E, F y G; el genotipo F se ha dividido a su vez en IV
conglomerados basandose en la existencia de mas del 4% de
divergencia en la secuencia nucleotidica. Estudios
recientes, han descrito un amplio rango de divergencia entre
los genotipos descritos (0,1 a 7,4% y 6,8 a 17,1%
respectivamente) por lo que se ha propuesto considerar este
hallazgo como un nuevo genotipo denominado "H"
sumando los 8 genotipos diferentes para el VHB; hecho
considerado como un importante logro de la virologia
descriptiva (Devesa et al. 2004, Arauz-Ruiz 2002, Quintero
etal.2002).

El genotipo A se encuentra principalmente en
Norteamérica, el Noroeste de Europa y en Africa Central. E1
genotipo B se encuentra principalmente en el Sudeste de
Asia, China y Japon (Berger et al. 2008). El genotipo C se
encuentra principalmente en el Sudeste de Asia, China y
Japon. El genotipo D se encuentra en el Sur de Europa, en
Medio Oriente e India. El genotipo E se encuentra
principalmente en Africa (Nassal 1999). El genotipo F se
encuentra principalmente en americanos nativos de
Norteamérica y en la Polinesia, y en Sudamérica y
Centroamérica. El genotipo G, el altimo genotipo del VHB
identificado, se encontré en Estados Unidos y Francia.
Existe una fuerte correlacion entre raza/origen étnico y el
genotipo del VHB (Hino & Kajino 2009).
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Materiales y métodos

Extraccion de ADN

Se utilizd 5ml de sangre total de cada una de las 150
muestras y se agrego6 2 ml de solucion de Lisis (NaCl 0,14 M,
acetato de magnesio 1,5 mM, KCl 5 mM y dodecil sulfato
sodico al 1%) y 2 ml de FCI (25:24:1 partes de
fenol/cloroformo/isoamilico cada uno respectivamente). Se
agito vigorosamente durante 15 segundos y posteriormente
se centrifugd a 3500 rpm durante 10 minutos. Luego de la
fase acuosa se extrajeron 2 ml y se le agregaron 0,2 ml de
acetato sodico 3 M, homogenizando suavemente por
inversion. Se afadieron 5 ml de etanol absoluto,
centrifugando a 3500rpm durante 10 minutos. Se descart6 el
sobrenadante por inversion y una vez escurrido el
sobrenadante se agregd 100 ul de TE pH 7,5, durante 24hs en
laestufaa37°C.

Diagndstico Serologico

Los diagnoésticos se realizaron por test seroldgicos que
reconocen el antigeno de superficie y el anticore IgM,
utilizando para ello la técnica de inmunoanalisis enzimatico
de microparticulas a través del sistema IMX (ABBOTT
Diagnostics Division).

Reaccionde PCR

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador PTC-
100, MJ Research, programado de la siguiente manera: 1
ciclo de desnaturalizacion inicial de 94 °C por 5 minutos, 40
ciclos de 94 °C por 45 segundos, 53 °C por 60 segundos y 72
°C por 90 segundos. Finalmente 1 ciclo extension final a 72
°C por 7 minutos. La composicion de la reaccion de PCR fue
de 20 ul determinada por: 1X de Buffer Green GoTaqTM
ADN polimerasa (Promega), 2 mM de MgCI2 (Promega),
100 uM de una mezcla de dNTPs (Promega), 0.2 uM de cada
oligonucledtido, 0.05 U/ul de GoTaqTM Polimerasa
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(Promega), 30 ng de ADN y agua ultrapura (GIBCO). Los
oligonucledtidos fueron sintetizados por Biodynamics
S.R.L (Argentina). Los productos de amplificacion se
resolvieron por electroforesis a 90 voltios durante 1 hora 35
minutos en geles al 1,2% de agarosa D1-LE (Biodynamics)
preparados con TBE (13.5 g Tris Base; 5.5 gde H3BO3,4 ml
de 0.5M de EDTA pH 8).

Una vez concluida esta etapa, el gel fue fotografiado con un
equipo de fotodocumentacion dotado con un
transiluminador UV (Gel Doc 100 Gel Documentation
System, Bio-Rad) y cuya imagen fue digitalizada para su
posterior analisis con un programa de analisis molecular
(Molecular Analisys de BIO-RAD). Los secuenciamientos
se realizaron en ambas hebras de ADN (Magrogen).

Genotipificacion de VHB mediante RFLP

Hinf1: Se agreg6 12,5 ul del producto de PCR de VHB, junto
con 1,5 ul de Buffer 10x y 1 ul de enzima Hinf I. La mezcla
se incubo a 37° durante 3 horas. Tsp 5901: Se agrego 12,5 ul
del producto de PCR de VHB, junto con 1,5 ul de Buffer 10x
y 1 ul de enzima Tsp 5901. La mezcla se incub6 a 37° durante
3 horas. Los productos de las digestiones enzimaticas fueron
procesados en una electroforesis de gel de agarosa al 3% a
90V durante 1 hora.

Resultados

Distribucion de Genotipos del VHB en la Provincia de La
Rioja

Se analizaron 150 muestras de pacientes con VHB positivos
recolectados en la Provincia de La Rioja. El estudio mostr6
que el 94% de los sueros (141 muestras) correspondian al
genotipo F, descripto para las comunidades de Sudamérica,
en tanto un 3% ( 4 muestras) correspondia al genotipo C,
localizado originalmente en Asia. Un 2% (3 muestras)
correspondian al genotipo D, descripto en Europa y Asia 'y
un 1% (2 muestras) fueron del genotipo A de Europa.

H Asia
m Europa

Sudameérica
Europa y Asia

Ubicacion
Europa
Asia
Asia
Europa y Asia
Africa
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Oriente

Genotipo
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Fig.1- Grafico y tabla donde se muestran los diferentes genotipos encontrados para las 150 muestras de la ciudad de La Rioja. Genotipo F,
de Sudamérica. Genotipo C, de Asia. Genotipo D de Europa y Asia, y Genotipo A de Europa.
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Discusion

Hay aproximadamente 2000 millones de personas
infectadas por el virus, y cerca de 350 millones con
hepatopatia cronica. Alrededor de 600.000 personas mueren
cada afio por las consecuencias graves de la hepatitis B.
(WHO 2010). Cerca de un millén de muertes al afio estan
relacionadas con hepatocarcinoma primario asociado a la
infeccion por VHB, lo que hace a este virus la cuarta causa
de muerte por enfermedades infecciosas a nivel mundial
(Lindh et al. 2007). La replicacion del VHB posee un
potencial de variabilidad genética mayor que la de los virus
ADN en general favoreciendo la aparicion de mutantes
naturales generadas por sustituciones puntuales, por
reordenamiento de genes, o por cambios en los marcos de
lectura denominados genotipos (Coursaget et al. 2009). La
variabilidad genética podria estar asociada con las
diferentes vias de transmision, resistencia al interferéon o
progresion hacia el desarrollo de carcinoma hepatocelular
(Castro et al. 2003). La epidemiologia molecular ofrece
herramientas de indudable importancia en el estudio de la
infeccion por el VHB (hibridacién molecular,
secuenciacion genomica y la reacciéon en cadena de la
polimerasa) que permiten establecer las caracteristicas de
los genomas del VHB que circulan tanto en las poblaciones
heterogéneas como en las étnicamente definidas, aportando
asi datos importantes sobre la evolucion viral (Telenta et al.
2007). Estas herramientas han permitido elaborar teorias
sobre el origen y la evolucion del VHB y otros
hepadnavirus. Si se estima que el paso de los primeros
pobladores del Nuevo Mundo a través del estrecho de
Bering ocurrié hace 10.000-30.000 afios, es posible que
durante ese tiempo hayan emergido los nuevos genotipos
del VHB a partir de la cepa progenitora del actual genotipo
F, propia del continente Americano, por lo que se ha
propuesto que el VHB es originario de este continente,
ocurriendo posiblemente, una division posterior entre las
cepas By Cporunladoylascepas A, Dy E por el otro (Blitz
etal. 2008). La teoria desarrollada luego de la formacion del
arbol filogenético basado en la caracterizacion molecular de
las secuencias de genomas completos del VHB revelan una
amplia divergencia del genotipo F con los otros genotipos
(Blitz et al. 2006). El estudio de las variantes genéticas del
VHB es uno de los temas de mayor actualidad en el campo
de la virologia, puesto que ha permitido establecer la
distribucion geografica caracteristica de cada uno de ellos
evidenciandose que el genotipo A se encuentra
principalmente en el viejo mundo (abarcando la costa norte
y sur del Mediterraneo) y en algunos aislados de Estados
Unidos; los genotipos B y C se reportaron en poblaciones
del Sudeste Asiatico y en paises Arabes; el genotipo D se
encuentra ampliamente distribuido por el mundo; el
genotipo E en poblaciones del continente Africano; el
genotipo F es descrito en poblaciones del continente
Americano, sobre todo en poblaciones aborigenes,
proponiéndose la posibilidad de que sea originario de las
Américas. El genotipo G, descrito en poblaciones de
Estados Unidos. El genotipo H, recientemente descrito,
propuesto de comunidades de Oriente (Ponce et al. 2004,
Del Nunzio etal. 2007, Castro etal. 2010).
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Por todo lo planteado, se hace necesario continuar con los
estudios sistematicos del comportamiento de estos
genotipos virales, no solo desde el punto de vista molecular,
clinico o terapéutico sino también desde el punto de vista de
la genética poblacional. Estos estudios permitiran en un
futuro comparar las actuales y nuevas vacunas para saber el
grado de proteccion segin la zona y su genotipo
predominante.
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