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RESUMEN

ESTUDIO DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B EN DONANTES DE SANGRE DE
LA PROVINCIA DE MISIONES ENTRE LOS ANOS 2007 Y 2013:
PREVALENCIA, DISTRIBUCION, PRESENCIA DE INFECCION OCULTA,
VARIABILIDAD GENOMICA'Y MUTACIONES

Existen actualmente mas de 2.000 millones de personas infectadas con el Virus de
la Hepatitis B (HBV) de las cuales 240 millones son portadores cronicos. HBV causa
780.000 muertes cada afo constituyendo un importante problema de salud a nivel mundial.
La infeccion oculta por HBV (OBI) presenta una distribucion mundial heterogénea con
impacto epidemiologico y clinico.

En esta tesis de maestria nos propusimos determinar las caracteristicas
epidemioldgicas de la infeccion por HBV y caracterizar los casos de infeccion oculta en
una poblacioén de donantes de sangre de la provincia de Misiones, Argentina.

Para ello, se llevo a cabo un estudio descriptivo trasversal que incluyé a todos los
donantes de sangre que concurrieron voluntariamente al Banco de Sangre Tejidos y
Biologicos durante el periodo 2007-2013 que fueron calificados para realizar la donacion.
Se realizo el diagnostico inmunoserologico y molecular para el HBV. Se pesquisaron los
casos de OBI, a partir de los cuales se determinaron los genotipos, la diversidad genética y
la presencia de sustituciones aminoacidicas en la proteina del Core de los aislamientos
detectados.

Sobre un total de 53247 donantes (repetidos y de primera vez) y considerando los
criterios de inclusion y exclusion establecidos en el estudio, se incluyeron para el andlisis
final 42887 donantes de sangre. La edad media fue de 34,7+11,1 afos, el 70,4%
correspondid al sexo masculino, el porcentaje de repeticion de las donaciones fue de
19,5%. La prevalencia de infeccion por HBV por marcadores inmunoserolégicos HBsAg
y/o anticuerpos anti-HBc fue del 8,4% (IC95%= 8,2-8,7%), correspondiendo 7,7%
(n=3293) al Ac anti-HBc, 0,1% (n=64) HBsAg y 0,6% (n=265) para ambos, con una
disminucién en los ultimos afios de 9,3% hasta valores de 5,7%. En los donantes de sangre
masculinos la prevalencia de infeccion por HBV fue significativamente superior y la
misma se asocid a una mayor edad de los donantes de sangre. La mayor parte de la
provincia de Misiones presentaba cifras de prevalencia correspondiente a baja endemicidad
(HBsAg<2%), sin embargo en tres departamentos del Noreste -San Pedro, Guarani y Gral.
Manuel Belgrano- que limitan Brasil la endemicidad clasifico como intermedia (HBsAg de
2 a 8%). Se halld una prevalencia de casos OBI del 15,6% en muestras con anti-HBc
reactivo de donantes de sangre, algunos de ellos con reactividad para los anticuerpos anti-
HBs. Todos los aislamientos correspondieron al genotipo HBV D3 y presentaron las
mutaciones A1762T, G1764A, A1846T y G1899A y en diferentes regiones de los epitopes
para linfocitos T de la proteina del Core.

Los datos obtenidos evidencian la necesidad de establecer al HBV como una
prioridad en salud publica y plantean la importancia de afianzar el modelo de donacion
voluntaria y repetida en adultos jovenes.

Palabras claves: Hepatitis B, Donadores de Sangre, Prevalencia, Infeccion Oculta (OBI),
Genotipos y Mutaciones.
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ABREVIATURAS

aa: aminoacidos.

ADN: 4cido desoxirribonucleico.

ADNcce: acido desoxirribonucleico circular covalentemente cerrado.
ADV: adefovir dipivoxil.

ALT: alaninoaminotransferasa.

anti-HBc: anticuerpos anti antigeno del core del virus de la hepatitis B.
anti-HBe: anticuerpos anti antigeno “e” del virus de la hepatitis B.
anti-HBs: anticuerpos anti antigeno de superficie del virus de la hepatitis B.
ARN: 4cido ribonucleico.

ARNm: acido ribonucleico mensajero.

AST: aspartatoaminotransferasa.

BCP: promotor basal del core del inglés Basal Core Promotor.

BE: brazo espaciador.

BSTB: Banco de Sangre Tejidos y Biologicos de la provincia de Misiones.
C-terminal: carboxilo-terminal.

DS: donantes de sangre.

EIA: enzimoinmunoensayos.

ETV: entecavir.

GRE: elemento de respuesta a glucocorticoides del ingles Glucocorticoids Response
Element.

HBcAg: antigeno del Core del virus de la hepatitis B.

HBeAg: antigeno soluble "e" del virus de la hepatitis B.

HBsAg: antigeno de superficie del virus de la hepatitis B.

HBYV: Virus de la Hepatitis B.

HCC: hepatocarcinoma celular.

HCV: Virus de la Hepatitis C.

HIV: Virus de la Inmunodeficiencia adquirida Humana.

HTLV: Virus Linfotropico T Humano tipo [ y II.

1C95%: intervalo de confianza del 95%.

IFN-y: interferén gamma.

IgG: inmunoglobulina G.



IgM: inmunoglobulina M.

ITT: infecciones transmisibles por transfusion.

ji*: prueba de ji-cuadrado.

LB: linfocitos B.

LMV: lamivudina.

LTec: linfocitos T citotdxicos.

LTh: linfocitos T colaboradores.

NAT.: test de deteccion de acidos nucleicos del ingles Nucleic Acid Testing.
NJ: Neighbor-joining.

NK: células Natural Killers.

NKT: células Natural killer T.

n-PCR: nested PCR.

NTCP: polipéptido co-transportador de sodio-taurocolato.

N-terminal: extremo amino-terminal.

OBI: infeccion oculta por HBV del ingles Occult hepatitis B Infection.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

ORF: marco de lectura abierto del ingles Open Reading Frame.

P: polimerasa

pb: pares de bases.

pC: polipéptido C.

PCR-C: reaccion en Cadena de la Polimerasa de la region del preCore/Core.

PCR-S: reaccion en Cadena de la Polimerasa de la region parcial del gen S/P.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.
pgARN: 4cido ribonucleico pregendmico.
PMT: modificaciones postraduccionales.
PT: proteina terminal.

RHP: region hidrofilica principal.

TDF: tenofovir.

TEL: telbivudina.

TLR: receptores toll-like.

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.

U: prueba U de Mann Witney.

UDls: usuarios de drogas
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VIRUS DE HEPATITIS B

1- Estructura

El Virus de la Hepatitis B humano (HBV) pertenece al género Orthohepadnavirus,
familia Hepadnaviridae, que comprende virus hepatotropos de acido desoxirribonucléico
(ADN) capaces de infectar mamiferos y presentan una cépside icosaédrica y una envoltura

lipoproteica con antigenos de superficie (Figura 1) [1].

Glicoproteina
HBsAg

Polimerasa

Genoma

3.2kb ADN

parcialmente doble cadena
de circular laxo

-~

\Enuollura

Figura 1. Estructura del HBV.

2- Genoma

El genoma de HBV consiste en ADN circular parcialmente de doble cadena. La
cadena L o negativa estd unida covalentemente al dominio proteina terminal de la
polimerasa viral en el extremo 5" y la cadena S o positiva lo hace a un oligdmero de ARN.
El genoma es de aproximadamente 3.200 nucleétidos de longitud, y contiene cuatro
marcos abiertos de lectura (Open Reading Frame: ORF) que se superponen parcialmente,
pre-C/C, pre-S/S, P y X. El ORF preC/C, codifica el antigeno del ntcleo (HBcAg) y el
antigeno soluble "e" (HBeAg). El ORF S, codifica la tres proteinas de superficie virales,
preS1 (L o grande), preS2 (M o mediana), y S (pequeia) que corresponde al HBsAg. El
ORF P codifica la proteina terminal (TP) y la polimerasa viral que posee la ADN
polimerasa, la transcriptasa inversa, y las actividades ARNasa. El ORF X codifica la

proteina X, reguladora esencial para en la replicacion viral y capaz de transactivar la
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expresion de numerosos genes celulares y virales (Figura 2). Los procesos
transcripcionales del genoma de HBV estan regulados por dos potenciadores (enhancer |I:
enhl y enhancer II: enhll), cuatro promotores (el promotor basal del core, el de preS2/S, el
de preS1 y el de X), un elemento silenciador, un elemento de respuesta a glucocorticoides
(Glucocorticoids Response Element: GRE), y un elemento CCAAT (que es una caja de

inicio de la transcripcion) [2].

Figura 2. Esquema del genoma de HBV describiendo la ubicacion de los genes yuxtapuestos.

3- Proteinas virales y regiones regulatorias

3.1.1- Promotor basal del core (BCP), Proteinas pC y HBcAg

Las proteinas preCore (polipéptido C: pC) y Core (antigeno del Core: HBcAg) se
encuentran codificadas por el ORF preC/C, nucledtidos antes del mismo se encuentra el
promotor basal del core (BCP: en inglés BCP por Basal Core Promotor). El mismo
contiene dos codones de iniciacion (ATG) ubicados en fase, de ahi que los dos
polipéptidos codificados son idénticos en parte de su extension, difiriendo solamente entre
si por la presencia de 29 aminodcidos (aa) adicionales en el extremo amino-terminal (N-

terminal) del polipéptido pC y por la delecion peptidica del HBcAg en el extremo
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carboxilo-terminal (C-terminal). E1 HBcAg es el principal componente de la nucleocapside
de HBV. Es una fosfoproteina de 22 kDa, de aproximadamente 185 aa (dependiendo del
genotipo viral), que se autoensambla in vivo formando particulas esféricas. Cada una de
ellas constituye una subunidad de la nucleocapside viral. La microscopia electronica
demuestra que estas capsides se encuentran predominantemente en el nucleo de los
hepatocitos; no se secretan a la circulacion libres sino rodeadas de la envoltura viral. El pC
es rico en arginina en su extremo C-terminal y tiene por funcion la union al ADN viral. En
el otro extremo N-terminal se encuentra la secuencia necesaria para el autoensamblaje.
Diecinueve de los primeros 29 aa del extremo N-terminal del pC funcionan como una sefal
de secrecion que dirige la molécula naciente hacia el reticulo endoplasmico desde donde,
luego del clivaje de los extremos N- y C-terminal por una peptidasa aportada por la célula
hospedadora infectada, se dirige al aparato de Golgi para ser secretado a la circulacion
como un antigeno soluble de 16 kDa denominado Antigeno “e” (HBeAg). El pC no es
imprescindible para la replicacion viral, por lo que se lo considera un polipéptido accesorio

(Figura 3) [2].

Coret Precore Core
5 promotor 3
1742 1814 1901 2449
HBcAg |
ARNm preCore-Core
| Proteina Core |
| HBeAg |

Figura 3. Esquema de Core con el promotor basal del core y el ORF preC/C que codifica para el
HBcAg, la proteina del Core y el HBeAg.

3.1.2- Variantes en BCP, pC y HBcAg

Las mutaciones en la region BCP y pC influyen en la produccién del HBeAg. La
deteccion simultdnea de mutaciones pC y HBcAg es muy frecuente, se estima que
aparecen en primer lugar las mutaciones del HBcAg y tras la seroconversion de anti
antigeno “e” (anti-HBe) sobrevienen las mutaciones en la region del pC. La existencia de
estas cepas mutantes tiene importantes implicaciones clinicas, ya que se ha demostrado que

las mutantes pC provocan una inflamacién hepatica mas agresiva y, en algunos casos, una
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insuficiencia hepatica aguda, ademas de asociarse con resistencia al tratamiento con
interferén-a, una mayor probabilidad de pérdida del injerto después de un trasplante de
higado e incluso con el desarrollo de hepatitis fulminante. Sin embargo, dichas mutaciones
también se han encontrado en portadores asintomaticos [3-6].

Si bien, un grupo de ocho mutaciones dentro de esta region génica (G1613A,
C1653T, T1753V, A1762T, G1764A, A1846T, G1896A y G1899A) han sido asociadas
frecuentemente con el hepatocarcinoma celular (HCC), cuatro de estas (C1653T, T1753V,
G1764A y A1846T) han sido reconocidas como factores decisivos para el desarrollo de
dicho cancer. Ademas, mutaciones que decrecen la produccion del HBeAg también pueden

disminuir la eficiencia de la replicacion viral [7,8].

3.2.1- Proteinas de envoltura: L-, M-y S-HBsAg

Estas proteinas son el producto de la traduccion del ORF S que se divide en tres
dominios: preS1, preS2 y S. Cada uno de ellos presenta un codén de iniciacion de la
traduccion diferente ubicado en fase y un idéntico codén de terminacion, obteniéndose asi
las tres proteinas de envoltura: L-HBsAg, M-HBsAg y S-HBsAg, siendo esta ultima la mas
abundante (Figura 4). Las tres proteinas son traducidas a partir de distintos ARNm y
comparten el mismo extremo C-terminal, por lo tanto pueden ser detectadas mediante los
inmunoensayos convencionales utilizados para el diagndstico de la infeccion por el HBV.
L-HBsAg so6lo se encuentra glicosilada, mientras que, M-HBsAg y S-HBsAg pueden
estarlo como no. El L-HBsAg contiene una secuencia consenso que interactia con el
receptor para permitir la entrada al hepatocito. Variaciones en este epitope, asi como en
secuencias adyacentes, tendrian significativas implicancias tanto en el tropismo celular,
como en la especificidad de especie en la infeccion por HBV. L-HBsAg cumple un rol
importante en el ciclo de replicacion del HBV, por ser esencial tanto para el ensamblaje del
virus como para las primeras etapas de la infeccion de la célula blanco [9-12].

Recientemente, se ha propuesto que la proteina de transmembrana celular,
denominada polipéptido co-transportador de sodio-taurocolato (NTCP) es la que media la
entrada del virion a la célula blanco [13].

El HBsAg contiene una alta cantidad de puentes disulfuro que estabilizan su
estructura secundaria. Posee una region hidrofilica principal (RHP) (100 al 160 aa), dentro
del cual se encuentra el determinante “a” (107 a 147 aa), considerado como el mas

importante blanco para los anticuerpos neutralizantes anti-HBs que confieren proteccion
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contra la infeccion (y/o reinfeccion) con cualquiera de los nueve genotipos (A-H, J) del
virus (Figura 4). Esta region altamente inmunogénica se expone en la superficie de los
viriones y de las formas sub-virales, y se encuentra sometida a la presion de seleccion del

sistema inmune del hospedador [9-11].

100 160
preS1 preS2 S
N— I—c S-HBsAg
— T ¢ M-HBsAg
e T L L-HBsAg

Figura 4. Descripcion del ORF S y los tres antigenos de envoltura. Se muestra la posicion
aminoacidica de la region hidrofilica principal (RHP) en la region S y dentro de ésta, el
determinante “a”.

3.2.2- Variantes en preS1, preS2y S

La infeccién con cepas de HBV que presentan deleciones en preS1 y/o preS2 o
mutaciones en el codon de inicio de preS2 favorecen la progresion al hepatocarcinoma
(HCC) [14-17]. Segun estudios in Vvitro ciertas mutaciones especificas en dichos genes,
como la mutacion en el codon de inicio de preS2, afectan considerablemente la sintesis de
las proteinas de superficie del HBV con la consiguiente disminuciéon en la produccion y
secrecion del HBsAg [18]. Mutaciones en S-HBsAg son de suma importancia, debido a
que pueden alterar la sintesis y la estructura conformacional del mismo afectando la union
HBsAg/anti-HBs. Por ejemplo, mutaciones en las cisteinas afectan la formacion de puentes
disulfuro y pueden modificar la estructura conformacional del HBsAg [19]. Por otro lado,
estudios in vitro permitieron demostrar que la mutacion E164D reduce la union del
HBsAg/anti-HBs y produce una disminucion en la secrecion del virién, mientras que la
mutante G145R escapa al reconocimiento de los anticuerpos neutralizantes preexistentes
originados por profilaxis activa (vacuna) [20-22]. Subsiguientemente, se fueron reportando
mutantes de escape inducidas por profilaxis activa y/o pasiva (gammaglobulina especifica)
con cambios en aa dentro y fuera del determinante “a” [23-25]. Si bien actualmente la

importancia clinica de estas mutaciones se continlia investigando, algunas variantes como
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L95W, 11268, TI31N, M133T y V173L se han descripto asociadas a exacerbaciones de la
hepatitis B cronica [26].

3.3.1- Polimerasa Viral

La polimerasa viral es una enzima multifuncional de 845 aa que presenta cuatro
dominios funcionales: dominio proteina terminal (PT), un brazo espaciador (BE), el
dominio llamado “rt” y un dominio que contiene actividad ARNasa-H. Esta proteina
cumple un rol fundamental en la replicacién viral, llevando a cabo las siguientes funciones:
1) encapsidacion del ARN pregendmico (pgARN); 2) iniciacion de la sintesis de ADN; 3)
transcripcion inversa del pgARN; y 4) degradacion del pgARN debido a su actividad de
ARNasa-H asociada. También es blanco de distintas drogas antivirales utilizadas en el
tratamiento de la hepatitis B cronica. El dominio PT actia como cebador de la sintesis de
la cadena L mientras que se desconoce la funcion del dominio BE. El dominio rt tiene
actividad de transcriptasa inversa/ADN polimerasa-ADN dependiente y la sintesis de la
segunda cadena del ADN viral; y posee un motivo altamente conservado (YMDD) que
forma parte del sitio catalitico. Se cree que este motivo es el sitio de la enzima donde se
produce el reconocimiento de los distintos nucleotidos necesarios para llevar a cabo su
funcién en la replicacion viral. Por altimo, el dominio ARNasa-H, degrada el intermediario
RNA-DNA. Esta enzima viral presenta una alta tasa de error (aproximadamente 1.4-3.2 x
10~ sustituciones nucleotidicas por sitio por afio), superior al resto de los virus a ADN,
debido a que carece de la posibilidad de correcciones si hubiere incorporacion errénea de
bases nucleotidicas. La alta tasa de error genera mutaciones en el genoma del HBV,
sumadas a las inducidas por las enzimas celulares APOBEC y ARN pol II. Si bien las
mutaciones se generan espontdneamente durante el curso de la infeccion natural del HBV,
lo hacen con especial frecuencia y eficacia en un ambiente de presion selectiva, propiciado

por el uso de las inmunoprofilaxis activa y pasiva o el tratamiento antiviral [5].
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3.3.2- Variantes de la polimerasa viral

En los ultimos afos las opciones terapéuticas de la hepatitis B crénica han
aumentado, pero el fallo en los tratamientos antivirales se debe fundamentalmente a la
presencia de mutaciones en la polimerasa (P), que son las responsables de la resistencia de
dicha enzima a los farmacos. Las cepas de HBV resistentes al tratamiento antiviral
presentan mutaciones puntuales en los subdominios A, B o C de la P. Dentro del
subdominio C, las mutaciones puntuales en el motivo YMDD, son las més frecuentes y son
clinicamente significativas, dado que la mayoria son seleccionadas durante el tratamiento
antiviral. Actualmente, 5 analogos de nucledsidos/nucledtidos son utilizados para el
tratamiento de HBV cronica: lamivudina (LMV), adefovir dipivoxil (ADV), entecavir
(ETV), telbivudina (TEL) y tenofovir (TDF). La mutacion rtM204V/I, mas comun de las
variantes, estd asociada con la resistencia al tratamiento con LMV y se situada en el motivo
YMDD. La variante rtL.180M por si sola, no afecta el tratamiento a LMV pero cuando se
asocia con la mutacion rtM204V/I ambas aumentan considerablemente la replicacion viral.
Estas mutaciones hacen que la uniéon entre la LMV y la P no se produzca por un
impedimento estérico [5,27,28]. Otra mutacion es la rtV173L que altera el ambiente
alrededor del sitio catalitico de manera de aumentar la eficiencia de polimerizacién [29].
Ademas, se han descripto mutaciones como 1tD206E y rtV2071 asociadas a la resistencia
de este farmaco in vitro y en pacientes chinos [28,30-32]. La resistencia a ADV se asocia
con la presencia de las mutaciones rtN236T y/o rtA181V/T. La primera estd compartida
con el TDF y cambia la configuracion del bolsillo de union a las drogas [33]. Ademas
pueden aparecer otras mutaciones secundarias como rt181T, rtV214A y rtQ215S. Las dos
primeras son mutaciones compensatorias que se pueden encontrar en pacientes con
resistencia a LMV [34]. Hasta el momento inicamente se han observado cepas resistentes
a ETV (rtl169T, rtT184S, rtS202I, rtM250V) en pacientes que presentaban también
mutaciones relacionadas con resistencia a LMV [29,35,36]. La resistencia a TDF fue
hallada en pacientes con la mutacion rtA194T [37], mientras que la rtM204I se asocid a

TEL [5].
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3.4- Proteina X y sus variantes

La proteina X o HBxAg es un polipéptido multifuncional con actividad reguladora
que modula la transcripcién de genes virales y celulares afectando, de forma directa o
indirecta, la replicacion y proliferacion del virus [38]. Diversos autores han documentado
que las cepas mutantes K130M y V1311 exhiben una actividad transactivadora mayor que
la cepa salvaje, lo que implica que estas mutantes pueden contribuir significativamente a la
progresion de HCC [39]. Més aln, recientemente se ha determinado que la triple mutante

1127-N-S-T/K130M/V1311I es uno de los factores decisivos en el desarrollo del HCC [7].

4- Ciclo de replicacion

El ciclo de replicacion de HBV presenta caracteristicas muy particulares que pueden
ser resumidas esquematicamente. (a) La interaccion del virus con receptores de superficie
celular, aun sin identificar. Se ha postulado como receptores potenciales los receptores
toll-like (TLR) y dos proteinas de membrana plasmatica, Anexina V y Apolipoproteina H.
[40,41]. La unidn al receptor depende de un dominio principal de la porcion preSl del L-
HBsAg, especificamente el epitope QLDPAF [42] (b) La liberacion de la nucleocapside
central en el citoplasma y su transporte a la membrana nuclear. (c) Descarga del genoma
del HBV en el nucleo y su conversion en ADN circular covalentemente cerrado (ADNccc);
[43,44] (d) La transcripcion de ADNcce por la ARN polimerasa II de la célula anfitriona
en todos ARN mensajero (ARNm) viral, incluyendo un ARN pregenémico (pgARN); (e)
Translocacion de los transcritos del HBV al citoplasma, donde se realiza la traduccion de
la envoltura viral, nucleo, "e", polimerasa, y proteina X. (f) El montaje de nucleocapside vy,
dentro de ellos, la sintesis de ADN viral de novo desde el pgARN por polimerasa en su
funciéon de transcriptasa inversa viral. (g) Recubrimiento de la mayoria de las
nucleocapsides con sus glicoproteinas de superficie virales de envoltura en el reticulo
endoplasmico y/o aparato de Golgi, para su posterior liberacion de viriones maduros. (h) El
reciclado de una pequefia porcion de la nucleocapside en el nucleo para mantener el
depodsito de ADNccce estable (Figura 5). Por otro lado, en algunos pacientes con hepatitis
B cronica y —habitualmente— en aquellos con HCC, el ADN viral se integra al genoma

celular. La integracion parece ser mayoritariamente un evento al azar que ocurre en
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diversos cromosomas celulares y puede interferir en algunos casos en el proceso de
inmortalizacion celular [45].

El HBV se ha clasificado como un pararetrovirus porque tiene alguna similitud con
los retrovirus. De hecho, el ADN del virus se replica a través de la transcripcion inversa a
partir del pgARN que representa su forma intermediaria replicativa. Similares a los
retrovirus, el ADN de HBV puede integrarse en el genoma de las células huésped hepaticas
pero, a diferencia de lo que sucede para los retrovirus, la integracion no tiene ninglin papel
en el ciclo de replicacion de HBV y sdlo intervienen los segmentos del genoma viral. El
HBYV integrado puede persistir para siempre en las células hepaticas de los individuos

infectados, incluso cuando presentan HBsAg no reactivo [46].

NUOCLED Transcripcion ARNm

Figura 5. Ciclo de replicacion de HBV [45].

5- Patogenia del HBV

El HBV es un virus no citopatico en hepatocitos de individuos inmunocompetentes,

que causa un amplio espectro de enfermedades hepaticas que comprenden desde la
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hepatitis aguda (incluyendo la falla hepatica fulminante) hasta la hepatitis crénica, cirrosis
y HCC. El eventual desarrollo y severidad de la infeccion por HBV depende de una
variedad de factores tanto virales como del hospedador. En general, se acepta que la injuria
hepatocelular estd dada por el reconocimiento de antigenos virales expresados en la
superficie del hepatocito por parte de Linfocitos T citotoxicos (LTc) CD8+ especificos,
bajo la influencia de los Linfocitos T colaboradores (LTh) CD4+ Thl, con la consiguiente
induccién de la apoptosis de las células infectadas [47]. Precedentemente, también se ha
documentado que la eliminacion viral ocurre fundamentalmente mediante mecanismos no
citoliticos mediados por el interferon gamma (IFN-y) y factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) secretados por células CD8+, células Natural Killers (NK) y células Natural killer
T (NKT); a los que sucede una fase complementaria mediada por la actividad citotdxica de
dichas células [48]. A su vez, bajo la influencia de LTh CD4+ Th2, los Linfocitos B (LB)
sintetizan anticuerpos necesarios para la eliminacion del HBV circulante. Durante la
infeccion aguda autolimitada, la patologia es moderada y la replicacion viral es
efectivamente controlada por la respuesta inmune del hospedador, dado que éste desarrolla
una respuesta inmune vigorosa, policlonal que es dirigida contra multiples epitopes de
todas las proteinas virales, con resolucion de la hepatitis. Excepcionalmente, esta respuesta
inflamatoria estda marcadamente exacerbada por factores virales o determinantes del
hospedador -algunos ain no conocidos- dando como resultado una injuria masiva
hepatocelular y una hepatitis fulminante.

Por otro lado, la hepatitis cronica resulta de la continua injuria hepatica como
consecuencia de una eliminacion viral poco efectiva. La respuesta inmune es débil y
dirigida contra uno o pocos epitopes (respuesta inmune mono u oligo-especifica). Los
pacientes infectados cronicamente con HBV presentan una respuesta de los LT CD4+ y
CD8+ especificos para epitopes virales significativamente disminuida. Por lo tanto, la
respuesta de LT tiene doble significado en la infeccion por HBV: si es vigorosa permite la
eliminacion viral, mientras que si es poco efectiva resulta en una injuria hepatocelular
cronica. Por ultimo, en portadores asintomaticos la tolerancia a antigenos del HBV produce

escaso o ningun dafio en el higado infectado mediado por el sistema inmune [47].

6- Curso clinico de la infeccién
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Las vias de transmisiéon del HBV son la horizontal, la vertical perinatal y la
parenteral; con un periodo de incubacion que varia entre 4 a 6 semanas post-infeccion. Un
individuo se puede contagiar a través de sangre, semen u otros liquidos corporales de una
persona infectada por el virus, siendo la via de transmision perinatal (de madre a hijo) la
mas comun en zonas de alta endemicidad y la sexual la méas importante en paises de baja
prevalencia, como la Argentina (50%), y le continla en importancia la transmision
parenteral por el uso compartido de materiales (jeringas, agujas, etc) por parte de los
usuarios de drogas inyectables (15%) y también los casos en que la cocaina es inhalada
(canuto) [49].

La infeccion por HBV puede ser aguda o cronica. En los recién nacidos la infeccion
tiende a la cronicidad (98%), en cambio en los adulto se dan principalmente las formas
agudas. El espectro de la infeccion aguda por el HBV varia de infeccién asintomadtica y
auto-limitada a hepatitis fulminante dependiendo de varios factores relacionados con el
virus y el huésped. La infeccion aguda por HBV sintomatica es rara en neonatos y en los
adultos se presenta en un tercio de los pacientes. Por otro lado, la infeccion cronica puede
presentarse asintomatica o producir hepatitis cronica asociada o no a la cirrosis y al HCC;

raramente se manifiesta como hepatitis fulminante (Figura 6) [49].

En recién nacidos En adultos

Aguda 2% Aguda 90-99%

Cronica 98% Cronica 1-10%

’7 INFECCION CRONICA 4|

L L <0,1% ~ Estado de portador
Hepatitis B cronica inactivo / Fase de baja
replicacion viral

2-6% HB eAg (+)
8-10% HB eAg (-)

<0,2%
Cirrosis compensada 2-3%
3-5%
Cirrosis descompensada 7-8% »|Hepatocarcinoma celular
l 20-50%
20-50% . Muerte
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Figura 6. Evolucion clinica del HBV.
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6.1- Infeccion aguda

La infeccion aguda cursa de forma asintomatica en un 70% de los casos, 1-4%
desarrollan hepatitis aguda severa y 0,1- 0,5% hepatitis fulminante. EI 95% de las formas
agudas son autolimitadas y soélo 1-5% desarrollan infeccion crénica. Entre las 6-10
semanas post-infeccion comienzan a hacerse detectables los marcadores HBsAg y HBeAg,
mientras que el ADN viral se puede encontrar en suero desde los 21 dias antes de la
aparicion de los antigenos mencionados. Posteriormente, el individuo infectado exhibe un
incremento de los niveles séricos de las transaminasas hepaticas (alaninoaminotransferasa
(ALT) y aspartatoaminotransferasa (AST)) y alrededor de la semana 10 pueden aparecer
sintomas inespecificos (fatiga, nauseas, ictericia, etc.). En esta etapa comienzan a
detectarse en suero anticuerpos IgM anti-HBc. En la fase de recuperacion, los niveles de
transaminasas hepaticas retornan a sus valores normales y se produce la seroconversion
hacia anticuerpos anti-HBs y anti-HBe. Cuando los niveles de IgM anti-HBc comienzan a
declinar, los niveles de anticuerpos IgG anti-HBc aumentan, permaneciendo por mas
tiempo en circulacion que los anti-HBs. Estos tltimos son los que permiten la eliminacion
de los viriones circulantes. Durante el breve periodo que corresponde a la seroconversion
de HBsAg a anti-HBs, no se detectan dichos marcadores seroldgicos. Se conoce a este
lapso como periodo de ventana inmunologica. El diagndstico en este periodo solo puede
hacerse en funciéon de otros marcadores, como por ejemplo mediante la deteccion de

anticuerpos anti-HBc y/o también pueden detectarse anticuerpos anti-HBe (Figura 7) [49].

HBeAs anti-HBe —

anti-HBc total
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Figura 7. Evolucion de marcadores serologicos y virologicos de infeccion aguda por HBV.
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6.2- Infeccion persistente o cronica

La presencia del HBsAg en suero por mas de 6 meses indica progresion de la
infeccion hacia la forma persistente o cronica (Figura 8). En la infeccion cronica se
reconocen cuatro fases, sin embargo no todos los individuos atraviesan estas 4 etapas. (a)
Inmunotolerancia o replicacion activa, que puede durar 30 afios o0 mas en donde hay una
elevada carga viral en plasma (>10° copias/ml), HBeAg reactivo y normalidad de las
transaminasas séricas. El HBV induce inmunotolerancia mediante la secrecion de HBeAg,
dado que este antigeno inhibiria la respuesta inmune del hospedador. (b)
Inmunoeliminacioén por una activa respuesta inmune, la cual se caracteriza por la presencia
del HBeAg asociado a altos o fluctuantes niveles de carga viral de HBV, persistente o
intermitente elevacion de las transaminasas séricas e inflamacion activa del higado. (c)
Inmunocontrol (portador crénico inactivo) reducciéon estable de los titulos virales,
reflejando el control inmune sobre la replicacion viral (d) Inmunoescape donde se observa
una reactivacion de la replicacion del HBV en ausencia del HBeAg, la deteccion de
anticuerpos anti-HBe, elevados y fluctuantes niveles de ADN viral y de transaminasas, en
presencia de continua lesion necroinflamatoria. La tasa de seroconversion espontanea del
HBsAg en infeccion cronica es de 0,5-0,8% por ano. Aproximadamente un tercio de los
pacientes con hepatitis cronica B desarrollan a largo plazo cirrosis o HCC, siendo la

incidencia anual de 2,1% y 3-6%, respectivamente [49].
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Figura 8. Evolucion de los marcadores seroldgicos de la infeccion cronica por HBV.
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7- Diagnostico de la infeccion por HBV

El diagnéstico del HBV se realiza mediante la pesquisa de los marcadores
inmunoseroldgicos de infeccion HBsAg, anticuerpo IgM anti-HBc o totales y anti-HBs, en
el suero o plasma de pacientes mediante la aplicacion de técnicas de
enzimoinmunoensayos (EIA). En el caso de detectarse la presencia del HBsAg, se debe
continuar con el estudio del HBeAg, anticuerpos anti-HBe y la deteccion o medicion de la
carga viral del ADN gendmico. El HBcAg solo se puede detectar en los hepatocitos y no
en el suero, debido a que no circula en forma libre. La presencia de anticuerpos (IgM o
IgG) indica la exposicién al virus, actual o pasada. Por otra parte, la deteccion de
anticuerpos anti-HBs puede indicar vacunacién previa o sefialar la resolucion de la
infeccion, debido a que estos son los anticuerpos neutralizantes. La presencia del HBeAg
indica que el individuo es altamente infectivo. La seroconversion a anticuerpos anti-HBe
se asocia en general con una menor infectividad del paciente, y con un buen pronostico de
la infeccion, implicando habitualmente que el virus dejé de replicar y que el paciente esta
comenzando a resolver la infeccion. Sin embargo, en algunos individuos que son negativos
para el HBeAg pero positivos para anti-HBe se les detecta replicacion viral activa. La
ausencia del HBeAg en estos casos puede deberse a mutantes de preCore y/o del BCP, y se
denominan cepas HBe-minus [49].

En bancos de sangre se utilizan equipos de EIA con alta sensibilidad, tanto para
antigenos virales como para anticuerpos. Es importante mencionar que las pruebas
inmunoseroldgicas detectan la presencia de antigenos o anticuerpos libres en circulacion, y
no los que estan formando inmunocomplejos. A pesar de la implementacion de estas
determinaciones inmunoserologicas la transmision puede ocurrir, fundamentalmente al
principio de la infeccidon, cuando ningiin marcador inmunoseroldgico es detectable aun.

La deteccion de ADN del HBV es el marcador mas sensible y especifico de
replicacion viral. Puede hallarse tanto en suero como en tejido hepatico, médula d6sea y
células mononucleares de sangre periférica. Su deteccion puede realizarse en forma
cualitativa o en forma cuantitativa (carga viral de HBV). Los métodos cualitativos
comerciales tienen aplicacion exclusiva en el testeo de acidos nucleidos en sangre y
hemoderivados y no tienen aplicacion clinica, salvo en algunos casos ante la sospecha de

HBV oculta. En la Argentina, se ha comenzado a utilizar una técnica denominada NAT
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(Nucleic Acid Testing) que se basa en la deteccion de acidos nucleidos virales a partir de

un pool de sueros que se realiza con equipos comerciales [49].
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Tabla 1. Distribucion de los marcadores serologicos de infeccion para el HBV segtn los tipos y

etapas de la infeccion

[ Estado del paciente HBs Anticuerpos HBe Anticuerpos | Anticuerpos | DNA del HBV
Ag anti-HBs Ag anti-HBe anti-HBc
Infeccion aguda
- Temprana + - + - IgM +
- Periodo de ventana - - - +/- IgM +/-
- Recuperacion - + - - IgG +/-
Infeccidn persistente
- Estado activo + - + - lgG, IgM >10° copias/mL
- Estado inactivo + - - + IgG <10° copias/mL
- Reactivacion + - +- - IgG, IgM | >10° copias/mL
- HBe-minus + - - + lgG >10° copias/mL
- Oculta - +/- - +/- +/- +
Infeccion pasada - + - - lgG -
Vacunado - + - - - -
8- Infeccion oculta por HBV (OBI)

Se ha descripto la infeccion oculta por el HBV (Occult hepatitis B Infection: OBI),
definida por la Asociacion Europea para el Estudio del Higado, como la presencia de
ADN viral en el higado (detectable o indetectable en el suero) de individuos con resultados
no reactivos para el HBsAg, en base a la evidencia aportada por Cacciola y colaboradores
que detectaron la presencia de ADN del HBV en las biopsias hepaticas. EI ADN HBV
cuando es detectable en suero su concentraciéon es muy baja (<200 Ul/ml o 1200
copias/ml) [50,51]. Esta condicién se relaciona esencialmente con persistencia intra-
hepética duradera de los genomas virales completos como formas episomales libres y, en
particular a la persistencia de ADNccc viral, como un episoma, estable en el ntcleo de las
células infectadas [52]. OBI se asocia significativamente con la presencia de anticuerpos
anti-HBc y/o anti-HBs (OBI seropositivos). Sin embargo se estima que aproximadamente
un 20% de los individuos con OBI no presentan ningiin marcador de HBV detectable (OBI
seronegativos) [53].

Factores virales y del huésped estdn implicados en los posibles mecanismos de

presencia de OBI.
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8.1- Factores virales implicados en la presencia de OBI

8.1.1- Variabilidad del HBV: la falta de HBsAg detectable en el suero es una
caracteristica de la OBI, por lo cual se ha centrado un considerable interés en las
mutaciones en el gen S y las regiones reguladoras. Se han descrito mutaciones en las
regiones inmunodominantes de las proteinas de superficie capaces de disminuir el
reconocimiento del virus por el sistema inmune, deleciones en la region preS1 y/o preS2
que perjudican el ensamblaje viral, mutaciones en el codon de inicio de preS2 que
conducen a una fuerte reduccion de la expresion de HBsAg, y mutaciones que afectan las
modificaciones postraduccionales (PMT) de proteinas del HBV [18,54-56]. En algunos
casos el estado de OBI se debe a la variabilidad genética a nivel del gen S (mutantes de
escape del gen S) que producen un HBsAg modificado que no puede ser reconocido por
los ensayos comerciales de deteccion disponibles (incluso cuando se utilizan los mas
sensibles). En un pequefio nimero de casos, puede deberse a la infeccion con variantes de
HBV que afectan la replicacién o sintesis de la proteina S [18,45]. Sin embargo, en la
mayoria de los casos, los genomas del HBV en OBI son competentes para la replicacion
del virus con la calidad y heterogeneidad genética comparable a las cepas de HBV de
individuos con infeccion HBsAg reactivas [57]. Por lo tanto, en la mayoria de los casos se
cree que el estado OBI se deberia a una fuerte disminucion de la replicacion y expresion
génica del HBV producida por la respuesta inmune.

8.1.2- Procesos epigenéticos: actualmente no se ha identificado ninguna mutacioén
que se encuentre asociada a casos OBI y esté ausente en las muestras HBsAg reactivas. Sin
embargo, si se ha encontrado un patrén diferente de metilacion, por tanto, los procesos
epigenéticos podrian jugar un rol importante en los casos de OBI [58, 59]

8.1.3- Coinfeccion con HCV: se ha observado una alta prevalencia en pacientes
coinfectados. Este hecho puede deberse a que el HCV disminuye fuertemente la

replicacion del HBV [53, 60].
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8.2- Factores del huésped implicados en la presencia de OBI

Varios autores han demostrado que todas las condiciones de inmunosupresion que se
inducen (neoplasias hematoldgicas, quimio-inmunoterapias, etc.) pueden modificar el
estado de la infeccion de HBV, desde casos OBI a la reaparicion de un perfil serologico
tipico de infeccion activa (HBsAg reactivas). Esto es una evidencia (aunque indirecta) de
la importancia de la respuesta inmune del huésped en el desarrollo de OBI. [53, 45]. Un
estudio in vitro muestra que la capacidad de replicacion, la transcripcion y la sintesis de
proteinas aisladas de virus “ocultos” se puede restaurar completamente una vez que se
sacan del higado del huésped, sin embargo, los mecanismos por el cual los pacientes
mantienen un bajo, pero estable nivel de replicacion viral queda por definir [57]. Cuando
estudiaron la respuesta inmune especifica contra HBV en donantes de sangre (DS) de
Barcelona, Espafia, que presentaban OBI, sorprendentemente, en estos individuos se
observé una respuesta de células T potente y multiespecifica contra distintos antigenos de
HBYV. En particular se observo un perfil Thl especifico para HBV cuantitativamente mas
fuerte en OBI que en los portadores inactivos, e incluso mas fuerte que en pacientes con
previa resolucion de la infeccion. Estos datos permitieron a los autores arribar a la
conclusion de que el sistema inmune del huésped tiene la capacidad de suprimir
fuertemente la replicacion del HBV, proporcionando de este modo una explicacion
plausible a la muy baja (o incluso ausente) carga viral y la falta de HBsAg detectable
observada en individuos con OBI [61]. Varios datos relevantes sugieren que no solo la
respuesta inmune adaptiva, sino también la innata pueden desempefiar un rol en el control
de la replicacion viral. Experimentos de replicacion con HBV en animales han demostrado
que las citoquinas inflamatorias, tales como IFN de tipo I y TNF-a, pueden suprimir de

manera eficiente la replicacion viral por mecanismos no citoliticos [62].

8.3- Diagndstico de OBI

No existen ensayos estandarizados para la deteccion de OBIL. De acuerdo con la
Asociacion Europea para el Estudio del Higado, la prueba gold standar para el diagnostico
de OBI es el analisis de ADN a partir de extractos hepaticos asi como también de muestras

de sangre, mediante técnicas altamente sensibles y especificas, como la PCR convencional
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o PCR en tiempo real utilizando cebadores para diferentes regiones genomicas del HBV,
muy conservadas entre los diferentes genotipos. Sin embargo, muchas veces es dificil
obtener muestras de tejido hepatico, debido a la imposibilidad de realizar una biopsia de
higado. Asi, el analisis de muestras de suero o plasma constituye el método mas utilizado y

ampliamente difundido para identificar casos de OBI [63].

8.4- Implicancia clinica de OBI

La importancia de la deteccion de OBI en términos de Salud Publica es la
posibilidad de transmision del HBV en transfusiones de sangre y trasplante de 6rgano
hepatico causando una hepatitis B clasica en los nuevos infectados o reapariciéon de
enfermedad hepatica con posible progresion a cronicidad en un individuo previamente
infectado con HBV. También, OBI podria acelerar la progresion a cirrosis en pacientes
infectados por HCV y producir reactivacion y hepatitis aguda (a veces severa) en pacientes
inmunosuprimidos o con quimioterapia. El riesgo de infeccion por HBV en transfusion se
ha reducido drasticamente debido a la combinacion de pruebas diagnosticas mas sensibles
EIA y el NAT. Esta ultima, tiene relevancia en la deteccion de individuos
inmunoserologicamente no reactivos, ya que directamente se podria observar la presencia
de acidos nucleidos en suero. La deteccion de OBI en DS, personas que se presumen sanas,
con serologia reactiva para anti-HBc mejora la respuesta diagnodstica del laboratorio y la
seguridad de los hemocomponentes para las transfusiones. Ademads, permite implementar
medidas de seguimiento, control y en caso de ser necesario, instaurar el tratamiento
adecuado [45,46,64-69].

Esquemadticamente, tres condiciones pueden ser responsables para la transmision
transfusional del HBV: 1.- El donante se encuentra en el periodo de ventana (el HBsAg no
reactivo, fase de viremia aguda temprana de la infeccion por el HBV), representa una
minoria de los DS OBI-positivos. 2.- El donante es un tipico "portador OBI" con un virus
de tipo salvaje en el que la actividad de replicacion y la expresion genética son suprimidas.
Este punto es importante y se debe tener en cuenta que OBI se caracteriza por periodos de
viremia transitoria con periodos en los que el ADN viral es indetectable en el suero. Por lo
tanto, un individuo con OBI puede tener un perfil de la infectividad en la sangre fluctuante
en el tiempo y aquellos que presentan solo anti-HBc reactivo sin anti-HBs parecen ser mas
infectivos. 3.- El donante estd infectado con la variante de cepas del HBV S-mutantes que

son competentes para la replicacion, pero producen HBsAg anormales que no son
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reconocidos por los equipos de deteccion disponibles comercialmente para detectar
HBsAg. Esta condicidon parece ser una de las principales causas de casos residuales de
transmision del HBV por transfusion sanguinea. En este contexto, el uso de anticuerpos
multivalentes anti-HBs en los equipos de deteccion de HBsAg ha sido recientemente
recomendado por un panel de expertos para la identificaciéon de DS infectados por cepas
mutantes de escape de HBsAg, esta estrategia no es definitiva para resolver el problema de
la infeccién post-transfusion HBV, especialmente en zonas geograficas en las que la
infeccién por HBV es presenta una endemicidad alta y la variabilidad gendémica viral es
potencialmente mas elevada. Por lo tanto, OBI parece presentar un escenario complejo con

diferente virologia y perfiles inmunoldgicos que deben ser abordados [63].

9- Epidemiologia de la infeccién por HBV

9.1- Prevalencia

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) inform6 que existen actualmente mas
de 2.000 millones de personas infectadas con el HBV, y aproximadamente 240 millones
son portadores cronicos de esta enfermedad, constituyendo un importante problema de
salud a nivel mundial. La infeccidon cronica por el HBV es la principal causa de cirrosis y
HCC, produciendo aproximadamente, mas de 780.000 muertes cada afio [70]. El modo de
trasmision perinatal es responsable del 21% de las muertes relacionadas con el HBV.
Ademas, existen grupos con alto riesgo de contraer la infeccion por el HBV como
trabajadores de la salud, usuarios de drogas inyectables (UDIs) y trabajadores sexuales. En
América Latina, se ha reportado la via sexual como la mayor fuente de infeccion [71].
Existe un amplio rango de tasas de prevalencias en funcion del HBsAg, en distintas partes
del mundo (Figura 9). Las areas con baja prevalencia (0,1-2%) son: oeste de Europa,
Estados Unidos, Canada, Australia y Nueva Zelanda. En los paises del Mediterraneo,
Japon, Asia central y partes de Sudamérica, la prevalencia alcanza niveles medios (2-8%);
mientras que en el sudeste de Asia, China y Africa sub-Sahariana, la prevalencia es elevada
(>8%) [72].

Argentina muestra bajas prevalencias para HBsAg en DS. Sin embargo, en Buenos
Aires, se encuentran elevadas prevalencias en algunos grupos de riesgo, entre ellos

pacientes infectados con HIV-1 y usuarios de drogas intravenosas (UDIs) [73-80]. En la
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provincia de Misiones, se han documentado cifras de prevalencia para HBsAg en DS
(0,72%) y en una comunidad Mby4a-guarani (1,7%), superiores a la media Nacional [74,
81].

A nivel mundial, la prevalencia de OBI es heterogénea, si se tiene en cuenta la
diferencia de sensibilidad y especificidad de los métodos utilizados para su deteccion, las
diferentes poblaciones donde se ha estudiado la misma y, considerando ademads, la
dificultad de realizar la puncion hepdtica para establecer estas cifras [63, 82-103].

En Argentina, OBI ha sido detectada en pacientes coinfectados con HIV y/o HCV y

en diferentes grupos de amerindios de Misiones y San Juan [81, 104]

Prevalencia de HBV basada en el HBsAg )

B -5 Ala
2-7% Intermedia
B <2% Baja

Figura 9. Distribucion mundial de la prevalencia basada en el HBsAg [72].

9.2- Genotipos

Actualmente, la variabilidad genética del HBV permite clasificarlo en nueve
genotipos (A-H, J), y multiples subgenotipos, sobre una divergencia del 8% y 4% basada
en secuencias de genoma completo, respectivamente. Sin embargo, nuevas clasificaciones
contemplan 10 genotipos. Se observa que los genotipos tienen diferente distribucion
geografica (Figura 10) [72,105, 106].

Los genotipos A, B, C, D, E, F y H fueron detectados en diferentes poblaciones de

Argentina como la de DS y pacientes cronicamente infectados con HBV [107-110].
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La evidencia hasta la fecha asocia la evolucion del curso natural de la infeccidn, el
cuadro clinico inicial, y la respuesta al tratamiento antiviral con los genotipos/subgenotipos
del HBV involucrados [110-118]. Diferentes estudios han demostrado que el genotipo A
esta asociado a un mejor prondstico de la enfermedad y mayor sobrevida, y el genotipo C
con una enfermedad mas severa [113]. Asimismo, distintos autores han asociado al
genotipo F con una mayor tasa de mortalidad y han demostrado que es el genotipo que
prevalece en pacientes con HCC (68% en esquimales de Alaska). Ademas, han observado
que en pacientes infectados con dicho genotipo, el tiempo promedio requerido para el
desarrollo del HCC es menor que para los otros (22,5 vs 60 afios al cabo del diagnostico
inicial de infeccion por HBV, respectivamente) [119,120]. Con respecto a la respuesta al
tratamiento antiviral, se observd que los pacientes infectados con genotipo A o B
responden mejor al tratamiento con el INF-a que los infectados con los genotipos C o D
[113,121]. Asimismo, se ha demostrado que la emergencia de mutantes del HBV
resistentes al tratamiento antiviral con LMV en el subgenotipo A2 como el genotipo D
presentan un polimorfismo en los codones 217 y 233, respectivamente de la polimerasa
(rtL217R y rtI233V), que le otorga resistencia natural al andlogo de nucleétido adefovir
[122].

HBV/A " HBV/E
I HBV/B M HBV/F
I HBv/C I HBV/H
[JHBV/D M HBV/G

Figura 10. Distribuciéon mundial de genotipos de HBV [72].

34



l1- Objetivos



Objetivo general:

Describir las caracteristicas epidemiologicas de la infeccion por el virus de la

Hepatitis B (HBV) y caracterizar los casos de infeccion oculta por HBV (OBI) en una

poblacion de donantes de sangre de la provincia de Misiones.

Objetivos especificos:

1-

Describir las caracteristicas generales (sexo, edad y tipo de donante) de la
poblacion de donantes de sangre del Banco de Sangre Tejidos y Bioldgicos

evaluada entre los afios 2007 y 2013

Determinar la prevalencia y distribucion de los marcadores inmunoseroldgicos

anti-HBc y/o HBsAg en la poblacion estudiada.

Hallar la prevalencia y analizar las caracteristicas de los casos OBI con anti-HBc

reactivos en una muestra de la poblacion estudiada.

Identificar los genotipos de HBV en los casos de OBI detectados.

Detectar la presencia de mutaciones no sinéonimas en dominios funcionales de los

genes preCore/Core, S, Polimerasa y X de HBV en los aislamientos a partir de los

casos de OBI.
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[11- Metodologia
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1- Poblacion estudiada

Se estudio la totalidad de DS que concurrieron voluntariamente al Banco de Sangre
Tejidos y Bioldgicos (BSTB) de la provincia de Misiones entre los afios 2007 — 2013 y que
fueron calificados para realizar la donacion. La donacién de sangre en el sector publico, al
igual que un gran porcentaje de las instituciones privadas de la provincia de Misiones, se

encuentra centralizada en el BSTB.

1.1- Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo transversal en DS del BSTB entre los afios

2007 —2013.

1.2- Criterios de Inclusion

Se consideraron criterios de inclusion a todos los establecidos en la Ley Nacional
de Sangre N°22.990 y las normas técnicas y administrativas de servicios de hemoterapia,
entre los cuales se manifiesta que la donacion de sangre es un acto de disposicion
voluntaria, solidaria o altruista, mediante el cual una persona acepta su extraccion para
fines exclusivamente médicos no estando sujeta a remuneraciéon o cobro alguno. Se
enumera las condiciones de inclusion y exclusion para ser donante: a) poseer entre 16 y 65
afos; y en el caso de los menores de 18 afios presentar autorizacion de sus padres; b)
someterse obligatoriamente a una entrevista clinica con preguntas de denuncia inexcusable
de toda enfermedad o afeccion padecida o presente, la que tendrd carédcter y alcance legal
de declaracion jurada; y c¢) Examen fisico que incluye la valoracion del peso, presion
arterial, frecuencia cardiaca, hemoglobina y temperatura que permite la verificacion del
estado de salud 6ptimo para donar sangre y descartar la existencia de alguna patologia

[123, 124].
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1.3- Criterio de exclusion

DS que no presentaron la deteccion inmunoserologica completa que incluye siete
infecciones transmisibles por transfusion (ITT) que por normativa nacional se deben
estudiar (virus de la hepatitis C (HCV), Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV)
Virus Linfotropico T Humano tipo [y II (HTLV), HBV, Chagas, Brucelosis, Sifilis) [124].

Para el andlisis de datos final, se excluyeron todos los datos correspondientes a las

subsiguientes donaciones realizadas por los DS repetidos.

1.4- Aspectos éticos

Todos los donantes que se incluyeron en el estudio firmaron un consentimiento
libre e informado aprobado por el comité de ética del Hospital Escuela de Agudos "Dr.

Ramoén Madariaga" (ANEXO 1).

2- Obtencidn de datos epidemioldgicos

Para la obtenciéon de los datos del sexo, edad, localidad de residencia y
departamento de residencia de los DS, se utiliz6 el cuestionario estandarizado utilizado en
la entrevista personal, de acuerdo con la normativa nacional (ANEXO 2 y 3). Estos datos
se encontraban ingresados en el sistema informatico del BSTB, desde donde finalmente se

obtuvieron los mismos [124].

3- Obtencidn de muestras para marcadores inmunoserologicos de HBV

Las muestras para los marcadores inmunoserologicos de infeccion por HBV fueron
obtenidas mediante el procedimiento estandarizado de las donaciones de sangre que
incluye una muestra de la sangre extraida al DS, que es colocada en un tubo primario, que
posteriormente se centrifuga para la separacion del suero, al cual se le realiza las
determinaciones inmunoserologicas para la deteccion de las ITT. Fueron procesadas todas

las muestras que cumplieron con los criterios de inclusion entre los afios 2007 — 2013.
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4- Diagnostico inmunoserologico de la infeccion por HBV

Las muestras para la determinacion de los marcadores inmunoseroldgicos de
infeccion por HBV (HBsAg y anti-HBc), asi como el anti-HBs fueron procesadas
diariamente en el area de inmunoserologia del BSTB de la provincia de Misiones. La
deteccion de marcadores seroldgicos de HBV se realizo con equipos comerciales mediante
técnicas de tamizaje de tipo enzimoinmunoensayo en microplaca y de

quimioluminiscencia.

4.1- Deteccidon de HBsAg y Anti-HBc

Las técnicas de tamizaje de tipo enzimoinmunoensayo en microplaca utilizadas
fueron de las marcas: Biomerieux (Holanda), Wiener Lab (Argentina), Murex (Alemania),
Biokit (Espafia) y Bio-Rad (Francia) y se procesaron de manera automatizada en los
equipos Genesis RMP 100 — TECAN (Suiza) y/o Alisei — SEAC RADIM (Italia). Las
técnicas de tamizaje de tipo quimioluminiscencia utilizadas fueron de la marca: Abbott
(Alemania) y se procesaron de manera automatizada en los equipos Axsym (Alemania) y/o
Architect Sistem (Alemania). Todas las técnicas inmunoserologicas utilizadas fueron
procesadas con calibradores y controles internos comerciales, asi como también con
controles internos multi-reactivos y controles externos provistos por el Servicio de
Hemoterapia del Hospital Garrahan.

Los datos de los resultados de las muestras luego de su procesamiento fueron
transmitidos de manera electronica on-line al sistema informéatico del BSTB desde donde
finalmente se obtuvieron los mismos.

Las muestras negativas para HBsAg y reactivas para anti-HBc que fueron utilizadas
para el diagnéstico de OBI, fueron re-analizadas, en una segunda instancia, para los
mismos marcadores de manera automatizada con técnicas de tipo quimioluminiscencia de
la marca: Abbott (Alemania) en un equipo Architect Sistem (Alemania).

La positividad para anti-HBc se consideré confirmada sélo si se obtuvieron dos

resultados positivos.

40



Todos los sueros anti-HBc-positivos se ensayaron repetidamente para el HBsAg de
manera automatizada con técnicas de tipo quimioluminiscencia de la marca Abbott

(Alemania) en un equipo Architect Sistem (Alemania).
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5- Obtencidn de muestras para diagnostico de infeccién oculta por HBV (OBI)

Para establecer la presencia de OBI se realizd0 un muestreo por conveniencia
tomando todos los DS consecutivos del BSTB del afio 2013 que presentaban
inmunoserologia reactiva para anti-HBc y fueron no reactivos para HBsAg hasta completar
el tamafio muestral calculado. Para el célculo del tamafio muestral se consideré una
frecuencia de 18 % de OBI en poblacion general con elevada prevalencia de HBV, de una
comunidad de Canada, con anti-HBc reactivo [125], un intervalo de confianza del 5 % y
una precision del 5 %, obteniéndose una cifra de 227 muestras de plasma de DS para la
deteccion de OBI. En base a estos calculos, se extrajeron las muestras desde las bolsas de
plasmas de los DS antes mencionados, que se encontraban conservadas a -80°C. Las
alicuotas de plasma de dichas bolsas fueron conservadas en tubos eppendorf debidamente

rotulados a -80°C hasta su procesamiento.

6- Diagnostico molecular de la infeccion oculta por HBV

6.1- Extraccion de ADN

Se utilizé un método comercial (QIAamp DNA blood kit (Qiagen, Suiza)) mediante
el cual se procesaron 200 pl de plasma segtn el protocolo descripto por el fabricante. El
ADN fue conservado a -80 °C hasta su posterior utilizacion al dia siguiente. Se realizaron
tres extracciones de ADN independientes de cada una de las muestras, junto a controles
positivos (plasma de seroteca de pacientes conocidos positivos para la region amplificada
del gen del HBV) y negativos (plasma de seroteca de primera donacion de DS voluntarios

repetidos negativos).

6.2- Amplificacion parcial del gen S/P de HBV (PCR-S)

La amplificacion de una region parcial del gen S del HBV se realizdo mediante la
utilizacion del protocolo descripto previamente por Lindh [126]. Se amplificé un
fragmento de 541 pb de la region parcial del gen S/P ubicada entre las posiciones
nucleotidicas 256 a 796, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se

siguieron las normas de Kwok & Higuchi [127] y se realizaron las determinaciones por
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duplicado, en cada una de las tres extracciones de ADN de cada muestras junto a los

controles.
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6.2.1- Mezcla de reaccion: Buffer (10X) 3,00 ul; dNTPs (10 mM) 0,40 ul; MgCl,
(50 mM) 1,75 ul; P7 (10 uM) 0,50 pl; P8 (10 uM) 0,525 ul; Tag ADN Polimerasa (0,50
U) 0,25 pl, H,0 Sigma (libre de acidos nucleidos) 20ul. ADN 10 ul. Volumen final de la

reaccion: 30 pl.

6.2.2- Primers utilizados:
P7 (sentido): 5" GTGGTGGACTTCTCTCAATTT TC 3".
P8 (anti-sentido): 5" CGGTA(A/T)AAAGGGACTCA(A/C)GAT 3".

6.2.3- Ciclado: 3'a 94° C, 40 ciclos de 45”72 94° C, 60"" a 53° C y 90"" a 72° C,
finalizando con una extension de 7" a 72° C. Todas las reacciones de PCR descriptas se

realizaron en un ciclador térmico Mastercycler gradient (Eppendorf, Alemania).

6.2.4- Siembra: se sembraron los productos de amplificacion en un gel de agarosa
al 1,2% tefiido con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y se realiz6 la corrida electroforética a

100 V durante 30 min.

6.2.5- Lectura: la lectura de las bandas en los geles fue realizada inmediatamente

por dos operadores independientes, a camara oscura con luz UV.

El limite de deteccion de la PCR-S fue de 498 Ul/ml, el cual se estimd realizando
diluciones seriadas de una muestra de un DS infectado por HBV con una carga viral de

HBYV conocida.

6.3- Amplificacion de la region genomica preCore-Core de HBV (PCR-C)

La amplificacion de un fragmento de 735 pb -entre las posiciones nucleotidicas
1684 a 2484 se realizd mediante nested PCR (n-PCR) de la region del preCore-Core
(pC/C), siguiendo el protocolo descripto previamente por Birkenmeyer [128]. Se siguieron
las normas de Kwok & Higuchi [127], y se realizaron las determinaciones por duplicado,

en cada una de las tres extracciones de ADN de cada muestras junto a los controles.
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6.3.1- Mezcla de reaccion:

1° Ronda: Buffer (10X) 2,50 ul; dNTPs (10 mM) 0,50 ul; MgCl, (50 mM) 1,25 ul;
C1 (10 uM) 0,125 pl; C2 (10 uM) 0,125 ul; Taqg ADN Polimerasa (0,50 U) 0,25 ul, H,0
Sigma (libre de acidos nucleidos) c.s.p. 20ul. ADN 5 ul. Volumen final de la reaccion:
25ul.

2° Ronda: Buffer (10X) 2,50 ul; dNTPs (10 mM) 0,50 pl; 3) MgCl, (50 mM) 1,25
ul; C3 (10 uM) 0,125 pl; C4 (10 uM) 0,125 pl; Tag ADN Polimerasa (0,50 U) 0,25 pul;
H,0 Sigma (libre de acidos nucleicos) c.s.p. 20ul. ADN 5 pl. Volumen Final: 25 pl.

6.3.2- Primers:

1° Ronda

Cl1 (sentido): 5" GTCAACGACCGACCTTGAGGC 3".

C2 (anti-sentido): 5" CCCACCTTATGAGTCCAAGG 3".

2° Ronda

C3 (sentido): 5" GAGGAGTTGGGGGAGGAGATT 3’

C4 (anti-sentido): 5" TCCAAGGGATACTAACATTTGA 3.

6.3.3- Ciclado para ambas rondas de PCR: 3" a 94° C, 40 ciclos de 45"" a 94° C,
60" a 53°Cy 90" a72° C, finalizando con una extension de 7" a 72° C.

6.3.4- Siembra: se sembraron los productos de amplificacion en un gel de agarosa
al 1,2% tefiido con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y se realizé la corrida electroforética a

100 V durante 30 min.

6.3.5- Lectura: la lectura de las bandas en los geles fue realizada inmediatamente

por dos operadores independientes, a cdmara oscura con luz UV.
El limite de deteccion de la PCR C fue de 249 Ul/ml, el cual se estim6 realizando

diluciones seriadas de una muestra de un DS infectado por HBV con una carga viral de

HBYV conocida.

45



6.4- Secuenciacion nucleotidica de las regiones S/P y pC/C de HBV

Los productos de PCR obtenidos de la amplificacion parcial del gen S/P de HBV
(PCR-S) y de la region genomica preC-C de HBV (PCR-C) fueron purificados para
remover restos de nucledtidos y primers excedentes, y luego se secuenciaron en un

secuenciador automatico abarcando doble marco de lectura.

6.4.1- Reaccion de purificacion: se mezclaron 5 pul del producto de PCR con 2 pl
de ExoSAP-IT. Se incub6 a 37°C durante 15" y luego a 80°C durante 15" para inactivar la

enzima.

6.4.2- Mezcla de reaccion: se prepar6 utilizando el kit BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kits (Applied BioSystems), la mezcla de reaccion se compuso de 1ul de
BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction Mix; 1,5ul de 5X Sequencing Buffer; 5,5ul de
agua Sigma; 1ul de oligonucleotidos (4uM) y 1ul del amplicon (30 ng/ pl).

6.4.3- Primers utilizados: los oligonucleétidos empleados fueron los mismos que

los utilizados en la amplificacioén de los amplicones correspondiente.

6.4.4- Ciclado: 5" a 96°C, 24 ciclos de 10" a 96°C, 10" a 50°C, 4" a 60°C y una

extension final de 57a 60°C.

6.4.5- Precipitado: luego del ciclado, el producto fue precipitado con el siguiente
protocolo utilizado para una placa de 96 pocillos. Se prepararon las soluciones 1 (Scl: 3,6
ml de alcohol + 1,2 ml de agua) y 2 (Sc2: 14 ml de alcohol + 6 ml de agua) que fueron
utilizadas para el protocolo de precipitacion: a) se colocod 40 pl de Scl a cada pocillo b) se
homogenizé con un agitador tipo vortex; c¢) se incubo 10 min en oscuridad; d) se centrifugd
30 min a 2500g; f) se descartd el sobrenadante por inversion; g) se colocd 150 ul de Sc2 a
cada pocillo; h) se homogeneizo6 con vortex; 1) se centrifugé 10 min a 2000g; j) se descartod
el sobrenadante por inversion; k) se centrifugd 20 seg a 400g; m) se adiciond 10 ul de

formamida a cada pocillo; n) se homogeneizo6 con vortex ; y 1) se centrifugd 20 seg a 400g.
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6.4.6- Secuenciacion: la secuenciacion final se realizd en el equipo automatico

ABI Prism 3100 Genetic Analyzer - Applied Biosystems (Estados Unidos).
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6.5- Andlisis filogenético del HBV

Los cromatogramas obtenidos fueron editados utilizando el programa Bioedit 7.1
[129]. Las secuencias nucleotidicas obtenidas fueron alineadas con el software
CLUSTALX [130], junto a secuencias del GenBank de todos los genotipos y subgenotipos
provenientes de diferentes regiones geograficas del mundo, de la Argentina y de la
provincia de Misiones. Para cada region gendmica amplificada se construyé un arbol
filogenético por medio del algoritmo de Neighbor-joining (NJ) con el modelo de evolucion
molecular Kimura-two-parameter dentro del programa MEGA v 4.0 analizando de manera

estadistica mediante Bootstrap 1000 réplicas de datos [131].

6.6- Analisis de variabilidad génica del HBV

6.6.1- Analisis de mutaciones en el promotor basal del core y region preCore

Se analizaron las sustituciones nucleotidicas de las secuencias correspondientes al
BCP y a la region regulatoria del pC. Dichas secuencias fueron alineadas y comparadas
con secuencias de todos los genotipos (y subgenotipos) obtenidas del GenBank mediante la
utilizacion del programa BioEdit [129]. Se prestd especial interés a las sustituciones
nucleotidicas 1753, 1762, 1764, 1846, 1896, 1899, asociadas -entre otros eventos- al
desarrollo de HCC.

6.6.2-Analisis de secuencias aminoacidicas de la region S, Polimerasa, Core y X

Las secuencias aa deducidas para cada ORF fueron alineadas y comparadas con
secuencias de aa del mismo genotipo (y subgenotipo) obtenidas del GenBank mediante la
implementacion del programa BioEdit [132, 133]. Se prest6 especial interés a sustituciones
de aa en epitopes para Linfocitos T en el HBcAg asociadas al escape de la respuesta

inmune celular.
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7- Estudio complementario inmunoseroldgico: deteccion de anticuerpos anti-HBs

En las muestras que resultaron reactivas para anti-HBc se les realiz6 la deteccion de
anticuerpos anti-HBs. La técnica utilizada fue de tipo quimioluminiscencia de la marca
Abbott (Alemania) y se procesaron de manera automatizada en los equipos Axsym
(Alemania) y/o Architect Sistem (Alemania), junto a los calibradores y controles de la
propia marca. Los datos de los resultados de las muestras luego de su procesamiento
fueron transmitidos de manera electronica on-line al sistema informatico del BSTB desde

donde finalmente se obtuvieron los mismos.

8- Analisis estadistico

Los datos del sistema informatico utilizado en el BSCM se transfirieron a un archivo
tipo .txt y posteriormente se analizaron con el programa SPSS Statistics 17.0 y Excel.
Para el andlisis de los resultados se utilizaron los estadisticos descriptivos de frecuencia e
intervalo de confianza del 95% (IC95%), media y desvio estandar y para la comparacion
entre grupos las prueba de ji-cuadrado (ji*)y U de Mann Witney (U), con un nivel de
confianza del 95% (p<0,05).
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V- Resultados
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1- Caracteristicas generales de la poblacion de DS que concurrio entre los afios
2007 y 2013 al Banco de Sangre Tejidos y Bioldgicos (BSTB)

Sobre un total de 53247 donantes (repetidos y de primera vez) que concurrieron al
BSTB durante el periodo 2007 — 2013 y considerando los criterios de inclusion y exclusion
establecidos en el estudio, se incluyeron para el analisis final 42887 DS. La edad media de
los DS fue de 34,7+11,1 afos y el 70,4% correspondi6 al sexo masculino. Se observo un

incremento gradual de las donaciones repetidas y de DS femenino, manteniéndose estable

el promedio de edad de los DS (Tabla 2).

Tabla 2. Distribucion por afo, sexo y edad de los donantes de sangre que concurrieron al BSTB
durante el periodo 2007 — 2013.

DS Masculino

DS Femenino

Total . .

Afio (primera vez) (primera vez)

Mutre]szcr)/e(l)i DS DS rl;eg;ot)ldos DS (p;nzg/i;avez) Edad* n (%) Edad* n (%) Edad*
2007 3865 (7,3) 143 (3,7) 3722 (96,3) 34,7£10,7 2654 (71,3) 34,9+10,6 1068 (28,7) 34,2+10,9
2008 6800 (12,8) 643 (9,5) 6157 (90,5) 34,8+11,1 4421 (71,8) 35,5+11,0 1736(28,2) 33,1+11,1
2009 6536 (12,3) 1116 (17,1) 5420(82,9)  34,6£11,1 3929(72,5) 352+11,0 1491(27,5) 33,7+11,2
2010 7611 (14,3) 1426 (18,7) 6185 (81,3) 34,8+11,1 4612 (74,6) 35,3+10,9 1573 (25,5) 34,0114
2011 9382 (17,6) 2048 (21,8) 7334 (78,2) 34,4+11,3 5189 (70,8) 353+11,2 2145(29,2) 33,5+£11,0
2012 9779 (18,4) 2442 (25,0) 7337 (75,0) 34,8+11,2 5088 (69,3) 35,5+11,1 2249 (30,7) 34,3+11,1
2013 9274 (17,4) 2542 (27.4) 6732 (62,6)  34,7+11,2 4310 (64,0) 36,2+11,1 2422 (36,0) 34,0+10,9
Total 53247 (100,0) 10360 (19,5) 42887 (80,5)  34,7+£11,1 30203 (70,4) 35,1+11,1 12684 (29,6) 33,7+11,0

*media £+ desvio estandar en aflos

2- Prevalencia y distribucion de los marcadores anti-HBc y/o HBsAg.

A partir de 42887 DS de primera vez estudiados en el BSTB entre los afios 2007 —

2013, 3622 presentaron marcadores HBsAg y/o anti-HBc, resultando en una prevalencia
final de 8,4 % (1C95%= 8,2-8,7%), correspondiendo 7,7% (n=3293) al Ac anti-HBc, 0,1%
(n=64) HBsAg y 0,6% (n=265) para ambos (Figura 11).
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(1C95%= 8,2-8,7%)

Figura 11. Prevalencia total de infeccion por el HBV basada en los marcadores HBsAg y/o anti-

HBc en 42887 donantes de sangre de primera vez del BSTB durante el periodo 2007 —2013.

Las cifras de prevalencia de infeccién por HBV en DS en el afio 2007 fue de 9,3%

(n=348) (1C95%=8,4-10,3%) y en el afio 2013 la misma disminuye de manera significativa
a un valor de 5,8% (n=390) (1C95%=5,2-6,4%) (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucion por afio de la prevalencia de infeccion por HBV basada en los marcadores
HBsAg y/o anti-HBc en 42887 donantes de sangre de primera vez del BSTB durante el periodo

2007 —2013.

Afio (primgfa vez) Prevgl;gila e (OITHAEE Ar:gl:f; g HBsAg

n n % n % n % n %
2007 3722 348 9,3 290 78 40 11 18 0,5
2008 6157 636 10,3 581 9.4 49 0,8 6 0,1
2009 5420 531 9,8 485 8,9 39 0,7 0,1
2010 6185 580 9,4 541 8,7 34 0,5 5 0,1
2011 7334 607 8.3 546 7,4 46 0,6 15 0,2
2012 7337 530 7,2 494 6,7 27 0,4 9 0,1
2013 6732 390 5,8 356 53 30 0,4 4 0,1
Total 42887 3622 8,4 3293 7,7 265 0,6 64 0,1

*Prevalencia de HBV= prevalencia de infeccion por HBV basada en los marcadores HBsAg y/o

anti-HBc.

Considerando el sexo, en los DS hombres se observo una prevalencia de infeccion

por HBV de 9,2% (HBsAg=reactivo y/o anti-HBc= reactivo), significativamente mayor
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con respecto a las mujeres (ji’=72,7; p<0,001) y la edad resulté significativamente mayor
en aquellos DS que presentaban infeccion por HBV (U=4,7x10"; p<0,001) (Tabla 4).

Tabla 4. Distribucion por género y edad de la prevalencia de la infeccion por HBV basada en los
marcadores HBsAg y/o anti-HBc en 42887 donantes de sangre de primera vez del BSTB durante el
periodo 2007 — 2013.

Total de Donantes de Sangre Prevalencia de HBV*

ENER
G © n % Edad** n %  1C95%*** Edad

MUJERES 12684 29,6 33,7+11,0 856 6,7 6,2-6,7 39,5+10,6
HOMBRES 30203 70,4 35,1£11,1 2766 9,2 8,8-9,5 39,6+11,4
TOTAL 42887 100 34,7111 3622 8,4 8,2-8,7 39,6+10,9

*Prevalencia de HBV= prevalencia de infeccion por HBV basada en los marcadores HBsAg y/o
anti-HBc.

**media &+ desvio estandar en afios.

*#*[C95%= Intervalo de Confianza del 95%

Los DS provinieron principalmente del departamento Capital (35,2%), seguido por
los departamentos de Obera (11,8%), Eldorado (8,0%) e Iguazu (6,5%) (Tabla 5).

La distribucion de los casos de DS con marcadores de infeccion de HBV en
relacion a los 17 departamentos de la provincia de Misiones, permitido observar como los
departamentos de Gral. Manuel Belgrano, Guarani y San Pedro presentaron prevalencias
superiores al doble de la media provincial (Tabla 5).

En la figura 12 se observa la endemicidad de la infeccion por el HBV basada en la
prevalencia del HBsAg; con cifras medias que varian entre 2 y 8% para los departamentos
del noreste de la provincia (Gral. Manuel Belgrano, Guarani y San Pedro) limitrofes con

Brasil.
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Tabla 5. Distribucion geografica por departamentos provinciales y otras areas geograficas de la
prevalencia de la infeccion por HBV basada en los marcadores HBsAg y/o anti-HBc en 42887
donantes de sangre de primera vez del BSTB durante el periodo 2007 — 2013.

de Sangre

DEPARTAMENTO/ A . % |CO506+*

25 DE MAYO 1458 3.4 212 14,5 12,8-16,5
APOSTOLES 1157 2,7 28 2,4 1,6-3,5
CAINGUAS 1590 3,7 174 10,9 9,5-12,6
CANDELARIA 904 2,1 18 2,0 1,2-3,2
CAPITAL 15105 35,2 622 4,1 3,8-4,5
CONCEPCION 210 0,5 0 0,0 0,0-2,2

ELDORADO 3425 8,0 384 11,2 10,2-12,3

m GRAL MANUEL BELGRANO 959 2,2 324 33,8 30,8-36,9

& GUARANI 1587 3,7 430 27,1 24,9-29.4

g IGUAZU 2777 6,5 447 16,1 14,8-17,5
LEANDRO N ALEM 1132 2,6 42 3,7 2,7-5,0
LIBERTADOR GRAL SAN 1083 25 86 7,9 6,4-9,8
MONTECARLO 1200 2.8 116 9,7 8,1-11,5
OBERA 5054 11,8 277 5,5 4,9-6,2
SAN IGNACIO 1437 3.4 80 5,6 4,5-6,9
SAN JAVIER 465 1,1 18 3,9 2,4-6,2

SAN PEDRO 782 1,8 200 25,6 22,6-28,8
PARAGUAY 1591 3,7 106 6,7 5,5-8,0
CORRIENTES 387 0,9 13 3.4 1,9-5,8
BUENOS AIRES y CAPITAL 410 1,0 27 6,6 4,5-9,6
OTROS 174 0,4 18 10,3 6,4-16,1
TOTAL 42887 100 3622 8,4 8,2-8,7

Total de Donantes

Prevalencia de HBV*

*Prevalencia de HBV= prevalencia de infeccion por HBV basada en los marcadores HBsAg y/o
anti-HBc.
**]1C95%= Intervalo de Confianza del 95%
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Figura 12. Endemicidad de la infecciéon por HBV basada en el marcador HBsAg en 42887
donantes de sangre de primera vez del BSTB durante el periodo 2007 — 2013.

HBsAg Reactivo
B [2-8%] media
<2 % baja
0 % 29 (0,8%)
ELDORADO

MONTECARLO
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3- Deteccion de infeccién oculta por HBV (OBI) en DS con anticuerpos anti-HBc

reactivos

De un total de 230 muestras de DS de primera vez estudiados en el BSTB en el afo
2013 que presentaban como Unico marcador reactivo los anticuerpos anti-HBc, se hallaron
36 muestras positivas por técnicas moleculares, lo que determin6 una prevalencia de casos
OBI de 15,6% (IC95%= 11,3-21,2%). Del total, 10 casos amplificaron un fragmento del
gen S/P de HBV y 26 la region gendmica preCore-Core de HBV; ninguna muestra
amplifico ambas regiones en las condiciones utilizadas (Tabla 6).

Al comparar la presencia o ausencia de OBI entre grupos de DS con reactividad o
no para anticuerpos anti-HBs, no se observé diferencia significativa (ji*=0,06; p=0,81)
(Tabla 7). Tampoco se encontrd asociacion estadisticamente significativa de la presencia
OBI con respecto al sexo (]'i2=0,143; p=0,70), la edad (U=3294; p=0,74) o el departamento
de residencia (ji*=14,935; p=0,53).
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Tabla 6. Perfil de la infeccion oculta por HBV (OBI) basado en datos epidemiolédgicos, anti-HBs,
amplificacion por PCR (region S y pC/C), genotipo y subgenotipo de las 36 muestras positivas para
ADN del HBV en DS del BSTB de la provincia de Misiones.

Muestra Sexo Edad Departamento Localidad ﬁgtsl* PCR S* pF(’;C/S* SSgg:r:g;?p;o
10021994 H 420 Capital Posadas R*  Positivo  Negativo NA*
10022041 H 33,6 Capital Garupa R Negativo  Positivo NA
10022180 H 38,7 Capital Posadas R Positivo  Negativo NA
10022373 H 49,1 Capital Posadas R Negativo Positivo NA
10022723 H 63,7 25 de Mayo 25 de Mayo R Negativo Positivo D-3
10022990 H 30,8 Capital Posadas R Positivo  Negativo NA
10023173 M 304 Capital Posadas R Negativo Positivo NA
10023373 H 27,9 Apodstoles Apodstoles R Negativo  Positivo D-3
10023834 H 38,1 Capital Posadas R Positivo  Negativo NA
10024157 H 483 San Ignacio Santo Pipo R Positivo  Negativo NA
20010831 H 313 Eldorado Delicia R Negativo  Positivo NA
20011124 M 30,6 Eldorado Eldorado R Negativo  Positivo NA
20011213 H 53,8 Montecarlo Montecarlo R Negativo Positivo NA
20011267 H 359 25 De Mayo 25 De Mayo NR* Negativo Positivo D-3
20011269 M 27,1 Montecarlo Puerto Piray R Negativo Positivo NA
20011313 H 30,3 Gral. Manuel Belgrano San Antonio NR Negativo Positivo NA
20011315 M 523 Eldorado Eldorado R Positivo  Negativo NA
50010313 M 43,0 Iguazu Puerto Esperanza R Positivo  Negativo NA
50012527 H 33,0 Iguazu Puerto Iguaza R Positivo  Negativo NA
50012528 M 433 Iguaza Puerto Iguazu R Negativo  Positivo D-3
50012680 H 25,2 Libertador Gral. San Martin Puerto Leoni R Negativo  Positivo NA
50012762 H 51,3 25 de Mayo 25 de Mayo R Negativo Positivo NA
50012766 H 574 25 de Mayo 25 de Mayo R Positivo  Negativo NA
50012826 M 46,8 Iguazu Puerto Esperanza R Negativo Positivo NA
50012872 H 53,0 Leandro N Alem Leandro N Alem R Negativo Positivo NA
50012969 M 424 San Pedro San Pedro R Negativo Positivo D-3
50012971 H 457 San Pedro San Pedro R Negativo Positivo D-3
50012982 H 31,6 San Pedro San Pedro NR Negativo Positivo NA
50013200 H 54,8 Eldorado Eldorado R Negativo Positivo NA
50013272 M 434 Eldorado Eldorado R Negativo Positivo NA
50013385 H 614 Iguazu Puerto Esperanza R Negativo Positivo NA
60006993 H 489 Cainguas Aristobulo del Valle R Negativo  Positivo NA
60007341 H 61,3 Guarani El Soberbio NR  Positivo  Negativo NA
60007612 H 31,3 25 De Mayo 25 De Mayo R Negativo Positivo D-3
60007848 H 43,1 Obera Obera R Negativo  Positivo NA
60007889 H 33,6 Guarani San Vicente NR Negativo Positivo NA

* Anti-HBs= anticuerpos anti HBsAg *PCR S= Reaccion en Cadena de la Polimerasa de la region
parcial del gen S/P *PCR pC/C= Reaccion en Cadena de la Polimerasa de la region del
preCore/Core. *NA= No Amplificado. *R=Reactivo. *NR=No Reactivo.
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Tabla 7. Prevalencia de la infeccion oculta por HBV (OBI) distribuida en base a la presencia de
anticuerpos anti-HBs.

L Anticuerpos anti-HBs Anticuerpos anti-HBs TOTAL
'”fecgm é’f/”'ta REACTIVO NO REACTIVO de muestras analizadas
P n % 1C95%* n % 1C95% n % 1C95%

PRESENCIA 31 15,9 11,2-22,0 5 14,3 5,5-31,2 36 15,6  11,3-21,2
AUSENCIA 164 84,1 78,1-88,9 30 85,7 69,9-95,6 194 84,4  78,9-88,7
TOTAL 195 100 NA** 35 100 NA 230 100 NA

*1C95%= Intervalo de Confianza del 95%
**NA=no aplica

4- Identificacion de los genotipos de HBV en los casos de OBI detectados.

De los 36 casos de OBI se obtuvo material suficiente de 7 (siete) aislamientos para
la secuenciacion, pudiéndose realizar el andlisis filogenético de las secuencias
nucleotidicas Unicamente de la region del pC/C de HBV que fue la que amplifico. Del
arbol filogenético obtenido que se muestran en la figura 13, se concluye que todas las
cepas aisladas correspondieron al genotipo D subgenotipo 3. Las mismas agruparon con
aislamientos de DS, HBsAg y anti-HBc¢ reactivo, de Misiones previamente reportadas por
nuestro grupo y otras secuencias, reportadas en el GenBank, de otros paises del continente

europeo, asiatico, una del Caribe, una de Sudafrica y una de la region sur de Brasil.
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Figura 13. Analisis filogenético de los 7 aislamientos de infeccion oculta por HBV (OBI)
provenientes de una muestra de DS de primera vez anti-HBc reactivos de la provincia de Misiones
a principio del afio 2013. Las secuencias de la region pC/C (entre los nucledtidos 1847-2418)
fueron comparadas con otras obtenidas del GenBank de todos los genotipos y subgenotipos del
HBV cuyos nimeros de acceso se observan en el arbol. Las mismas se asociaron con secuencias
provenientes de Argentina dentro del subgenotipo D3. El mismo fue construido por medio del
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método de NIJ. Referencias de Muestras: 19=10022723, 27=10023373, 39=20011267,
40=50012528, 70=50012969, 126=50012971, 137=60007612.
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5- Variabilidad génica de las cepas de HBV aisladas productoras de OBI.

Debido a que los 7 aislamientos correspondieron iinicamente a material obtenido de
las secuencias nucleotidicas de la region del pC/C de HBV, no se pudo realizar el andlisis

de las variantes en los aminodcidos de las proteinas X, S y P.
5.1. Presencia de variaciones génicas en el BCP y la regién de preCore

En las 7 (siete) muestras que se pudieron aislar y que habian resultado positivas
para la PCR pC/C, se detectaron mutaciones en las posiciones 1762 y 1764 de la region

regulatoria del BCP y en las posiciones 1846 y 1899 de la region preCore. (Tabla 8)

Tabla 8. Mutaciones detectadas en el Promotor Basal del Core (BCP) y en la region preCore de
secuencias HBV de los 7 aislamientos obtenidos de casos OBI en DS del BSTB de la provincia de
Misiones.

Muestras BCP PreCore Genotipo
(1742-1814) (1814-1901)
TODOS LOS A1762T, G1764A  A1846T, G1899A D3
AISLAMIENTOS

5.2 Presencia de variantes en los aminoacidos de la proteina Core

Se analizaron las secuencias de aminoacidos deducidas de la proteina de Core, en
particular en los epitopes para Linfocitos T ubicados entre las posiciones aa 18-27, 50-85 y
120-160 de las muestras que resultaron positivas para la PCR-C (Tabla 9). Se hall6 una
unica mutacion en la region del epitope 50-85. Se identificaron otras mutaciones por fuera

de estas 3 regiones mencionadas.

Tabla 9. Mutaciones identificadas en los epitopes para Linfocitos T de la proteina del Core en los 7
aislamientos obtenidos de casos OBI en DS del BSTB de la provincia de Misiones.

Muestras Regiébn  Region  Region Resto de
18-27 50-85  120-160 las regiones
TODOSLOS - V74A - DA40E, S49T, S87T, 1105T
AISLAMIENTOS I116L
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V- Discusion
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En este estudio, hemos caracterizado la infeccion por el HBYV, incluyendo
particularmente el analisis de casos de infeccion oculta (OBI), en la poblacion de donantes
de sangre que concurri6 al BSTB de la provincia de Misiones entre los afios 2007 y 2013.

Las prevalencias de infeccion por HBV en funcion del HBsAg presentan un amplio
rango en distintas partes del mundo, con areas de baja prevalencia (0,1-2%) al oeste de
Europa, en los Estados Unidos, Canada, Australia y Nueva Zelanda, prevalencias
intermedias (2-8%) en los paises del Mediterraneo, Japon, Asia central y partes de
Sudamérica, y elevada prevalencia (>8%) en el sudeste de Asia, China y Africa sub-
Sahariana [72].

La prevalencia de infeccion por HBV mediante al marcador inmunoserologico
Anti-HBc esté relacionada con la estimada en funcién del HBsAg y ambos son tipicamente
proporcionales entre si. Reportandose prevalencias de anti-HBc en DS en los Estados
Unidos de 0,23%; Reino Unido 0,56%; Dinamarca 0,70%; Japon 1,1%; Alemania 1,88%;
Italia 4,85%; India 10,82%; Corea del Sur 13,5%; Egipto 14,2%; Grecia 14,9% y Pakistan
17,28% [82,87,94,96,134-140].

La infeccion por el HBV en Sudamérica también tiene una distribucion
heterogénea, cuando se estima la prevalencia en base al HBsAg. Existen regiones donde se
observa una endemicidad alta, mayor al 8%, como sucede en Peru, sur de Colombia, norte
de Bolivia y norte de Brasil. El resto de los paises presentan una baja endemicidad (menor
al 2%), a excepcion de Ecuador, Venezuela y el sur de Brasil donde se han registrado
valores intermedios (2-8%) [141]. Algunos paises que presentan una baja endemicidad
pueden tener una mayor prevalencia cuando se estima en funcidon de los anticuerpos anti-
HBc. Si consideramos que este marcador se encuentra en las infecciones pasadas o en
curso, si se trata de una infeccion oculta por HBV (OBI), esta situacion sugiere que la
exposicion a HBV seria mayor que la estimada en base a HBsAg [74,141].

Por otro lado, hay que considerar que las cifras de prevalencia para la infeccion por
el HBV también varian segun la poblaciéon estudiada. Algunos grupos de Amerindios de la
Cuenca Amazonica registran altas prevalencias para el HBsAg [142,143]. Esto también se
observa en trabajadores sexuales y usuarios de drogas inyectables de diferentes paises de
Latinoamérica, debido a que estas conductas de riesgo favorecen la transmision del virus

[71,79,143].
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En Argentina, las prevalencias de HBV varian dependiendo de la poblacion y la
region analizada. Es asi que se fueron reportando en diferentes afios elevadas prevalencias
en algunos grupos de riesgo, entre ellos pacientes infectados con HIV-1 y usuarios de
drogas inyectables [73-80, 144]. En la provincia de Misiones, en la comunidad aborigen
Mbya-Guarani, localizada en la ciudad de Iguazu, se han documentado cifras de HBsAg y
anti-HBc (1,7% y 14,1%, respectivamente) superiores a la media nacional [81] y similares
a las observadas en aborigenes Kaingang del sur de Brasil (anti-HBc 15,42%), con quienes
se ha documentado una estrecha interaccion antes de la llegada de las misiones jesuiticas a
esta provincia [144].

Por otro lado, la mayoria de los estudios en DS demuestran una baja endemicidad
para la infeccion por el HBV aunque presentan variaciones. Tal es asi, que la prevalencia
de HBV en la region del noroeste para los marcadores HBsAg y anti-HBc para el afio 2011
fueron de 0,45 % y 5,22%, respectivamente; superiores a los valores promedios reportados
en el estudio de Flichman y col. para la Argentina en el mismo afio. En este mismo estudio,
para la region del noreste, la prevalencia de HBV, en base a los marcadores HBsAg y anti-
HBc, fue de 0,29% y 3,16% respectivamente, con valores mas elevados en la provincia de
Misiones (0,65% HBsAg y 7,03% anti-HBc) similares a los reportados en el afio 2009 en
esta misma provincia por nuestro grupo (0,73% HBsAgy 8,55% anti-HBc) [73-75].

En esta tesis, la poblacion se caracterizd por una mayor proporcion de donantes de
sexo masculino, la edad promedio se encontraba alrededor de los 34 afos y el porcentaje
de repeticion de las donaciones fue cercano al 20%.

Ademas, se observd una prevalencia para la infeccion por HBV, en base al
marcador HBsAg, superior a la media nacional en DS del afo 2011 [75], que fue de todos
modos baja de acuerdo a los criterios de la OMS. Sin embargo, se detectaron valores de
prevalencias que fueron superiores al 2% en tres departamentos lo que implica una
endemicidad intermedia y que la infeccion por el HBV no se encuentra distribuida de
manera uniforme en toda la provincia (Figura 11).

Si bien debemos mencionar que no se incluyeron los donantes del sector privado,
podemos resaltar que actualmente estos representan menos del 30% de las donaciones que
se realizan en la provincia. Por otro lado, podria existir sobre-estimaciones en las
prevalencias de los marcadores HBsAg y anti-HBc, como en la mayoria de los estudios
realizados en bancos de sangre donde las pruebas de deteccion presentan una alta
sensibilidad, con un variable porcentaje de falsos positivos (no estimado en el presente

estudio).
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Nuestros datos indican que la prevalencia de HBV en los DS de primera vez ha
disminuido entre el 2007 y el 2013 (Tabla 3). Esto podria deberse a diferentes factores,
entre ellos, la implementacion de estrategias para la mejora en la seleccion de este tipo de
donantes y el incremento del porcentaje de DS del sexo femenino (28,7% en 2007: vs
36,0% en 2013) (Tabla 2). Teniendo en cuenta que la prevalencia de HBV en las mujeres
fue significativamente menor que la hallada en los hombres (Tabla 4).

También, se observd que en el total de DS de primera vez la prevalencia de
infeccion por HBV fue mas elevada en individuos de mayor edad (Tabla 4), similar a lo
reportado recientemente en DS de Argentina y Corea, donde el incremento de la edad
estuvo asociado a la presencia de infeccion por HBV. Esta asociacion se podria explicar si
consideramos que la transmision horizontal (sexual) es una de las principales vias de
contagio para este virus [75,94].

Es importante destacar que el BSCM, como parte de la atencidon integral de los
donantes, realiza las citaciones de aquellos donantes en que se detecta algin marcador de
ITT para informar respecto de la misma y derivar a la atencion médica correspondiente
dentro del sistema de salud.

Como ya se ha mencionado, la endemicidad de la infeccion por HBV en Misiones
no es uniforme, mayores prevalencias para el HBsAg se destacan en la region Noreste, en
los departamentos de San Pedro, Guarani y Gral. Manuel Belgrano (Figura 12). Esta
region se caracteriza por presentar pasos fronterizos no limitados por rios con la region Sur
del Brasil, donde también se han reportado prevalencias categorizadas como intermedias
[146,147], que podrian tener una asociacion con migraciones europeas de la zona del
mediterraneo que se radicaron en esa zona del Brasil. [147,148].

Cabe aclarar, que las prevalencias de HBV en DS no son extrapolables a la
poblacion general, debido principalmente a las caracteristicas particulares de la poblacion
de DS estudiada — en su mayoria hombres jovenes — y a la seleccion previa que se le
realiza a los individuos que reportan factores de riesgo para las ITT.

Actualmente, el HBV sigue siendo un riesgo importante de infeccion viral
transmitida por transfusion y la presencia de OBI constituye una de las principales
causales, a pesar del proceso de mejora continua en las técnicas de tamizaje para los
bancos de sangre [61,149].

La prevalencia de OBI en DS es variable dependiendo de la endemicidad del HBV

en la poblacion que se estudia, tipo de donantes (es decir, donantes de primera o repetidos,
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donantes voluntarios o de reposicion), los ensayos de rutina empleados en inmunoserologia
y la sensibilidad de los ensayos utilizados para la deteccion por NAT.

Los estudios de prevalencia de OBI en América del Norte informan valores entre
0,1% y 1,0% en DS anti-HBc reactivos (con o sin anti-HBs) y de 2,0% a 3,25% en DS que
solo presentaban anti-HBc (sin anti-HBs) [84, 86,150-152].

En el continente europeo, se observan cifras de prevalencia para OBI que varian de
0% a 4,86% en DS que eran anti-HBc reactivos (con o sin anti-HBs) con frecuencias mas
altas entre los anti-HBs negativos que entre los anti-HBs positivos. Sin embargo, algunos
estudios no consiguieron detectar el ADN del HBV, en los DS que presentaban como
marcador al anti- HBc sin anti-HBs [87,89,99,100,134,153-156].

En Oriente Medio y Asia, las prevalencias de OBI fueron de 0,016% a 38% en los
DS que presentaban anti-HBc-positivos (con o sin anti-HBs) y entre 8,1 % a 27,1% en los
que presentaban anti-HBc¢ reactivo sin anti-HBs [67,82,90,91,94,97,135,157]

Moresco y col. en 2014, en la region del Amazonas (Brasil), que presentaba una
prevalencia de anti-HBc en DS del 22,2%, hallaron 8 casos de OBI (2,7%) sobre un total
de 291 muestras de DS anti-HBc reactivos (con y sin anti-HBs) [101].

En Argentina son escasos los datos publicados sobre OBI en DS. Un estudio
realizado entre 2009-2014 y presentado recientemente en el Congreso Argentino de
Medicina Transfusional del afio 2015, demostr6 la presencia de 6 casos de OBI en DS de la
region Central de nuestro pais, donde se utilizd para la deteccion de ADN una técnica
comercial (COBAS TaqScreen MPX test y MPX v2.0 test de Roche). De estos 6 casos, tres
fueron OBI negativos (anti-HBc no reactivo), se encontraban en periodo de ventana y los
restantes fueron OBI positivos, con cargas virales muy bajas. [158]

En la presente tesis, hemos hallado los primeros casos de OBI en DS de la
provincia de Misiones. Se encontrd una prevalencia de 15,6%, esto es 36 casos de 230 DS
que concurrieron al BSTB a principios del afio 2013, distribuidos en 14 de los 17
departamentos de nuestra provincia (Tabla 6). Estos valores de prevalencia de OBI son
elevados y se encuentran dentro del rango de lo reportado para el Oriente medio y Asia.
Debemos considerar que no se utilizé una técnica comercial para la deteccion de ADN, la
cual probablemente sea mas sensible que las amplificaciones realizadas in house y puestas
a punto por nuestro grupo de trabajo.

En un estudio previo, en una poblacion de aborigenes (Mbya-guarani) de la
provincia de Misiones, se detectd la presencia de OBI [81,159]. Sin embargo, no se

hallaron casos en otros estudios realizados en muestras de DS de Porto Alegre, ciudad
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localizada al sur de Brasil limitrofe con la provincia de Misiones [88,95]. Es importante
destacar, que a diferencia del grupo de Brasil, los cuales utilizaron una sola técnica de PCR
para la region S, nosotros hemos realizado dos técnicas de PCR para dos regiones
diferentes y ninguna de las muestras resultdé conjuntamente positiva para ambas regiones.
Por lo tanto, consideramos indispensable, para una mayor eficiencia en la deteccion de
OBI, la utilizaciéon conjunta de ambas técnicas de PCR para mejorar la performance de la
deteccion y evitar resultados falsos negativos.

Cabe aclarar que, la prevalencia de OBI podria estar subestimada, debido a la
sensibilidad de la técnica utilizada, a la intermitencia viral en plasma de los casos OBI y
por estar demostrado que la mayor sensibilidad de deteccion de ADN de HBV se obtiene a
partir de la utilizacién muestras de tejido hepatico [45], lo cual no es factible realizarlo en
los DS. También existiria la posibilidad de que algunas muestras positivas para ADN de
HBYV, podrian haber sido no reactivas para HBsAg debido a mutaciones. Es por esto que
para la deteccion del marcador HBsAg se ha utilizado marcas comerciales que en su
inserto aclaran que detectan determinadas cepas mutantes de HBsAg.

Si bien se repitieron los ensayos, en el presente estudio no se pudo amplificar la
region S para su posterior secuenciacion y analisis. Esta limitacion implicé que no se
hayan podido observar posibles variantes en los dominios funcionales de los genes S,
Polimerasa y X.

Debemos destacar que algunos de los casos de OBI hallados en Misiones, no
presentaban reactividad para los anticuerpos anti-HBs (Tabla 7), al igual que lo reportado
en otros estudios y marca la importancia de continuar con la utilizacion del anti-HBc¢ como
marcador de infeccion en el tamizaje de las muestras de DS [82,84,91,96,102,134,155].
También, cuestiona la seguridad de los hemocomponentes anti-HBc reactivo/anti-HBs
reactivo considerando que se ha demostrado su potencial infectividad [67,68,160]. Es asi,
que los casos de DS en que el HBsAg es no detectable (OBI) pero presentan anticuerpos
anti-HBc pueden llegar a transmitir la infeccion [65,66,69].

El genotipo D del HBV se encuentra ampliamente distribuido, la presencia del
subgenotipo D3 en los DS de Misiones guarda relacion con los hallazgos realizados en la
region sur de Brasil (Figura 13), los cuales atribuyen la presencia del mismo a las oleadas
migratorias provenientes de paises europeos como Italia y Francia, entre otros, que se
asentaron en la region; como se podria inferir en este estudio [148].

El mismo subgenotipo fue reportado en DS de Misiones que presentaban

marcadores inmunoseroldgicos reactivos para el HBsAg y el anti-HBc¢ (Figura 13), lo cual
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aporta mayor evidencia en el sentido de que no se puede asociar unicamente al tipo de
genotipo/subgenotipo con el establecimiento de OBI [6,74], como lo ha reportado un
estudio en la India [117]. De todos modos, el genotipo D se encuentra descripto en
Argentina y Brasil asociado principalmente a infecciones cronicas, por lo cual nuestros
datos marcan la necesidad de seguir y controlar la evolucidén de estos pacientes, a fin de
evitar o posponer la enfermedad.[161-163].

Al realizar el andlisis gendmico varias mutaciones fueron identificadas en estos
aislamientos de casos OBI.

Las mutaciones en las regiones BCP y preCore han sido directamente asociadas con
la severidad de la enfermedad hepatica y el desarrollo del HCC. Si bien varios reportes han
asociado a las mutaciones G1613A, C1653T, T1753V, A1762T, G1764A, A1846T,
GI1896A y G1899A con el desarrollo del HCC; las mutaciones en las posiciones 1753,
1762 y 1764 son las que se han observado con mayor frecuencia en pacientes infectados
con HBV que presentan esta patologia [7].

En Argentina, cepas mutantes del BCP y preCore/Core han sido detectadas en DS,
en pacientes cronicamente infectados con HBV y en pacientes coinfectados con HIV-1
[79,107,164].

Cualquier mutacion puede inducir algin tipo de cambio que afecta en la sangre la
carga viral y los niveles de HBeAg y en los hepatocitos al HBcAg y la proteina X. Estos
cambios, posteriormente, pueden modular la respuesta inmune a los antigenos virales y
aumentar los efectos cancerigenos de las proteinas alteradas X [165]. En todos los
aislamientos de este trabajo, se detectd la doble mutacion A1762T/G1764A en la region
del BCP (Tabla 8), junto a otras dos mutaciones en la region preCore, la G1899A y la
A1846T. Estas mutaciones también fueron identificadas en estudios previos realizados en
diferentes comunidades aborigenes y DS no OBI.[74,81,107].

La presencia de la doble mutacion A1762T/G1764A, es un hallazgo de
importancia, debido a que la misma est4 asociada con los niveles de HBeAg y ADN del
HBV en suero y se la relaciona con alteraciones en la proteina X que podria causar
cambios de aminoacidos 130 y 131 y otras alteraciones, que estdn asociados con un mayor
riesgo de HCC. Sin embargo, estas cepas mutantes también se hallaron en DS
asintomaticos, al igual que en este estudio [7,165-171].

La mutacion A1846T se encuentra asociada a la descompensacion de la hepatitis
crénica en estudios realizados por Yan y col. [172]. Por otro lado, la mutacion G1899A, se

ha reportado asociada frecuentemente a la mutacion G1896A (esta ultima no fue detectada
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en este estudio), y cuando se encuentra combinada con la doble mutacion
(A1762T/G1764A), fue asociada al desarrollo de HCC en Tailandia y Tunez, aunque este
vinculo entre las mutaciones fue menos claro en Corea del Sur [7,172-176]

Ademas, se hallaron mutaciones en las secuencias de aminoacidos deducidas de la
proteina de Core en particular en los epitopes para Linfocitos T analizados (Tabla 9), que
podrian tener una accion de escape a la respuesta inmune por los LT CD8+. La presencia
de estas mutaciones completan el complejo escenario hallado en los DS de la provincia de
Misiones, debido que los pacientes infectados crénicamente con HBV presentan una
respuesta de LT CD4+ y CDS8+ especificos para epitopes virales significativamente
disminuida y esto se observa mas acentuado en la poblacion de LT CDS8+ especificos
contra epitopes del HBcAg, donde no s6lo dicha estirpe celular se torna indetectable, sino
que inclusive se ve disminuida su habilidad para producir IFN-y [177].

Debido a que no se pudieron amplificar secuencias en la region parcial del gen S/P,
quedan abiertos nuevos interrogantes respecto de los casos OBI de la poblacion estudiada,
como ser: a) ;Cuales mutaciones en el HBsAg impiden el reconocimiento de éste por los
equipos de EIA comerciales? b) La mutacion G145R que produce el escape a la accion de
la vacuna ;Estaria presente? c) Las mutaciones en pre-S1/S2, las cuales producen una
disminucién considerable en la sintesis y liberacion de las proteinas de envoltura ;Serian
un factor implicado en la produccion de OBI en las cepas aisladas? y otros interrogantes

[103,178-181].
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Esta tesis de maestria, realizada en una poblacién de donantes de sangre que concurrio al

BSTB de la provincia de Misiones entre los afios 2007 y 2013, permitié observar que:

e La poblacion estudiada presentd predominio del sexo masculino, edad promedio
34,7 afios y 19,5 % de repeticion de las donaciones.

e La prevalencia de infeccion por HBV fue superior a la media nacional para
donantes de sangre, con cifras correspondientes a baja endemicidad en la mayor
parte de la provincia.

e Se determinod que en la zona Noreste que limita con Brasil, tres departamentos (San
Pedro, Guarani y Gral. Manuel Belgrano) presentaban endemicidad intermedia
(HBsAg de 2 a 8%) segln la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud.

e El sexo masculino y el incremento de la edad presentaron asociacion significativa
con la infeccion por HBV.

e La prevalencia de casos de OBI fue el 15,6 % en muestras con anti-HBc¢ reactivo,
sin diferencia estadistica para la presencia anti-HBs, demostrando que la infeccion
oculta puede desarrollarse independientemente de la presencia de estos anticuerpos.

e Se detecto la circulacion del genotipo HBV D3 en todos los casos OBI analizados
que pudieron detectarse mediante amplificacion de la region precore/Core.

e Se identificaron las mutaciones A1762T y G1764A en region promotor basal de
Core y A1846T y G1899A en la region preCore, asi como tambien mutaciones en
diferentes regiones de los epitopes para linfocitos T de la proteina del Core (V74A,

D40E, S49T, S87T y 1105T, 1116L).

Los resultados del estudio brindan informacién con base cientifica respecto a las
caracteristicas epidemioldgicas de la infeccion por HBV en DS de la provincia de
Misiones, los cuales destacan la necesidad de establecer al HBV como una prioridad en
salud, con una estrategia principal basada en la vacunacién de toda la poblacion y
especialmente en las comunidades cerradas o de mayor prevalencia. A su vez, estos
resultados plantean la importancia de afianzar el modelo de donacidon de sangre voluntaria
y repetida en adultos jovenes. Ademads, la presencia de OBI asociada al genotipo HBV D3
y sus mutaciones, implican un gran desafio para el diagndstico, seguimiento y control. Esto

seguramente necesitard de capacitacion, investigacion, inversion y articulacion de todo el
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sistema de salud publica.
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1- Anexo I: Consentimiento Informado

Consentimiento Libre e Informado del Donante
(Leer Atentamente previo a su firma)

Hoy he concurrido a donar sangre u otro hemocomponente por mi libre y propia
voluntad. Estoy en conocimiento que la donacion de sangre es un acto solidario y altruista,
por lo tanto, no he recibido ningun tipo de remuneracion o incentivo (la compra o venta de
sangre constituye un delito federal). Al hacerlo entiendo que mi sangre serd sometida a
analisis de laboratorio para detectar la exposicion a infecciones que pueden ser
transmitidas por sangre: Sifilis, Enfermedad de Chagas, Brucelosis, Hepatitis B y C, HIV /
SIDA y HTLV 1 y 2 y eventualmente ser utilizada en estudios posteriores por los cuales
tampoco he recibido remuneracion alguna, como por ejemplo, determinar si existe
asociacion entre determinados genes (HLA) y la posibilidad de adquirir alguna de las
infecciones o la deteccion de otros agentes infecciosos. S¢é que todo el material utilizado es
descartables y la informacion que sobre mi se obtenga como producto de la donacion podra
ser empleada en ambitos cientificos para favorecer el adelanto de las Ciencias Biomédicas,
bajo la condicidon de que se preservara el cardcter de confidencialidad de mi persona y de
cualquier dato vinculante a la identidad de la misma. Tengo conocimiento que los
investigadores y profesionales estan en un todo de acuerdo y adoptan los principios éticos,
legales y juridicos para las investigaciones médicas en seres humanos descriptas en las
normas bioéticas nacionales (Disp. ANMAT 5330/10) e internacionales (Codigo de
Nuremberg, Declaracion de Helsinski de la Asociacion Meédica Mundial y sus
modificaciones Humanos de la UNESCO 11/11/97) y de la Ley Nacional de Sangre 22.990
y las normas técnicas y administrativas vigentes.

Voluntariamente autorizo que en caso de deteccion de cualquier hecho que esta institucion
considere relevante en relacién a mi sangre se me notifique, al domicilio que he declarado.
También entiendo que al existir el riesgo de transmitir enfermedades por mi sangre se
registrara esta situacion, y no debo donar en ningin establecimiento hasta tanto no exista
una nueva autorizaciéon profesional especializada y que puedo ser transmisor de
enfermedades aunque los anélisis sean negativos.

He sido informado y he comprendido que durante o después de la donacion,
eventualmente, puedo sufrir una reaccion inesperada y fortuita, como por ejemplo, un

hematoma alrededor del sitio de entrada de la aguja, la puncion de una arteria, desmayos o
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pérdida temporaria del conocimiento. Hoy también he leido la informaciéon pre y post-
donacién que se me ha brindado; he entendido todas las preguntas que se me han
formulado en la entrevista médica personalizada sobre mi salud, mis habitos sexuales y mis
posibles adicciones a drogas; he tenido la oportunidad de consultar todo lo que he
necesitado saber y me han respondido satisfactoriamente con términos comprensibles para
mi. Dejo constancia que respondi a todas las preguntas con la verdad y con lo mejor de mi
conocimiento. Es por ello que considero que estoy en condiciones de donar sangre u otro

hemocomponente.

Fecha: / /

Firma del Donante

DNI/Cedula N°:

Aclaracion:

Firma del Padre o Tutor:

Aclaracion:

DNI/Cedula N°:
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2- Anexo Il: Anverso de la Ficha de Hemodonacion utilizada para la entrevista clinica al
donante de sangre en el BSTB de la provincia de Misiones
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‘ Banco de Sangre Central
| de la Provincia de Misiones
Ministerio de Salud Publica
Gobierno de la Provincia de Misiones

FICHA DE HEMODONACION

FECHA DE EXTRACCION: / /

1.- Datos del Donante
Apellidos/Nombres:

DNI/CI/LE/LC/Pasaporte: Fecha Nac.: Edad:
Lugar de Nacimiento:

Domicilio Actual: Localidad:

Codigo postal: Sexo:

Teléfono: E-Mail:

Estado Civil: Ocupacion:

Dona para el Hospital: Paciente:

Operador (Nombre y Apellido) :

Donacion de Reposicion: Donacion Autologa:
tAdherir Etig No Transfundiy (Adherir Etiqueta Autdloga)
al Paciente)

2.- Consentimiento Libre e Informado del Donante (Leer Aremmneme previe a su firma)

Hoy he concumrido a donar sangre u otro hemocomponente por

libre ¥ propia vol 1. Estoy en 1 que Ia de sangre es un acto solidario y
altruista, por lo tanto, no I ido ningim tipo de rennmeracion o incentivo (la compra o venta de sangre constituye un delito federal). Al hacerlo entiendo que mi
A sometida a de laboratorio para detectar Ia exposicion a infecciones que pueden ser tansmutidas por sangre: Sifilis, Enfermedad de Chagas,
Hepatitis By C, HIV / SIDA y HTLV 1 v IL

ente autonzo que en caso de deteccidn de cualquier hecho que esta me laciom a mi sangre se me notifique, al domciho
que he declarado. También entiendo que al existir el nesgo de tansmitr enfermedades por ma sangre se registrard esta situaci ¥ ne del»u donar en
establecimiento hasta tanto no exista una nueva autorizacion profesional especializada v que puedo ser tn de enfi dades munque los anal Sean neg
He sido i lo v he P fido que durante o después de In donacion. eventualmente, puedo sufrir una reaccion inesperadn y fortuita, como por =Jum1ulo (]
hematoma alrededor del sitio de entrada de la aguja, la p 1 de una artena, desmayos o pérdid y b he leido la mformacion
pre ¥y post- donacion que ne In brindade; he entendido todas las preguntas que se me Inl: formmulado en la entrevista médica personalizada sobre m salud,
hibitos les v mis a drogas; he tenido la oportunidad de consultar todo lo que he necesitado saber ¥ me han respondido satisfact
térmmeos comprensibles pama mi. Dejo ¢ ia que respondi a todas las p con la verdad ¥ con lo mejor de nu conocimuento. Es por ello que considero que
estoy en condiciones de donar sangre u otro hemocomponente,

ém considere relevante en

Firma del Donante Firma del Padre o Tutor: Fecha:

Aclaracion: DNI/ Cedula N°:

3.- Cuestionario a completar por el personal que realiza la entrevista

Al iLeyo atentamente v comprendio la hoja de informacion que se le entregé en la sala de espera?
A-2 i Ha donado sangre en las tltimas 8 semanas? (Sufrié algin mconveniente con posterioridad a la donacion?)
A-3 (Sufrio algan inconveniente con posterioridad a la donacion?
A4 Lo han rechazado como donante de sangre o le dijeron que no puede donar?
A-S iSe siente bien y “sano™ hoy? (Desayuno, almorzo, merendo, ceno, se encuentra descansado?)
A6 i Esta tomando alguna medicacion habitualmente?  5i-No En caso de Si, indicar cual:
A7 Ha padecido o padece enfermedades del corazom (infarto, angina de pecho, ete.)?
A8 ;Ha tenido enfermedad en los pulmones, tuberculosis o asma bronquial, estd medicado?
A9 Ha tenido convulsiones, desmayos, ausencias o pérdidas de conocimiento? ;Padecioé alguna vez de
epilepsia, estda medicado?
A-10 iAlguna vez le diagnosticaron cincer (tumor)? Si-No En caso de Si, indicar cual:
A-11 (Recibio quimioterapia y/o radiaciones? Si—No
A-12 iHa recibido tratamiento con hormonas de crecimiento o hipofisarias? Si-No
A-13 i Ha tenido hemorragias y/o problemas de coagulacion (sangrados)? Si~No
A-14 o Tiene Sida o pruebas positivas para VIH (Tiene SIDA)? Si—No
A-15 i Ha tenido fatiga, sudoracion nocturna o pérdida de peso inexplicable? S1-No
A-16 iHa tenido ganglios, lesiones en la piel 0 mucosas? Si-No
A-17 i Padece de Enfermedad de Chagas conoce la vinchuca (Chinche Guazi, Barbeiro)? Si-No
A-18 o Tiene antecedentes de hipertension arterial (presion alta)? Si—No
A-19 . Tomo medicacion para el Acné, Soriasis o para la prostata (Accutane, Proscar, Tengison o similar)? Si-No
A-20 iHa recibido tratamiento contra la rabia? Si-No
A Ha recibido vacunas? ({Cuales? (Cuando? Si1—No
A-22 Presenta o presentd alguna enfermedad no preguntada? :Cual? Si—No
SIES MUJER
A-23 i Estd embarazada? Si-No
(Adherir Etiguera
¢ Esta dando de mamar (Fecha fin de lactancia)? Plasma destinado para Planta
oCuantas gestas, partos (Fecha de ultimo parto) y abortos ha tenido Ronpaesincios) Si-No
(Fecha de ultimo aborto)?
A-24 Ha temido alguna vez relacion sexual con un hombre que haya tenido contacto sexual con otro hombre? Si—No
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3- Anexo lll: Reverso de la Ficha de Hemodonacion utilizada para la entrevista
clinica al donante de sangre en el BSTB de la provincia de Misiones
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HA TENIDO ALGUNA VEZ

A-25 iletericia, color amarillo de piel, hepatitis o pruebas positivas para Hepatitis o enfermedad del higado? Si-No
A-26 Usé alguna droga ilegal inyectable, aunque sea una sola vez? Si—No
EN LOS ULTIMOS 12 MESES
A-27 i Aspird Cocaina? S1-No
A-28 Ha tenido contacto sexual con alguien que haya estado expuesto al virus del Sida o que esté infectado conel  Si—-No
virus del Sida, Hepatitis B o C?
A-29 ;Ha sido tratado por sifilis, gonorrea u otra enfermedad venérea? Si-No
A-30 ;Ha tenido Malaria o Paludismo, recibid tratamiento o viajo a zonas endémicas? Si-No
A-31 Ha recibido Inmunoglobulina hiperinmune anti-hepatitis B? Si—No
A-32 ;Se ha realizado tatuajes, perforaciones en orejas, en la piel 6 tratamiento con acupuntura? Si—No
A-33 (Ha recibido transfusiones de sangre o transplante de 6rganos o tejidos? (Adherir Etiqueta Si-No
Plasma destinade para Planta
hemoderivados)
A-34 (Ha tenido contacto accidental con sangre humana, secreciones o realiza tareas que lo exponen a las mismas?  Si-No
A-35 ;Le han realizado algin procedimiento de cirugia mayor, menor, laparoscopia o endoscopia? Si-No
A-36 :Ha tenido contacto sexual o de riesgo o con un enfermo en plan de diilisis o personas que reciben frecuentes  Si-No
transfusiones de sangre o componentes sanguineos, o con serologia reactiva para HIV, HVB, HCV o HTLV?
A-37 Ha estado detenido en instituciones carcelarias o policiales por mas de 72 horas? Si—No
ESTA USTED INCLUIDO EN LAS SIGUIENTES PREGUNTAS
A-38 ¢ Ha tenido relaciones sexuales, con varias parejas (hombres / mujeres)? ;con drogadictos/as o ha tenido sexo 51 -—No
por dinero o por drogas?
A-39 Si es hombre ;Ha tenido contacto sexual con otros hombres? Si—No
A-40 iHa sido violado/a o sufrido de abuso sexual? Si-No
EN LOS ULTIMOS 7 DIAS
A1 i Ha tomado aspirinas o analgésicos? (Adherir Etiquera Si—-No
Plasma destinado para Planta
hemaderivados y AAS)
A-42 (Ha recibido tratamiento odontologico? ~ Si-No
A-43 iHa tenido diarrea v/ o ficbre y/o dolor de cabeza? Si-No
POR FAVOR RESPONDA CON SINCERIDAD
A4 iEsta donando para que le hagan la prueba del SIDA? Si-No
A4S iRecibio dinero o algun tipo de compensacion para  donar? Si-No
A6 LE dio todas las pr as que se le formularon? Si-No
Usted puede ser donante voluntario ‘ si O ‘ Noe O ‘
En caso de necesidad autorizo a ser llamado para donar sangre u otro hemocomponente:
4.- Entrevista Clinica:
Admitido Nombre y Firma de Persona que
SI_ Q realizo la entrevista Clinica
Admitido Difiere Temporal a
NO QO Permanente a
Motivos: (relativa a las preguntas de la entrevista clinica)
5.- Examen Fisico:
Peso: Pulso: Temp.: TA:
1‘1'1‘0 /HB iSulfato de cobre? < 15 seg. ST Q NO QO
(*):
Factor Rh: Grupo ABO:
Admitido Nombre y Firma de Persona que
SI Q realizo el examen Fisico.
Admitido Difiere Temporal a
NO Q Permanente a
Motivos: (relativo al examen fisica)
6.- Extraccion:
Tipo de Bolsa: N de Lote: Anticoagulante: CFDA — Otro:
Brazo Usado:  Derecho / Izquierdo Peso de la Bolsa:
Hora de INICIO de la extraccion: Hora de FIN de la extraccion:
Dificultad en la Extraccion: s1a NoQ Cuales: 1_--5; retian 2.-Red venosa  3.-Tubuladura  4.-Bolsa
s donar
Ocurrencia de Reacciones SId NO O Cuales: 1.-Perdida del 3.-Formacion de 5 -Convulsiones
Adversas conocimiento hematomas.
¢ 6.- Problemas
2.-Nauseas v 4.- Calambres v Cardiacos
Vomitos Espasmos
Musculares 7.- Otras

Muestras para Inmunoserologia / Inmunohematologia: SIQ NO QO

Nombre y Firma de Persona que

realizo la extraccion

FIRMA Y SELLO DEL MEDICO
RESPONSABLE DEL PROCESO
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