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Los virus son capaces de producir el apocalipsis de la humanidad.
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RESUMEN

La infeccion por el virus de la hepatitis delta (VHD) es una de las complicaciones
mas severas de la hepatitis viral tipo B, con rapida progresion a cirrosis, riesgo
incrementado de descompensacion hepética y muerte cuando se compara con la
monoinfeccion con el virus de la hepatitis B (VHB). Los datos acerca de la
infeccion por el VHD en Cuba son escasos. Cuatrocientos veinticinco muestras de
suero correspondientes a la misma cantidad de individuos positivos al HBsAg,
colectadas durante el periodo 2006 - 2011 y 2014 — Mayo 2018 y procedentes de
todo el pais, fueron analizados para anticuerpos totales al VHD, y a los positivos
se les realiz6 RCP en tiempo real para identificar replicaciéon viral. Ademas, se
describieron las caracteristicas clinico-terapéuticas, bioquimicas y virolégicas de
los pacientes con infeccion activa VHB/VHD. Dos individuos resultados positivos a
anti-VHD (2/425, 0.47%). Uno de ellos resultd asimismo ARN VHD positivo (1/2,
50%). El paciente con infeccién activa por el VHD poseia esplenomegalia, varices
esofagicas grado 1 y fibrosis hepatica estadio 1 (F1), ademas aumento de las
enzimas hepaticas y ADN del VHB no detectable. Posterior al tratamiento con
interferén pegilado durante 1 afio, se aprecié una mejoria de su perfil bioquimico
(ALT: 117 UI/L vs 49 Ul/L, P=0,0500) y una respuesta virologica efectiva. La
prevalencia de la infeccién por el VHD en portadores cubanos del HBsAg es baja,
mostrando un equilibrio entre la prevalencia del VHB y el VHD, relacionado
posiblemente por la estrategia seguida en el Programa de Prevencién y Control de

la hepatitis B y las elevadas coberturas de vacunacion.
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1. INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

La infeccidn por el virus de la hepatitis delta (VHD) es una de las complicaciones
mas severas de hepatitis virales con rapida progresidn a cirrosis, riesgo
incrementado de descompensaciéon hepatica y muerte cuando se compara con la

monoinfeccion con el virus de la hepatitis B (VHB) [1, 2].

Estudios epidemioldgicos llevados a cabo en los afios 80s, demostraron que el
virus tiene una diseminacién mundial con prevalencias que varian en diferentes
partes del mundo, independientemente de la prevalencia del VHB [3]. Hoy en dia
conocemos que de los 350 millones de portadores crénicos del VHB, cerca del 5%
esta superinfectado con el VHD, lo que lleva a un estimado global de 15-20
millones de casos de infeccion cronica por el VHD a nivel mundial. Pero este dato
puede estar sesgado por la ausencia de datos en algunos paises. Las areas de
mayor prevalencia son el Mediterraneo, Medio Oriente, Centro y Noreste de Asia,
Africa Central y Occidental, Amazonas, Norte y Sur América y la regién Asia-
Pacifico. Mongolia es un pais con una prevalencia particularmente muy alta, con

cerca de la tercera parte de las hepatitis atribuibles al agente delta [4].

El VHD es un virus defectivo, ya que requiere de la presencia del antigeno de
superficie del VHB (HBsAg) para ensamblar las particulas virales infecciosas [5].
Dos patrones de infeccién por el VHD se han descrito: co-infeccion y super-

infeccion con el VHB [6, 7].

El viridbn es una particula esférica de aproximadamente 36 nm de diametro, esta
compuesta por una cubierta externa que contiene el HBsAg y lipidos del
hospedero. La nucleocapside interior consiste en el antigeno delta (HDAg,
pequefo y grande) y el genoma ARN circular de cadena unica, sentido negativo,
de aproximadamente 1.7 kb [5, 8, 9]. Posee un unico marco abierto de lectura
(MAL) que codifica para el HDAg, el cual se transcribe como HDAg pequefio (S-
HDAg, por sus siglas en inglés, small) y HDAg grande (L-HDAg, por sus siglas en

~1~



1. INTRODUCCION

inglés, large). EI S-HDAg se necesita para la sintesis del genoma del VHD,
mientras que el L-HDAg inhibe la sintesis del ARN-VHD vy es esencial para la

formacion de la particula delta [10].

Estudios previos han demostrado la existencia de 8 genotipos del VHD con una
diversidad de la secuencia nucleotidica de hasta un 16% dentro del mismo
genotipo, comparada con una diversidad de un 20-36% entre diferentes genotipos
del VHD [11, 12]. El genotipo 1 esta distribuido mundialmente y representa el
genotipo dominante en Europa [13]. El genotipo 2 se detecta fundamentalmente
en el Sudeste Asiatico y el genotipo 3 se encuentra exclusivamente en la parte
Norte de Sur América [14-17]. El genotipo 4 se ha detectado en Taiwan de China y
Japdn, mientras que los genotipos mas recientemente identificados 5, 6, 7 y 8 se
han detectados en Africa Occidental y Central [11, 18-20].

Varios estudios han sugerido que los genotipos del VHD pueden influir en la
severidad de la enfermedad. El genotipo 1 puede estar asociado con una
enfermedad leve y severa, mientras que el genotipo 2 induce principalmente una
enfermedad de curso leve [21]. El genotipo 3 esta ligado con brotes severos de
hepatitis y variantes de genotipo 4 pueden estar asociadas con enfermedad
hepatica leve o severa [22, 23]. Es poco conocido la severidad de la enfermedad
en los genotipos identificados recientemente del 5 al 8 [24]. Estudios posteriores
son necesarios para determinar si las diferencias en la patogenicidad depende de
las diferencias biologicas entre los genotipos de VHD, los genotipos de VHB co-

infectante y/o la respuesta inmune del hospedero [25].

En 1992 se definié una Estrategia Nacional para la eliminaciéon de la Hepatitis B
dirigida a los siguientes grupos de poblacién: la vacunacion universal a todos los
recién nacidos, la vacunacion a la poblacion menor de 20 afios para el afio 2000 y
la vacunacion de los principales grupos de riesgo. Se lograron coberturas anuales
de vacunacion anti-hepatitis B de mas del 99% en los ultimos 16 afios,

produciéndose una drastica reduccion de la incidencia de la hepatitis B en la

~2~



1. INTRODUCCION

poblacion general, de mas del 99%. Después de 24 afios de vacunacion a los
grupos antes mencionados, la tasa de nuevas infecciones se ha reducido 100
veces (0.3/100 000 habitantes) [26].

Actualmente, la informacion disponible acerca de la prevalencia de la infeccion por
el VHD en Cuba es escasa, como antecedentes se recoge un estudio en el afio
1988, donde el 8,3% de los sueros procesados resultd positivo de anticuerpos
anti-VHD [27]. Tampoco se han descrito las caracteristicas clinico-terapéuticas,
bioquimicas y virologicas de la infeccion por este agente. El conocimiento y la
descripcion de la infeccion por el VHD aportaran datos importantes para el manejo

clinico-terapéutico y el control de la entidad.



Il. OBJETIVOS

II. OBJETIVOS

General:

Describir la infeccion por el virus de hepatitis delta en un grupo de individuos
cubanos portadores del HBsAg.

Especificos:
1. Determinar la prevalencia de la infeccion por el VHD en individuos

cubanos positivos al HBsAg.

2. ldentificar la presencia de replicacién viral en las muestras positivas a anti-
VHD.

3. Describir los aspectos clinicos-terapéuticos, bioquimicos y virologicos de los

pacientes con infeccion activa por el VHD.
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III. MARCO TEORICO

l11.1. Historia del VDH

El VHD, es el agente causal de la hepatitis delta o hepatitis D; fue identificado por
primera vez en 1977 por Mario Rizzetto y colegas en una cohorte de pacientes
infectados por el VHB; quienes sufrieron una hepatitis grave [28]. Algunas de las
biopsias hepéticas de estos pacientes se encontraron positivas después de la
tincion con antisueros de algunos pacientes positivos al HBsAg y en ausencia de
la proteina del core del VHB (HBcAg). Esto queddé demostrado por microscopia
electrénica y tincion negativa con anticuerpos monoclonales especificos. Este
novedoso "sistema antigeno-anticuerpo” (denominado antigeno D/anticuerpos
anti-D), aunque asociado a la infeccion por VHB, era inmunoldgicamente diferente
de HBsAg, HBeAg y HBcAg. El HDAg aislado de estos primeros pacientes fue una
herramienta para cribar los sueros de otros pacientes de diversos origenes
geograficos y asociar la presencia de anticuerpos anti-D circulantes a la
enfermedad hepatica crénica [29, 30]. Posteriormente, se confirmé que el antigeno
d estaba asociado con un "agente delta" patdégeno transmisible, denominado como
VHD. De hecho, se demostré que el suero de pacientes positivos a VHD infectaba
a los chimpancés en presencia del VHB, tanto en condiciones de co-infeccion o
super-infeccion [31]. En estos chimpancés, se identific6 que el antigeno d
circulaba en forma de particulas, que contenian HBsAg y una molécula de ARN de
bajo peso molecular, planteando por primera vez la hipétesis de que el VHD es un

virus defectivo, que aporta el ARN satélite al VHB [32].
Existen varias hipotesis que justifican el origen del VHD (Anexo 1).
[ll.2. Taxonomia

El VHD fue reconocido por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV,
del inglés International Committee Taxonomy Viral), como una nueva especie de
virus que infecta vertebrados, el Unico representante del género Deltavirus [33].
Aunque, el VHD es estructuralmente similar y en su modo de replicaciéon a
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. MARCO TEORICO

fitopatdogenos, viroides y virusoides; es suficientemente diferente para ser
asignado a un género separado. ElI VHD se clasifica cominmente como un virus
satélite del VHB, ya que se basa en el principio biolégico de que VHD es incapaz
de infectar en ausencia del VHB [8, 34].

[11.3. Estructura y morfologia del VHD

El VHD es un agente subviral esférico con una envoltura de aproximadamente 36
nm de diametro [35](Anexo 2). La particula de virus contiene un nudcleo de
ribonucleoproteina (RNP) que consiste en una copia del genoma de ARN vy
aproximadamente 200 copias de la Unica proteina codificada por virus, el HDAg
[36]. EI VHD en su envoltura contiene el HBsAg, por lo que los dos virus
comparten cubiertas practicamente indistinguibles [37].

[11.3.1. ARN del VHD

El virion del VHD contiene un genoma de ARN negativo monocatenario circular,
con una fuerte conformacion de RNA cuasi-doblemente flexible y secundaria.
Durante la replicacion en las células infectadas, se pueden detectar otros dos ARN
virales principales: la molécula complementaria gendémica, llamada antigenoma, y
el ARNm de VHD (Anexo 3). El genoma del VHD esta constituido por 1672-1697
nucleodtidos (nt), es el mas pequefio de todos los virus que afectan a los mamiferos
y presenta algunas similitudes con los homdlogos de viroides de plantas. El
material genético del VHD tiene un alto contenido de citosina + guanina (60%) y
aproximadamente un 74% formando pares de bases. Esto le permite plegarse
simulando una estructura tipo varilla [38, 39]. Las células infectadas pueden
contener alrededor de 300,000 moléculas del genoma del VHD, divididas entre el
nacleo y el citoplasma, lo que pone en evidencia su alto indice de replicacién [40,
41].

El ARN antigenémico del VHD es un intermediario replicativo de polaridad positiva,
complementario a la secuencia del genoma y contiene la secuencia de
codificacion para HDAg. Este es de 5-22 veces menos abundante que el genoma

y se encuentra exclusivamente en el ndcleo de las células infectadas, por tanto no

~6 ~
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se empaqueta en viriones[40, 41]. Las proteinas del VHD se traducen a partir de
un ARNm del VHD de 800 nt de longitud, que se transcribe mediante ADN/ARN-
polimerasa dependiente de ADN [42-44].

111.3.2. Riboenzima

Se identificaron pequefias secuencias de ARN de autoescision (de
aproximadamente 85 nt contiguos) tanto en el genoma del VHD como en el
antigenoma [39, 45]. Estas fueron denominadas riboenzimas, cuyas secuencias
estan muy bien conservadas entre los genotipos de VHD, son responsables de la
escision de moléculas de ARN multiméricas que surgen durante la transcripcion en

secuencias gendmicas o antigenémicas de una unidad de longitud [46].

La riboenzima del VHD tiene caracteristicas estructurales y funcionales Unicas y
es distinta de las viroides [47]. La caracterizacion de su estructura cristalina
permitio identificar el mecanismo de escision de tipo pseudoknot [48]. En estudios
recientes han identificado secuencias de riboenzimas tipo VHD en genomas de

células huésped [46].
[11.3.3. Proteinas virales

El HDAg es la Unica proteina codificada por VHD, es una fosfoproteina y se puede
encontrar en dos formas: una corta llamada S-HDAg y una grande llamada L-
HDAg, con pesos moleculares de 24 kDa (195 aminoacidos) y 27 kDa (214
aminoacidos), respectivamente [49]. Los estudios han demostrado que el S-HDAg
promueve la replicacién del ARN; mientras que el L-HDAg promueve la envoltura
del ARN VHD para ensamblar el virion [38, 50-53].

Durante el ciclo de replicacion, el antigenoma experimenta una modificacion
postranscripcional donde el gen que codifica el S-HDAg se modifica por una
enzima llamada adenosina desaminasa (ADAR1), una proteina del huésped,
sustituyendo la adenina por una inosina. De esta forma se intercambia

indirectamente el codén de parada UAG para un UGG-triptéfano, conocido como
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el sitio ambar / W, que dara lugar al gen que codifica el L-HDAg con 19

aminoacidos (aa) adicionales [54-57].

La diferencia entre las dos formas de HDAg esta en los 19 aminoéacidos
adicionales en la region C-terminal de L-HDAg. Ambas isoformas HDAg tienen
multiples dominios funcionales en comun, que incluyen el dominio de unién al ARN

(RBD, del inglés RNA-binding domain), una sefial de localizacion nuclear (NLS, del

inglés nuclear localizacién signal), un dominio de espiral en espiral (CCD, del

inglés coiled coil domain) y una porcién C-terminal de la secuencia rica en prolina

y glicina. Los 19 aa adicionales de L-HDAg son una sefial de ensamblaje del virus
(VAS, del inglés virus assembly signal), que es una secuencia altamente variable y

especifica para cada genotipo [58]. Esta es crucial para el ensamblaje del virus y

sirve como un sitio de union, el que interactia con HBsAg / membrana [34].

El HDAg sufre otras modificaciones postranscripcionales tales como la
fosforilacion, la acetilacion y la metilacion, y en el caso del L-HDAg, la
isoprenilacion [59-63]. La metilacion ocurre en la Arginina 13 la acetilacion en la
Lisina 72 y la fosforilacion en la serina 123 y 177 fueron relacionadas con la
localizacion sub-celular del HDAg vy la replicacién del ARN [62, 64-67]. La mayoria
de estos cambios son importantes para las funciones del S-HDAg en la replicacion
del ARN del VHD, que actia estimulando directamente el alargamiento de la
transcripcion mediante la sustitucion del factor de elongacion del represor de

transcripcion vinculado a la ARN polimerasa |l [66, 68].
[11.3.3.1. Funciones de las dos isoformas del HDAg

Aunque los dos HDAg comparten secuencia y dominios funcionales, desempefian
papeles muy distintos en el ciclo de replicacion del VHD. ElI S-HDAg interviene en
la acumulacion del ARN del VHD, mientras que el L-HDAg actda como un inhibidor
de la replicacion del VHD y es esencial para el ensamblaje de nuevas particulas
del virus [69, 70].

[11.3.3.1.1. Funciones del L-HDAg
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La proporcion de esta forma en relacion con la cantidad total de HDAg
acumulados, aumenta durante el ciclo de replicacion de 0% a alrededor 30%,
debido a los procesos de edicion del antigenoma del VHD [71]. Esto es suficiente
para suprimir la replicacion pero permite la acumulacion de genomas virales, que
luego pueden empaquetarse en nuevas particulas infecciosas con la ayuda de L-

HDAg. La sefial de exportacion nuclear (NES, del inglés nuclear _export signal)

presente en L-HDAg permite que la RNP viral se exporte desde el nucleo al
citoplasma para su ensamblaje [72]. La RNP del VHD interactia con el HBsAg en
el reticulo endoplasmatico para formar nuevos viriones infecciosos, que luego se
secretan para propagar mas rondas de infeccion viral [73]. Este ensamblaje de
nuevos viriones solo ocurre cuando los HBsAg estan presentes; de lo contrario, las

RNP virales retornan al nucleo [73].
[11.3.3.1.2. Funciones del S-HDAg

El S-HDAg se ha estudiado mas que la forma grande, probablemente debido al
hecho de que se requiere para la acumulacion del ARN del VHD. Varias funciones

le han sido atribuidas a esta proteina viral, incluidas las funciones putativas [35].

El S-HDAg estéa presente en los viriones que forman RNP virales con el genoma
del VHD. Una de las primeras tareas que realiza es el transporte del genoma viral
al nucleo de las células infectadas, donde tiene lugar la sintesis de ARN dirigida
por ARN polimerasa. Este transporte se logra mediante la presencia de NLS y el
RBD. La entrada al nucleo puede ser facilitada por la 2a carioferina, ya que esta

interactda in vitro con el S-HDAg [74].

Otro rol atribuido al S-HDAg es la regulacion de la edicion del ARN del VHD,
particularmente la desaminacion por la ADAR-1. Esta edicion ocurre en multiples
ubicaciones en los ARN viral, pero se centra en la cadena antigenomica, en el
coddn de terminacion adenosina [75]. Se ha demostrado que el S-HDAg suprime
la edicion en este coddn de parada, cuando se expresa en células transfectadas a
niveles cercanos a los observados durante la replicaciéon del VHD [75]. Esta

observacion sugiere que el antigeno juega un papel en la limitacién de la edicién

~0~
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de ARN del VHD, ya que se ha demostrado que la edicién excesiva inhibe la

acumulacion del material genético viral [76].

Ademas, otro rol atribuido al S-HDAg es el de chaperona del ARN del VHD. Los
estudios in vitro sugieren que el S-HDAg puede estimular la actividad de la
riboenzima del ARN del VHD [77]. Por lo que se deduce que el S-HDAg puede
estar directamente implicado en el procesamiento postranscripcional de transcritos
multiméricos nacientes, mediante la division de sus moléculas. Sin embargo, debe
sefalarse que los estudios anteriormente mencionados de Lazinski y Taylor
indican que, in vivo, el S-HDAg no se necesita directamente para la escision de
riboenzimas y la ligazén posterior [78].

[11.3.4. Ciclo de replicacién viral (Anexo 4)
[11.3.4.1. Adsorcién y entrada
[11.3.4.1.1. Hepatotropismo

El hepatotropismo del VHD y su capacidad para garantizar un ciclo replicativo
productivo estan relacionados con el proceso de entrada y la coinfeccion de las
células con el VHB. Mientras que un ciclo requiere la expresion de glicoproteinas
de superficie del VHB en la misma célula para permitir el ensamblaje de viriones
VHD, lo que indica que ningun otro componente del VHB parece contribuir a la
replicacion del VHD vy viceversa [79]. Por el contrario, el VHB requiere de factores
de transcripcion especificos del higado; la replicacion del genoma del VHD puede
ocurrir en varios tipos de células de mamiferos siempre que su genoma se
administre experimentalmente a las células [10]. Dada la estructura de envoltura
compartida de ambos virus, se cree que los mecanismos de insercion y entrada
son similares entre el VHB y el VHD, y la mayoria del conocimiento actual sobre
los mecanismos de entrada al VHB se han obtenido en modelos de infeccién por
el VHD [80].

111.3.4.1.2. Factores virales
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Para ambos virus, la presencia de la proteina de la envoltura HBsAg-L es esencial
para la infectividad. Las mutaciones especificas en los 75 aa N-terminales del
dominio Pre-S1 o la inhibicién de la miristilacion pueden bloquear la infectividad
[81, 82]. ElI dominio de tirabuzéon antigénico de HBsSAQ-S y el patrén de
glicosilacion también parecen jugar un importante papel, ya que las mutaciones
especificas en este dominio pueden inhibir la infeccién, independientemente del
dominio PreS1 [83, 84].

[11.3.4.1.3. Factores del huésped

La unién viral a la superficie celular precede a la entrada especifica del receptor
para el VHB y estd mediada por proteoglicanos de sulfato de heparina celular
(HSPG, del inglés heparin sulfate proteoglycans) [85, 86]. Esto fue confirmado

recientemente para VHD, [87, 88] ya que aun no se han identificado los HSPG
involucrados en la unién viral al VHB/VHD, a pesar de que recientemente se
informé que Glypican-5 era predominante en este proceso [89]. Este paso, aunque
es necesario, no es suficiente para la infeccion, ya que la entrada de virus unidos
a HSPG todavia puede inhibirse [90]. También se ha sugerido un papel potencial
para los receptores purinérgicos (P2YR, P2XR) en el proceso de union tanto del

VHD como del VHB, a partir del efecto inhibidor de la suramina [87, 91].

Recientemente, Yan y colaboradores identificaron el péptido co-transportador de

taurocolato de sodio humano (hNTCP, del inglés human sodium taurocholate

cotransporting peptide) como un receptor funcional para VHB y VHD [92]. EI NTCP

se localiza en la membrana basolateral de los hepatocitos y participa en la
circulacién enterohepatica de las sales biliares. La infeccion viral parece estar
respaldada por los aa implicados en la unién del acido biliar y no por los que
intervienen en la union del sodio [93]. La interaccion entre NTCP y HBV/VHD
parece estar mediada por el virus 75 aa N-terminal de la PreS1 y una region de
unidn a NTCP, localizada en la membrana celular [94]. Esto confirma el hecho de
que el VHD puede replicarse en muchos tipos de células, si su genoma se
administra correctamente, recientemente se demostré que un raton transgénico
hNTCP se infecta por el VHD [95].
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[11.3.4.2. Pérdida de la capside y transporte nuclear

Se piensa que el VHB se internaliza mediante endocitosis dependiente de clatrina,
a través de compartimentos endosOmicos tempranos |y tardios,
independientemente de la acidificacion y la actividad de la proteasa [96, 97]. Tal
evidencia no esta disponible para VHD, aunque puede ser respaldada por la
identificacion de L-HDAg como una proteina similar a clatrina-adaptador [98]. Los
pasos que median el transporte nuclear posterior a la fusion de la RNP del VHD y

la eliminacién del genoma virico no se conocen por completo [74].
[11.3.4.3. Replicacion

Durante toda la replicacion, el ARN antigendmico se limita al nicleo, mientras que
las moléculas de ARN gendmico pueden entrar en otro ciclo de replicacion nuclear
0 exportarse al citoplasma para ensamblarse en nuevas particulas infecciosas [40].

[11.3.4.3.1. El modo de replicacion doble "rolling-circular”

Ahora se acepta que VHD tiene una replicacion de ARN dependiente de ARN en
un "mecanismo de doble circulo rodante”, que implica el reclutamiento de ARN
polimerasas dependientes de ADN de la célula huésped y probablemente su
cambio en la especificidad del genoma molde [10, 34]. La replicacion del doble
circulo rodante (similar a la replicacion simétrica del circulo rodante de viroides
vegetales, pero modificada para incluir una etapa de sintesis de ARNm) se basa
en dos moldes circulares de ARN de polaridad inversa, genoma y antigenoma, y la

generacion de transcritos multiméricos intermedios [46].

Para la replicacion del ARN del VHD, se necesitan tres actividades enzimaticas:
una polimerasa para sintetizar cadenas oligoméricas a partir de moldes circulares,
una actividad de ARNasa dependiente de riboenzimas para dividirlas en hebras de

longitud unitaria y una ligasa para circularizar monémeros [46].

A diferencia de algunos virus de ARN con genomas mas grandes, VHD no posee
su propia ARN-polimerasa dependiente de ARN. Ademas, a diferencia de otros

virus, no usa la polimerasa de su virus auxiliar y, por lo tanto, depende
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completamente de las propiedades de la célula huésped [34]. Varias evidencias
respaldan el hecho de que la polimerasa Il del ARN (ARN Pol Il) estaria
involucrada en la replicacion del VHD: en primer lugar, el ARNm de VHD muestra
una cola de 50 cap y 30 poli-A como ARNm celular; en segundo lugar, se ha
demostrado que la transcripcion del ARN del VHD es inhibida por dosis bajas de
a-amanitina; y finalmente, se ha demostrado que ARN pol Il es capaz de unirse al
ARN del VHD de polaridad tanto genémica como antigenémica [43, 44, 99, 100].
En otros informes, la sintesis de antigenoma parecia ser resistente a la a-
amanitina, lo que sugiere que Pol | también podria estar involucrada [101]. Esta
posibilidad es respaldada por otros dos estudios que sugieren que tanto Pol |
como Pol Il podrian interactuar con el ARN del VHD, y que la sintesis del genoma
y del antigenoma podria tener lugar en distintas areas nucleares [102, 103].
Aunque predominan varias hipotesis y aln no se ha aclarado el papel exacto de
las diversas polimerasas, todos los estudios coinciden en que el VHD puede
redirigir una ARN polimerasa dependiente del ADN a su molde de ARN. El

mecanismo molecular subyacente es, sin embargo, ampliamente desconocido [46].
[11.3.4.3.2. Papel del S-HDAg

El S-HDAg es un candidato importante para explicar este secuestro de ARN pol Il
Esta es una proteina nuclear conocida por unirse al ARN del VHD, que presenta
similitudes estructurales con factores de transcripcion (por ejemplo, NELF-A), y
puede someterse a acetilacién y metilacion como otras proteinas reguladoras de la
transcripcion [34]. La S-HDAg puede unirse a la ARN Pol Il y mejorar la
transcripcion ya sea por estimulacién directa de elongacion o por reversion de
efectos inhibidores [104]. Ademas, se ha demostrado que la S-HDAg interactia
bioquimicamente con 9 de las 12 subunidades de la ARN pol I, en un cribado
combinado de interferencia de ARN proteico [105]. Esta interaccién puede no estar
restringida a Pol Il, ya que se ha demostrado que el S-HDAg interactua y/o localiza
con proteinas nucleares (por ejemplo, B23 y nucleolina), lo que podria respaldar

adicionalmente la implicacién de la Pol | [106].

111.3.4.3.3. Motivos para transcripcion y replicacion
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La presencia de sitios de iniciacion de transcripcion o promotores en el ARN del
VHD también se debate. Parece ser el caso del ARNm de VHD [44], posee una
region de 50 nt en un extremo del ARNm de HDAg, que coincide con un extremo
del ARN gendmico. Esta muestra una estructura secundaria compleja, que puede

jugar un papel importante en la replicacion del VHD [107].
111.3.4.3.3.1. Clivaje

Las moléculas de genoma y antigenoma se procesan a partir de precursores
lineales de longitud unitaria, que necesitan una actividad catalitica de escision.
Esta actividad es ejercida por las secuencias de auto-escision de riboenzima,
presentes tanto en el genoma como en el anti-genoma que deben transcribirse al
menos dos veces a partir de las plantillas circulares, para dar lugar a una unidad

de longitud, justificando la presencia de multimeros [46].
111.3.4.3.3.2. Ligacion

Se necesitaria una actividad de ligasa para circularizar los mondmeros lineales en
moléculas de genoma y antigenoma. Mientras un estudio sugirio el reclutamiento
de una ligasa de célula huésped, la ligadura del ARN del VHD ocurrié solo en
células de mamiferos, otro investigacion mostré propiedades de autoligado de
secuencias de riboenzimas del VHD [108, 109].

[11.3.4.4. Ensamblaje y liberacion

Para formar viriones del VHD, la ribonucleoproteina VHD esta envuelta por al
menos S- y L-HBsAg, lo que significa que en una infeccion natural, el VHD solo
puede liberarse de células coinfectadas con HBV. Muchas preguntas permanecen
sin respuesta con respecto al ensamblaje y lanzamiento de VHD. Los nuevos
modelos de infeccion desarrollados deberian ayudar a dilucidar este paso del ciclo
de vida del VHD en paralelo con una mejor comprension del ensamblaje de VHB
[46].

En contraste con el VHB, el dominio citoplasmico de HBsAg, que abarca la union

entre PreS1 y PreS2, no parece ser crucial para la liberacién de VHD; por lo tanto,
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se ha sugerido que el VHD usaria principalmente la via de liberacion de particulas
subvirales (a través del Golgi) en lugar de la via corporal multivesicular,
involucrada en el ensamblaje de viriones infecciosos del VHB [5, 110, 111]. En
cuanto al trafico posterior a la entrada de la RNP del VHD, la clatrina también
podria estar involucrada en la exportacion de particulas viricas [112]. Con respecto
a los componentes virales, la farnesilacion de la secuencia C terminal del L-HDAg
es necesaria para la envoltura VHD, ya que media la interaccion con la region S
del HBsAg. La farnesilacion implica la fijacién de una cadena de 15 carbonos al
motivo del péptido C211XXQ, que esta presente en el extremo carboxi-terminal del

L-HDAg y se conserva entre todos los genotipos del VHD [113].
[1l.4. Patogénesis

El VHD se replica solo en los hepatocitos. El dafio celular asociado con la
infeccién involucra principalmente al higado. El dafio hepatico en el curso de la
infeccion esta mediado por la respuesta inmune [114]. Sin embargo, los datos de
los chimpanceés experimentales también han sugerido un efecto citopatico directo
del VHD en los hepatocitos, particularmente en el establecimiento de la hepatitis
aguda [115-118]. Se postula que en la infeccion aguda por el VHD, los hepatocitos
infectados experimentan cambios degenerativos caracterizados por citoplasma
con reduccion eosinofilica y nucleos picnoticos. La presencia de células
inflamatorias en el parénquima hepatico es otro de los hallazgos, lo que concuerda
con el dafio hepatocelular citopatico. Estas evidencias fueron obtenidas a partir de
estudios in vitro (cultivo celular) y humanos [119-121]. Se cree que el antigeno
delta pequefio expresado por hepatocitos infectados, es responsable de este
efecto citopatico directo del VHD, mientras que el antigeno delta grande per se no
es citotoxico, promueve la persistencia del VHD (cronicidad) y hace que los

hepatocitos sean susceptibles al dafio mediado por el sistema inmune [119].

Los modelos experimentales para ampliar el conocimiento sobre la patogénesis
del VHD es la marmota ya que ha demostrado ser muy Utiles para explorar la
cronicidad asociada con la sobreinfeccion por el VHD [122, 123]. Ademas, estos

modelos también son muy valiosos para evaluar la eficacia y la funcién protectora
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de los nuevos tratamientos antivirales, incluidos los candidatos a vacunas. Los
estudios sobre estos modelos experimentales han revelado que tanto la
inmunizacion de proteinas como la inmunizacion de ADN del VHD son
insignificantes para proteger contra la superinfeccion por el VHD, destacando la
necesidad de adoptar diferentes enfoques para desarrollar una vacuna contra el
virus [124, 125].

Existe una variacion en la respuesta inmune durante la infeccion aguda y cronica
por VHD, lo que puede explicar la persistencia y la cronicidad de la sobreinfeccién
por VHD [123, 126]. Los linfocitos T citotoxicos son los principales responsables
de eliminar el virus al destruir las células infectadas por el VHD. La respuesta
inmune celular adaptativa es retardada e insuficiente para reconocer epitopos
viricos, lo que se traduce en la incapacidad de eliminar la infeccion y el
establecimiento de una infeccidén crénica. Se ha observado insuficiencia hepética
fulminante en el 1% de los pacientes coinfectados por los VHB/VHD, mientras que
esta se presenta en el 5% de los superinfectados con el VHD. Se ha propuesto,
gue una respuesta inmune exagerada, particularmente una mediada por células,
interviene en la necrosis hepatocitaria masiva y el dafio hepético en la insuficiencia
hepatica fulminante [127, 128].

También se cree que la patogénesis del VHD esta influenciada por la interaccion
del VHD con el VHB, lo que aun no ha sido dilucidado por los grupos de
investigacion [114, 129]. Se sabe que la infeccion por VHD ocurre como una
coinfeccion o una sobreinfeccion. Una coinfeccion con VHB/VHD suele erradicar
ambos organismos y, a menudo, da como resultado una recuperacion completa,
mientras que una superinfeccidon a menudo progresa a una infeccion cronica por el
VHD. Los pacientes con hepatitis B crénica que desarrollan una superinfeccion
con hepatitis D también pueden sufrir insuficiencia hepatica aguda, lo que provoca
ascitis y encefalopatia hepatica [130].

[11.5. Respuesta inmune ante la infeccion por VHD
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Se conoce que la patogénesis de la lesion hepatica en la infeccién por el VHD no
es directamente citopatica, pero se sabe que estan involucrados los mecanismos
mediados por el sistema inmune. Después de la entrada del virus en los
hepatocitos, su antigeno se procesa en el reticulo endoplasmatico del citoplasma
de la célula y se presenta en la superficie de la célula en asociacion con la
proteina del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (MHC-I, del inglés

major histocompatibility complex class 1). Los linfocitos T citotéxicos CD8 +

reconocen el antigeno procesado endégenamente y presentado en el contexto de
las proteinas MHC-I y destruyen la célula infectada mediante dos mecanismos:
liberacion de perforinas y granzimas y una interaccion entre el receptor FAS y el
ligando FAS. Ambos mecanismos conducen a la fragmentacién del ADN y la
apoptosis de las células diana [131].

En segundo lugar, los antigenos exdgenos y las particulas viricas no infecciosas
son endocitados por las células presentadoras de antigenos (APCs, del inglés

antigen present cells), tales como macrofagos o células Kuffer, linfocitos B vy

células dendriticas. Estas presentan los antigenos virales en su superficie en el
contexto de las proteinas MHC clase Il. Las células T cooperadoras (Th, del inglés
T helper) CD4 + reconocen estos antigenos y de este modo, se activa un clon de
células Th especificas contra el virus y comienza a proliferar para producir la
expansién clonal; con el fin de eliminar la infeccion viral. Las células T
cooperadoras proliferantes se clasifican en tres subtipos: tipo 0 (Th-0), células Th-
1y Th-2, dependiendo de sus funciones y de las citocinas que producen. Por lo
tanto, un clon activado de células Th especificas contra el VHD es el componente

clave sobre la cual gira la patogénesis del VHD [132].
[11.6. Curso clinico de lainfeccion

Debido a la necesidad de asociacién con el VHB, el VHD solo se puede transmitir
en presencia de una infeccion concomitante con el VHB en una de dos formas
(superinfeccién o coinfeccion), dependiendo del estado previo del individuo para
HBsAg [133].

~17 ~



. MARCO TEORICO

La coinfeccion es la infeccion aguda simultanea del VHB y VHD en un individuo
susceptible; esta infeccién comienza solo después de que el VHB haya infectado a
los hepatocitos, y es similar a la hepatitis B aguda [134]. Debido a que el VHB es
esencial para el VHD, la tasa de progresion a la cronicidad es similar a la hepatitis
B aguda, es decir, entre 2 y 5% [1, 135]. El periodo de incubacion de la hepatitis D
depende de los titulos de in6culo del VHB, que determinan el tiempo de
incubacion de la hepatitis B [8]. La hepatitis aguda puede presentarse como
monofasica y bifasica, la primera fase depende de la carga viral del VHB vy la
segunda del VHD [133]. En el 95% de los casos, se observa curacion espontanea,

por lo que es una causa importante de hepatitis grave o fulminante [136].

La superinfeccidn es una infeccion por el VHD en un individuo infectado de forma
cronica con el VHB, puede causar como una hepatitis fulminante y las tasas de
cronicidad son superiores al 80%, lo que se relaciona con un mayor riesgo de
desarrollo temprano de cirrosis y carcinoma hepatocelular [6, 28, 137]. El cuadro
clinico es variado, aunque generalmente causa una hepatitis aguda mas grave y
tiene un periodo relativamente corto de incubacion. En pacientes asintomaticos
con HBsAg puede conducir a hepatitis aguda, mientras que en pacientes con
hepatitis B activa cronica puede llevar a la exacerbacion de los sintomas con
descompensacion hepética. Los pacientes que tienen una super infeccion

progresan a hepatitis crénica en aproximadamente el 90% de los casos [133].

La infeccion por VHD, ya sea en forma de coinfeccién o superinfeccion, es una
causa importante de hepatitis viral fulminante, causada por el VHD més frecuente
que por otras formas de hepatitis viral [133]. Un estudio realizado en Samara,
Rusia, mostré que de los 27 diagndsticos de hepatitis viral fulminante, 13 estaban
infectados por el VHD, y de estos 11 eran varones y 2 eran mujeres [138]. Algunos
estudios en diferentes paises de Sudamérica muestran que la hepatitis aguda
causada por una coinfeccion o superinfeccion por el VHB y el VHD, es la principal

causa de hepatitis aguda grave en la region del Amazonas [22, 139].

De acuerdo con un analisis prospectivo en el periodo de 2006 a 2007, de 33

pacientes de Espafia con VHD croénica, la replicacion viral de HBV y VHD fue
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bastante variable durante el estudio. En el 54.5% predominaba la replicacion del
VHD, en el 30.3% predominaba el VHB y en el 15.2% el VHB y el VHD mantenian
niveles similares. Estos datos sugieren que hay una supresion del VHB por VHD,
pero con una fluctuacion en el ritmo de replicacion importante de los dos virus
[140]. La persistencia de la replicacion del VHB, incluso en niveles minimos, se
asocia con un significativo dafio hepatocelular [141]. No obstante, se ha descrito
una tercera forma en pacientes después del trasplante de higado: infeccion latente.
Caracterizado por la presencia de anti-VHD en el higado, en los nucleos de
hepatocitos, en ausencia de HBsAg y ARN de VHD en la sangre, la que se

asocian con un bajo dafio hepatocelular [6].

La forma crénica de la hepatitis D es la mas severa y rapidamente progresiva de
todas las hepatitis virales cronicas. Conduce a cirrosis en aproximadamente 70%
en 5 a 10 afios, generalmente en pacientes jovenes. Uno o dos afios después del
episodio de hepatitis D aguda, el 15% desarrollan cirrosis. El riesgo de desarrollar
cirrosis es 3 veces mayor en una infeccion por el VHD que en una monoinfeccion
por el VHB [142]. Un estudio en la regibn amazdnica de Brasil mostré que mas del
50% de los pacientes tratados con hepatitis D crénica que se sometieron a una
biopsia, tenian fibrosis de moderada a intensa [143].

La hepatitis D fulminante tiene una evolucion dramatica, con un mal pronostico. El
curso clinico ocurre entre 4 y 30 dias después del inicio de los sintomas agudos
de hepatitis D [144]. Los niveles de transaminasas pueden ser altos, pero con la
necrosis hepéatica masiva, estos niveles tienden a disminuir rapidamente. Lo
mismo ocurre con los niveles de replicacion del VHD, ya que hay pocos
hepatocitos viables. Si no hay un trasplante de higado en los primeros 10 dias, la

mortalidad alcanza aproximadamente el 80% [133].
[1l.7. Diagnostico de la infeccion por VHD

El primer paso en el diagnostico de VHD es la deteccion de anticuerpos de tipo
IgM e IgG contra el HDAg (anti-VHD,) en individuos positivos al HBsAg. En
pacientes con anti-VHD positivo, el siguiente paso es detectar el ARN del VHD en
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el suero para determinar si la presencia del anticuerpo contra el HDAg refleja una
infeccidn activa persistente (ARN positivo al VHD) o solo representa una cicatriz
seroldgica decreciente (ARN del VHD negativo). En individuos con una infeccién
por el VHD y enfermedad hepéatica detectar los cambios en alanina
aminotransferasa (ALT) es crucial para distinguir el tipo de infeccion por VHB/VHD,
ya sea en una coinfeccién aguda o una superinfeccién en pacientes cronico, ya
que el prondstico y el tratamiento de los dos tipos de infeccion son diferentes [145,
146].

111.8. Tratamiento

El tratamiento apropiado para la hepatitis delta cronica aun se debate ampliamente
debido a la falta de un medicamento efectivo. Actualmente, el interferon alfa es la
Gnica terapia autorizada para el tratamiento de la hepatitis D cronica [147, 148]. El
farmaco mas utilizado es el interferon pegilado (IFN-PEG), pero solo alrededor del
25% de los pacientes mantienen una respuesta viral sostenida después de un afio
de tratamiento [149]. Los niveles de transaminasas se normalizan en solo 40-70%
de los pacientes tratados y la recaida ocurre en el 60-97% [150]. Se describe que
una respuesta viroldgica sostenida ocurre cuando la carga viral es negativa, 6

meses después de finalizar el tratamiento [149].

Algunos investigadores han tratado de identificar una terapia mas efectiva que la
monoterapia con interferon. Sin embargo, estos estudios no fueron alentadores y
demostraron que la monoterapia con lamivudina, entecavir, adefovir, tenofovir,
famciclovir y ribavirina o la terapia de combinacion con el interferén y un analogo

de nucleosido no fue mas efectiva que la monoterapia con el interferén [151-154].

La duracién de la terapia también es controvertida, pero algunos estudios han
demostrado que en dos afios de tratamiento no obtuvieron mejores resultados que
los tratados durante un afio [155, 156]. Los pacientes con viremia del VHD y
transaminasas elevadas deben iniciar el tratamiento con IFN-PEG alfa 2a o 2b
durante un afo. En los casos en que el ARN del VHD sea negativo, el tratamiento
debe interrumpirse y el paciente debe controlarse. Sin embargo, en los casos en
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que después de un afio de tratamiento todavia quedan niveles detectables de
ARN del VHD, se indica otro afio de tratamiento, especialmente con niveles

elevados de transaminasas [149].

Con la descripcion reciente de la entrada VHB mediada por el receptor, también
utilizado por el VHD, se desarrollaron nuevas estrategias terapéuticas para el
tratamiento de la hepatitis Delta que interfieren con esta entrada. El bloqueo del
polipéptido cotransportador de sodio/taurocolato del receptor especifico de VHB-
VHD por Myrcludex muestra resultados prometedores [157]. Bogomolov y cols.
describieron un Myrcludex B en pacientes con infeccidn crénica con hepatitis D, ya
sea solo o0 en combinacion con IFN-PEG alfa 2a, en comparacién con pacientes
tratados solo con IFN-PEG alfa 2a. La monoterapia con Myrcludex B se asoci6 con
la disminucion del ADN del VHB y la mejora de los niveles de ALT, después de 24
semanas de tratamiento. El efecto antiviral fue mas pronunciado en combinacion
con IFN-PEG alfa 2a [158].

[11.8.1. Marcadores de la respuesta terapéutica

El mejor marcador del éxito terapéutico seria la eliminacion del HBsAg, pero estos
datos son poco frecuentes en la practica clinica [159]. Por lo tanto, la mejor
manera de predecir la respuesta viroloégica sostenida es el mantenimiento de
niveles indetectables de ARN del VHD [149]. Sin embargo, el éxito terapéutico
puede estar relacionado con la disminucion de los niveles de ARN del VHD,
HBsAg y la normalizacion de ALT; incluso sin su indetectabilidad, se asocia con
eventos reducidos relacionados con la enfermedad hepatica cuando se trata con
IFN [160, 161]. El tratamiento mostrd, en la mayoria de los estudios, un bajo
porcentaje de indetectabilidad y una alta tasa de recaida. Una respuesta viroldgica
temprana, es decir, un ARN del VHD indetectable o una disminucion de tres
logaritmo durante los primeros seis meses de tratamiento, puede ser indicativo de

una respuesta viroldgica sostenida [153, 162, 163].

[11.9. Epidemiologia molecular del VHD: Genotipos
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La diversidad genética viral esta relacionada con el origen geogréafico de los
aislados, y hasta ahora se han identificado ocho genotipos (1-8) clasificados como
VHD-1 a VHD-8 [9, 11, 24, 164].

Se estima que hay 400 millones de portadores crénicos del VHB en todo el mundo,
entre 15 y 20 millones tienen evidencia serologica de exposicion al VHD [9,
165](Anexo 5). Tradicionalmente, las regiones con altas tasas de endemicidad son
Africa central y septentrional, la cuenca del Amazonas, Europa oriental y el
Mediterraneo, Oriente Medio y partes de Asia [166]. El VHD-1 esta ampliamente
distribuido y con frecuencia se aisla en Estados Unidos, Europa y Oriente Medio,
pero también se ha identificado en Rusia, Africa, Asia y Brasil [7, 11, 50, 58, 167-
169]. El VHD-2, antes conocido como genotipo lla, se identificé en Japdn, Taiwan
de China y Rusia [15, 16, 170]. Mientras que, el VHD-3 fue aislado en la regién
amazonica (Pera, Colombia, Ecuador y Brasil) [17, 22, 169, 171, 172]. El VHD-4
(el antiguo genotipo IIb) circula en Taiwan de China y Japén [16, 170, 173]. Los
genotipos VHD-5, VHD-6, VHD-7 y VHD-8 fueron identificados en Africa [11, 24].
Ademas, el VHD-8 se aislo en el campo del estado de Maranhéo (Brasil) en dos

individuos nativos [12].

El VHD-3 es responsable de los brotes de hepatitis fulminante grave y que son
comunes en el noreste de América del Sur [7]. Los estudios demuestran que el
VHD-3 es frecuente en la Amazonia brasilefia, este genotipo es el mas agresivo
de los genotipos del VHD [7, 17, 22, 168, 174].

La cuenca del Amazonas occidental, que incluye Brasil, Peru, Ecuador, Venezuela
y Colombia, tienen una de las tasas mas altas de infeccion por VHB en el mundo
[175]. En Brasil, esta area corresponde a los estados de Acre, Amazonas,
Rondbnia y Roraima, con una prevalencia significativa en la poblacién indigena
[143, 176].

[11.10. Caracteristicas de la infeccién por VHD y la vacunacion contra
hepatitis B en Cuba
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Existen pocos datos acerca de la circulacion del VHD en Cuba. En el afio 1988 se
realizd un estudio donde se estimd la presencia de anticuerpos Delta en el suero
de 856 individuos portadores del HBsAg que procedieron de todo el pais, el 8,3%
de los sueros procesados resultdé positivo y los mayores porcentajes se
encontraron en las provincias Santiago de Cuba (35,3%), Granma (20,0%) y en el
municipio especial Isla de la Juventud (33,3%). El sexo femenino (10,2%) tuvo
mayor seropositividad que el masculino (8,0%) y el grupo de edad con mayor
positividad fue el de 25 a 34 afios (10,4%); resultdé con menor positividad el de 45
a 54 afnos (3,2%) [27].

A partir del desarrollo de la Biotecnologia en Cuba, se logré obtener en 1989 una
vacuna recombinante contra la Hepatitis B, llamada Heberbiovac-HB, cuyos
ensayos clinicos y estudios post-licenciamiento demostraron su elevada
inmunogenicidad y eficacia protectora [177]. En 1992 se defini6 una Estrategia
Nacional para la eliminacion de la Hepatitis B dirigida a los siguientes grupos de
poblacion: la vacunacion universal a todos los recién nacidos, la vacunaciéon a la
poblacién menor de 20 afios para el afio 2000 y la vacunacion de los principales
grupos de riesgo. En este sentido, Cuba se convirti6 en uno de los primeros
paises de América en introducir la vacunacion universal de los recién nacidos,
logrando coberturas anuales de mas del 99% en los ultimos 16 afios. Se produjo
una drastica reduccién de la incidencia de la hepatitis B en la poblacion general,
de mas del 99% (Anexo 6). Después de 24 afios de vacunacién a los grupos antes
mencionados, la tasa de nuevas infecciones se ha reducido 100 veces (0.3/100
000 habitantes) [26].
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Poblacién de estudio y colecta de muestras

Cuatrocientos veinticinco muestras de suero, correspondientes a la misma
cantidad de pacientes positivos al HBsAg fueron recibidos en el Laboratorio
Nacional de Referencia de Hepatitis Virales (LNRHV) en el Instituto de Medicina
Tropical Pedro Kouri (IPK). Estas muestras de suero fueron enviadas para
confirmar el diagndstico seroldgico y/o para realizar diagnéstico molecular del VHB
durante el periodo 2006 - 2011 y 2014 - Mayo 2018 procedente de todo el pais.
Las muestras se encontraban almacenadas a -20'C hasta que fueron usadas
para la presente investigacion. La informacion concerniente a las muestras
estudiadas se encontraba disponible en las bases de datos de registro de
muestras del LNRHV.

De acuerdo al afio de colecta de las muestras, 2 correspondian al afio 2006, 2 al
2007, 9 al 2008, 6 al 2009, 1 al 2011, 37 al 2014, 100 al 2015, 92 al 2016, 143 al
2017 y 33 al 2018. De acuerdo a la region del pais de donde provenian las
muestras estudiadas, aportadas mayormente por la vigilancia y referencia que
hace el LNRHV, se clasificaron 146 en: procedentes de la Region Oriental n= 55
(si procedian de las provincias Santiago de Cuba, Guantanamo, Holguin, Granma,
Las Tunas y Camaguey), Region Central n= 28 (Cienfuegos, Villa Clara, Sancti
Spiritus y Ciego de Avila) y Region Occidental n= 63 (Pinar del Rio, La Habana,
Artemisa, Mayabeque, Matanzas) (Figura 1V.1).

De acuerdo a los hospitales de donde provenian las muestras (Figura 1V.1),
aportadas principalmente por el diagnéstico, se clasificaron 250 muestras en:
procedentes de Hospital del Centro de Investigaciones Meédico-Quirdrgicas
(CIMEQ) n=17, IPK n=181, Hospital Luis Diaz Soto n= 7, Instituto de
Gastroenterologia (IGE) n=16, Sanatorio Santiago de Las Vegas (SSV) n=11y 18
provenian de otros hospitales de La Habana. Veintinueve muestras no tenian

procedencia.
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IV.1.1. Criterios de inclusion de las muestras:

El Unico criterio seguido fue el volumen de las muestras de suero (300 pl 0 mas).

Figura IV.1. Mapa representando las provincias de Cuba y el nUmero de muestras

por regiones y hospitales de La Habana.
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Las caracteristicas demograficas, epidemioldgicas, clinicas y viroldégicas de la

poblacién de estudio se resumen en la Tabla IV.1.

Tabla IV.1. Caracteristicas demograficas, epidemioldgicas, clinicas y virolégicas

de la poblacion de estudio.

Parametros N %
Edad Niflos (0-18 afios) 24| 5.65
Adultos (> 19 afos) 401 | 94.35
Vertical (hijos de madres HBsAg+) 16| 3.76
Sexual 1| 0.24

_Probable ruta de Riesgo Parenteral (hemodialisados,

infeccion, vertiente politransfundidos, enfermedades
de lavigilancia o | oncolggicas, trasplantados, accidentes de 22| 5.7
a_ntecede,nt_e trabajo)

epidemiologico Desconocida 1| 0.24
Gestantes/madres 79| 18.59
Sin dato disponible 306 | 72.00
Infeccion aguda 4| 0.94
Estatus Clinico Infeccién crénica 220 | 51.76
Hepatitis Grave 4| 0.94
Infeccion Oculta por el VHB 1| 0.24
VHB/VHC 1| 0.24
Co-infecciones VHB/VIH 87 | 20.47
VHB/VHC/VIH 1| 0.24
, ADN VHB detectable 104 | 24.47
Cargf‘/g'éa' del ADN VHB No detectable 104 | 24.47
ADN VHB desconocido 217 | 51.06
Al/Adw?2 1| 0.24
Genotipos/subtipos A2/Adw2 18| 4.23
del VHB D/Ayw2 1| 0.24
Desconocido 405 | 95.29
Total 425 | 100
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IV.1.2. Recoleccion de datos en las Historias clinicas

Las Historias clinicas de los pacientes con resultados positivos fueron revisadas y
se tomaron los datos concernientes a los marcadores del VHB, el comportamiento

de las enzimas hepaticas y los datos mas relevantes de la enfermedad.

IV.2. Técnicas seroldgicas

IV.2.1. Deteccion de anticuerpos anti-HDV (Juego Comercial HDV Ab ELISA,
DIA PRO, ltalia) (96 reacciones).

Principio del ensayo: Es un ensayo competitivo, donde los anticuerpos presentes

en la muestra compiten con un anticuerpo policlonal (IgG) especificos para el virus
y conjugado con la enzima peroxidasa del rdbano picante (HRP, por sus siglas en
inglés, Horseradish peroxidase) por el antigeno recombinante del VHD de la fase
sélida. El ensayo se realiz6 mediante un sistema de dos pasos con incubacion
competitiva. La muestra se afiadié a la placa y los anticuerpos especificos anti-
VHD se combinaron con el antigeno en la fase solida. Después del paso de lavado
se afiadio un anticuerpo policlonal conjugado con HRP que se unié al antigeno
libre de la placa. Previo lavado se afadié el sustrato cromogénico. La
concentracion de la enzima conjugada, unida en la fase sélida es inversamente
proporcional a la cantidad de anticuerpos al VHD presentes en la muestra y su
actividad se detect6 con la adicion de un sustrato cromogénico. La concentracion
de anticuerpos especificos al VHD en la muestra se determina de manera

semicuantitativa a través del calculo de un valor de corte.

IV.2.2. Breve descripcion de los pasos del Ensayo

1. Escoja el numero requerido de tiras segun numero de muestras. Deje el

pozo Al vacio (para blanqueo).
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Dispense 100 uL de Control Negativo (CN) en triplicado, 100 uL de
calibrador en duplicado, 100 uL de Control Positivo (CP) en un Unico pozo y

luego 100 uL de las muestras.

3. Incube a 37°C por 60 minutos (min.).

4. Lave la placa 4-5 ciclos de lavado (aspiracion + dispensa de 350 ulL/pozo =

© N o 0

9.

ciclo) son suficientes para asegurar el ensayo.

En todos los pozos excepto Al, pipetee 100 uL de conjugado.

Incube a 37°C por 60 min.

Lave la placa igual al punto 4.

Pipetee 100 uL de la mezcla TMB/H,0; (tetra-metil-benzidina/perdoxido de
hidrégeno) en cada pozo incluido el Al.

Incube a temperatura ambiente por 20 min., en camara oscura.

10.Pipetee 100 uL de acido sulfarico.

11.Lea la intensidad del color a 450 nm con un blanco de 620-630 nm y Al

para blanquear el instrumento.

Calculo del corte del ensayo

Corte=(CN+CP)/5

Interpretacion de los resultados

Se realiz6 mediante la razon entre la Densidad Optica (DO) de las muestras y el
valor de corte (Co/M)

Co/muestra Interpretacion
<0.9 Negativo
09-11 Equivoco
>1.1 Positivo

Un resultado negativo significa que el paciente no esta infectado por el
VHD.

Un resultado equivoco debe ser repetido o tomada una segunda muestra
después de 1-2 semanas de haber tomado la primera muestra.

Un resultado positivo indica una infeccion por el VHD y el paciente debe ser
tratado.
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IV.3. Técnicas moleculares

IV.3.1. Extraccién de ARN, transcripcion reversa y amplificacion mediante

Reaccién en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (RCP-TR).

El ARN fue extraido a partir de 140 yL de suero usando el juego comercial
QlAamp RNA mini kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania), de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

Al ARN extraido se le realizd una transcripcion reversa (TR) segun protocolo de
Andernach y colaboradores en 2014 [178]. Se utilizdé el juego de reactivos
comercial Super-Script Il First Strand Synthesis (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania).
La TR fue realizada en un volumen final de 20 ul con las siguientes caracteristicas
en la Tabla IV.2:

Tabla IV.2. Mezcla para realizar la Transcripcion reversa del ARN del VHD.

Random Hexamers 50 ng/ul 5ul
Mezcla dNTP (10 mM) 1 ul
H.O libre de nucleasas 2 ul

total 8 ul

ARN 5 ul

total 13 ul

Desnaturalizacion a 72°C, 5 min. y pasar rapidamente
a hielo

5X first-strand buffer 4 pl
DTT0.1 M 1 ul
RNase OUT (40 U/ml) 1 ul
SuperScript 111 (200U) 1 ul
total 7 ul

TOTAL (en el tubo) 20 ul

La TR final fue realizada a 50°C durante 80 min. y luego inactivacion por calor de
la reaccion a 70°C durante 15 min. Se obtuvo un ADN complementario (ADNc) al
ARN del VHD.
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Para amplificar el genoma del VHD se utilizé el protocolo previamente descrito por
Le Gal y colaboradores en 2005 [179]. Los cebadores y la sonda utilizados fueron
disefiados teniendo en cuenta la variabilidad genética del VHD. El cebador sentido
amplifica la region de la riboenzima, y el cebador antisentido tiene como diana la
region | de la riboenzima del antigenoma. La sonda hibrida la misma region que el
cebador antisentido, y fue disefiada para reforzar la secuencia del antigenoma y
evitar la combinacién de bases con el cebador antisentido. Los nombres y
secuencias de los cebadores y la sonda se describen a continuacion en la Tabla

IV.3. En la Tabla V.4 se muestra el programa utilizado.

Tabla IV.3. Sonda y cebadores para la RCP-TR del VHD.

Secuencia (5° 2 3) Orientacion | Sitio union en el
cebadores genoma VHD
Delta-F GCATGGTCCCAGCCTCC Sentido 691-707
Delta-R TCTTCGGGTCGGCATGG Anti-sentido 905-889
Delta-P FAM-ATGCCCAGGTCGGAC-MGB 856-870

FAM: 6-carboxyfluoresceina (fluorocromo donador), MGB: minor groove binder
(fluorocromo aceptor), Delta-F: cebador sentido, Delta-R: cebador antisentido, Delta-P:
sonda.

Se utilizé como Control Positivo (CP) el primer estandar internacional de la OMS
del ARN del VHD para ensayos de amplificacion de acidos nucleicos, procedente
del Instituto Paul-Ehrlich en Alemania. Dicho estandar ha sido preparado usando
una cepa de VHD de genotipo 1, derivado de un plasma humano positivo a VHD y
luego diluido en plasma humano negativo [180]. Se utilizé la mezcla universal para
sondas de hidrdlisis (Tagman Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific, EU). La concentracion de los cebadores sentido y
antisentido en la mezcla fue de 0.5 pM y la sonda a 2.5 yM. El volumen final fue
25 L en cada tubo de 0.2 uL. La mezcla con sus respectivos controles (agua libre
de ARNasas como control negativo) y las muestras, fue colocada en el equipo
Rotor-Gene Q Software 2.3.1.49 (Qiagen).
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Tabla IV.4. Programa de reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real para

detectar el ARN del VHD.

Parametros T° (°C) Tiempo (hr:min:seg)
Activacion de la Tag polimerasa 95 00:10:00
Amplificacién | Desnaturalizacion 95 00:15:00

(50 ciclos) Hibridacién 60 00:01:00

T: tiempo, hr: horas, min: minutos, seg: segundos

IV.4. Otros ensayos seroldgicos utilizados en la presente investigacion

e HBsAg (UMELISA HBsAg, CIE) [181, 182]

e HBsAg confirmatorio (UMELISA HBsAg confirmatory, CIE) [181]

e IgM anti-HBc (UMELISA anti-HBc, CIE) [181]

e Anti-HBc totales (UMELISA anti-HBc totales, CIE) [181]

e Deteccion de HBeAg/anti-HBe (Juego comercial DIAsource Immunoassay
(ELISA), Bélgica).

e Cargaviral VHB (RCP en tiempo real) [183]

IV.5. Consideraciones Eticas

Las muestras de suero fueron colectadas por personal calificado y entrenado de
las principales consultas de Gastroenterologia y en hospitales o clinicas para
diagnostico molecular de la hepatitis B o para la vigilancia del VHB en el marco del

Programa Nacional de Control y Prevencion de las Hepatitis Virales. Directamente
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después de recibir la muestra por el Laboratorio de Referencia Nacional para las
Hepatitis Virales, un Unico nuamero de identificacion fue colocado vy
subsecuentemente usado para todos los analisis. Una vez concluido su
procesamiento, las muestras fueron debidamente almacenadas a -20°C para su
posterior uso. La informacién de dichas muestras estd contenida en bases de
datos del laboratorio, el cual tiene acceso solamente el personal del LNRHV y no
se usO para otros fines que el propuesto. Los resultados positivos referentes al
VHD seran notificados al médico de asistencia para su correcto tratamiento y
seguimiento. La investigacion Hepatitis Delta en Cuba es un Proyecto Asociado a
Programa que fue aprobado por el Comité de Etica del IPK de acuerdo con la

Declaracion de Helsinki (ndmero CEI-IPK 05-16) (Anexo 7).

En caso de seguimiento y revision de Historias Clinicas de pacientes positivos a
VHD, se tomé el Consentimiento Informado firmado por el paciente y el médico a

cargo, previa explicacion del estudio (Anexo 8).
IV.6. Andlisis estadistico

Para el andlisis de la informacion se confeccion6 una base de datos en Microsoft®
Office Excel 2010. Los resultados fueron presentados en forma de tablas, graficos
y porcentajes. El analisis estadistico fue realizado con la prueba Chi-cuadrado y
los resultados se consideraron estadisticamente significativos cuando la p<0.05

(ver diagrama de flujo de trabajo).
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I\V.7. Diagrama de flujo.

Para una mejor comprensién se muestra un diagrama de flujo que resume la

estrategia seguida en cada ensayo.

Muestras HBsAg positivas (n=425)

Serologia anti-VHD totales

Anti-VHD totales (neg) Anti-VHD totales (pos)

Extraccion de ARN Informar Médico

Asistencia

Transcripcion Reversa

RCP en Tiempo Real

Negativo Positivo

Informar Médico
Asistencia
Revision de Historias Clinicas
Descripcion clinico-epidemioldgica

Seguimiento clinico, bioquimico y virolégico
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1. Prevalencia de la infeccion por el VHD en individuos cubanos positivos
al HBsAg.

Se analizaron 425 muestras de suero con HBsAg positivo confirmado que fueron
tomadas de pacientes con enfermedades hepaticas en estudio o como parte de la
vigilancia de hepatopatias por VHB, recibidos en el LNRHV en el periodo 2006-
2011 y 2014-2018. Dos muestras resultaron positivas a anticuerpos anti-VHD
totales para un 0.47% (2/425). En la Tabla V.1 se presentan los resultados en

relacion con el aflo de colecta de las muestras.

Tabla V.1. Positividad a anticuerpos totales al VHD en individuos cubanos
portadores del HBsAg, 2006-2018.

Afnos de colecta N Posi_tivos %
de muestras a anti-VHD

2006 2 0 0
2007 2 0 0
2008 9 0 0
2009 6 0 0
2011 1 0 0
2014 37 0 0
2015 100 1 1
2016 92 0 0
2017 143 1 0.7
2018 33 0 0
Total 425 2 0.47

Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia en Hepatitis Virales, IPK

Las dos muestras que resultaron positivas fueron caracterizadas desde el punto
de vista demografico, epidemiologico y virolégico. En cuanto a la caracterizacion

virolégica se analizaron otros marcadores del VHB y los anticuerpos anti-VHC,
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este ultimo por la similitud de las vias de transmision. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla V.2.

Tabla V.2. Caracteristicas demograficas, epidemiolégicas y marcadores de los

VHB y VHC de los individuos positivos a anti-VHD totales.

Antecedente Anti- IgM Carga i

Muestra | Edad | Sexo | o, o2 . | HBc anti- | HBeAg | viral | Ant-
P 9 totales HBc VHB VHC

1 57 M Desconocido P P/P N ND N

Mudltiples parejas
2 53 M sexuales. No P P/BL N ND N
viajes al exterior

M: masculino; P: positivo; BL: limitrofe; ND: no detectable; N: negativo

Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia en Hepatitis Virales, IPK

La prevalencia del VHD en una poblacion es la medida de los anti-VHD entre los
portadores del HBsAg. Se ha estimado que 10-20 millones de individuos (~5% de
los pacientes infectados cronicamente con el VHB) a nivel mundial estan
coinfectados con el VHD. Esta prevalencia légicamente varia de una zona
geografica a otra. Estudios en los afios 80 demostraron que el VHD estaba
distribuido mundialmente, y que su prevalencia local estaba condicionada por la
prevalencia del VHB [184]. Sin embargo, aunque el VHD esta solapado con el
VHB, su prevalencia no siempre coincide con la del VHB. Por ejemplo, en el
Lejano Oriente las tasas de VHD son bajas en comparacion con el VHB. Las
variaciones en la penetracion del VHD en las poblaciones con HBsAg pueden
estar determinadas por diferencias en el comportamiento social local, la virulencia

del VHD o la susceptibilidad genética del portador [184].

La prevalencia de anticuerpos anti-VHD encontrada en nuestro estudio fue baja,
en Cuba existen pocos estudios en referencia al VHD, se destaca un estudio

realizado hace 30 afios por Galban y cols. en 1988, donde se estudiaron 856
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sueros procedentes de todo el pais, a los cuales se les determind la presencia de
anticuerpos al VHD mediante un ELISA de la firma Organon Teknika, Bélgica [27].
El 8,3% de los sueros procesados resultd positivo. Se observa una diferencia
ostensible en ambos estudios, que puede estar relacionado con la estrategia de
Prevencion y Control del VHB llevada a cabo por nuestro pais a partir del afio
1992. A partir de esta fecha, Cuba no solo comenzo6 la vacunacion universal a los
recién nacidos, sino que vacund a todos los grupos de riesgo y creé un Programa
de Prevencion y Control de las hepatitis virales y un Programa de Sangre Segura
con resultados satisfactorios. En la Figura V.1 se muestra la incidencia del VHB en
el periodo 1990-2016, donde se observa una disminucion de la tasa de
16.7/100.000 en 1990 a 0.5/100.000 habitantes en 2016 y su relacidon con la
prevalencia a anti-VHD en los dos estudios realizados en poblacién cubana
positiva al HBsAg, en 1988 y el presente estudio 2006-2018.

Es de suponer que los resultados de la disminucion de la prevalencia del VHD en
30 afios podrian deberse a dicha estrategia, ya que es precisamente la
vacunacion contra el VHB la vacunacién por defecto del VHD, resultando en el
decrecimiento de la prevalencia del VHD. En paises industrializados con la
implementacion de la vacunacion rutinaria en nifios y en otras poblaciones se ha

logrado este impacto [185].

Se ha postulado que la hepatitis delta juega un importante papel en el control y la
diseminacién del VHB. Aumentando los programas existentes de monitoreo del
VHB con el monitoreo del VHD, se podria incrementar la precision de la
prevalencia del VHB vy la eficacia de los programas de control [186].

Se ha especulado que en dependencia de la cobertura de vacunacion anti-
hepatitis B, se produce un equilibrio entre la prevalencia del VHB y el VHD. El VHB
y el VHD serian erradicados si la cobertura de vacunaciéon es muy alta, si la
cobertura es moderada solo permanecerda el VHB y si la cobertura es baja,
permaneceran ambos virus en la poblacion. La prevalencia del VHB en una

poblacion monoinfectada sera igual o mayor que los niveles de prevalencia donde
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los dos virus existen, como resultado de la supresion de la infectividad del VHB

por el VHD en los individuos dualmente infectados [187].

En la Figura V.1 se observa que existe un paralelismo entre la incidencia del VHB
y la positividad a anti-VHD obtenida en los dos estudios realizados en Cuba con
30 afios de diferencia, lo que nos lleva a afirmar que Cuba ademas de ser un pais
de baja prevalencia del HBsAg, es un pais de baja prevalencia de VHD y que
ambos virus podrian tener una fecha de eliminacién similar si continuamos con la
estrategia antes mencionada. Dichos resultados aportan datos valiosos a la

eliminacion no solo del VHB, sino también a la eliminacién del VHD.
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Figura V.1. Incidencia de la infeccion por el VHB, Cuba 1990-2016 y su relacién
con la positividad a anti-VHD en dos estudios realizados en poblacion cubana
positiva al HBsAg: 1988 y 2006-2018. Datos de la incidencia del VHB en Cuba
recogido en los Anuarios Estadisticos de Cuba y Direccion Nacional de

Epidemiologia.

~37 ~



V. RESULTADOS Y DISCUSION

Datos confiables acerca de la prevalencia de VHD no estan disponibles en
muchas partes del mundo, debido a la falta de analisis de portadores del VHB para
buscar infecciébn por el VHD o por la falta de disponibilidad de ensayos de
deteccion de anticuerpos anti-VHD con un desempefio probado [185].

El escenario de la infeccion por el VHD ha cambiado en los paises industrializados
en los ultimos 20 afios por la vacunacion anti-hepatitis B, la mejoria en las
condiciones sanitarias y de vida, las restricciones sexuales impuestas por el riesgo
de infeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), entre otras. Esta
disminucién estd en dependencia de la edad, disminuyendo en los jévenes, pero

no en los mayores [13, 188].

A finales del siglo pasado, la disminucion del VHD en Europa permitié concluir de
que ya no era una enfermedad médica relevante (fue catalogado como virus
huérfano u olvidado) [162, 189, 190]. Sin embargo, el VHD no se ha desvanecido
de Europa, sino que ha aumentado debido a la inmigracion de personas de areas
donde el VHD es endémico [191]. En un estudio realizado en Italia la prevalencia
de anti-VHD fue de 8.4% (7.4% en italianos y 11.5% en inmigrantes) [192]. En
Alemania del 8%-10% de los pacientes con HBsAg-positivo tienen anticuerpos
anti-VHD, el 75% de ellos provenientes de Turquia, Europa del Este y la Antigua
Union Soviética [13]. En los aflos 2000—-2006 en el sur de Londres, la prevalencia
de anti-VHD fue de 8.5% [162]; donde la mayoria de los pacientes provenian de
Africa y Europa del Este. En Francia la prevalencia al VHD se ha incrementado en
los ultimos 15 afios en los donantes de sangre siendo los inmigrantes africanos los
mas afectados [193]. Los inmigrantes también son los méas afectados en Grecia
[188]. El VHD esta ademas presente en otros paises del norte de Europa, pero
confinado a los grupos de riesgo con una prevalencia de aproximadamente 5% en
Austria, Irlanda, Polonia, Bélgica, Republica Checa y Suiza [184, 194]. En Espafia,
se compararon 2 periodos, 1979-1985 y 1986-1992, con una prevalencia de anti-
VHD del 15,1% y 7,1% respectivamente [195]. Paises de Europa del Este como
Rusia, un estudio encontré un 39% de positividad al VHD, también en la region

Central y Norte de Siberia los marcadores del VHD fueron detectables en el 18 al
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20% de los portadores del VHB, indicando un alto nivel de endemicidad [16, 138,
196].

En Africa se han reportado prevalencias elevadas fundamentalmente en el Centro
y Occidente notificandose prevalencias del VHD del 47.3% en Somalia, 24.3% en
Egipto, y 8.1% Arabia Saudita [147, 184]. En 2009, fue reportada una prevalencia
de 66.7% en Gabdn, 17.6% en Camerun, 12.5% en Nigeria, llegando a 50% en la
Republica Centro Africana [178, 197-199]. En Mauritania la prevalencia es de 33.1%

entre pacientes HBsAg positivos y 14.7% en mujeres embarazadas [200, 201].

Estudios en Medio Oriente y algunas zonas de Asia donde la infeccién es
endémica, encontraron que en Iran, la prevalencia varia de 2.4% en donantes de
sangre a 10% en pacientes con enfermedad cronica del higado. En portadores
asintomaticos del HBsAg de Jordania, Kuwait, Arabia Saudita, y Turquia la
prevalencia es de 2%, 31%, 3.3%, 5.2%, respectivamente. La prevalencia en
pacientes con hepatitis aguda de Egipto, Jordania, Kuwait y Tayikistan, es de
16.9%, 16%, 4% y 9.2%, respectivamente. En enfermedad hepatica cronica de
pacientes de Yemen, Turquia, Jordania, y Egipto, es de 2%, 32.7%, 23% y 23.5%,

respectivamente [202].

En el Sur de Asia, la mayoria de los paises tienen condiciones que son favorables
para la diseminacién del VHB e infecciones relacionadas: ausencias de estrategias
defensivas contra dichas infecciones, pobreza extrema y persistente, areas
densamente pobladas y deterioro de la infraestructura de salud publica y de la
educaciéon [203]. Se ha encontrado una prevalencia del VHD de un 16.6% en
Pakistan, siendo en areas rurales mas elevada. En la India la tendencia es
diferente y ha ido cambiando con el tiempo, zona y segun el grupo estudiado, se
reportan prevalencias de 10.6% in 2005 en Nueva Delhi, en Mumbai, de acuerdo a
un estudio realizado en 1992, la prevalencia fue de 37.4% y en Ludhiana se

reportd un 33% en nifios [203].

Mongolia exhibe una prevalencia tan alta como 60 a 82% en los pacientes
positivos al HBsAg y enfermedad hepética avanzada [204-206]. En China, la

~ 30 ~



V. RESULTADOS Y DISCUSION

prevalencia varia por zonas geograficas, 13% en Shijiazhuang, 0.15% en Hong
Kong, 13.15% en Shandong, 15.3% en Taiwan y 2.22% en Wuhan, este Ultimo en
drogadictos por via endovenosa [188, 203, 207]. En Japén ciertas areas son de
elevada prevalencia especialmente las Islas Mikayo en Okinawa con un 23.5% en
1995 y 8.5% en 2000 [203, 208].

Un estudio reciente de la region del Pacifico encontr6 elevadas prevalencias (37%)
en las Islas de Micronesia [209]. Sin embargo, el VHD parece ser de baja
prevalencia en la poblacion general de Malasia, Tailandia y Filipinas, y mas
elevado en drogadictos de Malasia y Tailandia (20%-34% y 21.8%,
respectivamente) [210, 211]. El VHD es endémico en el norte de Vietham; el ARN
fue encontrado en el 13% de los portadores del VHB, siendo el grupo de Cirrosis

hepatica el de mayor positividad (19.7%) [212].

Paises de la Region de las Américas donde la prevalencia del VHB es baja como
EEUU, se detect6 un 8% de prevalencia en California, con una relativa alta
frecuencia de individuos positivos al VHD de descendencia asiatica, mientras que

en veteranos estadounidenses solo un 3.4% [213, 214].

La Amazonia Occidental incluyendo Brasil, Pert, Ecuador, Venezuela y Colombia,
representa uno de los lugares de mayor prevalencia de infeccion por el VHD en el
mundo [175]. Aungue Brasil no es un pais de alta prevalencia del VHD, si la regién
de Amazonas se ha considerado como endémica. En esta region el genotipo 3 del
VHD ha sido asociado con la Fiebre de Labrea, la cual es una forma de hepatitis
fulminante que afecta la poblacién indigena [22]. Las tasas de positividad oscilan
entre 8.5% en los donantes de sangre asintomaticos, hasta 65% en un estudio
realizado a nivel hospitalario [175]. Se plantea que el 77% de las infecciones por el
VHD, ocurren en el Norte del pais [143, 215, 216].

Elevadas prevalencias también se reportan en la Amazonia Venezolana y
Colombiana, donde la infeccion causada por el genotipo 3 est4d asociada con
brotes de hepatitis fulminante [217]. En Colombia marcadores seroldgicos y/o
moleculares de infeccion por el VHD fueron demostrados en el 43.5 % de las
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muestras provenientes de Amerindios [218]. En Venezuela se reporté casos de
hepatitis severa ocasionada por el VHD en la poblacién indigena rural, donde la

infeccion por el VHB es endémica [216, 219].

En Perd, el andlisis de marcadores del VHD demostr6 un 64% de infecciones
duales VHB y VHD [139]. En Ecuador, se ha reportado un brote de hepatitis delta
en una comunidad originaria, donde el 69% fueron nifios y mayormente super-

infecciones [220].

En Argentina, un estudio de prevalencia en donantes de sangre, detectdé 4 casos
de infeccién por el VHD pertenecientes al genotipo 1, tres de ellos en una
comunidad amerindia [221]. Otros paises de Latinoamérica y el Caribe como
México reportan 0% en prisioneros o en hemodializados de Jamaica [222, 223].
Igualmente un estudio seroepidemiolégico en diferentes grupos poblacionales

bolivianos no encontrd anticuerpos positivos al VHD [224].

El VHB y el VHD comparten las mismas vias de transmision: parenteral a través
de la exposicion a la sangre o los fluidos corporales y la sexual, particularmente en
poblacién de alto riesgo. Se constat6é transmision parenteral inaparente en areas

de elevada endemicidad donde la diseminacion intrafamiliar es comun [225].

Galban y cols. en su estudio de 1988, encontraron que los mayores porcentajes se
encontraron en las provincias Santiago de Cuba (35,3%), Granma (20,0%) y en el
municipio especial Isla de la Juventud (33,3%). En el presente estudio realmente
es dificil comparar ya que la positividad es baja, ambos pacientes provenian de
hospitales de la Habana y al menos uno de ellos es oriundo y ha vivido toda su
vida en La Habana. Igualmente en el estudio anterior realizado en Cuba, el sexo
femenino (10,2%) tuvo mayor seropositividad que el masculino y el grupo de edad
con mayor positividad fue el de 25 a 34 afos (10,4%), resultando el de menor
positividad el grupo de 45 a 54 afos (3,2%). En nuestro estudio los dos pacientes
con serologia anti-VHD eran del sexo masculino y mayores del grupo de menor

positividad reportado por Galban y cols. [27].
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El modo de transmision del VHD es por exposicion percutanea (drogadictos por
via endovenosa, EV) y por exposicion por mucosas (contacto sexual).
Tradicionalmente, se ha buscado esta infeccién en individuos de alto riesgo y en
aquellos con enfermedad hepéatica avanzada. Estos incluyen: individuos
trabajadores del sexo, drogadictos por via EV, pacientes en hemodialisis, y
aguellos que reciben productos sanguineos (multiples transfusiones y hemofilicos)
[212, 213]. De los dos pacientes del presente estudio que poseian anti-VHD, de
uno de ellos no tenemos informacion al respecto, el otro tenia antecedentes de
multiples parejas sexuales en su juventud, aunque no refiere que alguna de ellas
tuviera antecedentes de infeccién por el VHB, posiblemente adquiriendo ambas
infecciones por esa via, ya que en el momento de inclusion de la vacuna anti-
hepatitis B al Programa Nacional de Inmunizaciones en el afio 1992, dicho
paciente tendria mas de 20 afios de edad, ademas no se recoge otro antecedente

epidemiolégico.

La infeccidon por el VHD puede ser transmitida en forma de coinfeccién (infeccion
simultdnea del VHB y VHD) o como super-infeccion (adquisicién del VHD en un
portador crénico del VHB). En caso de trasplante, una tercera forma de
adquisicion ha sido sugerida: la hepatitis delta independiente de su virus "helper”
o infeccion latente aunque es clinicamente irrelevante y de escaso significado
virolégico [6, 46, 226]. El curso clinico de la infeccién es diferente en ambos casos.
Por tanto, en individuos con serologia anti-VHD positiva es crucial distinguir el tipo
de infeccion, ya que el manejo y el pronostico de ambas es diferente [143].

La IgM anti-HBc que define infeccion aguda por el VHB, es crucial para la
definicion de coinfeccion y superinfeccion en un paciente con anti-VHD positivo
[46]. La IgM anti-HBc estaria ausente en la infeccidon cronica, por tanto, permite
distinguir la coinfeccion aguda VHB/VHD de una superinfeccion aguda en un
portador cronico del VHB o una infeccion crénica por el VHD ya establecida [226].
En nuestras dos muestras este marcador fue positivo y positivo/limitrofe en el otro.
Al no tener elementos en uno de los casos (muestra 1, positivo) no podemos

discutir los resultados obtenidos en la serologia de la IgM anti-HBc. En la muestra
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2, si se pudo definir con el médico de asistencia que no se trataba de una
infeccién aguda por el VHB, ya que era un paciente con infeccion crénica conocida
de mas de 12 afios de evolucion. En realidad este paciente segun sus
caracteristicas clinicas, bioquimicas y virolégicas su médico de asistencia tenia
sospecha clinica de infeccién por el VHD, por lo que estariamos en presencia de
una infeccion cronica por el VHD ya establecida. Colloredo y cols. en 1996
encontraron valores de IgM anti-HBc significativamente més elevados en el suero
de los pacientes con enfermedad inflamatoria severa, y postularon que estos
anticuerpos representaban un marcador confiable de enfermedad hepéatica
inducida por el VHB [227]. Por tanto, no estamos en presencia de una coinfeccién

a pesar del resultado positivo de la IgM.

Los marcadores de replicacion del VHB: HBeAg y ADN del VHB fueron negativos
y no detectables respectivamente en ambos casos, en la caracterizacion del VHD,
se ha planteado que a pesar de la dependencia con el VHB, el VHD suprime la
replicacion del VHB ya sea en humanos, chimpancés, y en el modelo murino
humanizado [225, 228]. Varios autores apuntan que existe una supresion de la
replicacion del VHB por el VHD, pero con fluctuaciones importantes en la
replicacion de ambos virus. Un estudio prospectivo realizado en Espafia mostro
que durante el periodo analizado, en el 54.5% de los casos predomind la
replicacion del VHD, en el 30.3% la del VHB y en el 15.2% predominé la
replicacion de ambos virus [140]. Igualmente se postula que incluso aunque la
replicacion del VHB se mantenga en niveles bajos, existe dafo a nivel

hepatocelular [141].

Por otro lado Niro y cols. en Italia han postulado diferentes patrones de replicacion
del VHB y el VHD (activo VHD/inactivo VHB: 70%, activo VHD y VHB: 23%,
inactivo VHD/activo VHB: 4%, ambos inactivos: 3%) [2].
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V.2. Identificar la presencia de replicacion viral en las muestras positivas a
anti-VHD.

Las muestras que resultaron positivas a anti-VHD fueron posteriormente extraido
el ARN, realizado el ADNc y analizadas mediante RCP en tiempo real. En la
Figura V.2 se muestra el resultado obtenido. Una de las muestras resultd positiva,
mientras que la otra fue no detectable el ARN del VHD (1/2, 50%). Es decir, de los
dos pacientes con serologia anti-VHD positivo, uno se recuperé de una infeccién

pasaday en el otro se mantuvo con una infeccion cronica por el VHD.
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Figura V.2. Deteccion del ARN del VHD en las muestras positivas a anti-VHD.

En el algoritmo del diagnéstico del VHD, el primer paso lo constituye la deteccion
de anti-VHD (un resultado negativo de anti-VHD no justifica detectar el ARN, ya
que hasta el momento, parece que los individuos infectados con el VHD
desarrollan siempre anticuerpos), el segundo paso es la deteccion del ARN del
VHD en el suero, para determinar si la presencia de los anticuerpos es reflejo de
una infeccion activa (ARN positivo) o si es la huella de una infeccién pasada (ARN
negativo) [13, 143]. Los anti-VHD estarian presentes después que el ARN haya

desaparecido durante la recuperacion de la infeccion.
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Actualmente la cuantificacion de los niveles de ARN VHD en suero no se necesita
para el diagndstico. No existe evidencia entre la correlacion de la etapa de la
enfermedad hepatica y los niveles de ARN. La biopsia hepética es todavia la
herramienta principal para evaluar el estadio en los pacientes con hepatitis delta
[13, 229]. La carga viral es Util para monitorear la respuesta al tratamiento en los
pacientes bajo terapia, desafortunadamente hay pocos datos disponibles sobre los
niveles de ARN durante las diferentes etapas de la enfermedad, por tanto, no hay
un nivel de corte al cual se pueda recomendar tratamiento [13, 35]. Romeo y cols.
en 2014, concluyeron en su estudio que la hepatitis cronica por VHD tiene elevada
probabilidad de evolucionar a cirrosis y a cancer de higado en lItalia y que esta
propension seria mas elevada mientras mas alta sea la carga viral al momento de

presentacion de la infeccion [230].

A diferencia de los VHB y VHC, no existen sistemas de diagnostico molecular
comerciales del VHD en la actualidad. La mayoria de los existentes son técnicas
"in-house" desarrolladas en centros académicos, en los cuales la amplificacion del
VHD muestra retos importantes debido a la variabilidad gendmica del virus, el
elevado contenido de Guanina y Citosina (GC) del genoma vy la
complementariedad del ARN [179]. La inclusion de un estandar de RCP
recomendado por la OMS como control de calidad internacional ha permitido la
comparacion de los resultados obtenidos con los diferentes sistemas de RCP [180].
Recientemente Coller y cols. reportaron dos ensayos prototipos seroldgicos y
moleculares altamente sensibles y especificos para la deteccion del VHD,
utilizando plataformas completamente automatizadas para mejorar el diagnostico

de los pacientes infectados por el VHD [231].

Otro aspecto a tener en cuenta en el diagnéstico molecular para reducir los falsos
negativos y optimizar la especificidad para todos los genotipos del VHD, es que los
cebadores y sondas deben tener como diana las regiones mas conservadas, en
este caso la riboenzima [232]. El disefio de los cebadores y sonda utilizado en

nuestro estudio comprende esta regién [179].
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La coinfeccion VHB y VHD generalmente lleva a la resolucion de la infeccion
causada por los dos virus en el 90% de los casos. La progresion a la hepatitis
cronica es tan baja como lo es la infeccion por el VHB en adultos
inmunocompetentes. La superinfeccion del VHD en un portador del VHB puede
originar hepatitis aguda o fulminante y aunque algunos pacientes logran
recuperarse, del 70 al 90% de ellos progresa a infeccidn cronica por ambos virus.
Mas importante es que cerca del 60%-70% de esos pacientes desarrollaran
cirrosis de progresion mas rdpida, mostraran elevados signos de
descompensacion hepatica y muerte mas elevada que cuando se comparan con
la infeccién por el VHB solamente. Los factores que influencian el curso clinico tan
diferentes de ambos casos no estd bien comprendido, en ambos casos el
organismo produce una fuerte respuesta de anticuerpos anti-antigeno del VHD
que es incapaz de modular el curso de la infeccion. Se ha postulado que el curso
mas rapido de la superinfeccion es debido al estado crénico del portador del
HBsAg, que hace que el VHD infecte por primera vez un organismo en el cual el
mecanismo de produccion del HBsAg estd establecido y perfectamente
funcionando, permitiendo que el ensamblaje de los nuevos viriones de VHD sea
mas rapido que cuando los dos virus infectan el hepatocito por primera vez [225,
233].

En paises donde la infeccion del VHD es endémica como Iran, el 100% de los
pacientes con HBsAg positivo que poseian anti-VHD eran positivos al ARN VHD
[234]. El Bouzidia y cols. en 2015 en un estudio multicéntrico en Londres
reportaron que en un centro, de 2 pacientes seropositivos a VHD, 2 tenian ademas
ARN positivo, en otro centro 32/158 pacientes con serologia positiva, eran ademas
positivos el ARN viral. En el norte de Vietham donde hay una elevada prevalencia
de VHD, se demostro la presencia del genoma en el 15.4% de los sueros

analizados, siendo el grupo de hepatitis aguda un 43.3% [235].

Un estudio en Argentina reportd un hallazgo sorprendente en el diagnéstico del
VHD, dado que de las 3 infecciones de VHD halladas en amerindios, se

observaron en casos de infeccion oculta por el VHB con serologia no reactiva para
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anti-VHD (infeccion oculta por el VHD). Los autores puntualizaron la necesidad de
reevaluar el algoritmo de diagnéstico del VHD y de explorar si las mutaciones

encontradas tenian algun efecto en la patogenia del VHD [221].

V.3. Describir los aspectos, clinico-terapéuticos, bioquimicos y virolégicos
de los pacientes con co-infeccién por los VHB y VHD.

En todo paciente con infeccién por VHD es imprescindible conocer el grado y el
estadio de enfermedad hepéatica para valorar riesgos y beneficios de la terapéutica.
La valoracion de los parametros bioquimicos e histologicos y la busqueda de
carcinoma hepatocelular son uno de los primeros acercamientos al prondstico de
la enfermedad. La biopsia hepética continla siendo el estandar de oro del
estadiamiento de la enfermedad, aunque en la actualidad existe tendencia a usar
métodos no invasivos como la elastografia hepatica o Fibroscan, que es utilizado
tanto en el estadiamiento como en el seguimiento de los pacientes con hepatitis B
[46].

Solo uno de los dos pacientes encontrados con serologia positiva a anti-VHD pudo

ser informado de sus resultados, el cual describimos a continuacion.

Historia de la enfermedad actual: Es un paciente masculino, de 53 afios, que
presenta cirrosis hepatica compensada en tratamiento con lamivudina por haberse
detectado un ADN del VHB positivo en el afio 2013, que negativizO 6 meses

después pero, sin normalizar las enzimas hepaticas.

Antecedentes patoldgicos personales: Posee antecedentes de infeccion por
el VHB desde el afio 1984, momento en que se le diagnostic6 un HBsAg
positivo por presentar decaimiento y enzimas hepaticas elevadas, se le realizé
biopsia hepatica con resultado de hepatitis cronica activa. No se describen
antecedentes de transfusiones de hemoderivados, no intervenciones
quirdrgicas, no salidas al exterior, si refiere la existencia de varias parejas

sexuales aunque no se recoge antecedente conocido de pareja sexual con
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infeccion por el VHB. En 1985 se indicé tratamiento con interferon alfa 2b
recombinante 6 millones 2 veces por semana por 6 meses sin modificacion de
las enzimas hepaticas durante ni después del tratamiento. En 1986, se indico
un nuevo ciclo de interferén alfa 2b recombinante a partir de lo cual
disminuyen las enzimas hepaticas y después continua con picos discretos de

mayor aumento de las enzimas hepéticas.

En 2005 comenz6 su seguimiento en otro centro hospitalario y en la evaluacion
clinica el paciente se mantuvo asintomatico y se encuentrd incorporado a una
vida laboral normal. Al examen fisico se detecté Unicamente la presencia de
esplenomegalia, que junto con los examenes de sangre, ecograficos y
endoscopicos que se describen a continuacion, permitieron estadificar que el
paciente presenta una cirrosis hepatica compensada por VHB con hipertension
portal, estadio 2 de la clasificacion clinica de D’Amico y estadio A segun la
clasificacion de Child- Pugh [236, 237].

En la Figura V.3 se muestra la evolucion de las enzimas mostrando un patron de
citélisis: alanino aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST)
elevadas y la gamma glutamil transpeptidasa (GGT) elevada, con fosfatasa
alcalina (FA) y la bilirrubina total (BT) normal en el periodo 2005-2017. Se muestra
su relacién con los resultados ya sea de la RCP cualitativa o de la carga viral del
VHB.

Se observa que a pesar de tener todos excepto uno, no detectable el genoma del
VHB, no existia una correspondencia con los valores de las enzimas las cuales
siempre estaban por encima de valores normales (promedio de los valores en los
13 afios: ALT: 117 UI/L, AST: 89 UI/L, GGT: 144 UI/L, FA: 54 Ul/L y BT: 19
pmol/L). En el afio 2013 se detecté una carga viral de VHB limitrofe (<2.00E+04
Ul/mL) por lo que se decidié poner tratamiento con lamivudina 1 tab (150 mg) al
dia, posterior a lo cual no se detecte carga viral pero sin mejoria en su cuadro

bioquimico como se observa en la Figura V.3.
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Figura V.3. Evolucion de las enzimas hepaticas y la bilirrubina (ALT, AST, GGT y
FA y la BT) en el periodo 2005-2017 y su relacion con la carga viral del VHB en el
paciente coinfectado con los VHB y VHD. EIl valor anual se corresponde con la
media de las determinaciones realizadas en el periodo. Valores normales (ALT: O-
41 UI/L, AST: 0-37 Ul/L, GGT: hasta 61 UI/L, FA 40-130 UI/L y BT hasta 18
umol/L). ND: no detectable, POS: positivo, Fuente: LNRHV, IPK

Otras pruebas que estudian la funcién hepatica (albumina, proteinas totales,
coagulograma, entre otras) se encontraban en valores normales, al igual que la
alfa feto proteina que se le realiza cada 6 meses al igual que la ecografia hepatica

como vigilancia del carcinoma hepatocelular.

En el 2009 dado la persistencia del ADN del VHB con resultados no detectables,
se excluyen otras enfermedades hepaticas asociadas como: hemocromatosis
(Hierro sérico y ferritina normal), hepatitis autoinmune (electroforesis de proteinas
normal, anticuerpos anti-nucleares y anti-musculo liso negativo) y enfermedad de

Wilson (ceruloplasmina normal).

En la ecografia hepética, se observa que posee un higado de ecoestructura
granular fina, de bordes regulares, porta de 11 mm, eje esplenoportal de 10 mm,
esplenomegalia de 140 mm, no liquido libre, que se ha mantenido asi en todos los
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ultrasonidos de control. El estudio endoscoépico del tracto digestivo superior
realizados en los afios 2008, 2011, 2014 y 2018, muestran varices esofagicas

grado 1, sin progresion.

En 2017 se realiz6 el diagndstico de infeccion por el VHD y se decidié comenzar
tratamiento con interferén pegilado (IFN-PEG) 1 bulbo de 180 pug semanal por via
subcutdnea durante un afio. Dado que el paciente presenta una cirrosis hepatica
compensada, tolerd el tratamiento sin complicaciones, y como efecto adverso

presentod leucopenia que se tratd con factor estimulantes de colonias.

En la Figura V.4 se muestra la evolucion de las enzimas hepéaticas y la bilirrubina
(ALT, AST, GGT, FA y la BT), en el periodo de tratamiento con IFN PEG y su
relacion con la carga viral del VHB y la presencia de ARN del VHD.

300 IFN-PEG

250 -
200 - 44— ALT (UIIL)
—@—AST (UIL)

GGT(UIL)

150 +

100 ==FA (UIL)

~===BT (umollL)

—

BASAL 30d 60 d 150d 180d 210d 270d 330d 360d DIAS

ND ND  ADN/VHB

POS ND  ARN/VHD

Figura V.4. Evolucién de las enzimas hepaticas y la bilirrubina (ALT, AST, GGT,
FA 'y BT) en el periodo de tratamiento con IFN-PEG y su relacién con la carga viral
del VHB y la presencia de ARN del VHD. ND: no detectable, POS: positivo, Fuente:
LNRHV, IPK

Se observa una disminucién de las enzimas (promedio de los valores en el afio de
tratamiento: ALT: 49 UI/L, AST: 51 Ul/L y GGT: 130 UI/L, FA: 82 Ul/L y BT: 15
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pmol/L), con tendencia a la normalizacion de sus valores al final del tratamiento.
La comparacion del promedio de las enzimas antes y durante el tratamiento se
presenta en la Tabla V.3. Se observa que la ALT tiene un valor estadisticamente

significativo, no asi el resto de las enzimas.

Tabla V.3. Promedio de los valores de las enzimas antes y durante el tratamiento

con IFN-PEG.

Enzimas Antes tratamiento 30-360 dias post-
hepaticas INF-PEG (UI/L) tratamiento INF-PEG (UI/L) b
ALT 117 49 p=0,0500
AST 89 51 p>0,05
GGT 144 130 p>0,05
FA 54 82 p>0,05
BT 19umol/L 15umol/L p>0,05

En la Figura V.5 se muestra la deteccion de ARN del VHD en el paciente 1 afio

después de ser tratado con IFN PEG. La muestra resulté negativa al ARN del VHD.

Control positivo

010

Norm. Fluoro.
o
o
o

Control negativo  f—

0.00 lhrerr

Muestra negativa

5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Figura V.5. Deteccion de ARN del VHD en la muestra un afio después de

tratamiento con IFN PEG.
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En el trabajo previo realizado en Cuba en esta tematica, se encontroé que la mayor
positividad era procedente de las muestras de personas asintomaticas, contrario a
lo que era de esperar (10,3%) en relacion a los enfermos (4,1%), siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) [27]. En el paciente coinfectado
VHB/VHD del presente estudio, a pesar de estar asintomatico, poseia signos de

inflamacién y necrosis dados por la alteracion bioquimica.

La infeccion por el VHD esta asociado con un amplio rango de manifestaciones
clinicas, que van desde los casos asintomaticos hasta la hepatitis fulminante. Se
piensa que el espectro clinico de la infeccion por el VHD puede ser debido a la
patogenicidad entre los diferentes genotipos virales. Ademas, que el genotipo del
VHB coinfectante puede jugar un papel importante en el curso de la infeccion
cronica por el VHD [238]. Se ha reportado que el genotipo del VHD-3 esta
asociado con hepatitis severa y fulminante en el Norte de Suramérica,
especialmente cuando se combina con el genotipo F del VHB [22]. EI VHD
directamente contribuiria a la severidad de la enfermedad hepdtica,
probablemente por induccién de las lesiones citotoxicas [120]. EI VHD-2,
originalmente aislado en las islas Irabu en Okinawa, Japon, esta relacionado con
una enfermedad menos severa, ya que la mayoria de los casos raramente
presentan alteraciones bioquimicas o lesiones histopatoldgicas severas [19]. La
infeccién con el VHD-1, el mas comun encontrado en Norte América y en Europa,
es mas heterogéneo, esta dividido en 2 subgenotipos (1a y 1b) que no son
diferentes con respecto a la severidad de la infeccion y estan asociados con
ambos: formas severas y leves de la enfermedad [239, 240]. El VHD-4 presente
en Japdén y Taiwan de China tiene patogenicidad variable, el VHD-4 aislado en
Okinawa, Japén, ha sido asociado con mayor progresion a cirrosis que el VHD-4
predominante en Taiwan de China [35]. La caracterizacion genética por
secuenciacion nucleotidica del VHD detectable en este paciente, se correspondio
con el genotipo 1 (datos no mostrados) que como se recoge en la literatura se

asocia tanto a formas severas como leves de la enfermedad.
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Los sintomas de la infeccion cronica por el VHD son menos severos que en la
infeccibn aguda, mientras que las enzimas ALT y AST estan elevadas, la
bilirrubina y la albimina y el tiempo de protrombina son normales [241]. En nuestro
paciente se recogen signos de necro-inflamacién dados por el aumento mantenido
de las enzimas ALT, AST y GGT, con el resto de las pruebas funcionales
hepaticas normales, ya que el paciente presenta una cirrosis hepatica

compensada con funcion de sintesis conservada.

Sy y cols. en el 2013 encontraron valores significativamente elevados de las
enzimas de citdlisis hepatitis en pacientes con enfermedad cronica del higado,
cuando comparo las muestras VHD positivas y VHD negativas [235]. Liao y cols.
por su parte cuando estratificé a sus pacientes con hepatitis delta crénica por el
valor de la ALT encontr6 que el 46.7%, 56.5% y 80.5% de esos pacientes poseian
necro inflamacion significativa y 86.7%, 87.0% y 90.3% tenian fibrosis significativa
con valores de ALT de 1-2 veces por encima del valor normal, 2-5 veces y mas
de 5 respectivamente. La ALT tuvo un valor promedio del52 y la AST de 145 [242].

En cuanto a la fibrosis, el mayor porcentaje de los pacientes (88.6%) tuvo = F2.

En el estudio reportado por Ghamari y cols. todos los pacientes con un HBsSAg
positivo y HBeAg negativo tenian valores de ALT y AST medios de 38.44 (UI/L) y
30.79 (UI/L), respectivamente. Sin embargo, en pacientes con resultados positivos
para VHD, el valor medio de la ALT fue 88.30 (UI/L) y 74.8 para la AST (UI/L), mas
bajos que los obtenidos en el presente estudio. Igualmente los pacientes tenian

cargas virales muy bajas o moderadas al VHB similar a nuestro hallazgo [234].

El paciente del presente estudio, como se ha citado anteriormente, lleva
tratamiento con lamivudina y a partir del diagnostico de VHD recibi6 IFN-PEG
durante un afio, tuvo una disminucion de las enzimas de citélisis ALT y AST con
tendencia a la normalizacién, no asi la GGT que siempre se mantuvo en valores
sobre los 100 UI/L, relacionado con la cirrosis que presenta, ya que la GGT es un
marcador de fibrosis [243].
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Una vez concluido el tratamiento con IFN-PEG, el ARN del VHD no fue detectable
(Figura V.3). El VHD es un satélite del VHB y no puede replicarse sin su ayuda,
por tanto, se espera que una cura para el VHB pudiera concomitantemente llevar
al aclaramiento del VHD. Actualmente los pacientes coinfectados con ambos virus
deben ser tratados con analogos de nucleotidos y con IFN-PEG. El INF-PEG es el
primer tratamiento de eleccidén en los pacientes con infeccién crénica por el VHD,
por 1 afio tanto para aquellos que son virgenes de tratamiento, como para los no-
respondedores al IFN estandar. Pero el éxito de estos tratamientos es bajo, y
solamente el 25% de los pacientes tienen niveles indetectables de ARN del VHD
24 semanas después de cesar el tratamiento [244, 245]. De ahi que el manejo
actual este basado en la practica mas que en la evidencia de los ensayos clinicos.
Por tanto, la terapia debe ser pragmatica e individualizada basandose en la
respuesta clinica y virologica durante la terapia [240].

La respuesta al tratamiento puede ser predicha por la evaluaciéon del ARN del VHD
a los 6 meses de tratamiento, lo cual nos da una idea de cuando parar el
tratamiento. Los pacientes con ARN negativo a los 6 meses son mas probables
que tengan respuesta virologica sostenida, mientras que los no respondedores se
identifican cuando la disminucién del ARN es de menos de 3 log a los 6 meses de
tratamiento. El IFN-PEG alfa 2a o 2b, parecen ser igualmente efectivos [153, 246,
247].

Otras terapias reportadas para el VHD son el Myrcludex B, el cual compite con el
virion infeccioso por la unién al receptor, el Lonafarnib, que es un inhibidor de la
Farnesyltransferasa el cual inhibe el ensamblaje del viribn y los polimeros de
acidos nucleicos, los cuales se unen con alta afinidad a las proteinas anfipaticas
que se requieren en varias etapas del ciclo de vida viral, entre otros [245, 248,
249].

En resumen, se detectaron dos pacientes con anti-VHD y solo uno de ellos se
encontraba replicando, mostrando un cuadro clinico compatible con una cirrosis
compensada y una respuesta favorable a la terapéutica. La obtencion de la

vacuna recombinante cubana anti-hepatitis B constituye uno de los logros mas
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importantes del desarrollo de la biotecnologia en Cuba y uno de los pilares mas
significativos en los que se basa la Estrategia Cubana de Prevencién y Control de
la hepatitis B. La disminucion de la incidencia y de la prevalencia del VHB en
poblacién normal, donantes de sangre y grupos de riesgo es indudable, a esto se
aflade la disminucion significativa de la prevalencia del VHD (8.3% vs 0.47%) 30
afos después. Estos resultados se enmarcan en la ejecucion del Plan de accién
para la prevencion y el Control de las hepatitis virales, basado en la Estrategia
mundial del sector de la salud contra las hepatitis viricas 2016-2021. Ademas,
plantea un llamamiento a eliminar las hepatitis virales como amenaza de salud
publica para el afio 2030, para lo cual se debe lograr una reducciéon de 90% en la

incidencia y de 65% en la prevalencia.
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VI. CONCLUSIONES

* La prevalencia de la infeccion por el VHD en portadores del HBsAg

cubanos es baja.

* Los resultados muestran un equilibrio entre la prevalencia del VHB y el VHD,
relacionado posiblemente por la estrategia seguida en el Programa de
Prevencion y Control de la hepatitis B y las elevadas coberturas de

vacunacion.
+ La mitad de los pacientes con anti-VHD positivos tienen replicacion viral.

« Un patron de citolisis se observé en los pacientes coinfectados con VHB y

VHD, lo que pudiera estar relacionado con la replicacion del VHD.

* Una respuesta virologica efectiva es posible con la administracién de
antivirales disponibles en el pais.
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VII. RECOMENDACIONES

* Aumentar el nimero de muestras a analizar e incluir otros grupos de riesgo.

+ Estandarizar un sistema de carga viral para el monitoreo de la terapéutica
de los pacientes con hepatitis delta.

* Profundizar en los estudios de epidemiologia molecular de las cepas

cubanas del VHD circulantes y su relacion con la patogenia viral.
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ANEXO 1. Las hipotesis que justifican el origen del VHD*.

>

>

Una infeccibn aguda por el VHB que se vuelve cronica, extendiéndose a
practicamente todos los hepatocitos en el higado.

La replicacion del VHB también implica la transcripcion de muchas secuencias
virales, algunas de las cuales se empalmaron las que potencialmente tuvieron la
posibilidad de formar ARN circulares estables.

Un ARN circular raro fue seleccionado, debido a que este tenia la capacidad de
multiplicarse, utilizando las polimerasa del hospedero o porque tenia la
capacidad de expresar una proteina corta intrinsecamente desordenada
(favoreciendo la multimerizacién) y cargada positivamente (favoreciendo la union
al ARN).

Un incremento en la eficiencia de replicacion y acumulacién de la proteina de
unidn codificada, hace que esta se convierta en el antigeno delta pequefio. La
secuencia de ARN que se replica experimenta muchos cambios de nucleétidos,
distinguiéndolos de las secuencias del VHB. Dichos cambios podrian introducirse
por la incorporacion erronea de nucleotidos durante la transcripcion y los eventos
de edicién del ARN postranscripcional.

Una modificacion post-transcripcional en un sitio especifico del ARN mediante
una enzima que edita el ARN, provoca la traduccién de una segunda forma
alargada C-terminal de la proteina, el antigeno delta grande que experimentara
farnesilaciéon. Esta farnesilacién facilita la union de los complejos de
ribonucleoproteina del VHD a las proteinas de la envoltura del VHB, lo que
conduce a la liberacién de particulas de virus que pueden infectar a hepatocitos
susceptibles y volver a replicarse en el interior de los mismos. Esto, en presencia
de coinfeccién por el VHB, conduce a la liberaciéon de mas VHD.

*Adaptado de Taylor, J. M. (2014), Host RNA circles and the origin of hepatitis delta virus, World
journal of gastroenterology, 20(11), 2971-2978, doi: 10.3748/wjg.v20.i111.2971.
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ANEXO 2. La estructura del VHD*.
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*Adaptado de Botelho-Souza, L. F., M. P. A. Vasconcelos, A. O. Dos Santos, J. M. V. Salcedo, and
D. S. Vieira (2017), Hepatitis delta: virological and clinical aspects, Virology journal, 14(1), 177, doi:
10.1186/s12985-017-0845-y.
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ANEXO 3. El ARN del VHD*
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*Adaptado de Alfaiate, D., P. Deny, and D. Durantel (2015), Hepatitis delta virus: From biological
and medical aspects to current and investigational therapeutic options, Antiviral research, 122, 112-
129, doi: 10.1016/j.antiviral.2015.08.009.
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ANEXO 4. El ciclo de replicacién viral*
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*Adaptado de Hughes, S. A., H. Wedemeyer, and P. M. Harrison (2011), Hepatitis delta virus,
Lancet (London, England), 378(9785), 73-85, doi: 10.1016/s0140-6736(10)61931-9.
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ANEXO 5. Epidemiologia molecular del VHD*.
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*Adaptado de Hughes, S. A., H. Wedemeyer, and P. M. Harrison (2011), Hepatitis delta virus,
Lancet (London, England), 378(9785), 73-85, doi: 10.1016/s0140-6736(10)61931-9.
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ANEXO 6. Incidencia del VHB de Cuba,1990-2016
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Fuente: Direccion Nacional de Epidemiologia, cortesia Dra. Maria Julia Matos, Jefa del Programa
Nacional de Control de las hepatitis virales, MINSAP



ANEXO 7. Consideraciones Eticas

IX. ANEXOS

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL
“PEDRO KOURI"
Ministerio de Salud Publica
Centro Auspiciado por la UNESCO
Centro Colaborador de la OMS/0PS

Para el adiestramiento e investigaciones en Malacologia Médica
y control biolégico de Vectores y huéspedes intermediarios
Para el estudio de las Enfermedades Viricas
En Tuberculosis y Micobacterias

COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL
PROTOCOLO DE INVESTIGACION CEI-IPK 05-16
“Hepatitis Delta en Cuba™
INVESTIGADOR PRINCIPAL

Dra. Licel de los Angeles Rodriguez Lay, DrC.

1

InsTiTUTO
Pedro Kouri

Después de realizada la valoracion y andlisis correspondiente al presente documento por los
integrantes del Comité de Ltica de Ja institucion. siguiendo las guias internacionales de
trabajo de estas comisiones de la Organizacion Mundial de la Salud. emitimos el siguiente:

DICTAMEN

I'l documento presentado se ajusta a los principios establecidos por la Declaracion de
Lelsinki asi como a las normas y criterios éticos establecidos en los codigos nacionales

de ética v regulaciones legales vigentes en Cuba.

2. En el protocolo aparecen reflejados de forma clara los aspectos ¢ticos que se ajustan al
tipo de investigacion propuesta.
3. Se aprueba el protocolo presentado
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ANEXO 8. Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El que suscribe:

Conozco que:

La infeccion por el virus de la hepatitis delta (VHD) es una de las complicaciones mas severas de
hepatitis virales con rapida progresion a cirrosis, rnesgo incrementado de descompensacion
hepatica y muerte cuando se compara con la monoinfeccién con el virus de la hepatitis B (VHB).

El VHD es un virus defectivo, ya que requiere de la presencia del antigeno de superficie del VHB
(HBsAg) para ensamblar las particulas virales infecciosas. Dos patrones de infeccion por el VHD se
han descrito: co-infecciéon con el VHB y supennfeccion.

Para el diagnéstico de una infeccion por el VHD, se debe tomar una muestra de suero para la
deteccion de anticuerpos totales, IgM e IgG. Una vez que se ha confirmado la presencia de
anticuerpos anti-VHD, se impone realizar deteccion del genoma viral a través de la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP) y determinar el genotipo viral, utiles para la
instauracion y el seguimiento de la terapéutica. Se debe realizar un seguimiento bioquimico y
virologico para confirmar la efectividad del tratamiento.

He conocido mi diagnéstico de co-infeccion VHB y VHD. Hago constar por este medio mi
consentimiento informado para que se me realice un seguimiento clinico, bioquimico y virolégico de
mi patologia y se me tomen muestras de sangre para realizar RCP y genotipaje.

Declaro que he sido informado del objetivo del estudio y que se me ha explicado también todas las
ventajas que para el seguimiento de mi enfermedad posee la informacion que se deriva de este
estudio.

Para constancia de lo expuesto anteriormente firmo este documento en el dia
___delmes de del 201___.

Firma (paciente). Firma (recoge la informacion)
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