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RESUMEN

Mediante una técnica de hibridacién molecular, utilizando como sonda DNA-VHB purificado
de un pldsmido recombinante, se ha examinado la presencia de DNA-VHB en el suero de 82
portadores crénicos de HBsAg (RIA) sin evidencias de infeccién delta y en 80 sujetos HBsAg
negativos (40 donantes de sangre y 40 con hepatitis cronica o cirrosis no alcohdlica). Se detect6
DNA-VHB en cantidades variables en los 62 portadores cronicos (57 HBeAg positivo y 5 antiHBe
positivo) con transaminasas elevadas, lesiones de hepatitis crénica y presencia de HBcAg en el
tejido hepdtico (inmunoperoxidasa). En los 8 portadores con transaminasas elevadas, antiHBe
positivo, lesiones de hepatitis crénica y HBcAg ausente del higado, se detecto6 DNA-VHB sérico en
forma intermitente. El examen fue negativo en los 11 portadores crénicos con antiHBe positivo y
transaminasas normales, asi como en los sujetos HBsAg negativo.

La presencia de DNA-VHB en el suero se asocia a la existencia de actividad inflamatoria y
refleja la actividad replicativa del VHB con mayor fidelidad que la valoracion del sistema
antigénico HBe. Su examen constituye un elemento sumamente util tanto para el estudio de la
historia natural de la infeccién crénica por el VHB como para la valoracion de agentes terapéu-

ticos.

INTRODUCCIO

El virus de I’hepatitis B (VHB) és una
particula infecciosa de 42 nm de diametre
(Fig. 1). Presenta una coberta lipoproteica
on es localitza I’antigen de superficie
(HBsAg). Aquesta coberta conté un nucli
proteic on s’expressa I’antigen del “core”
(HBcAg) i l'antigen “e” (HBeAg) que és
probablement una forma criptica de I’ante-

rior. Associat al nucli es troba una doble
cadena de DNA circular (DNA-VHB) i un
enzim amb activitat DNA polimerasa
(DNADp).

La infeccid per aquest virus patogen és
al nostre pais una causa important de mor-
bilitat i de mortalitat i ocasiona, a part de
’estat de portador sa, una amplia varietat
de processos patologics que inclouen I’he-
patitis aguda, les diferents formes d’hepa-
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titis cronica, la cirrosi i el cancer primitiu
de fetge.

A la infeccid cronica pel VHB els feno-
mens d’inflamacié i de necrosi hepatica
s’associen normalment a la preséncia de
replicacid virica activa i, al contrari, la
seva abséncia correspon a una fase poste-
rior d’inactivacié de la malaltia. De no
produir-se aquest canvi qualitatiu en el de-
curs de I’evoluci6 de I’hepatitis cronica, és
a dir, de persistir la replicacié del virus, la
probabilitat que la malaltia progressi a for-
mes irreversibles de lesio del tipus de la
cirrosi hepatica és molt més elevada que
en el cas contrari (9, 19). D’enga que hom
disposa de medicaments antivirics, es rea-
litzen estudis terapéutics amb el proposit
de provocar I’erradicacié de I’activitat re-
plicativa del virus disminuint aixi el risc
de la possible progressio de la malaltia
(17, 26).

Tant per a la seleccié dels malalts a trac-
tar (és obvi que cal triar només aquells qui
presenten replicacid virica) com per al
control de I’acci6 antivirica de la droga
utilitzada, és imprescindible disposar de
técniques no invasives que permetin d’a-
valuar de forma seriada I’estat replicatiu
del VHB en un malalt concret.

Dr’altra banda, el grau de replicacid del
VHB és un indicador del potencial d’un
pacient de transmetre la infeccid i per tant
el seu coneixement permet de prendre les
mesures necessaries per evitar el contagi
de les persones del seu entorn més imme-
diat.

En resum, el coneixement de I’estat re-
plicatiu del VHB en un pacient concret és
de gran interés clinic ja que indica actituds
profilactiques i terapéutiques diferents.

Per determinar I’activitat replicativa del
VHB hi ha diversos procediments. Cal
aclarir que la deteccié d’HBsAg en sérum
no dona una informacié adequada al res-
pecte ja que normalment a la infeccid
cronica pel VHB el DNA viric s’integra en
el genoma de I’hepatocit expressant-se la

seqiiencia que codifica ’'HBsAg. La protei-
na virica €s sintetitzada per la cél-lula i
posteriorment alliberada a la sang. Per
tant, aquest antigen es trobara en sérum
tant si el virus es replica activament com si
no. Aixi doncs, cal explorar la preséncia de
components de la nucleocapsida en sérum
o0 en teixit hepatic per avaluar I’existéncia
de replicacid virica. Fins fa poc temps els
marcadors de replicacio més utilitzats han
estat I’'HBeAg (24), I'HBcAg(18) o la
DNAp{11) en serum 1 'HBcAg en teixit
hepatic (29). Tots aquests metodes presen-
ten diverses limitacions que han fet palesa
la necessitat d’emprar procediments més
adequats. Aquests darrers anys, la clonacid
en bacteris del genoma del VHB ha fet
possible I'obtencié de DNA viric especi-
fic (4), per a ser utilitzat com a sonda en
estudis d’hibridacié molecular per a la de-
teccio6 de DNA-VHB en els teixits i fluids
corporals.

El proposit d’aquest estudi ha estat I’a-
valuacié d’un meétode de determinacio, en
sérum, del DNA-VHB per hibridacié mo-
lecular com a index de la replicacié del
VHB, tot comparant-lo amb altres marca-
dors més coneguts de I'activitat virica.

MATERIAL I METODES

Pacients i serums

S’ha estudiat el sérum de 161 persones
dividides en tres grups: el grup I estava
format per 70 pacients amb hepatitis
cronica 1 HBsAg positiu. En el grup II es
van incloure 11 portadors sans de
I’HBsAg, amb valors repetidament nor-
mals d’aminotransferases. El grup III era
format per 80 persones HBsAg sero-negati-
ves, 40 de les quals eren donadors de sang i
les 40 restants presentaven lesions d’hepa-
titis cronica d’etiologia no alcoholica. Cap
dels pacients de I’estudi no presentava evi-
dencies de sobreinfeccié per I'agent delta
(VHD).
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El diagnostic d’hepatitis cronica es va
realitzar segons criteris internacionals,
mitjangant I’analisi histopatologica de
biopsies hepatiques les quals foren practi-
cades a malalts que mostraven elevacié de
transaminases durant més de sis mesos.

A totes les persones de I’estudi se’ls va
recollir mostres de sérum, les quals foren
guardades a —20 °C fins al moment de la
seva analisi. L’extraccié de les mostres de
sérum estudiades, corresponents a malalts
amb hepatitis cronica, es va realitzar el
mateix dia de la practica de la biopsia he-
patica.

Soques bacterianes i plasmidi utilitzats

El plasmidi utilitzat ha estat el pBH20-
VHB que és portador del DNA del virus
de I’hepatitis B, insertat en la diana Eco RI
del pBH20, el qual és un derivat del
pBR322. Aquest plasmidi va ésser propa-
gat en la soca HB101 d’Escherichia coli.

Metodes serologics

En totes les mostres de sérum es van
investigar els segiients marcadors del
VHB: DNA-VHB, HBcAg, i HBsAg. A
més, en els serums HBsAg positius, es va
determinar HBeAg, antiHBe 1 antidelta.

La determinaciéo de DNA-VHB s’ha rea-
litzat segons el métode d’hibridacié “‘blot
dot” descrit per SCOTTO 1 cols. I’any
1983 (22) (Fig. 2). Un volum de 5 pul de
sérum, control o problema, ha estat incu-
bat amb 25 pl de NaCl 3M i amb 50 pl de
NaOH 1M, durant 10 minuts a temperatu-
ra ambient i adsorbit directament a nitro-
cel-lulosa per filtracid. Immediatament
s’ha afegit a cada mostra, 100 pl de Tris-
HC1 pH 7.4 per a la neutralitzacié. Des-
prés d’assecar els filtres a temperatures
ambient, s’han incubat durant 2 hores a
80 °C per a la fixacié del DNA.
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Fig. 1. Estructura del VHB. Aquest virus presenta un
embolcall de naturalesa lipoproteica amb un antigen
de superficie (HBsAg). La coberta engloba un nucli
on es detecta I'antigen del “core” (HBcAg) 1 una
forma criptica d’aquest denominada antigen ‘“‘e”
(HBeAg). Associat al nucli hi ha el genoma viric
format per una doble cadena de DNA circular. Una
de les dues cadenes es troba incompleta. El filament
més llarg presenta una ruptura (“nick”). A més a
I’extrem 3’ del filament curt hi ha un enzim amb
activitat DNA polimerasa (DNAp).

Fig. 2. Hibridacié molecular “blot dot™. Imatge ob-
tinguda després de 'autoradiografia i del revelat. La
columna nimero 2 correspon als controls negatius, i
la resta de posicions als controls positius i a les dife-
rents mostres de serum analitzades. Les taques negres
assenyalen les mostres amb DNA-VHB. La seva in-
tensitat és proporcional al grau de positivitat de les
mostres.

Per a I’extraccié del plasmidi quimeéric
s’ha seguit el métode de BIRMBOIN modifi-
cat (1). L’aillament del genoma del VHB
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ha estat segons el metode de I’electroelu-
ci6 (28).

La prehibridacié s’ha realitzat a 65 °C
tota una nit, amb una solucié que contenia
5x SSC, 10 x solucié de Denhart, 10 x sul-
fat dextra, 0,02M de fosfat di-basic i
0,3 mg/ml de DNA d’esperma de salmé.
La hibridacid es va portar a terme a 68 °C
durant 16 hores amb una soluci6 idéntica
a I’anterior a la qual s’han afegit 200 ul de
la sonda, marcada amb P32 per ““nick trans-
lation” (20), l’activitat especifica de la
qual era de 1-4x 10® cpm/ug de DNA-
VHB. Un cop finalitzada la hibridacid
s’han rentat els filtres durant 5 minuts a
temperatura ambient amb 5 x SSC 1 0,1 %
de SDS i quatre vegades de 30 minuts a
55°C amb 0,1 x SSC i 0,1 % de SDS. Per a
’autoradiografia s’ha utilitzat pel-licula
Kodak X-Omat S. La impressi6 de la placa
fotografica ha estat reforcada amb mam-
pares Dupont Cronex HI-Plus.

L’HBcAg ha estat determinat segons el
metode de NEURATH i cols. (16). S’han
incubat 400 pl de sérum amb nonidet P-40
per trencar la coberta del virus i alliberar
’'HBcAg el qual formara immunocomple-
xos amb I’antiHBc¢ circulant. Els immuno-
complexos resultants es precipiten amb
polietilenglicol 6.000 al 2% i després de
tres rentats son incubats amb NaSCN 3M
per dissociar els seus components. A conti-
nuaci6 s’incuba durant tota la nit amb bo-
les de poliestire. L’antigen i I’anticOs s’ad-
sorbeixen per separat damunt la superficie
del plastic. L’activitat HBcAg és detectada
amb IgG antiHBc conjugada a '>I. L'IgG
antiHBc s’obté per cromatografia de bes-
canvi ionic amb Sepharosa 6B-CL-DEAE
(Pharmacia) prévia precipitacié amb sulfat
amonic. La font d’anticos és sérum d’un
pacient que presenta un titol molt elevat
d’antiHBc, perd que no demostra activitat
antiHBs, antiHBe ni antidelta. El marcat-
ge de I'IgG amb '*°] s’ha fet segons el méto-
de de la cloramina T (10).

L’HBsAg, ’HBeAg, I’antiHBe i I’antidel-

ta s’han determinat per radioimmunoas-
saig (RIA) utilitzant reactius comercials
(Abbott Labs. USA).

Meétodes immunohistologics

L’HBcAg i I’antigen delta han estat ana-
litzats en mostres de teixit hepatic, fixades
en formol i incloses en parafina, segons
metodes d’immunoperoxidasa indirecta
descrits per TREVISAN i cols. (27) amb pe-
tites modificacions (21).

RESULTATS

Dels 70 pacients amb hepatitis cronica
pel VHB del grupl, 66 (94,3 %),
57(81,4%) i 51(72%) presentaven res-
pectivament el DNA-VHB, I'HBeAg
1 'HBcAg positiu en sérum. A més,
62 (88 %) pacients d’aquest grup demos-
traven activitat HBcAg en teixit hepatic.

No s’ha detectat DNA-VHB ni HBcAg
al serum de cap dels 11 portadors sans del
grup II (tots ells antiHBe positiu) ni tam-
poc al serum de les 80 persones del grup
III.

Correlacié entre DNA-VHB i HBcAg
hepatic

En el 93,9 % (62/66) dels pacients DNA-
VHB positiu també es va detectar HBcAg
en teixit hepatic. A la inversa, tots els pa-
cients amb HBcAg histic presentaven
DNA-VHB en serum. Aixo vol dir que no
es va detectar HBcAg al fetge, malgrat la
positivitat del DNA-VHB en sérum, en
4/66 malalts (6,1 %).

Correlacio entre DNA-VHB i HBcAg séric

Els resultats de comparar la preséncia de
DNA-VHB 1 de HBcAg en el sérum dels
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TAULA

Correlacio entre 'HBcAg séric i la presencia
de DNA-VHB en el grup de malalts amb
hepatitis cronica B

DNA-VHB+ DNA-VHB-
n =066 n=4
HBcAg + n = 51 51 0
HBcAg — n =19 15 4

malalts del grup I, estan exposats a la Tau-
la I. Dels 66 malalts DNA-VHB positiu, el
77,3 % (51/66) eren HBcAg positiu en se-
rum i el 22,7 % (15/66) eren HBcAg nega-
tiu.

Correlacié entre DNA-VHB i sistema
HBe/antiHBe

Dels pacients del grup I que van resultar
positius pel DNA-VHB, el 86,36 % (57/66)
tenien 'HBeAg positiu i el 13,63 % (9/66)
tenien positiu I’'antiHBe. A la inversa, tots
els pacients HBeAg positiu i el 69 % dels
antiHBe positiu del grup I, tenien DNA-
VHB al sérum.

D’acord amb els resultats de 1’analisi del
sistema HBeAg/antiHBe 1 del HBcAg en
teixit hepatic, es van dividir els 70 pa-
cients del grup I en tres subgrups, el primer
dels quals quedava format per 57 malalts
amb HBeAg séric i HBcAg hepatic posi-
tius. El segon subgrup estava constituit per
5 pacients antiHBe i HBcAg positius en
sérum i en biopsia respectivament. Final-
ment, el tercer subgrup el formaven 8 pa-
cients antiHBe positiu sense HBcAg al tei-
xit hepatic. Tots els malalts del primer i
del segon subgrup (és a dir, tots els qui
presentaven HBcAg en teixit hepatic) eren
DNA-VHB positiu en sérum, aixi com
també ho eren la meitat dels del tercer
subgrup. Els quatre restants del tercer sub-
grup eren DNA-VHB i HBcAg negatius en
serum (Fig. 3).
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Fig. 3. Comparaci6 entre el sistema HBeAg/antiHBe,
I’'HBcAg histic i la preséncia de DNA-VHB en serum.
Tots els pacients amb hepatitis cronica B que tenien
HBcAg al fetge, presentaven DNA-VHB al sérum,
tant si tenien 'HBeAg positiu com si tenien positiu
I’'antiHBe. Es va detectar DNA-VHB en la meitat dels
malalts amb hepatitis cronica B que no tenien HBcAg
al teixit hepatic. D’altra banda, no es va detectar
DNA viric en cap dels portadors sans de ’'HBsAg ni
en cap dels subjectes HBsAg negatiu.

DISCUSSIO

El percentatge de positivitat dels dife-
rents marcadors de replicacié comparats
en aquest estudi demostra que la determi-
nacio de DNA-VHB és I'indicador més
sensible de I’activitat replicativa del VHB.

Habitualment, la positivitat del HBeAg
es correlaciona amb I’existéncia de replica-
¢io virica, aixi com la seva abséncia s’asso-
cia a positivitat de I'antiHBe. L’analisi del
sistema HBeAg/antiHBe és, donada la fa-
cilitat de la seva determinacio, el procedi-
ment més utilitzat a la practica clinica dia-
ria per a la valoracié de I’activitat replica-
tiva del VHB. De totes maneres, algunes
discrepancies entre I’estat replicatiu del vi-
rus i el ‘“status” HBe/antiHBe, fan d’a-
quest sistema un procediment poc recoma-
nable per inexacte.

A lestudi present, tots els serums
HBeAg positiu que hem analitzat demos-
tren positivitat del DNA-VHB. Altres tre-
balls, perd, no indiquen una correlacid
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tant estricta entre aquests dos marcadors,
en el sentit que un percentatge que oscil-la
entre el 9,2 % i el 19 % de serums HBeAg
positius, son negatius pel DNA-VHB (12,
14, 25). La ra6 d’aquesta discrepancia és
que al contrari que en el nostre, els altres
estudis inclouen sérums HBeAg positius
de pacients que es troben en una fase pro-
pera a la seroconversid espontania a anti-
HBe, quant sovint el DNA-VHB ja s’ha
negativitzat (6).

D’altra banda, la positivitat de I’anti-
HBe a I’hepatitis cronica, no sempre assen-
yala I’abseéncia de replicacid virica, ja que
9 dels 13 pacients antiHBe del grup I eren
DNA-VHB positiu. Aix0 pot explicar el
potencial de transmissio del VHB d’alguns
pacients antiHBe sero-positius (23, 30).
Donat que el nombre de malalts amb he-
patitis cronica inclosos en aquest estudi és
reduit, no podem extreure conclusions de-
finitives de la freqiiéncia de replicacio del
VHB en aquest col-lectiu. De totes mane-
res, com que aquests malalts no han estat
seleccionats previament, ’alt percentatge
de positivitat de DNA-VHB obtingut, ens
ddna una idea aproximada de la magnitud
d’aquest fet. Aquest percentatge és similar
al d’altres estudis realitzats a paisos de
I’area mediterrania i notablement superior
al dels fets a paisos anglosaxons (12, 13,
28). A més, no hem detectat DNA-VHB en
el serum de cap dels portadors sans de
HBsAg (tots antiHBe positiu). Aquests re-
sultats suggereixen que dels malalts amb
I’antiHBe positiu, sdn precisament aquests
qui presenten lesions d’hepatitis cronica i
hipertransaminasémia els que sovint de-
mostren replicacié del VHB, fet que no es
ddéna practicament mai en els portadors
sans amb antiHBe positiu.

El 93,9 % dels nostres pacients amb el
DNA-VHB seric positiu, presenten activi-
tat HBcAg en teixit hepatic, cosa que con-
firma que la deteccid d’aquest antigen al
fetge és un bon indicador de I'existéncia
d’activitat replicativa del virus. El princi-

pal inconvenient d’aquest procediment és
que obliga a la realitzacid de biopsia hepa-
tica, la qual cosa Obviament, no es pot
repetir a intervals freqiients. D’altra ban-
da, ’'HBcAg seric és un marcador de repli-
caci6 relativament poc sensible ja que re-
sulta negatiu en el 22,5 % dels sérums amb
DNA-VHB.

No hem detectat DNA-VHB al sérum de
cap dels donadors de sang ni de cap malalt
amb hepatopatia cronica i HBsAg negatiu,
cosa que concorda amb els resultats de la
majoria d’estudis publicats (7, 12). Aixo és
un argument a favor de I’especificitat del
metode d’hibridacié molecular emprat. No
obstant, alguns estudis demostren un petit
percentatge de positivitat del DNA-VHB
al serum de pacients amb HBsAg negatiu i
hepatopatia cronica (3, 15).

El fet que el 94,3 % dels pacients amb
hepatitis cronica pel VHB presentin repli-
cacid virica documentada per la positivitat
del DNA-VHB en sérum confirma la clara
associacio entre l'activitat replicativa del
virus i la preseéncia de lesié hepatica, en
aquest grup de malalts. Aixo ho corrobora
el fet que cap dels portadors sans de
’HBsAg analitzats en aquest estudi pre-
senta replicacié del VHB. De totes mane-
res, no hem aconseguit detectar replicacié
del VHB al serum de 4 pacients antiHBe
positius i amb hepatitis cronica. Aquesta
dada coincideix amb les d’altres autors de
I’area mediterrania (13, 25). Malgrat que
hom pot suposar, en aquest grup de ma-
lalts una sobreinfeccié per un virus de I’he-
patitis no A no B, o bé 'accié de mecanis-
mes patogenics de caracter autoimmunita-
ri, no disposem actualment de cap hipotesi
que expliqui de forma consistent la ra¢ de
la persistencia d’inflamacié hepatica en
aquests malalts.

En resum, el métode d’hibridacié mole-
cular emprat en aquest estudi és un proce-
diment senzill, sensible i especific per a la
valoracio de [I’activitat replicativa del
VHB. La disponibilitat d’aquest marcador
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permetra aprofondir en aspectes poc cone-
guts de la historia natural de la infeccié
cronica pel VHB, aixi com comprovar I’ac-
i antivirica dels farmacs utilitzats en es-
tudis terapéutics.
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