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1. ESTRUCTURA DEL VHB

El virus de la hepatitis B (VHB) fue descubierto en 1967. Baruk Blumberg, estudiando el suero de

enfermos que habian recibido multiples transfusiones y presentaban transaminasas repetidamente

elevadas en suero, descubri6 la presencia de una proteina antigénica con una velocidad

electroforética similar a las globulinas a-2. Se trataba del antigeno de superficie del VHB (HBsAQ).

Se le denomind antigeno Australia debido a que se aislé en un aborigen australiano por primera vez
(Blumberg y col., 1965).

El VHB es un virus ADN perteneciente al género Orthohepadnavirus, dentro de la familia

Hepadnaviridae). Es un virus pequefio, de morfologia esférica, de 42-47 nm de diametro (Landers

TAy cols., 1977), con dos zonas:

una zona externa, constituida por una bicapa lipidica de 7 nm de espesor de origen
eucariota, a la que se encuentra asociado el HBsAg, y que condiciona el tropismo del VHB

por los hepatocitos (Dane y col., 1970; Mason y col., 1980).

una zona interna o nucleocapside, de simetria icosaédrica y 22-25 nm de didmetro, que
incluye el antigeno core (HBcAg), una ADN polimerasa (Robinson y col., 1974), una
proteina con actividad kinasa que fosforila el HBcAg (Feitelson y col., 1982), el ADN
virico y proteinas del hospedador (Hu y col., 1997). EI ADN virico es una molécula de
ADN parcialmente bicatenaria, de modo que la cadena negativa, que esta completa, tiene
un extensién aproximada de 3200 pb, mientras que la cadena positiva, incompleta, tiene un
tamafio que oscila entre los 1800 y los 2700 pb (Hruska JF y col., 1977;Sattler y col. 1979;
Okamoto y col., 1988). Esta unido covalentemente a la proteina terminal de la polimerasa
viral (Ganem y col., 2001). La complementariedad entre las regiones 5 de las dos cadenas
actla de region terminal cohesiva permitiendo la configuracion circular del genoma. Esta
regién contiene dos repeticiones de 11 nucleétidos llamados DR1 y DR2 (repeticiones
directas cortas) que juegan un papel esencial en la replicacion virica (Miller y col., 1989) y
en la integracion del ADN del VHB en la célula hospedadora y estan fuertemente
conservadas entre los diferentes VHB y otros Hepadnavirus (Dejean A y col., 1984). El
extremo 5° de la cadena negativa se halla dentro del DR1 y el 3" de la positiva en DR2
(Seeger y col., 1986).



Ana M@ Blazquez de Castro

Existe ademas otro antigeno virico, el HBeAg, que no forma parte de la estructura del virus, sino
que se sintetiza a partir del mismo gen que codifica el HBcAg. Es un antigeno soluble, se detecta

en suero y se cree que tiene una funcién reguladora (Yang y col., 2006) (Figura 1).
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Hepatitis B
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Figura 1. Estructura del VHB. J A Perkins. Tomado de es.slideshare.net

Las particulas virales completas (particulas de Dane) tienen un diametro de 42 nm. La concentracion de
particulas viricas en suero puede ser superior a 10° copias/mL. En el suero también se encuentran las
particulas S. Se trata de particulas esféricas, de 16-25 nm de diametro, o filamentosas, de 22 nm de
espesor y longitud variable, constituidas por acimulos de HBsAg, sin componentes de la nucleocapside.

Su concentracion en suero puede ser superior a la de las particulas viricas (102 copias/mL) (Dane y col.,

1970; Summers y col., 1978; Marion y col., 1980) (Figura 2).

Pal protein

Spherical particle

Membrane
Virus ~20nm diameter
Dane particle
40nm Filamentous particle
diameter Up to 200nm long

Figura 2. Estructura de particula Dane y particulas S. Tomado de
Microbiologybook.org.
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2. ESTRUCTURA DEL GENOMA VIRAL

La organizacion del genoma del VHB es muy compleja, debido a que debe generar multiples proteinas
a partir de una molécula de ADN de extensién muy reducida. Mientras el tamafio del genoma del VHB
es de unos 3200 pb si se tiene en cuenta la cadena completa, otros virus ADN, como los del grupo herpes,

tienen un genoma cuyo tamafio oscila entre los 125.000 y los 250.000 pb.

Para paliar este déficit, el genoma del VHB se estructura en 4 marcos de lectura abierta (ORF) C, P, S
y X fuertemente solapados. Este solapamiento hace que toda la secuencia del genoma sea codificante y
que incluya los elementos reguladores. Su capacidad codificante es 1,5 veces superior a la que tendria
si no existiera solapamiento de genes que se transcriben dando lugar a 5 ARN mensajeros (ARNprecore,
ARNCcore, ARNpreS1, ARNpreS2/S y ARNX) (Miller y col., 1989) (Figura 3).

Figura 3. Esquema del genoma del VHB
Adaptado de proanalisis.com

Los ARNm difieren en su extremo 5 (en funcidn de los promotores correspondientes), pero el extremo
3" es una sefal poliadenilada (TATAAA) comun, localizada en la region 1916-1921. Los ARN precore
y core tienen una longitud mayor que el genoma, con una redundancia en el extremo 3"que va desde el
lugar de inicio de la transcripcion (57) hasta la sefial de poliadenilacion, de manera que la sefial de
poliadenilacion solo es reconocida como sefial para la finalizacion de la transcripcion en una segunda
lectura de la transcripcion. En este fragmento, la secuencia correspondiente a la region precore posee
una estructura secundaria que es la sefial de encapsulacion o sefial €, fundamental en la replicacion del

virus (Junker-Niepmann y col., 1990; Pollack JR y col., 1993; Kidd AH y col., 1996).

21.GenC

El gen C o precore-core (posiciones 1814-2458) codifica dos proteinas y tiene dos codones de iniciacion
(ATG). Cuando la traduccion se inicia en el primer codon (posicion 1814) da lugar a un péptido de 25
k3 y por protedlisis, da lugar al HBeAg, de 21 ko soluble que se cree que tiene un papel importante en

la inmunotolerancia y la persistencia viral. Cuando lo hace en el segundo coddn de iniciacion (posicién

10
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1901), da lugar al HBcAg de 21 k3, componente de la capside virico. La regién situada entre los dos

codones de iniciacidn se denomina preC o precore.

2.2.Gen S

El gen S (posiciones 2854-833) codifica la proteina que constituye la envuelta del virus completo y las
particulas no infectivas. Presenta 3 codones de iniciacion (posiciones 2854, 3211 y 155) en el interior
del ORF, que definen 3 regiones denominadas PreS1, PreS2 y S. En funcion del coddn de iniciacion

utilizado se pueden generar 3 polipéptidos de diferente tamafo, denominados péptido L o proteina

PreS1, correspondiente a las 3 regiones S, PreS1y PreS2, con un peso molecular de 39 ko péptido M o
proteina preS2, correspondiente a las regiones PreS2 y S, con un peso molecular de 33 kd y péptido S

o proteina S, correspondiente solamente a la region S, con un peso molecular de 24 kd. Estas proteinas
muestran una glucosilacion variable y dan lugar a la envuelta del virus. La proteina S es la mas abundante
y en ella se encuentra el asa (loop) antigénica “a”, que incluye los aminoéacidos 124-147, frente a la que

se produce la respuesta primaria de anticuerpos neutralizantes anti-HBs.

Aunque la estructura del HBsAg se mantiene en todos los casos, existen componentes alternativos que
determinan la existencia de diferentes subtipos. Todos poseen el determinante antigénico “a” y dos pares

de determinantes mutuamente excluyentes segun los aminoacidos:

e d/y (aminodcido lisina o arginina en la posicion 122 del HBsAQ)
e w/r (aminoacido lisina o arginina en la posicién 160 del HBsAg) con subespecies segun el
amino&cido en la posicion 127: wl/w2) (prolina) w3 (treonina) o w4 (leucina) y fenilalanina en

posicion 134 y/o alanina en 159 para w2.

Ademas la especificidad g- que corresponde a los aminoécidos alanina y glicina en las posiciones 177 y
178y g+ que corresponde a valinay glicinaen 177y 178 (Norder H y col., 1992; Wong W'y col., 2012).
Segun esto, existen 10 serotipos o subtipos aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw3, adw4q-, adrg+
y adrg- (Robinson W y col., 1982). La proteina PreS1 parece ser la encargada de reconocer los
receptores de la superficie del hepatocito e interactuar con las células T y B por lo que juega un
importante papel en la respuesta inmune contra la infecciéon por VHB (Kuroki K y cols., 1990; Maeng
CY y cols., 2000; Park JH y cols., 2000; Chen BF y cols., 2006). Su receptor funcional especifico es un
polipéptido transportador de taurocolato sddico (Yan H y cols. 2012).

Las particulas subviricas estan formadas sobre todo por polipéptidos S, con menores cantidades de PreS2
y cantidades muy pequefias de PreS1.

11
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2.3.GenP

El gen P del VHB (posiciones 2307-1623) abarca las tres cuartas partes del genoma y se solapa con la
porcion carboxi-terminal del gen C, el gen S completo y la porcion amino -terminal del gen X. Tiene
cuatro dominios funcionales: una regién que codifica el cebador proteinico para la sintesis de la cadena
negativa llamado proteina terminal (PT) que permanece unido covalentemente a la cadena de ADN por
su dominio amino-terminal (Bartenschlager y col. 1988; Bosch y col., 1988), una region espaciadora de
300 bases no esencial, una region catalitica que codifica un polipéptido basico de 90 K[ con actividad
ADN polimerasa/transcriptasa inversa (dominio RT) y el dominio RH en el extremo carboxi-terminal

con actividad H ribonucleasa (Miller y col., 1986; Radziwill y col., 1990).

2.4.Gen X

El gen X del VHB es el gen mas pequefio, esta situado entre las posiciones 1374-1838. Codifica el HBX,
un polipéptido de 145-154 aminoacidos que parece esencial para incrementar la replicacion del VHB
(Murakami y col., 1999; Bouchard y col., 2001; Tang y cols., 2006) y que se asocia, por mecanismos
aun poco conocidos, a una mayor probabilidad de aparicion de hepatocarcinoma (Moriarty y col., 1985;
Haruna y col., 1991; Kimy col., 1991; Song y col. 2003; Tang y cols., 2006).

2.5. Promotores y enhancer

Las regiones promotoras y los potenciadores (enhancer) de la transcripcion son otros elementos
gendmicos en el VHB (Kosovkiy col., 1998). La sintesis de cada uno de los ARNm est& determinada
por su correspondiente promotor (Ganem y col., 1987), y la actividad de estos promotores esta regulada
a su vez por los elementos potenciadores o enhancer 1y Il (Suy col., 1992; Guo y col., 1991; Wang y
col. 1990). Aunque el promotor es la regidn necesaria para lograr el inicio de la transcripcién, puede no
ser suficiente para determinar la regulacion completa del gen (Werner, 1999). Los dos enhancer
presentan especificidad hepatica, debido a que requieren factores de transcripcion hepaticos para su
actividad (Kosovki y col., 1998) y se encuentran en ORF C. El proceso completo de replicacion requiere

varios cambios de posicién de los cebadores.
Se han identificado 4 regiones promotoras: PreS1, PreS2, precore-core y X, situadas en ORF P:

e El promotor PreS1 contiene los sitios a los que se uniran los factores de transcripcion del
hepatocito FNH-1 (factor nuclear del hepatocito-1) y FNH-3 (factor nuclear del hepatocito-3)
(Raney y col., 1989). Son activados por el factor nuclear 4a del hepatocito y se inicia la
transcripcion del ARNm que codifica la proteina PreS1/L de la envoltura virica.

o El promotor PreS2 o S da lugar a la transcripcion de los ARNm que origina el polipéptido preS2

/My al S, también presenta especificidad hepética y es controlado por enhancer 1l (Zhou y

12
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c0l.1990). En la regidn S existe un promotor de transcripcién que permite a la célula excretar
HBsA(g sin que exista replicacion del genoma.

e El promotor precore-core incluye 232 nucledtidos entre las posiciones 1591 a la 1822. En él se
distinguen dos regiones: el promotor basico del core (PBC) y la upper regulatory region (region
reguladora en 5 respecto al promotor basico del gen precore-core). El PBC es suficiente para
iniciar la transcripcion del ARN precore y el ARN pregendmico (Kramvis y col., 1999).
Contiene un sitio de unién para un factor de transcripcion que se encuentra predominantemente
en el higado. Por eso, la replicacion virica, que necesita un paso inicial de transcripcion de
ARNmM pregendmico, tiene lugar en el hepatocito (Lopez Cabrera My col., 1990). La unién del
factor de transcripcion al promotor permite la transcripcion de dos ARNm. Uno codifica la
proteina precore que contiene el HBeAg y otro, ARNm pregenémico, codifica la polimerasa y
el HBcAGg, y sirve como plantilla para la replicacion de la cadena negativa del ADN virico por
transcripcion reversa. El promotor precore-core es regulado por enhancer |y Il, que pueden
ser activadas por factores de transcripcion del huésped (Guo W y col., 1993).

e El promotor X controla la transcripcion de la proteina X que se encuentra muy conservada entre
todos los hepadnavirus de los mamiferos pero esta ausente en los de las aves (Wei Y vy col.,
2010).

En ambas cadenas de ADN se solapa la region de los extremos 57, y asi se mantiene la conformacién
circular aunque no esté cerrado covalentemente (ADN rc). Dentro del hepatocito, el ADN se cierra de
forma covalente (ADNccc) gracias a la polimerasa virica y a actividades enzimaticas del huésped
(Summers ycol. 1982; Moraleda y col., 1997; Beck y col., 2007; Zhu ycol., 2001).

En un hepatocito infectado pueden existir hasta 50 moléculas de ADNccc unidas a diferentes tipos de
proteinas, principalmente histonas, existiendo como minicromosomas o episomas que permaneceran de
por vida, constituyendo un reservorio virico y haciendo imposible la curacion sensu stricto de la hepatitis
B (Newbold y col., 1995).

Se han obtenido evidencias de la regulacion epigenética de la transcripcion, demostrandose que los
niveles altos de replicacion se correlacionan con un aumento de la acetilacion de histonas H3/H4 ligadas
a los minicromosomas, mientras que niveles bajos de viremia se correlacionan con hipoacetilacion
(Pollicino y col., 2006).

2.6. ADNy ARN

La cadena negativa del ADNccc seré el molde para la ARN polimerasa Il del huésped, que sintetizara
cuatro ARN mensajeros subgendmicos que son traducidos en HBeAg (de ARNm precore de 3.5 Kb),
particula subviral S o particulas de la envuelta (ARNm de 2.4 kb y 2.1 kb), proteina X (de ARNm de

13
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0.8 kb) y un ARN pregendmico que la polimerasa convierte en nuevas cadenas de ADN, que seran

empaquetadas en nuevas particulas viricas o repondran el reservorio de ADNccc.

Por lo tanto, la polimerasa tiene una doble actividad: transcriptasa (de ADN a ARN) y retrotranscriptasa
(de ARN pregendémico a ADN) (Summers y col, 1982). Esta Ultima carece de capacidad correctora de
errores (proof reading), por lo que hay una tasa de mutacion de 1,4-7,9 x 10-°
sustituciones/nucleédtido/afio (Okamoto y col., 1988; Orito y col., 1989; Fares y col., 2002; Osiowy Cy
col., 2006), muy superior a las que se registran con otras ADN polimerasas. Debido a esto, no puede
hablarse de infecciébn por un Unico virus, sino por un conjunto de variantes genéticas viricas
(quasispecies) que evolucionard a lo largo de la infeccion segun la respuesta inmunolégica y los
tratamientos, siendo responsable de la aparicion de resistencias. Segin esta variabilidad se han
identificado hasta 10 genotipos diferentes (A-J) y en algunos de ellos, subtipos, dependiendo de
inserciones o deleciones de aminoécidos que provocan una diferencia mayor del 8% en las secuencias

del genoma virico completo (Yuny col., 2012) (Figura 4).

Particula viral VHB Epitopo «a» Determinantes subtipos
(Dane) 42 nm 124-147 ¥

b T T T
SIS
"\e\\‘\\\}ﬂ\\ Ll !Ilf;;f{‘?b,’ ]

Proteina preS1

Proteina preS2

j . Proteina S
- -

cc

aa 149

HBeAg
 HBcAg (capsida) 185 aa

aa19

Figura 4. Esquema de. VHB.
Tomado de
Rodriguez Friasy col., Enferm
Infecc Microbiol Clin 2008

0,8 kb ARN
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3. PROTEINAS VIRICAS

3.1. Polimerasa virica

La polimerasa virica esta formada por 832 aminocidos, y tiene varias funciones enzimaticas que en
otros virus realizan enzimas independientes. Tiene actividad transcriptasa inversa, que crea la cadena
corta de ADN a partir de un molde ARN; actividad ribonucleasa, que degrada el molde de ARN (Nassal
M, 1999); y actividad ADN polimerasa, que genera la cadena larga de ADN partir del molde de ADN

(Ganem Dy col., 2001) (Figura 5). Existen 4 dominios funcionales:

e Laproteina terminal (PT), unida covalentemente por un residuo de tirosina a la posicion 63 del
extremo 5 de la cadena negativa de ADN y que hace de cebador (Bartenschalager R y col.,
1988; Bosch V y col., 1988)

e Laregion espaciadora, con una funcidon mas estructural que enzimatica y hace que contacten la
PT y laregion de la transcriptasa inversa.

e La transcriptasa inversa (RT), que puede tener variantes. Posee 8 dominios cataliticos (A-G).
La secuencia YMDD del dominio C (tirosina- metionina-aspartato-aspartato) es caracteristica
de las regiones RT retroviricas. Variaciones en esta regién pueden tener consecuencias
trascendentes en la actividad enzimatica.

e Regidn carboxiterminal tiene actividad ARNasaH (Nassal M, 1999). Degrada el molde de ARN

pregendmico una vez que la transcripcion ha tenido lugar (Seeger y col., 2000).

3.2. Antigeno core

El antigeno ¢ 0 HBCAg es una proteina pequefia, de 185 aminodacidos en los subtipos adw y adw2, y
de 183 aminoacidos en los demas subtipos. Consiste en 4 hélices a con dos hélices interiores formando
una horquilla antiparalela. Dos mondémeros de proteina core forman un dimero (Zhou y col., 1992;
Gunther y col., 1999), y 90-120 dimeros se ensamblan y forman una particula core icosaédrica de
aproximadamente 28 nm de diametro, que presenta en la superficie virica la region de unién de la
horquilla antiparalela que por microscopia electronica se observa en forma de espiculas (Crowther y
col., 1994, Gunther y col., 1999). Se cree que el epitopo dominante para las células B se encuentra en
estas espiculas (Salfeld y col., 1989).

El HBcAg es también una diana para la inmunolisis celular mediada por células T, ya que en los
pacientes con hepatitis B crénica se ha demostrado la presencia intrahepatica de linfocitos T especificos
para el VHB (Moreno y col., 2000). El extremo C-terminal, rico en argininas, se localiza en el interior
de las particulas y es el que se une al ARN pregendmico para la replicacion del virus (Seifer y col., 1994;
Zlotnick y col., 1997). La fosforilacion de la capside por kinasas del hospedador regula la union del
genoma virico a la proteina de la capside y la estabilidad de la nucleocapside. Se cree que también juega

un importante papel en los primeros estadios de la replicacion virica (Nassal, 1992; Yehy col., 1990).
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3.3. Antigeno e

El antigeno e 0 HBeAg se descubri6 en 1972. La proteina “precore/core” esta constituida por el HBCAg
y 29 aminodcidos adicionales codificados por la region precore. Esta extension, que se sitGa en el
extremo amino-terminal, contiene una sefial peptidica altamente hidrofébica y permite la insercién de
la proteina en el reticulo endoplasmaético de la célula huésped (Ou, 1997). Por accion de una peptidasa
se elimina la sefial y se genera una proteina llamada p22e que es transportada al aparato de Golgi, donde
se eliminardn aminoacidos en un numero variable, y es exportada al torrente sanguineo como un
antigeno soluble, el HBeAg (Jean Jeany col., 1989; Wang y col., 1991; Ou, 1997) (Figura 5). Su funcién
se desconoce, aunque se ha descrito en experimentos in vitro que la no expresion de esta proteina
aumenta la replicacion del virus (Lamberts y col., 1993; Buckwold y col., 1996; Guidotti y col., 1996).
Se cree que atraviesa la placenta y actla como inmunotolerégeno al activar una respuesta
antiinflamatoria, lo que facilita el establecimiento de una infeccion persistente y podria tener que ver

con el gran indice de cronicidad observado en hijos de madres HBeAg+ (Yang y col., 2006).

3.4. Antigeno de superficie

El antigeno de superficie 0o HBsAg es un complejo formado por tres proteinas:

e Proteina S, compuesta por 226 aminoacidos, y es la principal envoltura del virus.
e Proteina M de 281 aminoé&cidos.

e Proteina L de 345 aminoécidos.

Posee una configuracién en doble lazo con estabilidad por puentes disulfuro y al menos 5 epitopos
conformacionales (HBs1- HBs5), algunos de los cuales contribuyen al ensamblaje del determinante
antigénico “a” (aminoacidos 121-149). La mayor parte de los HBsAc y las inmunoglobulinas especificas

policlonales lo reconocen (Gibb Ry col., 2007)

Las proteinas de HBsAg se insertan en una bicapa lipidica de origen eucariota. Pueden autoensamblarse
en envolturas viricas vacias en ausencia de otras proteinas viricas o &cidos nucleicos es decir, las
proteinas de superficie pueden ser secretadas independientemente desde las células como particulas
subviricas sin otros componentes virales (Dubois y col., 1980). La proteina S contiene una region
hidrofilica que reconoce y se une a un receptor de la membrana del hepatocito, permitiendo la infeccién

de la célula.
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Figura 5. Sintesis de precore/core, polimerasa y proteinas de envoltura
desde ARNm. Tomado de Cassino L, “Coinfeccion HIV-HBV en regiones
gendmicas reguladoras’™ 2011.

3.5. Proteina X

La proteina X o HBXx esta codificada por el gen X, contiene 154 aminoacidos y esta conservada en todos
los hepadnavirus de mamiferos pero esta ausente en los de las aves. Es apenas detectable tanto en
infecciones agudas como crénicas (Su Q y col., 1998). Est4d mal caracterizada y se desconoce su
localizacion en la particula virica y en la célula hospedadora. Se trata de una proteina viral reguladora
Unica ya que no se une a cualquier ADN viral o del hospedador y es un transactivador débil, aunque
capaz de activar la transcripcion de genes virales y celulares por interaccion directa o indirecta con varias
dianas (Twu JS y cols., 1987). Ademas, puede modular varias funciones celulares, incluyendo las
respuestas inmunes celulares y humorales, lo que parece relacionado con la hepatocarcinogénesis (Su Q
y cols., 1998). Es necesaria para la infectividad del virus in vivo: se observé que genomas de
hepadnavirus X-deficientes inoculados en higados de marmotas fueron incapaces de iniciar una
infeccion (Chen Hs y col., 1993; Zoulim F y col., 1994). Ademas se ha demostrado, usando sistemas
celulares y un modelo de raton, que la expresion de HBXx era capaz de restaurar la replicacion de un
VHB X-deficiente, dando lugar a cifras de viremia similares a las del virus silvestre (Tang H y col.,
2005; Keasler VV y col., 2007).

Este amplio espectro de actividades se basa en dos mecanismos: la interaccion directa con reguladores
transcripcionales nucleares y la activacion de la sefial de transduccion. HBx transactiva y se une a
promotores celulares y enhancers, como el NF-kB (factor nuclear-kappa-B), AP-1(activador de proteina
1), AP-2, CCAAT-enhancer binding protein (c-EBP), factor activador de transcripcion (ATF)/CREB,
ARN polimerasa, factor nuclear de células T activadas (NF-AT), promotores celulares asociados con
la proliferacion celular como IL-8, TNF, TGF B y receptor de factor de crecimiento epidérmico. La
activacién de la transcripcion CREB/ATF-dependiente la realiza por dos mecanismos: aumenta la
afinidad de CREB/ATF y ADN y aumenta el reclutamiento de CBP/p300 para el CREB/ATF unido a
promotores celulares (Barnabas Sy col., 1997; Cougot D y col.,2007). La familia CREB/ATF juega un
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papel esencial en la proliferacion hepatica, el metabolismo y la oncogénesis. La modulacion de su
actividad puede ser una funcion importante del HBx (Abramovitch R y col. 2004). Ademas esta
actividad estaria involucrada en la activacion de la transcripcion del VHB mediada por HBx desde una

secuencia CREB-like (CRE) presente en enhancer 1y en PreS2.

Se necesitan mas estudios del papel de CREB y otros coactivadores como CBP/p300 en la activacion

de la replicacion del VHB por HBx.

HBXx también se ha relacionado con otras actividades como la regulacion del ciclo celular, activacién de
mecanismos de sefializacion, modulacion de apoptosis e inhibicion de la reparacion del ADN (Andrisani
OM vy col., 1999; Bouchard MJ y col., 2004; Tang H y col., 2006). La apoptosis es un mecanismo
primario de defensa antivirica en las células infectadas, y muchos virus codifican proteinas que
interactGan con los mecanismos reguladores de muerte celular. Si el virus logra interferir en la apoptosis
lograria establecer una infeccion persistente y a la inversa, algunos virus (lentivirus, retrovirus y
papiloma) han desarrollado funciones pro-apoptosis para facilitar su diseminacion y eludir la respuesta
inflamatoria (Yamada T y col., 1994; Westendorp MO y col., 1995; Desaintes C y col., 1997). En las
etapas preneoplasicas de la carcinogénesis, la continua muerte y regeneracion hepatica podrian favorecer
la seleccién de células que han desarrollado estrategias de supervivencia y contrarrestarian la actividad
proapoptosis de HBx. DDB1 es una subunidad del complejo UV-DDB involucrado en la reparacion del
ADN (Chu Gy col., 1988). HBx puede interactuar con DDB1 (aunque su papel ain es desconocido) y
por lo tanto, interferir en la reparacion del ADN.

Ademéas HBx contribuye a la carcinogénesis modulando la angiogénesis, ya que la expresion de HBx
induce la transcripcion del factor de crecimiento endotelial y estabiliza el factor inductor de hipoxia
(HIF-1) (Yoo YG y col., 2008; Han HK y col., 2007). La mayoria de las actividades de HBx se pueden
interpretar como un intento de manipular los mecanismos celulares para estimular la replicacion virica,
lo que podria tener efectos colaterales como alteraciones y disfunciones en la célula hospedadora y
conducir a una malignizacion. Se han descrito mutantes HBx en higado y en suero de pacientes en
diferentes situaciones clinicas. Las deleciones de COOH-terminal alteran la capacidad de controlar la
proliferacion celular y la actividad transcripcional, y pueden estar implicadas en carcinogénesis (Tu H
y col., 2001). Se han descrito mutaciones en los aminoacidos 130 y 131 que parecen asociadas con
hepatitis cronicas graves y aumentan el riesgo de desarrollar hepatocarcinoma. En un estudio en suero
se vio que estas mutaciones aparecen antes del desarrollo del hepatocarcinoma, sin embargo, las
consecuencias funcionales de estas mutaciones no estan todavia claras (lavarone M y col., 2003; Leon
By col., 2005; Kuang SY y col., 2004).
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4. VARIABILIDAD GENOMICA DEL VHB.

Aungue el VHB es un virus ADN, intracelularmente no es estable. Presenta una alta tasa de mutacion,
en torno a 1,4-7,9 x 10 sustituciones/nucleétido/afio (Okamoto H y col., 1988; Orito E y col., 1989;
Fares MA y col., 2002; Osiowy C y col., 2006) debido a la fase de transcripcidn reversa presente en su
ciclo replicativo, a la carencia de actividad proof reading de la retrotranscriptasa, y al solapamiento de

genes del virus.

Como consecuencia, a medida que la infeccion progresa en el tiempo, el virus circula cada vez mas no
como un elemento genéticamente homogéneo, sino como una mezcla de variantes genéticas que
constituyen quasiespecies (QS); esta mezcla de QS tiende a hacerse mas heterogénea a lo largo del
tiempo, aunque la intensidad de esta diversificacion se ve influenciada por otros factores, como la
situacion inmunoldgica del huésped y el uso de farmacos antiviricos que ejercen una presion selectiva.
La cepa silvestre y las QS son almacenadas en el reservorio de los hepatocitos. De este modo, en un
paciente infectado, a partir de un determinado momento en la evolucion de la infeccidn, coexiste una
secuencia predominante con una gran variedad de secuencias minoritarias, que difieren de la mayoritaria
en unas pocas mutaciones o deleciones. Los factores anteriormente citados, como la presion
inmunolédgica o los tratamientos antiviricos, pueden desplazar la secuencia mayoritaria, seleccionando

una secuencia minoritaria hasta ese momento y convirtiéndola en predominante.

Existen estudios que demuestran como las mutaciones asociadas al uso de antivirales se encuentran en
pacientes con hepatitis B cronica incluso antes del uso de terapia antiviral (Kim y cols., 2008) por lo
que es posible que mutaciones que confieren resistencia a antivirales puedan preexistir antes del
tratamiento como una poblacion de QS minoritaria que puede no ser detectada debido a la falta de
sensibilidad de las técnicas empleadas si estan en una proporcion menor del 20% (Lok y cols., 2007;
Kao y cols., 2008).

Se ha documentado que en la fase de inmunotolerancia existen menos variantes que en la fase inmuno-
activa (Tedder y cols., 2013). También se ha observado que afios antes de que se produzca la pérdida
de HBeAg y aparicion de HBeAc existen cambios dindmicos en el pool de QS, es decir, parece que la
seroconversion HBeAg es méas un proceso lento que un acontecimiento seroldgico repentino (Lim y
cols., 2007).

Por tanto, las variantes del VHB son relevantes en el diagnostico de la enfermedad, la progresion de la

misma, el desarrollo de hepatocarcinoma y los fallos de vacuna y de la terapia antiviral.
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El ARN pregenodmico del VHB es la matriz de la replicacion virica, y puede sufrir “splicing” (Glinther
Sy col., 1997). Estos ARNSs se diferencian por el sitio de ensamblaje o “splicing” y pueden representar
el 30% del ARN pregenémico (Bréchot C y col., 2010). Su papel en la replicacién virica no esta
establecido. Sobre los ARNs con “splicing” puede haber fendmenos de encapsidacion,
retrotranscripcion y pueden secretarse con las particulas defectivas (Gunther Sy col., 1997; Terré S 'y
col., 1991). Se ha demostrado “in vivo” que la secrecién de al menos una de estas particulas esta

relacionada con la severidad de la enfermedad hepética en portadores cronicos (Soussan P y col., 2008).

Uno de los ARN con “splicing” codifica una proteina llamada “hepatitis B spliced protein” HBSP
hallada en muestras de biopsia de higado de pacientes con hepatitis cronica activa (Soussan P y col.,
2000). Se encuentran anticuerpos dirigidos contra esta proteina en el 50% de pacientes con hepatitis
crénica (Soussan P y col., 2000; Soussan Py col., 2003), parece existir correlacion entre la deteccion de
anticuerpos anti-HBSP vy fibrosis (Soussan P y col., 2003). También existe una respuesta de células T
contra HBSP en pacientes con hepatitis crénica (Mancini-Bourgine M y col., 2007). HBSP induce la

apoptosis sin bloquear el ciclo celular (Soussan P y col., 2000; Lu YW y col., 2008).

4.1. Mutaciones en el gen C

El gen precore-core codifica dos proteinas al tener dos codones distintos de iniciacion: la preC, que dara
lugar por proteo6lisis al HBeAg, y la proteina core. En la fase de la hepatitis cronica HBeAg- con
replicacion viral existen variantes en el precore y el PBC que impiden o disminuyen la expresion del
HBeAg (Akahane Y y cols., 1990; Brunetto MR y cols., 1991).

La mutacion mas frecuente es la G1896A, gque produce una sefial de parada en el codon 28 (TGG pasa
a TAG) lo que impide el paso de la proteina precore al reticulo endotelial celular y la secrecion de
HBeAg. Esta mutacién estd asociada a genotipos que tienen un nucledtido timina en la posicién 1858
en vez de un nucleétido citosina (genotipos B, D, E y parte de los C y F). Esta variante afecta a la
estabilidad de la estructura epsilon y a la sefial de encapsidacion (Akahane Y y cols., 1990). La mutacion
preC se observa mas en el genotipo D (65%) que en el A (9%) (Gao Sy cols., 2015).

Las mutaciones que ocurren en la regién PBC pueden regular la transcripcion del ARNm preC e inhibir
la sintesis de HBeAg. La doble mutacion A1762T/G1764A en la region PBC, conduce a una reduccion
de ARNm preC resultando una seroconversion HBeAg y una reduccion de los niveles de HBeAg en un
50 % (Buckwold VE vy cols.,1996; Scaglioni PP y cols; 1997). Ademas, la carga en pacientes HBeAg-
es menor que en HBeAg+, pero la capacidad de replicacién puede ser restaurada por la mutacion PBC,
especialmente si se afladen mutaciones adicionales como T1753C, C1766T y T1768A (Baumert TF y
cols., 1996).
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Al igual que las mutaciones preC, las mutaciones PBC son mas frecuentes en determinados genotipos
como el Dy el C (Chan HL y cols., 1999).

La mutante precore se detecta como media en un 60%: 92% en el &rea mediterranea, 50% en Asia 'y 24
% en Estados Unidos. Sobre la PBC existen pocos datos, en Asia esta en torno al 77% entre los pacientes
HBeAg-. (Funk Ml y col., 2002).

Las mutaciones preC y PBC estan también relacionadas con las respuesta a la terapia con IFN: la
mutacion G1896A estd asociada a una respuesta pobre al interferon independientemente de HBeAg
(Fattovich G y cols., 1995), mientras que menos mutaciones en la regién PBC estan asociadas a una

respuesta mejor (Lok AS y cols., 2000).

Otras variantes que se sitlan en las posiciones 1814-1816 alterando el codén de iniciacion (Carman WF
y col., 1989; Jardi R y col., 2004) se asocian a hepatitis fulminante y son muy frecuentes en el area

mediterranea (Rodriguez-Frias F y col., 1995).

Se cree que, en primer lugar, aparecen las variantes del PBC y después las precore (Kay Ay col.,2007),
siendo muy frecuente la deteccion simultanea de las dos en hepatitis crénicas. Si a esta combinacion se
afladen mutantes preS1 y preS2, el curso de la enfermedad serd mas severo, incluyendo hepatitis

fulminante y hepatocarcinoma.

4.2. Mutaciones en el gen S

La envoltura proteica del VHB esté codificada por el gen preS1/preS2/S generando las proteinas L, M
y S. Los anticuerpos se unen predominantemente a la region hidrofilica del HBsAg llamada
determinante “a”. Las mutaciones en el determinante “a” afectan a la antigenicidad del HBsAg,
originando variantes de escape a la vacuna ya que los virus no podran ser neutralizados por los
anticuerpos, fallos en tratamientos con inmunoglobulina especifica y falsos negativos en técnicas

diagnosticas (Carman WF y cols., 1990).

La transmision de estas mutantes de escape puede llegar a ser un problema de salud puablica (Thakur V
y cols., 2005). El primer caso se describio en Italia estudiando nifios de madres portadoras que habian
sido vacunados y desarrollaron infeccion. En uno de ellos, al realizar el anélisis molecular, se observo
una mutacion de guanina por alanina en el nucleétido 587 que se tradujo en cambio de aminoacido
glicina por arginina (G145R) en el determinante altamente antigénico del HBsAg (Carman W y col.,
1990). Se trataba de la mas comuln de las variantes de escape de la vacuna: la sG145R. Es una mutacion
estable y se puede transmitir horizontalmente en presencia de altos titulos de HBsAc (Chakravarty R y
cols., 2002). La mutante G145R junto a una insercion entre las posiciones 122 y 123 del determinante

“a” se observo en una reactivacion fulminante de la hepatitis (Carman WF y cols., 1995).
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La estructura del HBsAg puede afectarse por otras variantes como K141E, T131l, N144R, y la insercién
de tres aminoacidos entre las posiciones 123 y 124 (Seddigh-Tonekaboni S y cols., 2000; Weber B,
2005).

Otras sustituciones en el determinante “a” que se han detectado son T116N, P120/S/E, I/T126 A/N/I/S,
Q129H/R, M133L, K141E,P142S y D144/A/E. Aunque estas mutantes son mas frecuentes en zonas
donde se llevan a cabo programas de inmunizacion universal, hasta ahora no han originado ningun efecto

negativo (Basuni AAy cols., 2004).

El gen preS es el que presenta mas alta heterogenicidad en el genoma del VHB (Sterneck M vy cols.,
1999). La presion inmune debida a la vacunacion o la inmunoterapia puede inducir mutaciones en la
regién preS que afecten no solo a la respuesta inmune sino a la expresion del virus, la sintesis y la
secrecion (Chen BF y cols. ,2006; Kim HS y cols., 1996; Bruss V 1997; Chaudhuri V y cols., 2004).

Mutantes HBsAg pueden producir hepatitis B oculta (OBI), ya que no se detecta el HBsAg por los

ensayos convencionales y hay un nivel moderado-alto de carga viral.

También se han observado mutantes por delecion en la hepatitis crénica por VHB especialmente en
pacientes con genotipo C (Sugauchi F y cols., 2003). La mutante por delecidon esta relacionada con la
progresion de la enfermedad debido, posiblemente, a un defecto en la secrecion que hace que se acumule
el HBsAg en el reticulo endoplasmico celular conduciendo al stress celular y, segin parece, a la
oncogénesis (Chen CH y cols., 2007)

La mutante por delecion pre-s junto a otra mutacion puntual S se correlaciona con la coexistencia de

HBsAg y HBsAc, indicando seleccion por presion inmune (Huang Xy col., 2010).

También hay que tener en cuenta que debido al fuerte solapamiento, mutaciones en el gen P pueden

causar concomitantemente mutaciones en el gen Sy viceversa.

4.3. Mutaciones en el gen P

Las variantes del gen de la polimerasa son las responsables de la resistencia a los tratamientos con
inhibidores de la enzima (anélogos de nucledtidos y de nucletsidos). Son debidas a sustituciones de
aminoé&cidos en los diferentes dominios cataliticos de la transcriptasa inversa virica (A-G). Si el analogo
del nucledtido/nucleosido no es reconocido por la polimerasa debido a un cambio de aminoécido, no se
inhibe su actividad catalitica y el virus se replica, aumentando ademas la proporcién de mutantes, hasta
que éstas se convierten en mayoritarias y aumenta la carga virica, ocurriendo el fendmeno de
“emergencia de las resistencias”. En un primer momento se detectan mutantes en el genoma (resistencia

genotipica) y posteriormente se detectara un aumento de la carga viral (resistencia fenotipica).
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El motivo YMDD (tirosina, metionina, aspartato, aspartato) localizado en el dominio C esta altamente
conservado en todos los genotipos y juega un papel catalitico esencial en la replicacién del VHB. Las
mutaciones en YMDD, como YVDD (rtM204V, valina por metionina) y YIDD (rtM2041; isoleucina
por metionina) pueden conducir a resistencias y defectos de replicacion (Figura 5). Hasta ahora cuatro

vias de resistencia mayor han sido identificadas (Locarnini Sy col., 2008):

e Viade los L-nucledsidos que se caracteriza por la mutacion rtM204V/1 'y confiere resistencia a
lamivudina y telbivudina.

e Via los fosfonatos aciclicos que se identifica por la mutacion rtN236T y confiere resistencia a
adefovir y sensibilidad reducida a tenofovir.

e Via compartida por L-nucleésidos y adefovir con la mutacion rtA181T/V.

e Via D-ciclopentanos que se caracteriza por la presencia de las mutaciones rtL180M y
rtM204V/l mas al menos una sustitucion en uno de los aminodacidos de rtT184, rt202 y rtM250

y confiere resistencia a entecavir.

P sp rt rh
/ " il
G F A B c D E
Lamivudina Laowvil V173L 204/
L180M
Adefovir A8V 1233V
MN236T
Entecavir 1169T s2021 250V
T184G
Tenofovir A194T

Figura 5. Mutaciones en el gen de la polimerasa seleccionadas por terapia antiviral.
Tomado de Sdez-Lbpez Ay col., Enferm Infecc Microbiology Clin 2006. Adaptado de
Bartholomeusz Ay col., Semin Liver Dis 2006

4.4. Mutaciones en el gen X

Se han observado varias mutaciones y deleciones en el gen X en pacientes con hepatocarcinoma. Por
ejemplo, la doble mutacion HBx130+HBx131 y la triple mutacion HBx5+HBx130+HBx131 tienen
riesgo de desarrollo de hepatocarcinoma (Lee JH y col., 2011). Se han encontrado secuencias de gen
HB X en tejido hepético de la mayoria de pacientes con hepatitis B cronica y aproximadamente en 86%
de hepatocarcinomas relacionados con el VHB (Sung WKy col., 2012).
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5. GENOTIPOS

Desde el punto de vista gendmico existen 9 genotipos (A-I) que se determinan por una divergencia en
el genoma mayor del 7,5 % (Kramvis y cols., 2008). Es posible que exista un genotipo “J” aislado en
un paciente japonés (Tatematsu y cols., 2009). Se han identificado al menos 35 subgenotipos (en los
genotipos A, B, C, D, Fy H, pero no en los genotipos E y G). Los genotipos estan distribuidos geografica
y étnicamente. Por ejemplo, los genotipos B y C son prevalentes en Asia 'y los A'y D en Europa, area

mediterranea y Oriente Proximo (Kramvis y cols., 2005) (Figura 5y Tabla 1).

Segun los determinantes antigénicos, existen 10 serotipos mutuamente excluyentes: aywl, ayw2, ayw3,
ayw4, ayr, adw2, adw3, adw4q-, adrg+ y adrg-. Existe correlacion entre los genotipos y los subtipos,
pero con la excepcion de los genotipos F, H'y E, que se asocian casi exclusivamente con serotipos adw4
y ayw4 respectivamente. Los demas pueden encontrarse asociados a dos o mas serotipos diferentes
(Echevarria JM vy col., 2005). Estas asociaciones a menudo presentan una distribucion geografica

caracteristica: adw es frecuente en EEUU y adr en el Sudeste asiatico y China.

Figura 5. Distribucion geogréfica de genotipos de VHB. Tomaado de
Liaw YF y col., Liver Int 2005. Chu CJ y col., Gastroenterology 2003
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GENOTIPO SUBGENOTIPO DISTRIBUCION GEOGRAFICA PREDOMINANTE
A Al Africa subsahariana
A2 Norte de Europa
A3 Africa Occidental
B B1 Japon
B2-5 Este de Asia, Taiwan, China, Indonesia, Vietnam, Filipinas

Alaska, Norte de Canada, Groenlandia

B6
C C1-3 Taiwan, China, Corea, Sudeste Asiatico
C4 Australia
C5 Filipinas, Vietnam
D D1-5 Sur de Europa, Oriente Medio, India
E Africa Occidental
F F1-4 América Central y Sudamérica
G Francia, Alemania, E.E.U.U.
H América Central
I Vietnam, Laos
J Ryukyu, Japén

Tabla 1.Genotipos VHB y distribucién geografica (Liaw y col., 2012)
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En Esparfia predominan los genotipos D (48,1%) y A (39,5%), seguidos del genotipo F (4,1%) y el B,
el Cy el E (<1%) (Rodriguez-Frias F y col., 2006).

El genotipo parece estar relacionado con el curso de la infeccion, la duracion de la seroconversion
HBeAg vy la respuesta a la terapia (Kramvis y cols., 2005; Liaw YF y cols., 2010; McMahon BJ. 2009).
En Espafia, el genotipo A tiene mejor pronostico que el D, con mayores tasas de aclaramiento del HBsAg
y de remision sostenida tras la seroconversion a HBeAg-(Sanchez-Tapias JM y col., 2002). Respecto al
tratamiento con interferon, la seroconversion a HBeAg- es del 44% para el genotipo A, del 44% para el
B, del 28% para el C y del 25 % para el D (Janssen HLA y col., 2005). Con respecto a los antiviricos,
parece que la resistencia a lamivudina aparece antes en el genotipo A que en el D (Zollner B y col.,
2004; Chien RN y col., 2003), y que el genotipo A responde peor a adefovir (Buti M y col., 2007),

aunque esto tiene menor relevancia clinica con antivirales mas nuevos como tenofovir o entecavir.

Algunas mutaciones son mas frecuentes en determinados genotipos. Por ejemplo, la mutacién precore
es mas frecuente en los genotipos B, C y D que en el genotipo A (Lindh y cols. 1997; Chu CJ y cols.,
2003). El genotipo C tiene mas tendencia a presentar mutaciones que el genotipo B (Liu Sy cols., 2009)

y en éste ocurren mas seroconversiones espontaneas HBeAg que en el C (Chu CJ y cols., 2002).
En resumen, los genotipos influyen desde el punto de vista clinico en (Gao y cols., 2015):

e El porcentaje y durabilidad de la pérdida/seroconversion de HBeAg: Ay D >By C.

¢ Riesgo de desarrollo de hepatitis B cronica HBeAg- agresiva: Cy D > A

e Pérdida de HBeAg espontanea: B > C

e Cirrosis: C

e Hepatocarcinoma: C en asiaticos y F en nativos de Alaska

e Respuesta a antivirales: AyB>CyD.
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6. CICLO BIOLOGICO

El VHB es hepatotropo, aunque se ha descrito la presencia de ADN virico en otras células, especialmente
linfocitos, que constituyen un segundo reservorio (Pontisso P y col., 2008).

El VHB interactla con un receptor de la membrana del hepatocito recientemente identificado como
polipéptido cotransportador de taurocolato sodico (Yan Hy col., 2012). La proteina del virus que se une
al receptor es la PreS1 (Bruss y col., 1996). Se fusiona la bicapa lipidica del virus con la membrana del
hepatocito, se introducen las particulas de core en el citoplasma y se dirigen al nucleo. La nucleocépside
interacciona con los poros nucleares y libera ADNrc en el interior del nacleo del hepatocito, donde
madura y pasa a ADNccc. La presencia de ADNccc indica el éxito en el establecimiento de la infeccion
por VHB (Locarnini Sy col., 2010). Este proceso requiere la intervencion de la polimerasa virica y de
topoisomerasas del hepatocito. EI ADNccc no se incorpora al genoma del hepatocito y no afecta a su
viabilidad; persistira a lo largo de toda la vida del hepatocito proporcionando nuevos viriones infectivos
y serd el responsable de las recurrencias en pacientes que habian sido tratados o en
inmunocomprometidos. La cadena negativa del ADNccc sirve de molde para la transcripcion de los
distintos ARN por la polimerasa Il del hepatocito. Estos ARN son trasladados a los ribosomas del

citoplasma para ser traducidos a diferentes proteinas del VHB (Figura 6).
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Figura 6. Ciclo replicativo del VHB. Adaptado de Reherman B y col.,
Nature Reviews Inmunology 2005
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Por su parte, el ARNm pregenémico tiene 3.5 Kb y una estructura epsilon en forma de horquilla en el
extremo 5°. Servird de molde para la actividad transcriptasa inversa de la proteina P. EI primer paso es
la unién de un nucledtido dGTP al residuo Tyr63 de la polimerasa, tras lo cual la polimerasa virica
interacciona con la sefial € de encapsidacion del ARNm pregenomico, que es usado como molde para la
adicion de los primeros nucle6tidos. Mientras se va formando la cadena de ADN, el ARNm pregenémico
es degradado por la actividad ARNasaH de la polimerasa. La cadena positiva es sintetizada a partir de

la cadena negativa por la ADN polimerasa (Seeger C y col., 2006; Will H y col., 1987).

La encapsidacion hace que se defosforilen las proteinas core, aumentando su afinidad por la doble

cadena de ADN recién formada (Bartenschlager R y col., 1992).

Las nucleocéapsides con el ADN pueden ser conducidas de nuevo al ndcleo, en un proceso de
realimentacion o se recubren en el reticulo endoplasmico con una envuelta formada por lipidos y
proteinas que incluyen el HBsAg, migran al aparato de Golgi y desde alli son liberadas al torrente
sanguineo. Si estas particulas no contienen viriones, se autoensamblan y son igualmente liberadas dando
lugar a las particulas S no infecciosas (Figura 6). El proceso de ensamblaje de las tres proteinas de la
cubierta es critico, ya que un exceso de proteina PreS1 con respecto a la S puede conducir al acimulo
de particulas viricas en el reticulo endoplasmico, impidiendo el paso al aparato de Golgi y la liberacion
de los viriones, lo que produce un efecto citopatico en el higado (Chen CH y col., 2007).

Aunqgue el VHB es un virus predominantemente hepatotropo cada vez hay mas evidencias de que el
sistema inmune también es un sitio de persistencia viral (Pontisso P y col., 2008). En el modelo animal
del virus de la marmota, la infeccion puede quedar totalmente restringida al sistema linfoide y ésta estar
relacionada con la carga viral (Coffin CS y col., 1999; Michalak Tl y col., 2004). En estudios en
humanos, el genoma del VHB se ha detectado en células mononucleares de sangre periférica de
pacientes con infeccidn crénica sometidos a terapia con antivirales (Coffin Cs y col., 2011), en pacientes
tras la resolucion de una hepatitis aguda con aclaramiento de HBsAg (Michalak TI y col., 1994;
Cabrerizo M y col., 2000) y en células mononucleares de sangre periférica transplacentarias de madres
VHB positivas, posiblemente vehiculando la infeccién al feto (Shao Q y col., 2013). Antigenos del
VHB, ARNm, ADNccc y formas integradas se han detectado en células mononucleares de sangre
periférica y tejidos extrahepaticos como médula 6sea, bazo, y células linfoblasticas (Mason A vy col.,
1993; Stoll-Becker y col., 1997). La regulacidn de la replicacion de VHB en células mononucleares de

sangre periférica ex vivo es por estimulacion por mitégeno (Bouffard P y col., 1992).

En diversos estudios, genoma y proteinas viricas han sido detectados en muchas subpoblaciones de
células inmunes y en algunos el virus aparece especificamente en células B y monocitos (Yoffe By col.,
1986; Trippler My col., 1999; Chemin | y col., 1994; Bouffard F y col., 1990).
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7. PATOGENIA

Segun estudios, el VHB no produce un efecto citopatico directo sobre el hepatocito (Koziel MJ, 1998).
Por ejemplo, se ha visto en chimpancés que antes de la llegada al higado de las células T especificas del
virus, la totalidad de los hepatocitos pueden estar infectados y no haber evidencia bioquimica o
histol6gica de dafio hepético (Guidotti LG y col., 1999; Thimme R y col., 2003). La respuesta inmune
parece ser la responsable del dafio hepéatico. Ademas, cuando la respuesta inmune es deficiente o
suprimida por farmacos, el VHB puede replicarse a altos niveles y no existir anormalidades citologicas
o inflamacion (Chisari FV y col., 1995; Ferrari C y col., 2003; Ganem D y col., 2004).

La respuesta inmune esta provocada por antigenos, especialmente el HBcAg y en menor medida el
HBsAg, que ponen en marcha mecanismos de inmunidad humoral y celular, siendo esta ultima la que
eliminara a los hepatocitos infectados. En adultos inmunocompetentes la respuesta inmune es intensa,
policlonal y multiespecifica, dando lugar a una hepatitis aguda autolimitada, a la aparicion de inmunidad
celular y humoral mantenidas y a la supresion del virus. En cambio, la respuesta es relativamente débil

y apenas detectable en pacientes que desarrollan una hepatitis crénica (Chisari FV y col., 2010).

En muchos virus como el de la hepatitis C, la replicacion viral a menudo induce una respuesta inmune
innata produciendo rapidamente interferon o/ en las células infectadas (Samuel CE, 1991). El
interferdn a su vez induce la transcripcion de genes gque activan mecanismos intracelulares antivirales
gue pueden limitar la produccion viral y su diseminacion (Samuel CE, 1991; Wieland SF y col., 2005).
Esto no ocurre en el VHB que a diferencia del VHC, no induce ninguna expresion de genes celulares y
asi se disemina a través del higado (Wieland S ycol., 2004; Samuel CE, 1991).

La respuesta inmune humoral de los linfocitos B va dirigida contra epitopos del virus. EI mas
inmundgeno es el HBCcAg, en el primer mes aparece la IgM dirigida contra este antigeno y
posteriormente la 1gG. La respuesta de anticuerpos dirigidos contra antigenos de la envoltura es T
dependiente (Tsui LV y col., 1995). Estos anticuerpos se detectan en pacientes que aclaran el virus y
son generalmente indetectables en la infeccion crénica, por lo que se cree que juegan un papel esencial
en el aclaramiento del virus formando inmunocomplejos con las particula virales libres y aclardndolas
o previniendo la infeccién de nuevos hepatocitos al dificultar su interaccion con los receptores
especificos. En estudios realizados con chimpancés se ha observado que si resuelven una infeccion

previa, son inmunes a la reexposicion (Moss B y col., 1984).

La aparicion de anticuerpos neutralizantes ocurre relativamente tarde tras la exposicion al virus, por lo
gue no contribuyen al aclaramiento virico durante la fase aguda. Probablemente previenen la
diseminacion virica a partir de las escasas células que permanecen infectadas tras la resolucion de la

infeccion.
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Para que los linfocitos T CD4+ reconozcan los antigenos virales se necesita la expresion de una molécula
MCH tipo Il la superficie del hepatocito. En un estudio se demostré que personas procedentes de Gambia
portadores de HLA DRB1*1302 estaban protegidos de la infeccion crénica por VHB (Thursz MR. Y
col., 1995). La respuesta de linfocitos T CD4+ es intensa y multiespecifica en pacientes con hepatitis
aguda que aclaran el virus y débil en pacientes con hepatitis crénica (Ferrari C y col., 1990). La
asociacion entre respuesta intensa de T CD4+, hepatitis aguda y aclaramiento viral parece clara (Tsui
LV y col., 1995; Moss B y col. 1984; Jung MC y col., 1991). Sin embargo, en chimpanceés infectados,
se ha observado que la deplecién de células T CD4+ en el pico de la infeccién por VHB no tiene efecto
directo en el aclaramiento virico y el dafio tisular (Thimme R y col., 2003). Los linfocitos T CD4+
probablemente actlan indirectamente induciendo una respuesta mantenida y especifica de los linfocitos
T CD8+ y de células B.

La respuesta celular especifica T CD8+ juega un papel fundamental en la patogénesis de la enfermedad
hepética y en el aclaramiento del virus. Es una repuesta intensa y policlonal en pacientes que aclaran el
VHB y débil en hepatitis cronica, ya que en el higado de estos pacientes hay células T CD8+ especificas
que no son capaces de aclarar la infeccion (Penna A 'y col., 1991; Rehermann By col., 1995; Bertoletti
Ay col., 1991; Tsui LV y col., 1995).

En un estudio que examina la relacion entre el nimero de células T CD8+, la extension de enfermedad
hepatica y los niveles de VHB en infeccion cronica por VHB, se observd que la inhibicion de la
replicacion seria independiente del dafio hepatico y que es mas importante para el control de la
replicacion la funcionalidad de las células T CD8+ que el nimero (Maini NK y col., 2000). En
chimpancés se ha observado que el aclaramiento viral y el comienzo de la enfermedad hepética
coinciden con un acumulo de T CD8+ especificos, induccion de interferon-y que puede inhibir la
replicacion viral y genes inducibles por interferdn-y en el higado (Guidotti LG y col., 1999, Thimme R
y col., 2003).

En la respuesta inmune celular, los hepatocitos infectados son atacados por linfocitos T CD8+ que
liberan citokinas inflamatorias y destruyen el hepatocito para facilitar su eliminacién por los macréfagos.
Esta es la causa de la elevacion de las transaminasas en suero. Por eso, en pacientes tratados con
citostaticos o inmunodeprimidos, apenas hay lesion hepatica, pese a la intensa replicacion virica. Cuando
estos pacientes reconstituyen su inmunidad, el alto nivel de replicacion virica y la expresion de grandes
cantidades de antigenos viricos en la superficie celular de los hepatocitos, precipita una reaccion inmune
muy potente, con la posibilidad de una amplia necrosis hepatica. La deplecion de células T CD8+ en el
pico de la viremia retrasa el aclaramiento virico y el comienzo de la hepatitis virica hasta que vuelven a
aparecer, probando que el dafio tisular y el aclaramiento virico estdn mediados por estas células (Thimme
R y col., 2003). La eliminacion de las células infectadas puede ser ineficaz si los T CD8+ son

ampliamente superados en nimero por los hepatocitos infectados ya que se requiere contacto entre los
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linfocitos T CD8+ y las células infectadas (Guidotti LG y col., 1999; Thimme Ry col., 2003; Asabe S
y col., 2009).

Las causas de la respuesta inmune inadecuada de la infeccion crénica en adultos no estan claras, parecen
ser multiples factores, entre ellos el tamafio del inoculo. En la transmision vertical, la persistencia viral
en neonatos puede ser debida al HBeAg que atraviesa la placenta e induce intolerancia segin se ha
demostrado en ratones (Milich DRy col., 1990). La capacidad de la respuesta inmune para controlar la
infeccion inicial determinard la evolucion. Si la eliminacion de las células infectadas es més lenta que
la infeccidn de nuevos hepatocitos, habrd un dafio hepatico crénico, apareciendo hepatitis cronica y

eventualmente cirrosis.
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8. MARCADORES SEROLOGICOS
8.1. Antigeno de superficie (HBsAQ)

El HBsAg, inicialmente denominado antigeno Australia, aparece 6-8 semanas tras la exposicion al
virus, y puede detectarse en el periodo de incubacion. Es el marcador serolégico mas importante para
diagnosticar tanto la infeccién aguda como cronica, y, de hecho, la duracién de su periodo de deteccion
determina el criterio de cronicidad (Figuras 7 y 8). Su presencia indica produccion de la envuelta virica;
si la evolucion es favorable, desaparecera paulatinamente y si persiste a los 6 meses, se considera que

se trata de una infeccion crénica.

Hay que tener en cuenta que existen casos con produccion practicamente indetectable de HBsAg, pero
en los cuales se detecta ADN virico circulante, si bien en concentraciones bajas, detectables en muchas
ocasiones solo por las técnicas mas sensibles, como la RT-PCR. En estos casos si se suele detectar, en
cambio, la presencia de anticuerpos anti-HBc. Constituirian las que se han venido denominando
“hepatitis B ocultas”, ya que no son detectadas por el método convencional de diagndstico, que es la
positividad del HBsAg.

8.2. Anticuerpo de superficie (HBSAC)

El HBsAc empieza a ser detectable al desaparecer el HBsAg. La deteccidn aislada de este marcador
indica vacunacién y, junto al HBcAc, infeccion resuelta. Un titulo de anticuerpos superior o igual
10mUl/mL indica inmunidad frente al VHB (Figuras 7 y 8).

8.3. Antigeno del core (HBcAQ)

El HBcAg es un antigeno intracelular que no se detecta en suero.

8.4. Anticuerpo del core (HBcAC)

El HBcAc es el primer anticuerpo que se positiviza y va dirigido contra los epitopos del antigeno core.
No posee capacidad neutralizante. Aparece con los primeros sintomas clinicos y permanecera positivo
independientemente de la evolucién de la infeccion (Figuras 7 y 8). Se trata del marcador més sensible
de contacto con el VHB, pero también del menos especifico. Puede detectarse de manera aislada en el
periodo de recuperacion de una hepatitis B, en el periodo de seroconversion de HBsAg+ a HBsAc+,
aunque no se trata de un hallazgo frecuente porque la duracion de esta fase suele ser muy corta. También
puede detectarse aislado en pacientes donde la infeccion se ha resuelto pero no existe seroconversion.
Su deteccion significa contacto previo o actual con VHB. ElI HBcAc IgM indica infeccion aguda,

persiste 12-18 meses y puede positivizarse en algunas hepatitis B cronicas con replicacidn virica.
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8.5. Antigeno e (HBeAgQ)

El HBeAg se produce en los hepatocitos durante la replicacion virica. Es detectado en la fase aguda y
en algunas hepatitis B crdnicas activas. Es un marcador de replicacion virica, y su desaparicion junto
con la aparicién de HBeAc indica buen pronostico. Puede no aparecer en algunas hepatitis cronicas

replicativas debidas a mutantes precore que tienen peor pronoéstico (Figuras 7 y 8).

8.6. Anticuerpo e (HBeAc)

El HBeAc aparece en el curso de una infeccién aguda indica, generalmente, buen prondstico y
disminucién de la infectividad. Generalmente es detectado antes de la desaparicion del HBsAg y puede
permanecer positivo afios después de la infeccion. Su presencia indica escasa replicacion del virus,

excepto en variantes precore, donde su aparicion no supone ni mejoria clinica ni histolégica (Figuras 7
y 8).
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Figura 7. Evolucion de los marcadores seroldgicos en hepatitis B aguda. Tomado de
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9. PATRONES SEROLOGICOS ATIPICOS

Lamayoria de las infecciones por el VHB presentan una evolucidn serolégica que da lugar a la aparicion
de diferentes perfiles de marcadores segun la fase de la enfermedad. De este modo, en términos
generales, un determinado perfil se corresponde con una fase evolutiva concreta de la enfermedad. No
obstante, desde inicios de los afios 80 se vienen describiendo patrones serolégicos de dificil
interpretacion. Pueden ser debidos a problemas técnicos, a factores dependientes del paciente o factores
dependientes del virus como las mutaciones. Estas pueden originar un comportamiento anormal de los
marcadores (no aparicion del marcador, permanencia del marcador a pesar de la aparicion del anticuerpo
correspondiente, etc.) o una alteracion de la respuesta inmune que da lugar a formas evolutivas no
habituales en la clinica. Estas mutantes se comportan con frecuencia como formas de escape frente a la
respuesta inmune, siendo seleccionadas por ésta y convirtiéndose asi en prevalentes. Hoy en dia no se
conoce la respuesta para todos los patrones atipicos que se pueden encontrar. Antes de etiquetar como

tal a uno de estos patrones se debe comprobar su persistencia en el tiempo, solo asi se pueden
considerar como tales (Mufioz Criado y col., 1997).

La deteccion de ADN del VHB, en ausencia de HBsAg puede ocurrir, dentro de la evolucién normal de
la enfermedad, durante el periodo ventana de la infeccion aguda. Salvo esta circunstancia, la deteccién
de ADN del VHB en ausencia de HBsAg (que puede ocurrir de manera aislada, o acompafiada de otros
marcadores seroldgicos) casi siempre se asocia la infeccion por una mutante del gen S (mutante de
escape) que afecta al determinante antigénico “a”, como la G145R, la méas frecuente de todas. Estas
mutaciones hacen que el HBsAg no sea reconocido por los anticuerpos anti-HBs “normales”, lo que

tiene dos consecuencias:

e por una parte, puede no ser detectado por algunos sistemas de diagnostico serologico
convencionales, lo que hace que ese paciente sea considerado erroneamente como HBsSAgQ

negativo.

e por otra parte, al no interaccionar con normalidad con los anticuerpos anti-HBs, puede no ser
neutralizado por los mismos, sean éstos procedentes de la vacunacion o de un contacto previo
con el virus, lo que implica que podrian reinfectar tanto a pacientes que ya han pasado la

enfermedad como a pacientes vacunados.

En consecuencia, la presencia de estas mutantes pueden traducirse en infecciones con ADN circulante,
pero ausencia de HBsAg. Pueden aparecer en un paciente sin contacto previo aparente con el virus o
con serologia correspondiente a una infeccién pasada o con HBcAc aislado o en presencia simultanea
de HBeAc y HBsAc o con HBeAg en ausencia de HBsAg o en vacunados (Gerlich WH, 2004). El

diagnostico suele ser complejo por cuanto, a la atipicidad del perfil, se suma el hecho de que las
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concentraciones de ADN virico suelen ser tan bajas (80-1.000 Ul/mL) que pueden no detectarse en

estudios de cribado de donantes lo que supone un problema para los bancos de sangre (Allain P, 2004).

La coexistencia de HBsAg y HBsAc puede ocurrir de manera fugaz en el curso normal de una hepatitis
B o0 en el tratamiento con interferdn de hepatitis cronicas. Este patrén se encuentra en hepatitis cronica
activa, hepatocarcinoma, reactivaciones de VHB en inmunodeprimidos y en UDVP (Gerlich WH,
2007).

La reactividad de HBsAg con HBcAc negativo puede deberse a un falso positivo, contaminacion,
vacunacion reciente, infeccién en un estadio muy inicial, inmunotolerancia extrema que determina la
ausencia de respuesta inmune humoral, infeccion cronica por mutante del gen X con valores de HBsAg
bajos y resto de marcadores negativos (perfil infrecuente y solo descrito en pacientes sometidos a
hemodialisis) o infeccién por el VHB tipo 2. Este virus se describié en Senegal en 1987 en un estudio
de vacunacién frente al virus B. Se detectaron simultdneamente HBAg y HBsAc en algunos pacientes
(Courgaset P y col., 1987). También se han descrito casos en Espafia (Echevarria JM y col., 1988) y
otros paises. Compartiria con el VHB algunos determinantes antigénicos relacionados con el HBsAg

mientras que los relacionados con el HBcAg tendrian especificidades antigénicas diferentes.

La presencia aislada del HBcAc es frecuente en poblacion de riesgo (10-25%). Puede corresponderse
con diversas situaciones como infecciones antiguas en que el HBSAc se ha hecho indetectable,
circulacion del HBsAg en forma de inmunocomplejos que impide su deteccion por métodos
convencionales, infecciones autolimitadas que no desarrollan HBsAc, infeccion por mutante en el gen
S, infecciones activas con titulos indetectables de HBsAg, respuestas inmunes andmalas o coinfeccion
por VHC. El VHC suprime la replicacion del VHB y por tanto la expresion del HBsAg (Chu CMy col.,
1998).

La reactividad aislada del HBsAc en individuos no vacunados suele ser baja y deberse a una reactividad
inespecifica de una IgM que se une al HBsAg, pérdida del HBcAc (0,1-0,5%) o respuesta inmune

incompleta frente a la infeccion por una mutante S (Garcia Bermejo I, 2007).

Se han descrito casos de pacientes con hepatitis B cronicas, sobre todo HBeAg+, que no presentan en
ningn momento de la infeccion HBcAc (Santana OE y col., 1995). Este patrdn suele aparecer en
pacientes inmunodeprimidos, y parece relacionarse con altas cantidades de HBcAg (Lee JH y col., 1992;
Lazizi Y y col., 1993). Diversos autores han achacado estos casos a alteraciones del sistema inmune
como la inmunodepresion en VIH (Ikeda Y y col., 1986) a la presencia de un interferén defectuoso que
reduciria la expresion de antigenos HLA en la superficie del hepatocito (Lee JH y col., 1992) o a una
deficiencia selectiva en la respuesta inmune frente al HBcAg. En Espafia este patron seroldgico afecta

a un 0.3% de los casos, la mayoria VIH + (Santana OE y col., 1995).
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La aparicion de HBsAg (seroinversion) en pacientes inmunodeprimidos con patrén de infeccidn resuelta
ocurre durante o tras la quimioterapia sobre todo en hematoldgicos y tumores sélidos (Yeo W ycol.,
2004). Ultimamente se han incrementado las reactivaciones debido al uso de anticuerpos monoclonales
antilinfocitos B o T como rituximab o alemtuzumab. EI ADN es el marcador méas precoz, ya que precede

en 2-3 semanas al aumento de la ALT.
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10. EPIDEMIOLOGIA

Segun la OMS, dos mil millones de personas, lo que supone un tercio de la poblacién mundial, han sido
infectadas por el VHB 'y, de ellos, 350-400 millones presentan una infeccion crénica y 780.000 personas
fallecen al afio (WHO, 2014). La prevalencia varia significativamente segun las regiones del mundo,
siendo alta en Africa subsahariana, Asia-Pacifico y cuenca del Amazonas (Bolivia, Brasil, Colombia,
Venezuela, Perd y Ecuador) donde méas del 8 % de la poblacion son portadores crénicos del VHB y
entre 70-98% muestra evidencia seroldgica de haber estado expuesto al virus. En la zona de Asia-
Pacifico se encuentran aproximadamente el 75 % de todos los portadores de VHB. Aproximadamente,
el 45 % de la poblacion mundial vive en regiones endémicas para el VHB (WHO, 2003; WHO, 1996).
Japon, India, zonas del sureste y centro de Europa y Oriente Medio tienen prevalencias intermedias: 1-
8 % de la poblacién son portadores cronicos y 10-60 % muestra evidencia seroldgica de exposicion al
VHB. El resto de las regiones tienen prevalencias bajas: menos de un 1% son portadores y entre 0.5-2%
muestran evidencia de exposicion al virus (Kew MC, 2010). En Espafia la prevalencia es de un 0,7% y
es la tercera causa de enfermedad hepatica tras la hepatitis por VHC y el alcohol (Suarez-Gonzalez Ay
col., 2004).

!
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La transmision de la hepatitis B se produce de persona a persona a través de sangre y fluidos corporales
como el semen o las secreciones vaginales. Los mecanismos de transmision son los mismos que para el
VIH, pero el VHB es 50-100 veces mas infeccioso ya que alcanza concentraciones muy elevadas en
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Figura 9. Prevalencia del VHB. Tomado de Stevens JJ y col., Vaccine 2012
del cuer

Los mecanismos de transmision mas frecuentes en los paises en desarrollo son:
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e Perinatal: transmision durante el parto de la madre HBsAg+ al recién nacido. El virus B es
incapaz de atravesar la placenta, a menos que esté dafiada, por lo que la infeccidn intrauterina

es poco frecuente.
e Infecciones asintomaticas en la primera infancia por contacto directo con infectados
e Inyecciones no seguras
e Transfusiones de sangre
e Contacto sexual
Y en los paises desarrollados se produce, sobre todo, entre adultos jévenes por:
e Contacto sexual
e Consumo de drogas parenterales
e Profesionales sanitarios por pinchazos accidentales

El VHB no se transmite por alimentos, aguas contaminadas o contactos ocasionales en el lugar de

trabajo.

Durante tres décadas se ha usado una vacuna recombinante segura y efectiva que ha reducido la

infeccion en los paises que han llevado a cabo programas de inmunizacion (FitzSimons D y col., 2011).

En nuestro pais, la vacuna se introdujo en 1982 en grupos de riesgo y en 1992 el Consejo Interterritorial
del Sistema Nacional de Salud empezé a incluirla de forma gradual desde el nacimiento y la

adolescencia, de manera que ya en 2002 figuraba en el calendario vacunal de todas las autonomias.

Antes de la vacunacion, Espafia se consideraba un pais de prevalencia intermedia ya que los portadores
de HBsAg oscilaban entre un 1y un 5 % (CNE, 2014, AEEH, 1994). Tras la vacunacion, la prevalencia
disminuy6. Por ejemplo, en Catalufia la prevalencia de HBsAg descendié desde un 1,5% en 1989 al 0,7
% en 2002 (Salleras L y col., 2007) y la prevalencia de HBcAc en el mismo periodo disminuy6 de 15,6%
a 8.7%. En la Comunidad Auténoma de Madrid, se produjo una disminucién de la seroprevalencia de
HBCcAC desde un 20,8 % en 1988 a un 10,9% en 1994 y el nimero de portadores crénicos disminuy6 de
un 2% a un 1,2% (Rodriguez Agullé JL y col., 1996). También disminuy0 la incidencia: en 2002 habia
2 casos por 100.000 habitantes; en 2005, 1,27 por 100.000 habitantes; en el periodo de 2005-2008
aumentd por la inmigracion a 2,27 por 100.000 habitantes (Hernando MV vy col., 2010). La tasa de
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incidencia mas alta se da entre los 35-54 afios, con 1,99 casos por 100.000 habitantes (Boletin

Epidemioldgico, 2014).

El espectro de enfermedad crénica por VHB y su historia natural varian desde el estado de portador
inactivo a hepatitis cronica progresiva que puede evolucionar a cirrosis y hepatocarcinoma. El paciente
con hepatitis B cronica tiene un 15-40% de probabilidad de evolucionar a cirrosis, insuficiencia hepatica
y carcinoma hepatocelular (William R, 1997; Lee WM 2003). La incidencia de cirrosis es mas frecuente
en HBeAg- asociado a mutaciones de la region precore (Hadziyannis SJ y col, 2001), que mantienen la
replicacion virica activa (8-10%) (Manesis EK y col., 2006) que en HBeAg+ (2-5%). El riesgo de
desarrollar hepatocarcinoma es de un 1% en pacientes con hepatitis B cronica y de un 3-10% en los que
tienen cirrosis hepéatica (Chu CM, 2000). Cargas superiores a 2.000 Ul/ml (11.200 copias/ml)

incrementan el riesgo de desarrollo de hepatocarcinoma (Chen CJ y col., 2006).

La morbilidad y mortalidad son altas, ya que la infeccion por VHB es uno de los factores fundamentales
de riesgo para desarrollar cancer de higado. Se cree que entre 520.000 y 1.200.000 muertes anuales son
debidas al VHB (WHO, 2004; EASL, 2003), 1/10 debido a infeccion aguda y el resto por el desarrollo
de cirrosis o cancer en el curso de infecciones crénicas. Ademas, un 5-10 % de casos de trasplante de
higado son debidos al VHB (WHO 2004; Ganem C y col., AM. 2004).

La edad de adquisicion de la infeccion por VHB es el factor predictivo mas importante de la evolucion
de la infeccion. En el adulto inmunocompetente, la mayoria de las infecciones que se producen, se
resuelven de forma espontanea. En regiones endémicas de alta prevalencia como el Sudeste de Asia 0
Africa subsahariana, es frecuente adquirir la infeccion en el momento del parto o en los primeros afios
de vida (Mc Mahon BJ y col., 1985; Botha JF y col., 1984). El riesgo es mayor en nifios nacidos de
madres HBeAg +. De ellos, un 70-90% se infectaran y un 90% desarrollard una hepatitis B crénica. Si
la madre es HBeAg -, un 10-40 % se infectard y un 40-70 % de ellos desarrollara una hepatitis B crénica
(Mc Mahon BJ y col., 1985; Hyams KC, 1995). La transmision horizontal en la infancia es la forma
predominante de transmision entre la poblacion subsahariana (Bothe JF y col., 1984), aunque la
progresion a infeccion cronica es menor, en torno al 50% (Mc Mahon BJ y col., 1985). Las fuentes de
infeccion son jdvenes recientemente infectados: hermanos, compafieros y otros miembros de la familia,
sobre todo la madre. Contribuyen a la alta incidencia rituales como los tatuajes, escarificaciones o
incisiones en la piel, circuncisiones o0 amputaciones realizadas con material sin esterilizar y en
ceremonias que involucran a un gran namero de jovenes. La prevalencia es mayor en el medio rural que

en el urbano.

En las regiones con prevalencia media o baja, la transmision se produce preferentemente por via
parenteral o sexual, por lo que la infeccion tiene lugar a edades mas avanzadas y predomina en

poblaciones de riesgo como usuarios de drogas por via parenteral o individuos promiscuos o personal
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sanitario (Alter MJ, 2003; Shepard CW y col., 2006). En Espafia la edad media en el momento del
diagnostico ronda los cuarenta afios, como en otros paises de nuestro entorno. La frecuencia de la
infeccion crénica por VHB es mayor en hombres que en mujeres tanto en nuestro pais como en areas
préximas (Cadranel JF y col., 2007; Zarski JP y col. 2006, Poves Martinez y col., 2012).

La inmigracién no controlada, los viajes aéreos y la globalizacion contribuyen a la diseminacion del
VHB. Cuando los inmigrantes llegan a zonas de baja prevalencia procedentes de zonas de alta
prevalencia, ésta disminuye en las generaciones siguientes debido a las nuevas condiciones de vida. Sin
embargo, este descenso es menor en el caso de los asiaticos debido a que es mayor la transmisién vertical
(Kew MC, 1983).

Factores de riesgo de progresion a hepatocarcinoma y cirrosis son los valores altos de ADN, la elevacion
de transaminasas séricas y algunos genotipos. También influyen, tanto en la evolucién de la infeccion
como en la eficacia de las estrategias antiviricas, la coinfeccién con otros virus, sobre todo, virus de la

hepatitis D, virus de hepatitis C, VIH, el alcoholismo y el sobrepeso.
En los paises de baja prevalencia, el VHB ocasiona aproximadamente el 10% de las cirrosis hepaticas.

El hepatocarcinoma es el sexto cancer mas frecuente a nivel mundial, el quinto en el hombre y el octavo
en la mujer. Cada afio se diagnostican 630.000 nuevos casos que suponen el 5.7 % de nuevos casos de
cancer, 7.5 % en hombres y 305 % en mujeres (Parkin DM vy col., 2005). La incidencia anual del
hepatocarcinoma asociado a VHB es del 2-5% cuando existe cirrosis previa (Fattovich G y col., 2004).

11. HISTORIA NATURAL

11.1. Hepatitis aguda

Cuando se produce la infeccién por el VHB, en un 30% de los casos los sintomas clinicos seran de una
hepatitis aguda con astenia, anorexia, ictericia y elevacion de transaminasas y el 70% de los casos seran
asintomaticos. La mortalidad de la hepatitis aguda es muy baja, y se asocia en casi todos los casos a una
hepatitis fulminante (Chan PC y col., 2005). Si se logra hacer un trasplante hepatico la supervivencia al
afio es del 60-70 % (Montalti R y col., 2005)

El 95% de las veces se logra una respuesta inmune satisfactoria que controla la replicacion virica y lleva
a la “curacion” de la infeccién, aunque una inmunodepresion grave puede reactivarla a partir del
ADNCccc, que permanece en el hepatocito toda la vida y originar una lesion hepatica de evolucién mas

grave, incluso mortal (Pungpapong Sy col., 2007).
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11.2. Hepatitis cronica

En un 5% de los pacientes persistira el HBsAg circulante y el ADN virico, por lo que se establece una

infeccion crdnica en cuya patogenia influyen 3 factores: el sistema inmune, el tejido hepatico y el virus.

La hepatitis cronica tendra varias fases, si bien los pacientes no tienen por qué pasar por todas las fases

de la infeccion (Figura 10):

11.2.1 Fase de inmunotolerancia

Se caracteriza por una alta tasa de replicacion virica, con cifras elevadas de ADN y HBeAg+,
habitualmente acompafiadas de escasa repercusion clinica, niveles normales o poco elevados de ALT
debido a la débil respuesta inmune frente al VHB (Lok AS y col., 2007). Son muy contagiosos debido
a la elevada carga viral. Esta fase es frecuente en nifios que se infectan en el periodo neonatal o a lo
largo de la infancia, y es rara en los adultos (Lok AS y col., 1988). Se cree que es debido a que el HBeAg
atraviesa la placenta y actiia como inmunotolerégeno, al activar una respuesta antiinflamatoria que hace
ineficaces a los linfocitos T citotéxicos (Yang y col., 2006). Esta fase de inmunotolerancia puede durar
de 10 a 40 afios, la seroconversidn espontanea o por tratamiento es del 5% aproximadamente, el riesgo
de aparicion de cirrosis es de un 5% (Carneiro de Moura M y col., 2008) y puede evolucionar a
hepatocarcinoma, sobre todo con cirrosis previa. Se han descrito casos de enfermedad activa en nifios
considerados inmunotolerantes (Chang MH y col., 1988; Bertoletti Ay col., 2014) y gran diversidad de

guasispecies, que pueden ser debidas a la presion inmune selectiva (Wang HY y col., 2010)

11.2.2. Fase de respuesta inmune o aclaramiento

Marca el final de la etapa anterior y es un intento del sistema inmune de eliminar el virus atacando a los
hepatocitos. En el caso de los nifios, coincide con la maduracién del sistema inmune al llegar a la
pubertad. Los pacientes suelen estar asintomaticos, aunque pueden presentar un cuadro parecido a una
hepatitis aguda. Aparece un pico de transaminasas, valores fluctuantes de ADN vy lesiones

necroinflamatorias en el higado.

Puede producirse la seroconversién del HBeAg, lo que hace que la infeccidén sea menos replicativa e

incluso seroconversion del HBsSAQ.

Finalmente, la actividad antiinflamatoria va cediendo, hasta que se alcanza un equilibrio con
transaminasas no tan elevadas y HBeAg y ADN detectables. Un 10-30% de estos pacientes presentaran
episodios de aumento de la replicacién virica a lo largo de su enfermedad, con elevaciones importantes

de las transaminasas y del ADN del VHB. A veces el periodo de reactivacion da lugar a la detencion de
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la replicacion del VHB con una disminucién sérica del ADN-VHB hasta que se vuelve indetectable,

junto a la aparicion de HBeAc.

La seroconversién de HBeAg es de 5-20 % al afio y puede ir precedida de aumento de transaminasas
(Sanchez-Quijano Ay col., 2006). EIl aumento de transaminasas que ocurre durante las reactivaciones
parece relacionado con la destruccion de los hepatocitos infectados por el sistema inmune (Chu CM y
col., 1987). La seroconversion espontanea parece méas frecuente en pacientes con edades en torno a los
35 afios (Yuen MF., 2003), concentracion elevada de ALT en el momento del diagnostico, en episodios
de exacerbacion aguda y en determinados genotipos (mas frecuente en B que en C). La duracion de esta
fase, asi como la frecuencia e intensidad de las reactivaciones, se correlaciona con el riesgo de evolucion

a cirrosis y hepatocarcinoma.

11.2.3. Fase de portador asintomatico

Comienza tras la seroconversion del HBeAg. Se normalizan las transaminasas, el ADN es bajo o
indetectable y hay pocas lesiones necroinflamatorias en el higado. La mayoria permanecen en esta fase

indefinidamente y su pronéstico es bueno.

Algunos pacientes, un 0,5-2% en paises occidentales y un 0,1-0,8 en el sudeste asiatico, pueden hacer
una seroconversién HBsAg (Chu CM y col., 2007; Lok AS y col., 1987), con un prondstico a largo
plazo favorable salvo que ya presenten cirrosis (Yuen MFy col., 2004) por lo que deben ser controlados

ya que pueden evolucionar a un hepatocarcinoma (Huo Tl y col., 1998).

Existen casos en los que puede ocurrir una reactivacion de la replicacion virica, espontanea o por
inmunodepresion (Lok AS y col., 1991), que puede evolucionar a cirrosis 0 hepatocarcinoma. La
desaparicion de HBeAc y reaparicion de HBeAg se denomina seroinversion.

11.2.4. Fase de reactivacion

Ocurre cuando el equilibrio alcanzado entre el sistema inmune y el VHB de la fase anterior se rompe y
el virus comienza de nuevo a replicar. Suele afectar a pacientes de edad mas avanzada y es la forma mas
frecuente en Espafia. Se detectan niveles mas o menos altos de ADN en sangre, aumento de las
transaminasas y lesiones necroinflamatorias en el higado (Hadziyannis SJ y col., 2001). EI HBeAg es
negativo y el HBeAc positivo ya que la infeccion esta producida por variantes del gen C o precore y su
evolucion es peor que la de los pacientes HBeAg+. Dos tercios de los pacientes evolucionaran de manera
fluctuante por lo que para distinguir el portador inactivo de HBsAg de un paciente con hepatitis crénica
HBeAg- es necesario realizar una serie de determinaciones de transaminasas y ADN virico a lo largo de
un afo cada 3-4 meses. El 20-40% de los pacientes en esta fase presenta cirrosis en el momento del

diagnostico.

43



Ana M@ Blazquez de Castro

En los paises occidentales la hepatitis B crénica con HBeAg- representa el 70% de los casos de hepatitis
cronica (Zarski JP y col., 2006).

Serologia HBsAg Anti HBs
HBeAg Anti HBe
ALT iz
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ADN - VHB R S & &
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Aiios
Figura 10. Historia natural de la infeccion crénica por el VHB. Tomado de
Cabezas Sanchez C, Acta Med Per 2008.
12. CLINICA

El VHB no tiene un efecto citopatico directo sobre el hepatocito, sino que la hepatopatia es debida a la
respuesta inmune celular. En la mayoria, esta respuesta es intensa, policlonal y multiespecifica por parte
de los linfocitos T citotoxicos, dando lugar a una hepatitis aguda autolimitada, a una reduccion de la
carga virica y a una inmunidad humoral y celular que se mantienen a largo plazo. La infeccién cronica
se asocia a una respuesta débil, que da lugar a una reduccion en la expresion de los antigenos viricos en
las células infectadas en grado suficiente como para eludir el reconocimiento inmunoldgico, pero no lo
bastante como para que el virus sea eliminado, lo que da lugar a la persistencia del virus y a la
enfermedad hepaética crénica. Las manifestaciones clinicas son distintas en la hepatitis aguda y en la

cronica.

12.1. Hepatitis aguda

La hepatitis aguda por VHB no se diferencia de otras hepatitis viricas agudas.

Tras la exposicién al VHB, el periodo de incubacién puede variar de 1 a 6 meses.
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Puede existir una fase de proédromos de 2-4 semanas con fiebre, artralgias, artritis, mialgias y exantema

cutaneo.

Después aparece el cuadro de hepatitis aguda con aumento de las transaminasas y un cuadro gripal
inespecifico: cansancio, que puede durar varios meses, malestar general, anorexia, nauseas. En menos
de un tercio de los pacientes aparece ictericia asociada a orina de color oscuro siempre junto a altos
niveles de bilirrubina conjugada durante dias 0 meses (media 2-3 semanas). Puede haber discreta
hepatomegalia dolorosa, raramente se detectan adenopatias o esplenomegalia. La enfermedad aguda es
mas intensa si se produce coinfeccion con otros virus como el delta o con enfermedad subyacente como

hepatopatia alcohélica.

El hallazgo analitico mas destacado es el aumento de 10-50 veces de ALT y AST. La hipoalbuminemia
es excepcional, y se suele asociar a evolucion hacia la cronicidad. Los niveles de AST, ALT y HBsAg

disminuyen simultaneamente.

En un 5% de los casos el HBsAg se puede eliminar precozmente y no detectarse cuando se inician los
sintomas. En el 80% de los casos desaparece 12 semanas tras iniciarse los sintomas. Debido a esto, el
diagndstico se establece por la deteccion de HBcAc IgM y ADN-VHB, aunque en la mayoria de
pacientes se detectan valores de HBsAg circulantes. Su persistencia mas de 6 meses indica evolucion a

la cronicidad.

12.2. Hepatitis fulminante

La hepatitis fulminante es infrecuente, ya que aparece en menos de un 1% de los casos de hepatitis
sintomatica ictérica. Ocurre en las 4-6 semanas posteriores al inicio de los sintomas y, de no realizarse

un trasplante hepatico, se asocia a una mortalidad muy elevada.

Aparecen repentinamente fiebre, dolor abdominal, vomitos e ictericia, también se observan signos de
insuficiencia hepatica, como coagulopatia y sintomas neuroldgicos caracteristicos de encefalopatia
hepatica que pueden ser desde el estadio | con desorientacion y temblor, estadio 11 con confusion hasta
el 11l con coma. Son factores de mal prondstico la presion arterial baja en el momento del ingreso y
recuento plaquetario bajo (Schiodt FV y col., 1999).

No se conocen los mecanismos de la hepatitis fulminante pero parece relacionada con una respuesta
inmune masiva por linfocitos T citotoxicos, en ocasiones asociada a una activacion y desregulacion de
citokinas proinflamatorias frente al virus. En estos pacientes las concentraciones de HBeAg o de ADN-

VHB son indetectables por lo que la tasa de recidiva de la infeccion tras el trasplante hepéatico es muy
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baja (Samuel D y col., 1993). La hepatitis fulminante es mas frecuente en coinfeccion con el virus delta

y cuando se retira el tratamiento inmunosupresor, por ejemplo tras un trasplante.

12.3. Hepatitis cronica

La hepatitis cronica se define como la persistencia del VHB durante, al menos, 6 meses. No suele haber
antecedentes de una hepatitis aguda previa y el diagnostico en muchos pacientes se debe a la observacion

casual de una elevacion de transaminasas.

El paciente con hepatitis B cronica puede permanecer asintomatico durante muchos afios (Lee WM y
col., 1997; Pungpapong S y col., 2007). En los casos sintomaticos, la clinica es muy inespecifica, la
astenia es el dato mas frecuente y menos frecuentes son malestar, anorexia, mialgias o artralgias. La
exploracion puede ser normal, aunque a veces puede detectarse hepatomegalia dolorosa. En pacientes

con cirrosis se pueden identificar los signos de una hepatopatia cronica.

Las pruebas de laboratorio pueden ser normales en pacientes con infeccion crénica en fase inactiva. En
pacientes asintomaticos, pero con actividad inflamatoria, puede existir un ligero aumento de las
transaminasas. En fases de exacerbacion o inmediatamente antes de la seroconversion con aparicion de
HBeAc, las transaminasas pueden alcanzar valores superiores a 1.000 U/I, sobre todo la ALT. Tras
algunos brotes, puede disminuir el ADN-VHB sin desaparecer el HBeAg, y después desarrollarse un
cuadro de insuficiencia hepética grave. Cuando progresa a cirrosis, disminuye el recuento de plaquetas,
hay hipoalbuminemia, hiperbilirrubinemia y prolongacion del tiempo de protrombina y en formas

avanzadas aumentan las inmunoglobulinas en general.

La alteracion histol6gica mas tipica de la hepatitis crénica por VHB son los hepatocitos en vidrio

esmerilado, debido al acimulo de HBsAg en el interior del reticulo endoplasmico.

Las exacerbaciones agudas de la hepatitis B crénica se han observado sobre todo en pacientes HBeAg-
y HBeAc+. No se conoce el desencadenante, se cree que son espontaneas. El 45-60% de pacientes
infectados por variantes precore presenta episodios en los que aumenta la concentracion sérica de las
transaminasas, manteniéndose normal el nivel entre un episodio de exacerbacion y otro (Bonino Fy
col., 2003). Las mutaciones en la regién basal del promotor del core se asocian con aumento de la
replicacion virica. También aparecen exacerbaciones tras suspender tratamiento con anélogos de
nucledsidos o desarrollar resistencias. En pacientes con tratamiento inmunosupresor (trasplantes,
quimioterapia o corticoides) que son HBsAg+ y/o HBcAc+ antes del tratamiento que se suspende, puede
aparecer una exacerbacion. En estos casos, la administracion de tratamiento antivirico no es capaz de
interrumpir la destruccion celular, por lo que se debe administrar antes de empezar el tratamiento

inmunosupresor y mantenerlo hasta 6 meses después de su conclusion.
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Las manifestaciones extrahepaticas de la hepatitis B ocurren en el 10-20 % de los pacientes, y pueden
atribuirse a otra enfermedad si no hay evidencia de la enfermedad hepatica. Se dan tanto en las formas
agudas como crénicas de la hepatitis B. No se conoce bien su patogenia: la respuesta inmune del huésped
en su intento por eliminar al virus puede provocar una lesion vascular o tisular por depdsito de
inmunocomplejos circulantes o por efecto del virus o sus antigenos con formacién de inmunocomplejos

locales y activacion posterior de la inmunidad celular (Mason Ay col., 2005).

Se han descrito distintos tipos de glomerulonefritis, las més frecuentes la membranosa y la membrano-
proliferativa. La complicacién de sindrome nefrético por glomerulonefritis membranosa 0 membrano-
proliferativa afecta sobre todo a nifios con replicacion virica activa y es infrecuente. ElI 30-60 %
presentara una remision espontanea a la vez que se produce la seronversion HBeAg (Gilbert RD y col.,
1994). Puede evolucionar a insuficiencia renal, sobre todo en adultos. El tratamiento de eleccion son los
analogos de nucledsidos, ya que el interferén, al ser un inmunomodulador, puede ser perjudicial en estos

pacientes.

Entre las manifestaciones cutaneas estan el exantema maculo-papular, urticaria, exantema purpdrico o
acrodermatitis papular de la infancia (Gianotti-Crosti), que cursa con una erupcion eritematosa plana y
papular, con lesiones de 2-3 mm localizadas en cara y extremidades y linfadenopatia generalizada y
afecta a nifios de 2-6 afios de edad con hepatitis aguda (Boeck Ky col., 1998; De Gaspari G y col., 1970;
Fergin P, 1983).

Los sintomas articulares pueden aparecer de forma aislada o formar parte de un sindrome por
inmunocomplejos en los prodromos, durante y tras la curacion aparente. Puede haber poliartralgias,
poliartritis, tenosinovitis o poliarteritis nodosa (PAN). La PAN es una vasculitis sistémica que afecta
arterias de pequefio y mediano calibre con elevada morbimortalidad. Puede confundirse con artritis
reumatoide ya que afecta a las mismas articulaciones y presenta rigidez matutina pero no hay
deformacion de la articulacion. Es infrecuente. Se ha detectado HBsAg + en el 30-70 % de casos de
PAN (Guillevin L y col., 2005). No existe correlacion entre la gravedad de la hepatopatia y la vasculitis,
se trata con antiviricos solos, 0 combinados con plamaféresis (Onay Sy col., 2007) ya que los esteroides

pueden mejorar la PAN pero empeoran la hepatitis.

Otras manifestaciones extrahepéticas poco frecuentes son el sindrome de Guillain-Barré, encefalitis,
mononeuropatia periférica, mononeuropatia maltiple, polineuropatia, polimiositis, dermatomiositis,
miocarditis, liquen plano, eritema nodoso, pioderma gangrenoso, artritis reumatoide, polimialgia
reumatica, crioglobulinemia mixta (tipo Iy I11), anemia aplasica, pancitopenia, trombocitopenia y, mas

raramente, pericarditis o pancreatitis aguda.
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13. INFECCION CRONICA POR VHB Y CIRROSIS

La progresion de la infeccion por VHB a cirrosis se asocia a varios factores como HBeAg+, sexo
masculino, edad avanzada, alcoholismo, obesidad, diabetes mellitus, coinfeccién con VHC, VHD o VIH

y, sobre todo, el genotipo y la replicacién del VHB.

Segun un estudio realizado en Taiwan, el factor que mas estrechamente se relaciona con la progresion a
cirrosis es el nivel de replicacion. Pacientes con valores de viremia <300 copias/mL tenian una tasa de
progresion del 4,5 %, mientras que en pacientes con valores de viremia >1.000.000 copias/mL la tasa
era de 36,2 % (lloeje UH y col., 2006).

Respecto a los genotipos, la cirrosis fue mas prevalente en el genotipo C que en el B (Sumi H y col.,
2003). En las coinfecciones, la probabilidad acumulativa de tener cirrosis a los 10 afos es del 9% en
paciente sin coinfeccion, del 48% en coinfeccion con VHD vy del 21 % en coinfeccién con VHC (Thio
CL y col., 2002).

Marcadores que se usan en fibrosis son el propéptido del colageno tipo I11 (P-111-P), el &cido hialurénico
(Schupan Dy col., 2004; Serejo F y col., 2001) o los marcadores de apoptosis como la citoqueratina 18
(Papatheodoridis G y col., 2007).

La elastografia hepatica es un método no cruento para valorar la fibrosis con un valor predictivo elevado
para identificar fibrosis significativa (F3 y F4). En los casos HBeAg- no es tan claro su valor por las

reactivaciones.
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14. HEPATITIS B Y HEPATOCARCINOMA

Desde 1975 se conoce la asociacion entre infeccion por VHB y hepatocarcinoma (CHC) (Blumberg BS
y col., 1975). De los pacientes con hepatitis B crénica s6lo una minoria— menos de un 10% - desarrollara
CHC. También se ha observado que mas del 50 % de los pacientes con CHC tenia una infeccion previa
por VHB (Zoulim F, 2006).

En pacientes HBsSAg - la incidencia de este tumor es de 0,1 %, en pacientes con hepatitis crénica es del
1 % y en los que tienen cirrosis hepatica es del 3-10% (Chu CM, 2000).

Recientemente se ha demostrado la relacion entre la carga virica y el riesgo de CHC: la incidencia
acumulada de CHC aumenta de 1.3% a 14.9% cuando la carga virica varia de <300 copias/mL a
>1.000.000 copias/mL. Esta asociacion no esta relacionada con la gravedad de la enfermedad, y puede

observarse en pacientes con transaminasas normales y sin cirrosis manifiesta (Zoulim F, 2006).

También se asocian a la aparicién de CHC la duracién de la infeccion, la edad avanzada, la raza
(asiaticos y africanos), infeccion por mutante precore, el alcoholismo, la coinfeccion por VHC, VHD o
VIH, cargas elevadas de ADN-VHB, antecedentes familiares, tabaquismo, obesidad, diabetes mellitus,
sexo masculino, positividad para HBeAg, el genotipo C comparado con el B, y en Africa y el Sudeste
asiatico, la exposicion a aflotoxinas producidas por Aspergillus flavus que contaminan los alimentos
(Ohnishi Ky col., 1982; Chen CJ y col., 2006).

La doble mutacion en el PBC A1762T/G1764A y mutaciones en preC son propensas a la generacion de
carcinoma hepatocelular en comparacion con el tipo silvestre. (Liu Sy col., 2009; Yin J y col., 2011).
Un reciente metaanalisis concluye que especialmente en los pacientes asiaticos, los infectados por VHB
con mutaciones G1896A son mas propensos a desarrollar enfermedad severa y carcinoma hepatocelular.
Otras mutaciones en PreC como G1899A, C1653T, T1753V también conllevan un aumento de riesgo
de desarrollo de hepatocarcinoma (Liao Y y col., 2012).

La proteina X modula las respuestas inmunes celular y humoral que pueden estar involucradas en la
oncogénesis (Su Q y col., 1998). Ademas la activacion de NF-kB (factor nuclear-kappa-B) por HBx
puede promover la supervivencia de células mutadas e infectadas que favorecen la oncogénesis (Beg
AAYy col., 1995; Murakami Sy col., 1994). Anteriormente, ya se ha citado que HBx también contribuye
a la carcinogénesis modulando la angiogénesis, induciendo la transcripcion del factor de crecimiento
endotelial y estabilizando el factor inductor de hipoxia (HIF-1) (Yoo YGy col., 2008; Han HK y col.,
2007).
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Los niveles de ADN-VHB en suero generalmente bajan cuando se desarrolla un CHC. Sin embargo, en
Asia se detecta una importante replicacion virica cuando aparece el CHC (Brechot C y col., 2010). Las
células tumorales no expresan el HBcAg, aunque puede detectarse el HBsAg en un 20 % de los casos
(Wang WL y col., 1991).

En la cirrosis, la sintesis de ADN en las células hepaticas esta aumentada respecto a las células de un
higado normal. En aproximadamente la mitad de los nédulos cirréticos existen caracteristicas de
expansion clonal de las células por lo que la hepatitis cronica activa subyacente es un factor
carcinogénico que explica el mayor riesgo de CHC en pacientes con cirrosis activa (Brechot C y col.,
1980). Sin embargo, en estudios realizados en marmotas y roedores americanos infectados por
Hepadnavirus (WHV- Woodchucks Hepatitis Virus- y GSHV -Ground Squirrel Hepatitis Virus-) se vio
gue desarrollaron CHC con una hepatitis cronica activa de base pero sin cirrosis, luego ésta no es un

requerimiento estricto para el desarrollo de CHC (Tennant BC y col., 2004).

Los mecanismos moleculares por los que el VHB inicia la oncogénesis hepatica no estan claros. En el
70- 80 % de los CHC existe ADN virico que se integra a nivel del genoma de la célula hospedadora,
pero la mayoria de los genes aparecen fragmentados o inactivados a nivel de transcripcion (Ganem D y
col., 2001). La integracion del ADN puede ocurrir en genes que codifican proteinas con un papel
fundamental en el control de las sefiales celulares, la proliferacion y la viabilidad. En el caso de la
marmota americana infectada por el WHV, el desarrollo de CHC se debe a la integracion del ADN virico
en una zona préxima al oncogen N-myc2, que es activado como consecuencia de la misma (Buendia
MA, 1998). Sin embargo, la integracion del ADN virico no es obligatoria en el ciclo vital del virus, sino
que puede actuar como un mutageno de insercion, activar oncogenes celulares por la proteina X o por
proteinas truncadas de la envuelta virica y provocar inestabilidad genémica por amplificaciones,

translocaciones y deleciones que pueden dar lugar a neoplasia (Koike Ky col., 1998).

En ratones transgénicos que contienen diferentes inserciones de ADN de VHB se demuestra la
importancia de la regeneracién celular hepética secundaria a la necrosis de los hepatocitos en ausencia
de agentes mutagenos. Si se produce un acimulo de PreS1/S2/S, esta proteina de la envuelta virica
induce un efecto tdxico directo en el hepatocito, independientemente de la respuesta inmune. Por otro
lado, la respuesta inmune desencadena regeneracion celular y aumento de riesgo de hepatocarcinoma.
En este modelo también se ha demostrado el dafio oxidativo del ADN, posiblemente por la sintesis de

citoquinas (Brechot C y col, 2010).

Se ha observado una incidencia de delecion pre/S en un 52-62 % de pacientes que desarrollaron
carcinoma hepatocelular (Chen BF y col., 2006; Chen CH vy col., 2007; Hsieh YH y col., 2007; Ito K
y col. 2007; Kajiya Y y col., 2002) y genes preS2/S con el extremo terminal 3"truncado de ADN de

VHB integrado en tejido de carcinoma hepatocelular. Las proteinas truncadas pueden tener potencial
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transcripcional/transactivacion y conducir al desarrollo del carcinoma, (Caseman WH y col., 1990;
Kekulé AS'y col., 1990)

Debido a la respuesta inflamatoria, se destruyen y regeneran hepatocitos continuamente a lo largo de
afios lo que puede originar mutaciones en los hepatocitos infectados. En la mayoria de los tumores
avanzados, los genes del VHB han desaparecido, por lo que el virus estaria implicado sélo en el inicio

y promocion de la carcinogénesis.

Se ha documentado que el tratamiento con interferén en pacientes que responden, reduce el riesgo de
desarrollar un CHC (Van Zonneveld My col., 2004).
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15. HEPATITIS OCULTA

La existencia de la hepatitis “oculta” (OBI: “occult” HBV infection) ha sido causa de debate. La
persistencia de genoma de VHB en pacientes HBsAg- se describid a finales de los afios 70 (Wands JR
y col., 1975; Hoofnagle y col., 1978), pero cuando se desarrolla la biologia molecular en los ultimos 10

afios, es cuando se ve realmente la prevalencia y su repercusion clinica.

Segun la reunién de expertos de Taormina en el afio 2008 (Raimondo G y col., 2008), la hepatitis oculta
se define como la presencia de ADN-VHB en tejido hepatico (y en algunos casos en el suero) en
individuos en los que el HBsAgQ no puede ser detectado por los ensayos comerciales. La base molecular
seria la persistencia de ADNccc en el hepatocito (Raimondo G y col., 2007; Levrero M y col., 2009).
En la mayoria de OBI se produciria una supresion de la replicacion y expresion de los genes por
mecanismos no aclarados. Debido a esto la cantidad de ADN circulante es muy baja (<200 1U/mL),
frecuentemente inferior a los limites de deteccidon de las técnicas diagnosticas convencionales. En
ausencia de HBsA(g, si se encontraran niveles de ADN comparables a los de la infeccién con HBsAg +,
se trataria muy probablemente de una infeccion por una mutante de escape (gen S mutado) (Raimondo
Gy col., 2008).

Hay varios mecanismos responsables de la desaparicién de HBsAg en el suero: disminucion progresiva
de la replicacion virica, mutaciones genéticas y factores ambientales. Existen dos tipos de OBI segun el
perfil seroldgico: las OBI seropositivas con HBCAc + aislado o junto a HBsAc+, y las OBI seronegativas
(20%), con todos los marcadores serolégicos negativos (Toberson y col., 2002). No se sabe si existe
diferencia clinica entre OBI seropositivas 0 seronegativas. La OBl muestra que la respuesta celular T
especifica duradera contra epitopos del VHB in vitro es débil, pero mas eficiente en OBI seropositivas
gue seronegativas (Zerbini A y col., 2008).

Para diagnosticar una hepatitis B oculta se deberia detectar ADN-VHB en el hepatocito. Como esto no
es posible en la mayoria de pacientes porque obligaria a una biopsia hepatica, se debe realizar una PCR
a tiempo real con buena sensibilidad (Raimondo G y col., 2008). Si esto no es posible, se usaria HBCAc
como sustituto para identificar OBI seropositivas en donantes de sangre, 6rganos o tejidos o cuando se

administra terapia inmunosupresora.

La OBI estd ampliamente diseminada. Su prevalencia varia segun el area geogréfica, pero es alta en los
infectados por VHC: el ADN-VHB es detectable en un tercio de portadores de VHC con HBsAg
negativo en el area mediterranea. La prevalencia es incluso mayor en Extremo Oriente (Raimondo G y
col., 2007; Toberson M y col., 2002). En Norteamérica, donde parece estar menos diseminada, es muy

prevalente en pacientes con enfermedad hepatica avanzada por VHC (Shetty K y col., 2008). También
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esta presente en individuos con enfermedad criptogénica del higado o cirrosis, especialmente en paises
en vias de desarrollo. En un estudio en Italia se analiz6 tejido hepatico de pacientes sin enfermedad

hepatica y se detect6 una prevalencia del 17% (Raimondo G y col., 2008).

El impacto clinico puede ser importante en varios contextos como la posible transmision de la infeccion,
el riesgo de reactivacion o su contribucion a la progresion de enfermedad hepatica. Diversos estudios
muestran asociacion significativa entre OBI y enfermedad hepética grave, sobre todo en pacientes con
infeccion por VHC, que sugieren que la infeccion oculta puede acelerar la evolucion a cirrosis y CHC
(Cacciola l y col., 1999).

Se ha especulado que durante la OBI, el VHB infecta preferentemente células mononucleares de sangre
periférica. Las cargas virales muy bajas sugieren un mecanismo selectivo especifico del sistema inmune
del hospedador involucrado (Coffin CS'y cols., 2011; Coffin CSy cols., 2011; Coffin CSy cols., 2014).
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16. HEPATITIS BY EMBARAZO

La transmision vertical del VHB de madre portadora al recién nacido ocurre en un 85-90% de los casos
en madres HBeAg+ y en un 30% en madres HBeAg- (Stevens CE y col., 1975). El riesgo es
practicamente nulo en hijos de madres portadoras de HBsAg con ADN-VHB negativo. El nifio se puede
infectar intradtero (5 % de los casos) por rotura de la barrera placentaria o, mas frecuentemente, durante
el parto cuando entra en contacto con la sangre de la madre que contiene particulas viricas, o en el
periodo neonatal (Lin HH y col., 1987). Hasta la aparicién de la vacuna, este tipo de transmision era un
factor importante en el mantenimiento de un reservorio de portadores crénicos ya que en los casos de
transmision vertical, mas del 85 % se convertiran en portadores crénicos del VHB (Petersen J, 2011) en
la infeccion horizontal en lactantes un 50 %, en nifios de uno a tres afios un 30 % y en nifios mayores,
un 5% (Jara P y col., 2008). Durante el embarazo, la mujer puede sufrir cualquier forma clinica de
hepatitis B: aguda, exacerbacion de infeccion latente por VHB o hepatitis cronica. EI embarazo no
aumenta las complicaciones ni para el feto ni para la madre. Lo que hay que evitar es la transmision

vertical.

En la mujer embarazada debe realizarse de forma obligatoria en el tercer trimestre la determinacién de
HBsAg v, si no ha sido controlada durante el embarazo, realizarlo tan pronto como sea posible con el
fin de proceder a la profilaxis en el recién nacido. Si el HBsAg es positivo, se determinara ADN-VHB
y signos de enfermedad hepatica y se valorara si instaurar el tratamiento valorando la gravedad de la
enfermedad en la madre y el riesgo de transmisidn perinatal (Nguyen Gy col., 2009). Si la embarazada
estd recibiendo tratamiento con analogos, se recomienda interrumpirlo, al menos durante el primer
trimestre, y seguir un control estricto, ya que no hay suficiente informacién sobre el riesgo para la madre

si se interrumpe o para el feto si se continda (Buti My col., 2012).

17. HEPATITIS B CRONICA EN NINOS

En nifios asiaticos contagiados por transmision vertical se ha observado que el paso del HBeAg a través
de la placenta hace que el nifio tenga una fase de inmunotolerancia con HBeAg +, carga viral elevada,
transaminasas normales durante afios por lo que no requieren tratamiento (lorio R y col., 2007). Cuando
madura el sistema inmune, se produce dafio hepéatico. No obstante, también se ha observado que nifios

con infeccién perinatal pueden presentar alteracion hepatica desde el principio.

En Espafia se han dado los dos patrones en nifios infectados antes de 1985 (Bortolotti F y col., 1998).
En nifios se ha utilizado interferdn, lamivudina y adefovir con resultados similares a los de los adultos

y no hay datos con el resto de analogos (Jonas MM y col., 2002; Jonas MM y col., 2008).
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18. COINFECCIONES CON OTROS VIRUS
18.1. Coinfeccién VHB-VIH

En los paises occidentales la infeccion cronica por VHB es diez veces més frecuente en pacientes VIH

positivos que en la poblacion general (Kellerman Sy col., 2033).

La coinfeccion por ambos virus es un hallazgo frecuente debido a que comparten vias de transmision:

sexual, parenteral y vertical.

La coinfeccion con VIH eleva la morbilidad y mortalidad por enfermedad hepética (Kellerman SE y
col., 2003; Thio Cl y col., 2002; Pérez Olmeda M y col., 2003). Para tratar ambos virus a la vez se
recomienda usar tenofovir combinado con emtricitabina afiadiendo un tercer agente antirretroviral. En

pacientes con CD4+>500/ul, se puede usar interferon, adefovir y telbivudina.

En pacientes VIH sin infeccion concomitante con VHB se recomienda la vacunacién siempre que los
CD4+ estén por encima de los 300-350/ pl.

18.2. Coinfeccion VHB-VHC

Un 7-15 % de pacientes con hepatitis B cronica esta coinfectados por el VHC (Peters MG. 2009).

El VHC suele inhibir la replicacion del VHB vy éste Gltimo no parece influir en la eficacia de los

tratamientos frente a VHC.

Se han descrito casos en los que tras erradicar el VHC con PEG-IFN y ribavirina aumentd la carga viral
de VHB y mas recientemente con los nuevos tratamientos como sofosbuvir y simeprevir (Collins IM y
col., 2015).

18.3. Coinfecion VHB-VHD
El virus delta (VHD) es un virus defectivo que necesita al VHB para replicarse.
El VHD puede adquirirse a la vez que el VHB o producirse una sobreinfeccion en un paciente

previamente infectado por el VHB. La coinfeccién con VHD agrava la enfermedad hepética y su

evolucion a cirrosis.

La hepatitis fulminante es mas frecuente en la coinfeccion que en la infeccion por VHB (Yurdaiyin C y
col., 2010). La cronificacion tras una hepatitis aguda por VHB-VHD es menos frecuente y la hepatitis
crénica delta se produce en 70-90 % de pacientes sobreinfectados (Yurdaiyin C y col., 2010; Hughes
SAy col., 2011).
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La prevalencia del VHD es de 15- 20 millones en el mundo, lo que supone que el 5% de los infectados
por VHB también lo estan por el VHD (Wedemayer Hy col., 2010). Por esta razén, deberia realizarse
el estudio de VHD en todos los pacientes HBsAg+, especialmente en el area Mediterranea y Este de
Europa donde su prevalencia es de un 5-10 % en los pacientes infectados con el VHB (Wedemeyer H'y
col., 2007) e instaurarse tratamiento.

El diagnostico se realiza por deteccion de IgM, técnicas inmunohistoquimicas para el antigeno de VHD
o0 por PCR, pero no estan al alcance de todo el mundo (Figura 11).

HBV - HDV Coinfection
Typical Serological Course

Symptoms

ALT E levated

Anti -HE=
_"EM anti-HD'V

HDVJ RHA
HEB=sAg Total anti-HD W

Time after Expns ure

Figura 11. Perfil seroldgico en infeccion por VHD. Tomado de
http://www.cdc.gov/ncidod/diseases/hepatitis/slideset/hep_d/slide
_4.htm
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19. DIAGNOSTICO

Todo paciente diagnosticado de infeccion por VHB debe ser sometido a una evaluacion inicial que
permita establecer la fase de la infeccion, coexistencia con otras infecciones viricas como VHC, VHD,
VIH y con otras enfermedades hepaticas de naturaleza metabolica, toxica (principalmente por consumo

de etanol) o autoinmunes que puedan contribuir al desarrollo de la enfermedad hepatica.

Para evaluar la enfermedad por VHB tenemos 4 tipos de marcadores clinicos: bioquimicos, serolégicos,

virolégicos e histologicos.

19.1. Marcadores bioquimicos

Los marcadores bioquimicos se relacionan de forma directa con la intensidad de la respuesta inmune y
la actividad necroinflamatoria. Entre las pruebas de laboratorio que se deben solicitar estan la realizacion
de un hemograma y bioquimica completos incluyendo estudio de alanino aminotransferasa (ALT),
aspartato aminotransferasa (AST), lactato deshidrogenasa (LDH), gammaglutamiltranspeptidasa o
gammaglutamiltransferasa (GGT), fosfatasa alcalina (FA), proteinograma, alfa-fetoproteina, recuento
sanguineo, coagulacion y actividad de protrombina. La VSG puede ser normal los primeros dias y

después incrementarse ligeramente.

19.1.1. Alanino aminotransferasa

El predominio de ALT es debido a hepatitis cronicas por VHC o VHB, farmacos y toxinas, esteatosis,
esteatosis no alcohdlica, hemocromatosis, hepatitis autoinmune, enfermedad de Wilson y hepatitis
agudas virales por VHA, VHB, VHC, VHD, VHE, Epstein-Barr o citomegalovirus.

Las concentraciones de ALT se usan como marcador de enfermedad hepatica. Es Util para caracterizar
la infeccion, para las indicaciones de tratamiento y evaluar la respuesta. No predice el grado de actividad

necroinflamatoria, ni de fibrosis ni establece pronoéstico.

Se ha observado que en presencia de lesiones hepéaticas moderadas o graves un porcentaje importante
de pacientes, sobre todo varones mayores de 40 afios, tenia cifras de ALT inferiores a 2 veces el limite

superior de la normalidad o incluso normales (Lok AS 'y col., 2004).

En estudios realizados en Asia se ha visto que el riesgo de presentar complicaciones y fallecer por
enfermedad hepética es mayor entre los que tienen valores de ALT entre 0.5-1 y 1-2 veces el limite
superior de la normalidad que entre los que tienen menos de 0.5 veces el limite superior de la normalidad
(Yuen HJ y col., 2005). En otro estudio entre donantes se vio que con unos limites mas bajos para la

ALT sérica de 30 UI/mL para varones y 19 Ul/mL para mujeres ofrecian mayor sensibilidad que los
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valores tradicionales de 40 y 30 Ul/mL respectivamente para detectar el dafio hepatico (Prati D y col.,
2002).

Hay que tener en cuenta que la elevacion de ALT puede ser por otra causa distinta, sobre todo en paises
occidentales donde aumenta la incidencia de higado graso. Es conveniente realizar varias
determinaciones trimestrales e interpretar los resultados junto a otros parametros como el sexo, la edad

y los marcadores seroldgicos de replicacion viral.

19.1.2. Aspartato aminotransferasa

La AST es una enzima citoplasmatica y mitocondrial presente en los hepatocitos pero también en células
de otros tejidos como coraz6n, musculo esquelético y rifién. El cociente AST/ALT >1 sugiere
enfermedad hepética de origen alcohdlico, pero también podemos encontrar ese cociente en cirrosis

independientemente de su etiologia.

19.1.3. Lactato deshidrogenasa

La LDH esta presente en multiples tejidos organicos y se libera como consecuencia de la destruccion
celular (fisiol6gica o patolégica) por lo que es un marcador de destruccion celular poco especifico.
Existen 5 isoenzimas de LDH que permiten hasta cierto punto establecer su procedencia. La LDH-5
procede mayoritariamente del higado Y la piel. Sin embargo, la determinacion de isoenzimas no se usa
en la préctica por no ser totalmente especificas y existir otros marcadores mas eficaces. En las hepatitis
agudas virales la elevacion se inicia en los prédromos y es maxima al inicio de la ictericia. En hepatitis

crénicas, cirrosis y hepatocarcinoma el incremento es moderado.

19.1.4. Gammaglutamiltranspeptidasa o gammaglutamiltransferasa

La GGT esta sobre todo en higado, aunque también se encuentra en pancreas, bazo y pulmén. En las
hepatopatias tiene paralelismo con los cambios de la fosfatasa alcalina. Es muy sensible pero poco
especifica. Aumenta en hepatitis virales agudas siendo el aumento menor que el de las transaminasas y
puede ser la Gltima en regresar a valores normales. También aumenta en hepatitis cronicas virales. Otras
causas de aumento son hepatocarcinoma, cirrosis, metastasis, hepatitis alcohodlica, colestasis,

pancreatitis, obesidad, hepatitis medicamentosa, etc.

19.1.5. Fosfatasa alcalina

La FA se encuentra en diversos 6rganos. La fosfatasa alcalina sérica suele provenir de higado, huesos o
intestino. Los aumentos de origen hepéatico suelen deberse a un proceso de colestasis. Las hepatitis
virales agudas o cronicas y la cirrosis producen hepatopatia parenquimatosa sin colestasis obstructiva

por lo que el aumento es moderado (menos de 5 veces el valor normal).

58



Caracterizacion molecular de virus de hepatitis B resistentes

19.1.6. Proteinograma

En el proteinograma, la hiperproteinemia con disminucion del cociente albimina/globulina por aumento
de la fraccion globulinica puede ser entre otras causas, por cirrosis. La hipoalbuminemia puede ser
debida a un defecto de sintesis que se presenta en la insuficiencia hepatica de diversas causas, siendo

mas importante en las crénicas.

19.1.7. Alfa-fetoproteina

La alfa-fetoproteina se ha asociado al carcinoma hepatocelular primario. Cerca del 70 % de pacientes

con carcinoma hepatocelular primario tienen concentraciones elevadas de alfa-fetoproteina en suero.

19.1.8. Factores de coagulacion

La actividad de los factores de coagulacion se realiza por el tiempo de protrombina y el tiempo de
tromboplastina parcial activada. Las deficiencias de los factores de coagulacion pueden ser adquiridas

por fallo hepético.

19.2. Marcadores serolégicos

Se solicitaran los marcadores serolégicos de VHB (HBsAg, HBsAc, HBCAc totales e IgM, HBeAg y
HBeAc) (Figura X), VIH, VHC, VHD, VHA.

Si no existen anticuerpos frente a VHA el paciente debe ser vacunado ya que es mayor el nimero de

complicaciones y de hepatitis fulminante por VHA en pacientes con enfermedad hepatica subyacente.
Los marcadores seroldgicos han sido citados anteriormente y su interpretacion se refleja en la tabla 2.

19.3. Marcadores virologicos

El marcador viroldgico es la cuantificacion del ADN-VHB por PCR. Es el mas relacionado con la
progresion de la enfermedad y el mas Util para monitorizar el tratamiento. El resultado se expresaré en

copias/mL o preferiblemente en UI/mL (1UIl/ml equivale a 5,6 copias/mL).

Si esta prueba es positiva, se puede extraer el ADN y realizar un estudio de mutaciones relacionadas con
resistencia al tratamiento, mutantes precore, mutantes del gen S y determinar el genotipo ya que la
evolucion de la enfermedad y la respuesta a los tratamientos varian segun ellos. Por ejemplo el genotipo
Ay en menor medida el B responden mejor al tratamiento con interferon que el genotipo C o D (Janssen

HL y col., 2005), aungue se necesitan mas estudios que confirmen estos datos.
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HBcAc | TBYAC | e ADN-
HBsAc | HBsAg HBeAc
IgM g G Ag VHB
Infeccion aguda - + + +/- + - +
Infeccion pasada + - - + - +/- -
Infeccidn crénica con replicacion - + +/- + + - +
Infeccidn crénica con replicacion
- + +/- + - + +
(mutante precore)

Portador asintomatico - + - + - +/- -
Vacunacion o periodo precoz. + - - - - - -
No existe infeccion por VHB o

periodo muy precoz de la infeccion

Tabla 2. Marcadores seroldgicos y su interpretacion.
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Periodo de Prodromos de Convalescencia
incubacion enfermedad aguda Temprana Tardia
Pruebas p 5
diagnésticas | HBsAG ‘ HBsAg (anti-HBC) Anti-HBc _
importantes 1 2 3 4 5 6 = B
| | | | | 1 | |
DNA polimerasa -——
o ” - —
Concentracion Particulas HBV -
relativa 4 -~ s .
de reactantes V4 |—| Anti-HBc
“Ventana core”

Anti-HBs

Anti-HBe

Nivel_gle L
deteecion Figura 12. Marcadores
Meses post 1 2 3 4 5 6 7 8 seroldgicos segun la fase de la
exposieion infeccion. Tomado de Medical
| kil | CRITERIA.com

Sintomas MedicalCRITERIA.com

19.4. Marcadores histologicos

19.4.1. Ecografia abdominal

Se recomienda la realizacion de una ecografia abdominal. Es til para identificar signos de cirrosis,
hipertension portal y hepatocarcinoma. Sin embargo, puede ocurrir que exista enfermedad avanzada sin

alteraciones ecograficas.

19.4.2. Elastografia por pulso unidimensional

La elastografia por pulso unidimensional mide la rigidez o elasticidad de un tejido expresandose el
resultado en KPa (kilopascales). La elastografia de transicion (ET) o Fibroscan es una prueba cualitativa
que mide la rigidez hepética ya que ésta es proporcional al grado de fibrosis. La escala de METAVIR y
la clasificacion de Scheuer (Bedossa P y col., 1996; Scheuer PJ y col., 1995) graddan la fibrosis en 5

estadios:
e FO (ausencia de fibrosis)
e F1 (fibrosis portal)
e F2 (periportal)
o F3 (puentes de fibrosis entre espacios portales)
o F4 (cirrosis)

La ET es fiable para diagnosticar la cirrosis (F4) y la fibrosis significativa (F2 o >2). Evita la biopsia

hepética en el 90% de pacientes con cirrosis y en el 70% de fibrosis significativa (Carrién JA,2009). Sin
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embargo la precision diagndstica y los valores de corte para establecer los estadios no estan tan bien

establecidos como para la hepatitis C.

19.4.3. Biopsia hepética

La realizacion de biopsia hepéatica depende de numerosos factores. Es el método mas fiable para ver el
grado de actividad necroinflamatoria y de fibrosis hepética pero es una técnica invasiva y con
complicaciones por lo que no se recomienda salvo en situaciones especiales ya que es preferible realizar
una elastometria para evaluar la fibrosis hepatica. Estaria indicada en pacientes con elevaciéon de ALT
y ADN con valores que no alcanzan criterios de tratamiento para excluir otras enfermedades. La
Asociacion Espafiola para el Estudio del Higado (AEHH) no la considera en pacientes con indicacion
de tratamiento mientras que para la Asociacion Americana para el Estudio de las enfermedades hepéticas
(AASLD) seria opcional.

20. TRATAMIENTO

En la actualidad, no existe un criterio uniforme para seleccionar a los pacientes que deben recibir
tratamiento. El objetivo es reducir el riesgo de desarrollo de cirrosis o la aparicion de hepatocarcinoma,
evitar el trasplante hepatico y aumentar la supervivencia. Como erradicar la infeccion no es posible por
la integracion del ADN-VHB en el genoma del hepatocito como ADNcce, se trata de inhibir la

replicacion de manera prolongada.

En la hepatitis aguda por VHB no esté indicado tratamiento ya que su evolucion natural es hacia la
curacion, excepto en casos de hepatitis graves o cuando se realiza trasplante hepético para reducir el
riesgo de recidiva (Known H y col., 2011; EASL, 2009).

En el caso de la hepatitis cronica por VHB hay que tener en cuenta la historia natural de la enfermedad,

y el riesgo de que aparezcan mutantes resistentes a los farmacos empleados.

Segln la Asociacién Esparfiola para el Estudio del Higado (AEEH) la indicacién de tratamiento es la
misma para pacientes HBeAg+ y HBeAg-. Hay que basarse en los niveles de ALT, la carga viral y la
lesion hepética valorada por biopsia o elastometria (Buti My col., 2012). El tratamiento estaria indicado
con ADN-VHB >2.000 UI/mL, actividad necroinflamatoria y/o fibrosis moderada. Si la carga viral es
superior a 2.000 UI/mL y las transaminasas normales, sera el grado de lesion hepatica lo que determinara

la instauracion de tratamiento.

Con grado de afectacion hepatica leve, hay que hacer seguimiento y valorar tratamiento.
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En pacientes jovenes en fase inmunotolerante, no es necesario si no existen datos de enfermedad
hepatica o antecedentes de hepatocarcinoma, se hara seguimiento y se realizara biopsia hepatica cuando

se eleve la ALT o alcancen 30 afios de edad.

En pacientes con cirrosis, el enfoque es distinto segun esté compensada o no. En la compensada se puede

HEPATITIS CRONICA HBeAg+ HEPATITIS CRONICA HBeAg-

ADN-VHB >2000 Ul/mL y/o ALT>LSN. | ADN-VHB >2000 Ul/mL y/o ALT>LSN.
EASL (2009) Considerar BH y tratar si inflamaciéon | Considerar BH y tratar si inflamacion
moderada/grave o fibrosis significativa moderada/grave o fibrosis significativa

ADN-VHB > 20.000 UI/mL + si ALT >x 2 | ADN-VHB > 20.000 UI/mL ALT > x 2
LSN (3-6 meses de observacion si ausencia | LSN

de pérdida de HBeAg). Considerar BH
previa al tratamiento o tratar si

descompensacion o ictericia.
Si ADN-VHB: 2.000-20.000 Ul/mL y

AASLD (2009) ALT > LSN, considerar BH y tratar
inflamacion moderada/grave o fibrosis
Si ALT <2 LSN: observacion. Considerar | significativa

BH si edad>40 afios, historia familiar de
HCC o alteraciéon persistente de ALT y
tratar si inflamacién moderada/grave o
fibrosis significativa

ADN-VHB > 20.000 Ul/mL+ si ALT>x5 | ADN-VHB >20.000 Ul/mL+, si ALT > x
LSN, 2 LSN (persistente tras 3-6 meses 0
descompensacion hepatica,

APASL (2008) Si ALT > x2-5 LSN (persistente tras 3-6

meses 0 descompensacion hepatica), si Si ALT< x2 LSN: BH (tratar si
ALT< x2 LSN: monitorizar ADN y BH si | inflamacion/fibrosis moderada /grave )
edad > 40 afios (Tratar si
inflamacion/fibrosis moderada/grave).

ALT: alanino-aminotransferasa; LSN limite superior de la normalidad; BH: biopsia hepatica;

HCC: hepatocarcinoma:

considerar tratamiento con carga viral detectable pero menor de 2.000 Ul/mL. Si la cirrosis esta
descompensada, se instaurard tratamiento independientemente de los valores del ADN-VHB y ALT ya
que puede producirse mejoria clinica si se controla la replicacién del virus (Shim JH y col., 2010; Liaw
YF, Sheen ISy col., 2011; Liaw YF, Raptopoplou-Gigi My col., 2011).
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Las guias de tratamiento de infeccion cronica por VHB de la American Association for the Study of the
Liver Diseases (AASLD), European Association for the Study of the Liver (EASL) y Asian-Pacific
Association for the Study of Liver (APASL) basan la eleccion de tratamiento en la existencia de
actividad de enfermedad hepatica medida por la elevacion de las transaminasas al menos dos veces por
encima del limite superior de la normalidad, elevadas concentraciones de ADN-VHB y positividad de
HBeAg (Tabla 3).

Tabla 3: Indicaciones de tratamiento de hepatitis cronica por VHB (Cortés L y col., 2012)

Después de 40 afios, las alternativas terapéuticas frente a la hepatitis B estdn mejorando continuamente
debido al mejor conocimiento del virus, aunque todavia existen areas en las que hay que seguir

investigando.

Es imposible actualmente hacer recomendaciones que valgan para todos los pacientes debido a la gran
variabilidad del virus y de la evolucion de la enfermedad. En Europa, al igual que en el resto del mundo,

ha aumentado la prevalencia de la hepatitis B HBeAg- (Funk ML y col., 2002).

Se elaboran diferentes guias terapéuticas, aun asi existe gran disparidad de criterios entre los
especialistas para enfocar el tratamiento, de manera que éste debe establecerse de manera
individualizada teniendo en cuenta todos los factores: edad, probabilidad de respuesta, prondstico de la
enfermedad, efectos adversos, desarrollo de resistencias, etc. y también hay que tener en cuenta el

momento mas indicado para establecerlo.

En Septiembre de 2011 se reviso la Guia Practica Clinica (GPC), elaborada por la European Association
for the Study oh the Liver (EASL) en 2009, basandose en publicaciones existentes y en la experiencia
de un equipo de expertos. Las recomendaciones tienen asignados grados segin el Grading of
Recommendations Assessment and Evaluation (GRADE) (Tabla 4).

Los expertos consideraron una serie de cuestiones:
e Cbmo evaluar la hepatopatia antes del tratamiento
e Objetivos y parametros de valoracion del tratamiento
o Definiciones de respuesta
e Enfoque éptimo del tratamiento de primera linea

e Factores predictivos de respuesta
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o Definiciones y abordaje de resistencia
e Monitorizacion del tratamiento

e Momento de dejar el tratamiento

e Tratamiento de grupos especiales

e Cuestiones actuales no resueltas

Grados de evidencia Simbolo

Improbable que una investigacion mayor modifique la

Calidad alta . . . .
confianza atribuida a la estimacion del efecto

Probable que una investigacion mayor influya de
Calidad moderada manera importante en la confianza atribuida a la B
estimacion del efecto y pueda modificarla

Es muy probable que una mayor investigacion tenga
una influencia importante en la confianza atribuida a

Calidad baja o muy baja L C
) ybd la estimacion del efecto y es probable que pueda
modificarla. Toda estimacién del efecto es incierta
Grado de la recomendacion
Los factores que influian en la fuerza de la
Fuerte recomendacion fueron la calidad de evidencia, los 1
resultados de presunta importancia para el paciente y
el coste
Variabilidad en preferencias y valores o mayor
incertidumbre: mas probable que esté justificada una
Débil recomendacion debil. 5

La recomendacién se hace con menor certidumbre,
coste 0 consumo de recursos superior

Tabla 4: Grados de evidencia y recomendaciones (adaptado del sistema GRADE por la EASL)
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La evaluacion de la hepatopatia antes del tratamiento debe ser a largo plazo ya que los niveles de
transaminasas en pacientes en fase de inmunotolerancia y en portadores inactivos pueden ser normales

y en pacientes con HBeAg- fluctian.

No solo debemos evaluar al paciente, también a familiares en primer grado y parejas sexuales a los que

se les debe hacer estudio de marcadores serol6gicos y si son negativos, vacunar.

Para ver la gravedad de la hepatopatia habrad que estudiar ALT, AST, LDH, GGT, fosfatasa alcalina,
bilirrubina, proteinograma, hemograma, estudio de coagulacion, o-fetoproteina, ecografia hepética,
niveles de ADN-VHB por PCR a tiempo real, coinfeccion por VIH, VHC y/o VHD vy estudio frente a
VHA recomendandose vacunacién si son seronegativos (Al). Los niveles de ALT suelen ser superiores
a los de AST, aunque cuando progresa a cirrosis puede invertirse, disminuir niveles de albumina,
aumentar los de globulinas, prolongarse el tiempo de protrombina y disminuir las plaquetas. Los niveles
de ADN-VHB en suero se expresaran en Ul/mL segin normativa de la Organizacion Mundial de la
Salud (Saldanha J y col., 2001) (1UI/mL equivale a 5,6 copias/mL). También sera necesario estudiar la

hepatopatia alcohdlica, esteatosis (Al).

Si es necesario realizar biopsia hepatica para instaurar tratamiento habra que tener en cuenta el riesgo
de complicaciones graves (1/4.000-1/10.000). La biopsia ha de tener buen tamafio y asi establecer el
grado de fibrosis (Bedossa P y col., 2003) (Al).

El objetivo del tratamiento seria la erradicacion completa del virus. Esto no es posible actualmente con
los farmacos disponibles por la persistencia de ADNccc en el hepatocito que es el responsable de las
reactivaciones (Raimondo Gy col., 2008; Brechot C y col., 1981; Brechot C y col., 2001). Los objetivos
reales del tratamiento son evitar la evolucion a cirrosis, cirrosis descompensada, insuficiencia hepética
terminal, hepatocarcinoma y muerte, mejorando la calidad de vida del paciente y disminuyendo la tasa
de infectividad del mismo.

Esta claro que la replicacidn viral es la clave del dafio hepatico y la progresion de la enfermedad por lo
gue la supresion viral es muy importante (Liaw YF y col., 2004). Clinicamente el objetivo a corto plazo
es alcanzar una respuesta inicial con seroconversién HBeAg, y/o niveles de ADN-VHB indetectables,
normalizacidn de ALT, prevenir la descompensacion hepatica y tratar de que la respuesta sea mantenida.
El objetivo a largo plazo es prevenir la descompensacion hepatica y evitar la progresidn a cirrosis y/o

hepatocarcinoma, el trasplante y aumentar la supervivencia.

Para lograrlo se tratard de impedir la replicacion viral de forma sostenida en el tiempo (B1) y como
consecuencia mejoraran los niveles de transaminasas, la progresion de la fibrosis y existird menos riesgo

de eventos clinicos por VHB.
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En cualquier paciente (HBeAg- o HBeAg+) la pérdida de HBsAg con o sin seroconversion a HBsAC sin

tratamiento, supone la remisién de la actividad de la hepatitis B crénica (Al).

La respuesta bioquimica y viroldgica sostenida en pacientes sin tratamiento HBeAg- (0 seropositivos al

comienzo y con seroconversién HBeAc persistente), también se asocia a buen prondstico (B1).

Pacientes HBeAg- y HBeAg+ que no hacen seroconversion a HBeAc, en los que se consigue la remision
viroldgica sostenida (ADN-VHB indetectable por PCR) tras tratamiento antiviral, son otro criterio
deseable (Al).

En el caso del tratamiento con antivirales orales, un objetivo es impedir la seleccion de mutantes
resistentes y para ello el nivel de ADN-VHB debe ser indetectable a partir de la semana 24 de
tratamiento. Los analogos inhiben la replicacion viral en la hepatitis B crdnica, pero su efecto sobre la
pérdida de HBsAg es desconocido, aunque hay estudios con tenofovir y entecavir que sugieren que se
tardarian décadas en lograr la pérdida de HBsAg. Es decir, el aclaramiento de HBsAg, que es un objetivo
en el tratamiento de la hepatitis B cronica, seguira siendo un acontecimiento extraordinario durante la

terapia con analogos de nucleds(t)idos (Zoutendijk R y col., 2011).

Como ya se ha citado anteriormente, la hepatitis aguda no requiere tratamiento ya que suele evolucionar
hacia la curacidn. Sin embargo, en casos de hepatitis graves puede intentarse el tratamiento aungue no
exista evidencia, sobre todo si precisa trasplante, para evitar la infeccién del injerto (Known H y col.,
2011; EASL, 2009).

20.1. Respuesta al tratamiento

Existen varios tipos de respuestas: bioquimica, histoldgica, seroldgica y viroldgica.

20.1.1. Respuesta bioquimica

La bioguimica es la normalizacion de los niveles de ALT haciendo seguimiento cada tres meses a lo
largo de un afio tras el tratamiento. A veces, a lo largo de ese afio puede haber alguna elevacion

transitoria, en ese caso, se haré el seguimiento durante dos afios.

20.1.2. Respuesta histoldgica

La respuesta histoldgica es la disminucion de la actividad necroinflamatoria sin progresion de la fibrosis

comparandola con la previa al tratamiento.
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20.1.3. Respuesta seroldgica

La respuesta serologica es la seroconversion de HBeAg a HBe Ac en los pacientes HBeAg+ y la

seroconversion de HBsAg a HBsAc en todos los pacientes.

20.1.4. Respuesta viroldgica

La respuesta viroldgica depende del tratamiento empleado. La respuesta completa es la respuesta

virol6gica sostenida sin tratamiento con pérdida del HBsAGg.

20.2. Farmacos antivirales

En la actualidad se dispone de 6 farmacos aprobados para el tratamiento de hepatitis B en Europa:
interferén, andlogos de nucledsidos (L-nucledsidos): lamivudina, emtricitabina, y telbivudina; D-
ciclopentanos: entecavir y analogos de nucleotidos (alquilfosfanatos): adefovir y tenofovir. Se eliminan
por rifidén por lo que se debe controlar el aclaramiento de creatinina en todos los pacientes que inicien

tratamiento con ellos. Los analogos de nucledtidos son més nefrotoxicos, especialmente adefovir.

20.2.1. Interferdn

El IFNo fue el primer firmaco en usarse para tratar la hepatitis cronica por VHB. Actualmente se
prescribe su forma pegilada (PEG-IFNa). La pegilacion (monometoxi-polietilenglicol) reduce su
aclaramiento renal aumentando la semivida, disminuyendo el nimero de administraciones y aumenta la

tasa final de respuesta.

El interferén-az. induce la produccién de proteinas inhibitorias de la replicacion del virus. El interferon-
azp también induce la produccion de proteinas inhibidoras y aumenta la citotoxicidad de los macrofagos

pero ha sido probado en pocos paises (Zhao H y col., 2007).

El objetivo es normalizar la ALT y la seroconversion de HBeAg con la aparicion de HBeAc al menos
en dos determinaciones. En el caso de PEG-IFN esta respuesta puede aparecer hasta seis meses después
de finalizado el tratamiento (Buti M y col., 2012). Un 4-6% de los pacientes logran la seroconversion
de HBsAg a HBsAc (Lau GK y col., 2005). Tras su suspension es frecuente la recidiva en HBeAg-
(Wong DK y col., 1993; Lampertico P y col., 2003; Papatheodoridis GV y col., 2001).

Es eficaz sobre todo en pacientes con transaminasas elevadas, cargas bajas de DNA y HBeAg+ donde
logra la seroconversion del HBeAg y la normalizacién de las transaminasas en un tercio de los casos

tras 48 semanas de tratamiento (Lau Gy col., 2005; Janssen H y col., 2005).
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En pacientes HBeAg-, a las 12 semanas de tratamiento, si el nivel de HBsAg no desciende y la bajada
de ADN-VHB el inferior a 2 logio UI/mL, se puede suspender el tratamiento porque la probabilidad de
respuesta es muy baja (Rijckborst V' y col., 2010).

Las ventajas de interferdn son que no selecciona mutantes resistentes, se puede lograr una respuesta
viroldgica sostenida tras el tratamiento con seroconversion a HBeAc y HBSAc y tiene una duracion

determinada.

Tiene multiples efectos secundarios como aumentar la concentracion de anticoagulantes, teofilina y
zidovudina, interactuar con psicofarmacos, puede provocar sintomas pseudogripales e infiltrados
pulmonares, neutropenia, trombopeniay depresion . Esta contraindicado en insuficiencia renal, hepatica,
cardiaca, alteraciones de médula 6sea, hipertiroidismo no controlado, embarazo, enfermedad cerebral,
epilepsia, hepatitis autoinmunes y en hepatitis con cirrosis avanzada y descompensada. Otro

inconveniente es su forma de administracion, via subcutanea.

La respuesta primaria a interferén es una carga viral menor de 2.000 UI/mL determinada a los 6 meses,
al finalizar el tratamiento y 6 y 12 meses tras tratamiento. Si se mantiene al menos 12 meses, se considera

respuesta sostenida.

20.2.2. Thymosin a-1

Thymosin a-1 es un inmunomodulador, pero solo ha sido probado en algunos paises asiaticos donde ha
mostrado que a los seis meses de tratamiento en pacientes HBeAg+, se normaliza la ALT, se produce la

pérdida de HBeAg y el ADN-VHB permanece indetectable a los 12 meses.

La respuesta es mayor (52%) en genotipo B que en el C (24 %) (Chien RN y col., 1998; Chien RN y
col., 2006).

Aunque Thymosin a-1 tiene como ventajas la duracion determinada del tratamiento y minimos efectos

secundarios, son necesarios estudios en gran escala para confirmar su eficacia.

20.2.3. Lamivudina

Lamivudina (3TC) se aprobé como tratamiento oral para la hepatitis B cronica en 1998. Se trata de un
inhibidor de la transcriptasa inversa andlogo de nucledsidos, concretamente de la citosina. Mejora la
inflamacidn, la fibrosis, disminuye la carga viral rapidamente y normaliza la ALT (Lai Cy col., 1998).

Selecciona con facilidad mutantes resistentes: 15-20% al afio de tratamiento, 80% a los 5 afios (Lok AS
y col., 2003). Estas mutantes provocan resistencia cruzada con otros antivirales orales. Por ejemplo la
M204V/1 reduce la eficacia del farmaco mas de 1.000 veces por lo que no se puede compensar
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aumentando la dosis y suele acomparfiarse de otras mutaciones compensatorias que mejoran la

replicacion viral.

Esta contraindicada la monoterapia con lamivudina y actualmente se considera un farmaco de segunda

linea debido a la aparicién de resistencias.

20.2.4. Emtricitabina

La emtricitabina (FTC) es un analogo de la citosina similar a 3TC, pero méas potente. También selecciona
mutantes resistentes con facilidad (Lim Sy col., 2006), existe resistencia cruzada con lamivudina. No

se usa en monoterapia. Se presenta coformulada con tenofovir para el tratamiento de VIH.

20.2.5. Adefovir dipivoxil

Adefovir dipivoxil (ADV) es un andlogo de nucle6tidos (adenina). Induce rapida caida de la viremia
con una frecuencia de seleccion de mutantes del 30 % a los 5 afios (Marcellin P y col., 2003; Hadziyannis
Sy col., 2005; Buti M y col., 2007), aunque un porcentaje de pacientes, en torno al 5-10%, no existe
respuesta debido a uso de dosis bajas, polimorfismos virales o resistencia cruzada en pacientes que han

recibido previamente lamivudina (Martin Carbonero L, 2012).

Posee una potencia menor que telbivudina, entecavir y tenofovir y una tasa de resistencias mayor que

estos dos ultimos.

Puede producir toxicidad renal (Chan HL y col., 2007; Leung N y col., 2009; Marcellin p 2008; Ha NB

y col., 2009). Desde la aprobacién de tenofovir, su uso ha disminuido.

20.2.6. Tenofovir

Tenofovir (TDF) es un analogo de nucleétidos (adenina) como adefovir, pero mas potente y menos
nefrotoxico. Hasta el momento no se han descrito mutaciones relacionadas con resistencia a TNF
(Marcellin P y col., 2011) aunque se ha observado que la eficacia de tenofovir en monoterapia es
subo6ptima en pacientes cargas virales elevadas por recaidas por resistencia a adefovir (Van Bommel F
y col., 2010). Posee una alta barrera genética, definida como el nimero de mutaciones requeridas para

producir una disminucién significativa en la sensibilidad.

20.2.7. Entecavir

Entecavir (ETV) es un analogo de nucledsido (guanosina).Mas potente que lamivudina o adefovir. El
riesgo de desarrollo de resistencias es bajo, un 1,2 % a los 6 afios en pacientes no tratados (Tenney DJ
y col., 2009; Chang TT vy col., 2010) ya que las mutaciones de resistencia a lamuvudina favorecen la
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aparicion de resistencias a entecavir, aunque deben acumularse varias para que la resistencia sea

clinicamente significativa (Tenney D y col., 2004).

A largo plazo es capaz de revertir la fibrosis (Chang TT vy col., 2010).

20.2.8. Telbivudina

Telbivudina (LdT) es un anélogo de nucletsidos (timidina). Mas potente que adefovir o lamivudina (Lai
Cy col., 2005). Aungue desarrolla menos resistencias que éstos, en pacientes con carga basal elevada si
las desarrolla. Tiene una baja barrera genética y no se recomienda su uso como farmaco de primera

linea.

20.2.9. Clevudina

Clevudina es un anélogo de nucledsido (pirimidina) con potente actividad antiviral frente a VHB,
aunque su uso sélo se ha aprobado en Corea y Filipinas por producir miopatia (Flischer RD y col., 2009).

A la semana 24 aparecen mutantes resistentes en 2.7% de los pacientes (Liaw YF y col., 2012).

20.2.10. LB80830

LB80830 es un analogo de nucleotido similar a adefovir y tenofovir, pero su desarrollo se encuentra en
fase Il (Liaw YF y col., 2012).

Cuando el tratamiento se realiza con andlogos hay que tener en cuenta la potencia antiviral, la rapidez
de accion, la seguridad, el desarrollo de resistencias y el coste. La potencia es un factor a tener en cuenta
cuando se quiere conseguir una inhibicion rapida de la replicacion como en hepatitis aguda grave,

enfermedad descompensada o cuando se va a iniciar un tratamiento inmunosupresor.

Las tasas de resistencias que generan los analogos son muy diferentes. Son altas para lamivudina,
intermedias para telbivudina y bajas para el resto, especialmente para los de alta barrera genética como

tenofovir o entecavir.

En cuanto al coste, lamivudina es el méas barato, seguido de adefovir, entecavir y telbivudina. Los méas

caros son interferon pegilado y, sobre todo, tenofovir.

Para saber si ha habido respuesta 0 no, se mide la carga viral cada 3-6 meses. La falta de respuesta
primaria con el tratamiento de los antivirales se produce cuando el nivel de ADN-VHB desciende menos
de 1log10 UI/mL a los 3 meses de tratamiento y la respuesta viroldgica se produce cuando los niveles
de ADN-VHB son indetectables. La respuesta es parcial con analogos de baja barrera genética como
lamivudina y telbivudina con ADN detectable a las 24 semanas de tratamiento y con los de alta barrera
genética como adefovir, entecavir y tenofovir, con ADN detectable a partir del afio. Se considera rebrote
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viroldgico si tras determinaciones indetectables, se vuelve a detectar ADN o aumenta el nivel de ADN
més de 1 log10 UI/mL respecto al valor mas bajo en los analogos de alta barrera genética. En estos
casos hay que comprobar cumplimiento y resistencias (Buti M y col., 2012). El rebrote siempre precede
a la recaida bioguimica (aumento de ALT). La suspension del tratamiento con antivirales no es
frecuente, pero si se suspenden, la respuesta sostenida sin tratamiento es cuando se detectan valores de

ADN-VHB inferiores a 2000 Ul/mL durante doce meses tras la interrupcion del tratamiento.

El tratamiento éptimo de primera linea se consigue combinando tres criterios: niveles de ADN-VHB,
ALT y grado de hepatopatia. El tratamiento es conveniente en aquellos pacientes con niveles de ADN-
VHB superiores a 2.000 Ul/mL, niveles elevados de ALT y necroinflamacion activa moderada o grave
y/o fibrosis moderada (Al), incluso si cumplen los criterios de niveles de ADN-VHB e histologicos

puede iniciarse tratamiento aunque la ALT esté normal (Al).

Los antivirales tienen un efecto antiviral potente, buena tolerancia y administracién oral. Sin embargo
la duracion del tratamiento no esta definida, no se conoce su seguridad a largo plazo y seleccionan
mutantes resistentes. En paciente HBeAg+ tras producirse la seroconversion HBeAc debe mantenerse
un afio mas (Lee HW y col., 2010) y vigilar estrechamente las recaidas. La seroconversion se mantiene
en 40-80% de los casos (Reijinders JG y col., 2010; van Nunen AB y col., 2003) (B1). El tratamiento a
largo plazo se considera para pacientes HBeAg-, pacientes que no logran seconversion HBeAc y
pacientes con cirrosis (C1).

Por su alta barrera genética y su capacidad de reducir la viremia, pueden usarse en monoterapia como
primera linea entecavir y tenofovir (Al). La duracion del tratamiento con estos antivirales durante mas
de tres afios logra la remisidn viroldgica mantenida en la mayoria de pacientes (Al) (Chang TT y col.,
2010; Marcellin P y col., 2011; Heathcote EJ y col., 2011). No hay datos sobre el beneficio de la terapia
combinada con otros antivirales en pacientes no tratados previamente (C1) (Lok AS y col., 2011). En
paises con pocos recursos econdmicos, se tienen en cuenta terapias secuenciales, empezando con
farmacos de primera linea como tenofovir o entecavir, pasando a lamivudina cuando se alcance la carga
indetectable.

20.2.11. Tratamientos combinados

Se han probado combinaciones de interferon con lamivudina o telbivudina pero la respuesta sostenida
no fue superior por lo gue no se recomiendan (Lau GK y col., 2005; Janssen y col., 2005; Marcellin Py

col., 2004; Marcellin P y col., 2010) (A1). Con otros antivirales la experiencia es limitada.

Los tratamientos combinados tienen las ventajas tedricas de una mayor actividad antiviral y una menor
tasa de resistencias y las desventajas de un mayor coste, mayor toxicidad, interacciones farmacoldgicas

y riesgo de desarrollar resistencias multiples.
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Se ha ensayado la combinacion de PEG-IFN con anélogos de nucleds(t)idos como lamivudina, adefovir,
tenofovir y entecavir (Lau GK y col., 2005; Lutgehetman My col., 2008; Fleischer RD y col., 2009) y
de diferentes andlogos como lamivudina con adefovir (Sung JJ y col., 2008), entecavir con tenofovir
(Lok ASy col., 2011), entecavir con adefovir (Lim YSy col., 2012), tenofovir con emtriticabina (Santos
SAy col., 2006; Fung Sy col., 2014).

En estudios de interferén pegilado y lamivudina se observé que la respuesta era mas intensa en el
tratamiento combinado que en monoterapia, pero la respuesta sostenida al interrumpirlo era similar,
aunque la tasa de resistencias a lamivudina fue inferior en el combinado (Janssen HL y col., 2005; Lau
G y col., 2005; Chan HLY y col., 2005; Marcellin P y col., 2004). Resultados similares se observaron

en estudios realizados combinando adefovir y lamivudina (Sung JJY y col., 2003).

En estudios combinando emtricitabina y adefovir la inhibicion de la replicacion fue mayor, pero
posiblemente debido a la mayor potencia de emtricitabina, no a la combinacién (Lau G y col., 2004).
Combinando, lamivudina con telbivudina también la respuesta fue mas intensa, pero debido a la mayor
potencia de telbivudina. En este Gltimo estudio ademas la seroconversion de HBeAg fue inferior en la
terapia combinada (Lai CL 2005). La eficacia de entecavir en monoterapia es similar a la de entecavir
combinado con tenofovir en pacientes naive HBeAg+. La terapia combinada solo resulta beneficiosa en

cargas elevadas (Lok AS y col., 2012).

La falta de efecto sinérgico entre los analogos probablemente es debida a que los dos farmacos usan la

misma diana terapéutica, la polimerasa viral.

De estos estudios se deduce que la combinacién de dos analogos no es mas eficaz que el mas potente de

ellos en monoterapia, pero existe una menor aparicion de mutantes resistentes.

Actualmente no se recomienda el uso de tratamientos combinados en pacientes no tratados previamente,
ano ser que se trate de pacientes naive en los que el tratamiento combinado esta indicado como pacientes
con enfermedad descompensada en los que es peligroso que desarrollen resistencias. En el resto hay que
realizar estudios a largo plazo comparando farmacos potentes con alta barrera genética en monoterapia
con tratamientos combinados. En el caso de haber aparecido alguna resistencia a analogos, el tratamiento

combinado parece claramente indicado para evitar resistencias multiples (Lok A y col., 2007).

20.3. Factores predictivos de respuesta

En la respuesta al tratamiento influirdn factores del virus y del paciente. En los HBeAg+, se obtendra
mejor respuesta con cargas virales bajas, niveles altos de ALT en suero, genotipos A y B y actividad
alta en biopsia hepatica (B2) (Lau GK y col., 2005; Janssen HL y col., 2005, Perrillo RP y col., 1990;

Wong DKH y col., 1993). En los HBeAg- no existen factores predictivos previos al tratamiento.
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20.3.1. Factores predictivos de respuesta a interferon

Durante el tratamiento con interferdn, los HBeAg+ en los que a las doce semanas haya disminuido el
ADN-VHB a menos de 20.000 UI/mL, tienen una probabilidad del 50% de seroconversion (Fried MW
y col., 2008). También se ha visto en los HBeAg+ que la reduccion por debajo de 1500 UI/mL es un
factor predictivo de seroconversion a HBeAc (C2) (Piravitsuth T y col., 2011). Los aumentos de ALT
tras disminuciones de ADN-VHB se asocian a seroconversion (B2) (Flink HJ y col., 2005). También
los niveles de HBeAg en la semana 24 pueden predecir la seroconversién (B2) (Fried MW y col., 2008).
Los HBe Ag- con cargas inferiores a 20.000 UI/mL en la semana 12 tienen un 50 % de posibilidad de
respuesta mantenida sin tratamiento (Bonino T y col., 2007). En los HBeAg- europeos con genotipo D,
la no disminucién de HBsAg y la disminucidn inferior a 2 log10 indican mala respuesta (B2) (Rijckborst
y col., 2010; Rijckborst y col., 2012). EI HBsAg como factor predictivo de respuesta necesita nuevos

estudios.

20.3.2. Factores predictivos de respuesta a analogos

Los factores predictivos de respuesta al tratamiento con antivirales en HBeAg+ son carga viral baja,
niveles altos de ALT en suero y alta actividad en biopsia hepéatica (A1) (Marcellin P y col., 2003;
Marcellin P y col 2008; Liaw YF y col., 2009; Perrillo RP y col., 2002).

Los genotipos no influyen en el tratamiento antiviral con analogos (Wiegand J y col., 2008). Pacientes
con niveles de ADN-VHB indetectables a las 24 semanas con lamivudina o telbivudina o a las 48
semanas con adefovir tanto en HBeAg+ como HBeAg- tienen méas probabilidad de respuesta viroldgica
sostenida y seroconversion a HBeAc (B1) (Liaw YF y col., 2009; Hadziyannis SJ ycol., 2006;; Yuen
MFy col., 2001; Zeuzem S y col., 2009).

La disminuciéon de HBsAg en HBeAg+ puede predecir posterior pérdida de HBeAg o HBsAg (C1)
(Wursthorn K y col., 2010; Lee JM y col., 2011; Marcellin P y col., 2011).

El fracaso terapéutico puede ser por falta de respuesta primaria, respuesta parcial virologica o recaida

viroldgica.

En todos los casos hay que descartar mal cumplimento del tratamiento por parte del paciente. En la falta
de respuesta primaria es importante determinar el genotipo y posibles mutaciones de resistencia y
cambiar el farmaco (B1).

La falta de respuesta primaria es mas frecuente con adefovir que con otros anélogos, en estos casos se

recomienda cambiar a tenofovir o entecavir (B1).
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En pacientes tratados con farmacos con barrera genética baja como lamivudina o telbivudina en los que
a las 24 semanas solo se ha obtenido una respuesta parcial, o tratados con adefovir con respuesta parcial
a las 48 semanas se recomienda cambiar a farmacos de alta barrera genética como entecavir o tenofovir
gue no posean resistencias cruzadas (Al). EI manejo de estos pacientes no esta claro. Si a la semana 48
van bajando los niveles de ADN-VHB se puede mantener el tratamiento ya que el riesgo de desarrollo
de resistencias es bajo (B1) (Zoutendijk R y col. 2011). Algunos expertos recomiendan asociar un

farmaco, sobre todo si no disminuye el nivel de ADN-VHB (C2).

20.4. Recaida viroldgica

La recaida viroldgica esta relacionada con el desarrollo de resistencias. La aparicion de resistencias
comienza con la seleccion de mutantes en el gen de la polimerasa. Esto hace que aumente la carga viral

y que semanas después asciendan los niveles de ALT con la progresion de la enfermedad.

La aparicion de resistencias depende de las caracteristicas del farmaco y de la duracion del tratamiento.
El riesgo es mayor si los niveles iniciales de ADN-VHB son elevados, si la disminucion de la carga viral
es lenta y si ha habido tratamientos previos con antivirales. Las mutantes deben detectarse cuanto antes,
a ser posible cuando aumenta la carga viral (B1), antes de elevarse la ALT e iniciar asi el tratamiento de
rescate con un farmaco que no tenga resistencias cruzadas para evitar cepas multirresistentes (A1) (Tabla

5), en este sentido deben evitarse los de barrera genética baja (C1).

En el caso de resistencia a lamivudina o telbivudina se aconseja el cambio a tenofovir o tenofovir
combinado con emtricitabina ya que es igual de efectivo tenofovir solo que combinado con lamivudina

(Van Bommel F y col., 2010) o afiadir adefovir si no se dispone de tenofovir (B1).

Si aparece resistencia a adefovir se aconseja entecavir en monoterapia o tenofovir (B1). Si la viremia es
elevada es preferible entecavir (C2). Si previamente ha sido tratado con lamivudina y presenta
determinadas mutaciones de resistencia, se afiadira un analogo de nucledsido o se cambia a tenofovir en

monoterapia (C1), peor no se debe usar entecavir.

Si existe resistencia a entecavir se cambia a tenofovir o se afiade (C1). No se han descrito resistencias a

tenofovir.

En el caso de tenofovir en monoterapia, se han observado casos de menor eficacia en pacientes con
altos niveles de carga viral y resistencia a adefovir. Si se describe alguna resistencia, lo 16gico es afiadir
un analogo de nucleosido (C2) o entecavir. Si no ha sido tratado previamente con lamivudina, cambiar

a entecavir (C2).
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Nivel de susceptibilidad
3TC | LdT | ETV | ADV TDF
Wild-Type S S S S S
M204V R S | | S
M2041 R R | | S
L180M+M204V R R | | S
Al181T/V | S S R S
N236T S S S R I
L180M+M204V/1+/-1169T+/-V173L+/-M250V R R R S S
L180M+M204V/1+/-T184G+/-S2021/G R R R S S

Tabla 5: Resistencia cruzada para las variantes de VHB mas frecuentes

20.5. Monitorizacion del tratamiento

20.5.1. Monitorizacion del tratamiento con interferén

En la monitorizacion durante el tratamiento con interferon en pacientes HBeAg+, se hara control
serologico y determinacion de carga viral a los 6 y 12 meses y, tras finalizar el tratamiento, alos 6 y 12
meses. El objetivo serd que la carga sea inferior a 2000 1U/mL, seroconversion HBeAc sostenida y
normalizacidon de ALT. Posteriormente se vigilara a largo plazo una posible seroinversion o progresion
a hepatitis cronica HBeAg- en los tratados con PEG-IFN (Al) (Buster EH y col., 2008; Wong VW y
col., 2010). Si el ADN-VHB es indetectable tras la seroconversion HBeAc, hay que controlar el HBsAg

anualmente, ya que se puede producir la seroconversion con pérdida de HBsAg y aparicion de HBSAc.
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Cuanto mas rapidamente caiga la viremia y el HBsAg, mas posibilidad de respuesta (Moucari R y col.,
2009). Si a los tres meses no se ha conseguido disminuir estas cifras, la probabilidad de seroconversién
HBeAg es baja y se puede valorar dejar el tratamiento (C2) (Piratvisuth T y col., 2011; Gane E y col.,
2011; Sonneveld MJ y col., 2010).

En HBeAg- tratados con interferdn, el control se hace a los 6 y 12 meses de iniciado el tratamiento y 6
y 12 meses tras finalizarlo. Con un ADN-VHB < 2000 Ul/mL sostenido sin tratamiento existe
probabilidad de pérdida de HBsAg a largo plazo. El objetivo sin embargo, seria alcanzar niveles de
ADN-VHB indetectables de manera sostenida tras dejar el tratamiento y asi la probabilidad de pérdida
de HBsAg aumentaria comprobando éste Gltimo cada 12 meses (B1). En estos pacientes se debe
controlar la aparicion de HBSAc y posibles reactivaciones que seran menos probables segun pase el
tiempo (A1) (Manesis EK y col., 2001). Si a los tres meses, no han disminuido los niveles >2 log10 ni
disminuye el HBsAg, la posibilidad de respuesta sera baja y se puede plantear la posibilidad de
interrumpir tratamiento (B2) (Rijckborst V y col., 2010; Rijckborst V y col., 2010).

20.5.2. Monitorizacién del tratamiento con antivirales

En pacientes tratados con antivirales y HBeAg+ el objetivo es seroconversion mantenida a HBeAc sin
tratamiento, ADN-VHB < 2000 Ul/mL, niveles de ALT normales y eliminacion de HBsAg con
controles cada seis meses (Al). Si se consiguen niveles indetectables de ADN-VHB, se producira la
seroconversién HBeAc pudiendo interrumpirse el tratamiento a los 12 meses de obtenida la
seroconversion (B1). El tratamiento con analogos puede continuar hasta alcanzar la negativizacion del
HBsAg sobre todo en enfermedad avanzada (C1) aunque no ocurre frecuentemente. Con cargas
indetectables de ADN-VHB (menos de 10-15 Ul/mL) se evitan resistencias.

20.6. Tratamiento en cirrosis

En cirrosis compensada puede usarse interferén pegilado en la misma pauta que para hepatitis crénica
0 monoterapia con tenofovir o entecavir (Al), vigilando las exacerbaciones, la aparicion de resistencias
y la posible evolucién a hepatocarcinoma. Asi se puede estabilizar al paciente e incluso lograr la
regresion de la fibrosis. El tratamiento podria suspenderse a los doce meses de lograr la seroconversion
HBeAg o tras la pérdida de HBSAg y serconversion HBsAg.

En cirrosis descompensada se pueden emplear andlogos como entecavir o tenofovir (A1), no interferdn,
y si se logra una mejoria clinica, mantener el tratamiento y asi evitar el trasplante, vigilando la

posibilidad de aparicion de hepatocarcinoma que en estos pacientes es elevada.

El trasplante hepético es la opcion terapéutica en caso de insuficiencia hepatica aguda, cirrosis
descompensada o hepatocarcinoma. Al principio, la tasa de recidiva era muy elevada. Al principio de
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los 90 empez6 a administrarse de forma profilactica yglobulina hiperinmune anti-VHB a dosis elevadas
por via intravenosa y la recidiva bajé a un 30 % (Samuel D y col., 1993). Posteriormente empezé a
tratarse en los momentos previos al trasplante con una combinaciéon de lamivudina y yglobulina
hiperinmune anti-VHB y la tasa de recidiva bajo al 10 % con lo que aument6 la supervivencia
(Steinmiiller T y col., 2002).

El riesgo de recidiva tras el trasplante esta en relacion con los niveles de ADN-VHB en el momento de
su realizacion. En un estudio realizado en 177 pacientes que recibieron yglobulina hiperinmune y/o
lamivudina se vio gque no existian recidivas si en el momento del trasplante la carga era indetectable, si
las cargas eran de 200-10° copias/mL las recidivas eran del 7,5% y del 50% en los que la viremia era
superior a 10° copias/mL (Marzano A'y col., 2005) por lo que es necesario conseguir una carga de ADN-
VHB lo més baja posible en el momento del trasplante y utlilizar un an&logo potente de alta barrera
genética para reducir el riesgo de recurrencia en el 6rgano trasplantado y evitar la aparicion de

resistencias (Al).

20.7. Tratamiento en coinfecciones

Los pacientes VIH coinfectados con VHB tenian mas riesgo de cirrosis y hepatocarcinoma hasta la
aparicion del tratamiento antirretroviral de gran actividad (TARGA). Las indicaciones de tratamiento
son las mismas que en los pacientes VIH negativos. Se deben tratar simultdneamente el VIH y el VHB
de novo con tenofovir combinado con emtricitabina o lamivudina mas un tercer antirretroviral (Al)
(Rockstroh JK y col., 2008; de Vries-Sluijs TE y col., 2010), es decir debido a que se generan mas
frecuentemente resistencias, la estrategia habitual debe ser un régimen triple frente al VIH que contenga

dos farmacos activos frente al VHB.

En pacientes con un recuento CD4 >500/mL puede tratarse primero la hepatitis B pero sin usar
lamivudina, entecavir o tenofovir en monoterapia ya que pueden desarrollar resistencia frente al VIH
(A1). Al monitorizar la respuesta, hay que tener en cuenta que en estos pacientes la respuesta puede ser
mas lenta y seguir detectandose ADN-VHB en el sexto mes, pero si los niveles van disminuyendo, hay

gue asumir que el tratamiento es eficaz.

Los analogos no sirven para la hepatitis por coinfeccién VHB-VHD, sélo se podria tratar con interferon
pegilado (Farci P, 2006) (Al). La duracion del tratamiento no esté bien definida, se mide el ARN-VHD
a los tres y seis meses, aunque no estan estandarizados (C2) y puede prolongarse hasta mas de un afio
(C2). Un 25-40% de los pacientes logra una respuesta viroldgica sostenida (Yurdayin C y col., 2010;
Hughes SA y col., 2011; Wedemeyer h y col., 2011).

En la coinfeccién con VHC aumenta la progresién de la enfermedad y el riesgo de desarrollar un

hepatocarcinoma. Los niveles de VHB suelen ser bajos y la enfermedad suele ser debida al VHC que es
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el que hay que tratar (B1) y vigilar las posibles reactivaciones del VHB que deberan ser tratadas con
analogos (B1). Como citamos anteriormente, se han descrito casos en los que tras erradicar el VHC,
aumento la carga viral de VHB y mas recientemente con los nuevos tratamientos como sofosbuvir y

simeprevir (Collins JM y col., 2015).

20.8. Tratamiento en nifios

En la mayoria de los nifios la hepatitis crénica se encuentra en fase de inmunotolerancia por lo que el

tratamiento suele ser conservador (lorio Ry col., 2007) (Al).

Se han evaluado interfer6n convencional, lamivudina y adefovir con resultado similares a los de los
adultos (Jonas MM y col., 2002; Jonas MM ycol., 2008). La terapia con interferén no proporciona mayor
beneficio que no tratar y la terapia con antivirales no se recomienda por la pérdida de beneficios a largo
plazo y riesgos concomitantes, a menos que exista una indicacion absoluta como descompensacion

hepatica, fibrosis o cirrosis avanzada.

20.9 Tratamiento en el embarazo

En el embarazo el interferén pegilado esta contraindicado. Tenofovir y emtricitabina estan clasificados
como categoria B y entecavir, lamivudina y adefovir, categoria C (Giles M y col., 2011). Se prefiere

tenofovir por su alta barrera genética y la seguridad en embarazo (B1) (Bzowej NH, 2010).

La transmision vertical se produce en el momento del parto, y para evitarla se combina la vacunacion
con lainmunizacion pasiva en el recién nacido. Sin embargo en mujeres con carga viral elevada, superior
a 1057, que suelen ser HBeAg+, el riesgo de transmision aumenta >10% y se les debe informar del uso
de un anélogo en el tercer trimestre para reducir la carga en el momento del parto (B1) (del CR y col.,
1997; Xu WM y col., 2009; Han Gr y col., 2011). Puede usarse lamivudina, telbivudina o tenofovir. Si
el tratamiento se ha instaurado para evitar la transmision vertical, puede suspenderse en los tres meses
siguientes al parto. Existe riesgo de exacerbaciones tras un parto (B1) por lo que la paciente no tratada
0 que haya interrumpido el tratamiento debe ser controlada (Rawal BK y col., 1991; Borg MJ y col.,
2008).

No se conoce la seguridad del tratamiento durante la lactancia. El HBsAg se detecta en leche materna,

asi como el tenofovir aunque por su biodisponibilidad los lactantes sélo estan expuestos a dosis bajas.

20.9. Tratamiento para prevenir reactivaciones en inmunodeprimidos

En pacientes que vayan a recibir tratamiento inmunosupresor o quimioterapia, es importante realizar un

estudio serologico previo (Al). Si son seronegativos se recomienda la vacunacion (Al).

79



Ana M@ Blazquez de Castro

En HBsAg+ tratados con inmunosupresores, especialmente con rituximab en monoterapia o0 combinado
con corticoides, el riesgo de reactivacion es alto. Durante las terapias y en los doce meses posteriores se
debe administrar tratamiento profilactico, independientemente del nivel de ADN-VHB (Al). En general
se recomienda lamivudina para tratamientos inmunosupresores cortos y niveles bajos de ADN-VHB
(B1) (Loomba Ry col., 2008) y entecavir o tenofovir para tratamientos inmunosupresores largos y/o

alta carga viral (C1).

En pacientes HBsSAg- y HBcAc+, se debe determinar la carga viral y poner tratamiento cuando se
positiviza el ADN-VHB antes de elevarse la ALT (C1), aunque también se recomienda la profilaxis si
el tratamiento se va a hacer con rituximab o en tratamientos de enfermedades hematolégicas malignas,

trasplante de médula 6sea o células madre (Lalazar G y col., 2007; Marzano Ay col., 2007).

En trasplantes hepéticos se administrard de forma profilactica e indefinidamente lamivudina en
receptores HBsAg- con donante HBcAc+ (B1) (Cholongitas E y col., 2010).

En pacientes con enfermedad renal terminal es frecuente el VHB. Se debe realizar estudio seroldgico y
si son seronegativos, vacunar. Como tratamiento se puede usar interferén pegilado o un analogo, pero
controlando la funcidn renal y ajustando las dosis (Al). El interferon debe evitarse en trasplantados para

evitar el rechazo.

20.10. Tratamiento de las manifestaciones extrahepaticas

Cada vez son menos frecuentes las manifestaciones extrahepéticas de la hepatitis B. Hay que tener en
cuenta que el uso de interferon puede agravar aquellas cuyo mecanismo es inmunitario. La plasmaféresis

y los corticoides pueden ser Utiles al principio en determinados casos (C2).

Tanto la EASL como la APASL en sus guias sefialan una serie de cuestiones que requieren ser estudiadas
como mejorar el conocimiento en pacientes HBeAg+ inmunotolerantes y HBeAg- con ADN-VHB <
20.000 UI/mL; estudiar la influencia de los niveles de HBsAg en la evolucion y las respuestas al
tratamiento; conocer mejor los marcadores séricos y biofisicos para evaluar la gravedad y el
seguimiento, marcadores genéticos del hospedador y el virus y marcadores que permitan interrumpir
con éxito el tratamiento; establecer diagndsticos precoces y tratamientos adecuados evaluando la
seguridad a largo plazo de los tratamientos, la aparicion de resistencias y tratamientos combinados de
interferén y anéalogos; desarrollar nuevos farmacos, en especial para el VHD vy profilaxis que eviten la
inmunoglobulina en el trasplante hepatico y evitar repercusiones a largo plazo en el tratamiento de

cirrosis, complicaciones y hepatocarcinoma.
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21. MUTANTES DE RESISTENCIA

Durante el tratamiento, la presencia de DNA-VHB indica mala adherencia o aparicién de mutaciones
en el gen de la polimerasa que pueden conferir resistencia a un farmaco, a una familia de farmacos e

incluso resistencia cruzada entre los diferentes antivirales.

Las mutaciones aparecen principalmente en el motif tirosina-metionina-aspartato-aspartato (YMDD) del

dominio C de la ADNpolimerasa dependiente del ARN.

La incidencia de aparicién varia segun la carga viral previa al tratamiento, la rapidez de la supresién de
la replicacion viral por el farmaco, el tiempo de la exposicion al mismo y exposicion previa a otros
antivirales (Fung S y col., 2006). Si el antiviral logra suprimir la replicacion viral, el riesgo de
seleccionar mutantes es minimo, mientras que un farmaco que no logre suprimir la replicacion viral,

puede ejercer la presion selectiva suficiente para seleccionar mutantes.

Una vez que se seleccionan mutantes en el gen de la polimerasa, la carga viral es baja ya que las mutantes
tienen menos capacidad de replicacion que la cepa silvestre. Posteriormente apareceran mutaciones
compensatorias que hacen que se recupere la capacidad de replicacion de estas cepas y aumente la carga
viral (Lok Ay col 2007). Semanas después se exacerbara la bioquimica hepatica elevandose la ALT
(flares) y se producira una progresién de la enfermedad. Por lo tanto el estudio de esas mutaciones sera

clave para el manejo del tratamiento de los pacientes.

Debido al alto grado de replicacion del VHB, 10*2 viriones al dia y a una tasa de error de 10°
sustituciones/base/ciclo, se producen 10'%* mutaciones puntuales diarias en individuos con replicacion
activa ya que la transcriptasa reversa del VHB no tiene capacidad de corregir errores y reparar los

nucleotidos incorporados erroneamente (Nowak M 1996).

El genoma tiene 3.200 pares de bases que pueden cambiar, de manera que el VHB es una mezcla de
virus (cuasiespecies) que evolucionan en el tiempo y que pueden presentar mutaciones. Sin embargo, el
contagio de VHB resistente procedente de un paciente tratado frente a VHB es poco frecuente, por lo
que el estudio genotipico de mutaciones que confieren resistencia al tratamiento frente a VHB en
pacientes naive no se recomienda, aunque son necesarios estudios de vigilancia para evaluar los cambios

de las resistencias primarias en distintas areas geograficas (Alvarez My col., 2013).

En la hepatitis crénica, el ADNccc actlla como un reservorio ya que la terapia con antivirales no puede

impedir su formacion de forma que la persistencia de viremia durante la terapia hace que se infecten
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nuevas células y que las mutaciones seleccionadas queden en el ADNccc de manera que pueden ser
seleccionadas rapidamente en el caso de emplear antivirales con resistencia cruzada (Zoulim F, 2005).
Por otra parte, los hepatocitos infectados tienen una vida media de 30-100 dias, lo que contribuye a la

persistencia del VHB en el higado.

La presion del tratamiento con antivirales hara que se seleccionen mutantes especificas o se seleccionen
mutantes preexistentes con mayor capacidad de replicacion que acabaran convirtiéndose en las variantes

mayoritarias.

La resistencia puede ser fenotipica o genotipica. El estudio de la resistencia fenotipica es complejo y se
realiza en cultivos virales in vitro, en los que se observa una pérdida de la inhibicién de la replicacién
viral. In vivo se produciria un aumento de la carga viral de al menos 1 logaritmo comparado con el valor
nadir. Para el estudio de resistencias desde el punto de vista genotipico se utiliza la secuenciacion de

amplificados de la RT y técnicas de hibridacion inversa sobre tiras de nitroceluosa (InnoLIPA).

La polimerasa tiene cuatro dominios funcionales: la regién “priming” o cebadora, la regién espaciadora,
una region catalitica con funcibn ARN/ ADN polimerasa ARN-dependiente y una regién
carboxiterminal con actividad H ribonucleasa. Su forma es similar a la mano derecha con palma pulgar
y dedos. Tiene siete dominios: A-G. El motivo YMDD esté en el dominio C que esta situado en el centro
de la molécula, en la “palma” (Figura 12). Al menos 8 codones de la polimerasa estan asociados con

resistencia primaria.

Ya habiamos visto como las mutaciones YVDD (rtM204V) y YIDD (rtM2041) conducian a resistencia
y defectos en la replicacion viral y como cuatro vias de resistencia mayor habian sido identificadas
(Locarnini Sy col., 2008):

e Viade los L-nucledsidos que se caracteriza por la mutacion rtM204V/I1 y confiere resistencia a

lamivudina y telbivudina.

e Viade los fosfonatos aciclicos que se identifica por la mutacion rtN236T y confiere resistencia

a adefovir y sensibilidad reducida a tenofovir.
e Via compartida por L-nucledsidos y adefovir con la mutacion rtA181T/V.

o ViaD-ciclopentanos que se caracteriza por la presencia de las mutaciones rtL180M y rtM204V/I
mas al menos una sustitucion en uno de los aminoacidos de rt 1169, rtT184, rt S202 I/G y rtM250

y confiere resistencia a entecavir.
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Figura 13. Estructura de la polimerasa
del VHB. Tomado de Sheldon J y col.,
Enferm Infecc Microbiol Clin 2008

21.1. Mutaciones relacionadas con resistencia a lamivudina

La lamivudina se aprobé como tratamiento oral para la hepatitis B cronica en 1998. Reduce rpidamente
la carga viral y presenta buena tolerancia, pero es la que tiene peor perfil de resistencia ya que tiene un

rango de resistencia anual de 15-25 % y més del 80% a los 5 afios de tratamiento (Lai CL y col., 2003).

Las mutaciones reducen la eficacia del farmaco mas de 1.000 veces, por lo que no se puede compensar
aumentando la dosis. Aparecen en la region de YMDD de la RT en las posiciones 204 (rtM204V/1) y en
la 180 (rtL180M).

La rtM2041 confiere resistencia por si sola y la rtM204V suele acompafiarse de la rtL180M, mutacion
gue tiene lugar en el subdominio B de la RT y aumenta la actividad enzimatica hacia el sustrato natural
y asi compensa la pérdida de viabilidad del virus haciendo que se recupere el fitness (Allen My col.,
1998; Sheldon J y col., 2006).

Otras mutaciones compensatorias que aparecen en pacientes tratados con lamivudina son rtL80V/I
(dominio A), que mejora la capacidad de replicacion, rtl1169T, rtV173L, tT184S/G, rtS2021 y rtQ215S
(Bartholomeusz Ay col., 2006). Las mutaciones compensatorias son capaces de restaurar la replicacion

viral a niveles proximos al de la cepa silvestre.

Las variantes YMDD también se encuentran en pacientes naive (Brechot C y col., 2001). Ademas, las
mutaciones espontaneas en YMDD son mas frecuentes en pacientes con genotipo C y carcinoma
hepatocelular, lo que parece relacionado con la mayor progresion a carcinoma del genotipo C comparado
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con el B (Yang J y col., 2014). Recientemente se ha realizado un estudio en China que demuestra que
las mutaciones ocurren frecuentemente en pacientes naive, con un 5,73%, siendo mas prevalente la
rtM204V/1 con un 4.89%. También se observo que eran ligeramente mas frecuentes en el genotipo C,
en hombres y HBeAg- (Zhang Q y col., 2015).

21.2. Mutaciones relacionadas con resistencia a telbivudina

En el tratamiento con telbivudina, la mutacion M204V/I también se selecciona aunque con menor
prevalencia ya que la tasa puede llegar al 3.6 % el primer afio y 14.8 % para el segundo (Alvarez Estévez

My col., 2013). La mutacién A181T/V también asocia resistencia a telbivudina.

21.3. Mutaciones relacionadas con resistencia a adefovir

En el caso de adefovir, la tasa de seleccion de resistencias es baja con una tasa del 3% a los 2 afios y del
29% a los cinco afios (Hadziyannis Sy col., 2005). Pueden ser mas elevadas en pacientes con mutaciones

preexistentes asociadas a analogos (Marcellin P y col., 2008).

Las mutaciones que confieren resistencia a adefovir son rtN236T en el dominio D y rtA181V en el
dominio B, pertenecientes a la via de los fosfonatos aciclicos. La rtN236T confiere un grado de

resistencia mayor que la rtA181V.

Por otra parte, el grado de resistencia a adefovir es mas bajo que a lamivudina por tener menor potencia

intrinseca, por lo que con grados mas bajos de susceptibilidad se anula su actividad.

Existen otras mutaciones secundarias relacionadas con fracaso terapéutico de adefovir como rtV84M,
rtS85A en el dominio A, rt181T/V en el dominio B, rtQ215S en el interdominio C-D y rtI233V, rtP237H
y rt238T/D que pueden aparecer sin la rtN236T en pacientes que no responden a adefovir
(Bartholomeusz Ay col., 2006; Schildgen Oy col., 2006).

En el caso de los pacientes naive en Europa, un 25% no responde al tratamiento con adefovir, esto puede
ser debido a la necesidad de tratar con dosis inferiores por la nefrotoxicidad, polimorfismo en el codén
1233V de la RT, mutacion rtA181T/S seleccionada por lamivudina que crea resistencia cruzada con
adefovir o rtL217R presente de forma natural en el genotipo A2, variante del genotipo A que es el mas
frecuente en Europa (Schildgen O y col., 2006; Thio Cy col., 2007; Schildgen O y col., 2004; Chang T
y col., 2006; Chueca N y col., 2007).
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21.4. Mutaciones relacionadas con resistencia a entecavir

Con entecavir las tasas de resistencia son de 1,2 % tras cinco afios de tratamiento (Chang TT vy col.,
2010), siempre que no existan mutaciones previas que confieran resistencia a lamivudina ya que si las
hay, la tasa sube hasta el 19 % tras tres afios de tratamiento (Tenney D y col., 2007) y el 57% a los seis

afios (Tenney DJ y col., 2009).

Entecavir posee una alta barrera genética y su resistencia se asocia a distintas mutaciones en el gen de
la polimerasa: rtI169T, rtL180M y/o rtS184G en el dominio B, rtS2021 y rtM204V/1 en el dominio C y
rtM250V en el dominio E.

La rtM250V incrementa la concentracion inhibitoria (Clso) en 10 veces mientras que rtl169T, rtT184G

y rtS2021 tienen poco efecto en la Clso,

La resistencia a entecavir es infrecuente, aparece tras una exposicion prolongada y siempre junto a
mutaciones de resistencia a lamivudina: rtL180M+rtM204V/I y rtT184G/S o rtS2021/G o rtM250V
(Tenney Dy col., 2004; Zoulim Fy col., 2009).

En estudios in vitro se observo que en las cepas que presentaban mutaciones que producian resistencia
a lamivudina, para que entecavir fuera efectivo, se necesitaba una concentracion mayor, por lo que
parece haber cierta resistencia cruzada. Sin embargo, si estaban presentes rt1169T y rtM250V o rtT184G

y rtS2021, las cepas se volvian completamente resistentes a entecavir in vitro (Zoulim F, 2006).

21.5. Mutaciones relacionadas con resistencia a tenofovir

El tenofovir es el farmaco con barrera genética mas elevada y hay trabajos que muestran que el fracaso

viroldgico y la aparicion de resistencias son excepcionales (Kitrinos Kmy col., 2014).

En un estudio multicéntrico europeo con 45 pacientes coinfectados por VIH y VHB tratados con
tenofovir en combinacion con otros antirretrovirales, dos pacientes presentaron la mutacion rtA194T
junto a otras mutaciones asociadas a resistencia a lamivudina (L180M+M204V) en las semanas 63 y 78
(Sheldon J y col., 2005).

La rtA194T esta asociada a resistencia parcial a tenofovir y disminucion de la replicacion in vitro
(Amini-Bavil-Olyaee S y col., 2009).

Las mutaciones primarias rtN236T y rtA181T/V eran inducidas por adefovir y tenofovir y conferian
resistencia a adefovir. La primera no afecta a lamivudina, telbivudina o entecavir, pero disminuye la
eficacia in vitro a tenofovir y la segunda reduce la sensibilidad a tenofovir y confiere resistencia parcial
a lamivudina y telbivudina (Villet Sy col., 2008). Debido a esto, en pacientes con estas mutaciones en

los que fracas6 adefovir, cuando se emplea tenofovir como terapia de rescate, la eficacia antiviral se ve
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reducida. Otras mutaciones que han mostrado conferir disminucién de la sensibilidad in vitro e in vivo
a tenofovir son rtP177G y rtF249A (Qin B y col., 2013).

21.6. Mutaciones ADASM (antiviral-drug-associated S gene mutations)

La mutacién rt181T/V ademas codifica un coddn de parada en el aminoacido 172 en una zona de
solapamiento con la regién S (sSW172*) con un cambio de marco de lectura que conducira a una
secrecion defectiva de la proteina S. También est4 asociada a cirrosis y hepatocarcinoma. (Lai MW y
col., 2008; Lee SAy col., 2012). Es decir, debido al solapamiento en ORF de los genes P/S, las mutantes
seleccionadas por analogos pueden producir cambios en el HBsAg y alterar la antigenicidad y al revés,
mutaciones en el gen S seleccionadas tras la vacunacion o el tratamiento con inmunoglobulinas pueden
afectar al gen de la polimerasa originando mutaciones de resistencia primarias o compensatorias en el
gen P (Torresi J y col., 2002). Estas mutaciones se denominan ADASM (antiviral-drug-associated S

gene mutations) (Kamili Sy col., 2009).

La asociacion de mutaciones V173L+L180M+M204V en el gen de la polimerasa, asocia las mutaciones
E164D+1195M en el gen S que hacen disminuir la capacidad de union HBsAg-HBsAc de igual forma
gue las mutantes de escape sG145R seleccionadas tras la vacunacion frente a VHB (Matthewus Gv y
col., 2006; Torresi J, 2002; Villet S y col., 2006).

Las mutaciones relacionadas con resistencia a lamivudina M2041 o V2071 pueden generar las
mutaciones de stop W196S/L que reducen la produccion de HBsAg (Sheldon J y col. 2006). Debido a
esto, algunos pacientes tratados con lamivudina o adefovir aclaran aparentemente el HBsAg pero siguen
con niveles detectables de ADN-VHB.

21.7. Mutaciones PBC y precore y relacidn con resistencias

Por otra parte, las mutaciones en PBC y en precore aumentan la eficacia de la replicacién viral en
mutantes resistentes a lamivudina. Se demostrd que la introduccién de mutaciones precore en la cepa
silvestre no afectaba a la replicacion o a la sensibilidad a lamivudina, pero la combinacidn de mutaciones
precore con mutaciones de resistencia a lamivudina restaura la replicacién a nivel de cepas silvestres.
Las mutantes PBC también aumentan la replicacion viral y la liberacion de virones en cepas resistentes

a lamivudina (Tacke F y col., 2004).

A modo de resumen, en la tabla 6 aparecen las mutaciones que pueden aparecer y su significado clinico.
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LOCALIZACION

AMINOACIDO O SUSTITUCION DE
NUCLEOTIDO

(mutacién de gen solapado asociada)

IMPACTO CLINICO

P (RT-A) rt1169T (sF161L) Resistencia a entecavir
P (RT-B) rtL180M (sE164D) Resistencia a entecavir
Resistencia a lamivudina, telbivudina
P (RT-B) rtA181T/V
adefovir, tenofovir
P (RT-B) rtT184S/A/l/LIG/CIM Resistencia a entecavir
P (RT-C) rtS202C/G/1 Resistencia a entecavir
P (RT-C) rtM204/V/1 Resistencia a lamivudina
P (RT-C) vrtM2041 (sW196S) Resistencia a telbivudina
P (RT-C) rtM204V (s1195M) Resistencia a entecavir
P (RT-D) rtN236T Resistencia a adefovir/tenofovir
P (RT-E) rtM2051/V Resistencia a entecavir
Baja respuesta a adefovir con
P (RT-A) rtL80V/I variantes previas resistentes a
lamivudina
P (RT-B) rtF166L (sF158Y) Compensatoria asociada a lamivudina
Compensatoria asociada a lamivudina
P (RT-B) rtV173L(sE164D) S
(aumento de replicacion)
P (RT-B) rtA194T Resistencia a tenofovir
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LOCALIZACION

AMINOACIDO O SUSTITUCION DE
NUCLEOTIDO

(mutacién de gen solapado asociada)

IMPACTO CLINICO

S-determinante “a”

sG145R(rtW153Q)

Mutante de escape asociada a
anticuerpos, reduccién nivel de
HBsAg y restablecimiento de
replicacion de VHB resistente a
lamivudina

S-determinante “a”

sD144E/G145R (1tG153E)

Mutante de escape asociada a
anticuerpos

S-determinante “a” sP120T (rtT128N) Reduccién nivel de HbsAg
Enhll C1653T Hepatocarcinoma (genotipo C)
PBC T1753V Hepatocarcinoma (genotipoB)
Reduccidn produccion de HBeAg;
PBC A1762T/GL764A serocoversion HBeAg;
inmunidad escape HBeAc
Seroconversion HBeAg; inmunidad
Pre-C G1896A escape HBeAc, curso enfermedad
mas severo; hepatocarcinoma
S W172* (rtA181T) Cirrosis; hepatocarcinoma

Pre-S1/Pre-S2

Delecién Pre-S1/Pre-S2 (coddn de iniciacion
Pre-S2y/o deleciones en el extremo 5°-
terminal de la region pre-S2 y extremo 3°-
terminal de pre-S1)

Enfermedad progresiva del higado;
hepatocarcinoma,

(genatipo C)

Pre-S

Mutacién en promotor Pre-S1y promotor
Pre-S2

Hepatocarcinoma

K130M+V311L (doble)

Hepatocarcinoma
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AMINOACIDO O SUSTITUCION DE

NUCLEOTIDO

LOCALIZACION IMPACTO CLINICO

(mutacién de gen solapado asociada)

X V5M/L+K130M+V131lI (triple) Hepatocarcinoma

Tabla 6: Variantes del virus de la hepatitis B relevantes clinicamente (Gao Sy col., 2015)
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Conocer la prevalencia de mutaciones en el gen de la polimerasa relacionadas con resistencias a los distintos
farmacos antivirales en pacientes con HBC tratados con interferon a-2a pegilado, analogos de nucleétidos y

nucledsidos en nuestro medio.

Estudiar la evolucién de las mutantes relacionadas con el gen de la polimerasa y su relacion con los distintos

tratamientos
Conocer la prevalencia de genotipos de VHB en pacientes infectados por virus resistentes a antiviricos.

Conocer la prevalencia de mutantes precore/core de VHB en pacientes infectados por virus resistentes a

antiviricos.
Estudiar evolucion de las mutaciones en precore/core.
Estudiar la prevalencia de seroconversiones HBeAg y su relacion con los tratamientos.

Estudiar la prevalencia de seroconverisones HBSAg y su relacion con los tratamientos.
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-Sujetos de estudio: 51 pacientes con HBC conocida procedentes del &rea de Salamanca que acudieron a los
servicios de Digestivo y Enfermedades Infecciosas del Hospital Clinico de Salamanca a los que se realiz

estudio de mutaciones de resistencia entre los afios 2006-2010 por falta de respuesta virologica.

-Se recogieron muestras en tubos de extraccion de sangre por el sistema de vacio en Z Serum Sep Clot
Detractor 9ml Vacuette® o K3EDTA Vacuette® 9ml de Greiner Bio-One.

-Las muestras se refrigeraron hasta su procesamiento en las primeras 24-72 horas. En caso de que esto no

fuera posible, se almacenaron a -20°C.

-Determinacion cualitativa de HBsAg en suero o plasma por ARCHITECT HBsAg Qualitative
(inmunoanalisis quimioluminiscente de microparticulas —-CMIA-) en ARCHITECT i System. Con
resultado inicial S/CO <1.00 se consider6 no reactivo y con resultado S/CO > 1.00, reactivo, segun

criterio del ensayo ARCHITECT HBsAg Qualitative.

Determinacion cuantitativa de HBsSAc en suero o plasma por ARCHITECT Anti-HBs (inmunoanalisis
quimioluminiscente de microparticulas -CMIA-) en ARCHITECT i System. Las muestras inferiores a
10.00 mUI/ml se consideraron no reactivas y las iguales o superiores a 10 mUI/ml reactivas, segun el
criterio de ensayo de ARCHITECT Anti-HBs.

-Determinacion cualitativa de HBeAg en suero o plasma por ARCHITECT HBeAg (inmunoanélisis
quimioluminiscente de microparticulas -CMIA-) en ARCHITECT i System. Segun el criterio del
ensayo ARCHITECT HBeAg, muestras con valores S/CO <1.000, se consideraron no reactivas y con
valores de S/CO > 1.000, reactivas.

-Determinacion cualitativa de HBeAc en suero o plasma por ARCHITECT®Anti-HBeAc
(inmunoandlisis quimioluminiscente de microparticulas -CMIA- de tipo competitivo) en ARCHITECT
i System. El ensayo considera no reactivas las muestras con valores S/CO > 1.00 y reactivas las muestras
con valores S/CO < 1.00. Las no reactivas presentan un porcentaje de inhibicion < 50% y las reactivas

>50%.

-Determinacion cualitativa de HBcAc en suero o plasma por ARCHITECT Anti-HBc Il (inmunoanalisis
guimioluminiscente de microparticulas -CMIA-) en ARCHITECT i System. Con resultado inicial S/CO
<1.00 se considerd no reactivo y con resultado S/CO > 1.00 reactivo, segun criterio del ensayo

ARCHITECT Anti-HBc II.

98



Caracterizacion molecular de virus de hepatitis B resistentes

-Determinacién cualitativa de anticuerpos frente a VHC en suero o plasma por ARCHITECT Anti-
VHC (inmunoandlisis quimioluminiscente de microparticulas -CMIA-) en ARCHITECT i System en
aquellos pacientes en los que fue solicitado por el clinico. Con resultado inicial S/CO <1.00 se considerd
no reactivo y con resultado S/CO > 1.00 reactivo, segun criterio del ensayo ARCHITECT Anti-VHC.
Para confirmar el resultado positivo de las muestras reactivas se realizd INNO-LIA HCV Score
(INNOGENETICS®-FUJIREBIO®), inmunoensayo de tercera generacion que incorpora dos antigenos
del core C1y C2, E2 de la region hipervariable, NS3 de la region de la helicasa, NS4A, NS4B y NSb.

-Deteccidn cualitativa simultanea de antigeno p24 y anticuerpos frente al VIH-1 (VIH-1 grupo M y
grupo O) y/o VIH-2 en suero o plasma por ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo (inmunoanalisis
guimioluminiscente de microparticulas -CMIA-) en ARCHITECT i System en aquellos pacientes en
gue fue solicitado por el clinico. Con resultado inicial S/CO <1.00 se considerd no reactivo y con
resultado S/CO > 1.00 reactivo, segun criterio del ensayo ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo. A las
muestra reactivas se les realiz6 INNO-LIA HIV /1l Score (INNOGENETICS®-FUJIREBIO®) para
confirmar el resultado. Esta técnica usa proteinas sintéticas y péptidos recombinantes del VIH-1y VIH-
2 'y un péptido sintético de VIH-1 grupo O: sgp120 y gp41 detectan anticuerpos especificos frente a
VIH-1, p31, p24 y pl7 frente a VIH-1y VIH-2. Los péptidos del VIH-1 grupo O estan presentes en la
banda sgp120. Los antigenos gp36 y sgp105 se usan para detectar los anticuerpos frente a VIH-2.

-Determinacion de anticuerpos frente al virus Delta por ETI-AB-DELTAK-2, DiaSorin (ELISA
competitivo simultaneo) en aquellos pacientes en que fue solicitado por el clinico. Segun el criterio del
ensayo, las muestras con una absorbancia menor o igual al cut-off, se consideran reactivas, y con una

absorbancia superior al cut-off, no reactivas.

-La cuantificacion de ADN de VHB se llevé a cabo por hibridacién de &cidos nucleicos tipo sandwich
en suero o plasma (VERSANT® HBV DNA 3.0 (bDNA) de SIEMENS® desde 2007 hasta 2012, con
un limite inferior de cuantificacion de 2000 copias/ml y un limite superior de cuantificacién de

100.000.000 copias/ml (factor de conversidn aportado por el fabricante 11U/ml=5,6 copias/ml).

Desde 2012 hasta 2015, la cuantificacion se realiz6 por COBAS® Ampliprep/ COBAS® Tagman®
HBV v2.0 que se basa en dos procesos principales: 1) aislamiento del ADN del VHB y 2) amplificacion
del ADN diana mediante PCR y deteccién simultanea de sonda oligonucle6tida doblemente marcada,
escindida y especifica para la diana. El intervalo de deteccion es de 20 1.700.000.000 UI7ml (factor de

conversién aportado por el fabricante 1Ul/ml=5.82 copias/ml.
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-La extraccidn de ADN se realiz6 a partir de suero o plasma por NucliSENS®easyMAG® partiendo de

un volumen de muestra de 200 ul y obteniendo un volumen de ADN de VHB de 25pl.

-La identificacion de los distintos genotipos (A-H) se realizé por PCR nested con cebadores biotinilados
e INNO-LIPA HBV Genotyping (INNOGENETICS®-FUJIREBIO®) detectando secuencias
especificas de los dominios B y C de la polimerasa del VHB. En la primera fase de la PCR se obtuvo
una secuencia de 409 pb amplificada, pero al no ser suficiente cantidad de producto se realizé una PCR

anidada produciéndose una secuencia de 342 pb.

Posteriormente se llevo a cabo una visualizacion de control en gel de agarosa al 5%. En la electroforesis

se dejo correr el gel entre 70-150 mv y se observd el producto amplificado.

El ADN biotinilado se hibrid6 con sondas de oligonucleétidos especificos fijados en forma de bandas
en una tira de membrana en Auto-LIPA que posee una linea de marca, una linea de control de
amplificado, otra de control de conjugado y las bandas de los genotipos. Con Auto-LIPA se realizé de
forma automatizada los pasos de hibridacion, lavado astringente de ADN no hibridado y revelado de
color (afiadiendo estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina que se une a hibridos biotinilados e
incubando con el cromégeno BCIP/NBT) produciéndose un precipitado purpura marrén. Para la
interpretacion de resultados se emple6 la tabla de tipaje que identifica los patrones de bandas con los
correspondientes genotipos (A-H) (Tabla 7). En el momento de la lectura se tuvo en cuenta la existencia
de genotipos mixtos.
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Tabla 7. Tabla para tipaje de genotipos
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-La identificacion de polimorfismos en los nucle6tidos nt1762 y nt1764 del promotor basal del core
(BCP) y en coddn 28 de la region precore de VHB se realizé por PCR nested con cebadores biotinilados
e INNO-LIPA HBV Pre-core (INNOGENETICS®-FUJIREBIO®). En la primera PCR se obtuvo una
secuencia de 326 pb. Como la cantidad de amplificado era insuficiente se realizé una PCR anidada que
proporcion6 un amplificado de 239 pb. A continuacion se realizé la visualizacion del amplificado en gel
de agarosa al 5% corriendo el gel entre 70-150 mv. EI ADN biotinilado se hibridé con sondas de
oligonucledtidos especificos fijados en forma de bandas en una tira de membrana en Auto-LIPA que
tiene lineas de marca, de control de conjugado, de control de amplificado, 5 lineas de BCP: una wild
type (A/1762/G1764) y 4 mutantes (BCP A1762/A1764, BCP Al1762/T1764y 2 BCP T1762/A1764) y
dos lineas para pc coddn 28: wild type y mutante. Con Auto-LIPA se realizé de forma automatizada los
pasos de hibridacién, lavado astringente de ADN no hibridado y revelado de color (afiadiendo
estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina que se une a hibridos biotinilados e incubando con el
cromégeno BCIP/NBT) produciéndose un precipitado parpura marrén. Para la interpretacion de

resultados se empled la tabla de tipaje (Tabla 8).

Lineas Interpretacion
3-BCP (Al1762/G1764) Silvestre
4- BCP (A1762/A1764) Mutante
5- BCP (A1762/T1764) Mutante
6- BCP (T1762/A1764) Mutante
7- BCP (T1762/A1764) Mutante

8-PC codon 28 Silvestre
9-PC cod6n 28 Mutante

Tabla 8. Tabla de tipaje para mutantes precore/core
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-La deteccién de mutaciones o polimorfismos de VHB situados en los codones 80, 173, 180, 181, 194,
202, 204, 236 y 250 del gen de la polimerasa se realiz6 por una Unica PCR usando primers biotinilados
gue amplifican desde el dominio A al F del gen de la polimerasa e INNO-LIPA HBV Multi-DR
(INNOGENETICS®-FUJIREBIO®). La secuencia obtenida es de 867 pb.

A continuacion se realizd la visualizacion del amplificado en gel de agarosa al 5% corriendo el gel entre
70-150 mv.

El ADN biotinilado se hibridé con sondas de oligonucledtidos especificos fijados en forma de bandas
en dos tiras de membrana (DR v2 y DR v3) en Auto-LIPA. Auto-LIPA realiza de forma automatizada
los pasos de hibridacion, lavado astringente de ADN no hibridado y revelado de color (afiadiendo
estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina que se une a hibridos biotinilados e incubando con el
cromogeno BCIP/NBT) Produciéndose un precipitado purpura marrén. Para la interpretacion de

resultados se emplearon las tablas de tipaje (Tablas 9y 10).
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V2

Lineas Interpretacion Farmaco
3y4-1.80 Silvestre -
5-V80 Mutante Lamivudina (compensatoria)
6y7-180 Mutante Lamivudina (compensatoria)
8-V173 Silvestre -
9-G173 Silvestre -
10-L173 Mutante Lamivudina (compensatoria)
11-1L.180/A181 Silvestre -

12y 13-L180/T181 Silvestre/Mutante Adefovir
14-1.180/Vv181 Silvestre/Mutante Adefovir
15-M180/v181 Mutante/Silvestre Lamivudina

16-M180/T181 Mutante Lamivudina/Adefovir
17-M180/Vv181 Mutante Lamivudina/Adefovir
18 y 19-M204 Silvestre -

20y 21- V204 Mutante Lamivudina/Telbivudina
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V2
Lineas Interpretacion Farmaco
22,23y 24-1204 Mutante Lamivudina/Telbivudina
25-S204 Mutante Lamivudina/Telbivudina
26, 27, 28, 29 y 30-N236 Silvestre -
31, 32,33y 34-T236 Mutante Adefovir

Tabla 9. Tabla de tipaje para mutaciones en gen de la polimerasa
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V3

Lineas Interpretacion Farmaco

3-T184 Silvestre -
4,5,6y7-S/C/IG/A184 Mutante Entecavir
8,9 Y 10 I/L/F/M 184 Mutante Entecavir

11-A194 Silvestre -
12-T194 Mutante Tenofovir
13-5202 Silvestre Entecavir
14-G202 Mutante Entecavir
15-C202 Mutante Entecavir
16-1202 Mutante Entecavir

17'Y 18-M250 Silvestre -
19'Y 20-V250 Mutante Entecavir
21Y 22-1250 Mutante Entecavir
23y 24-L.250 Mutante Entecavir

Tabla 10. Tabla de tipaje para mutaciones en gen de la polimerasa.
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-Los datos recogidos de las historias clinicas de los pacientes y los resultados obtenidos a partir de las
distintas técnicas realizadas se incorporaron a una base de datos. A continuacion se utilizé el programa

SPSS para Windows version 13 para el procesamiento de los mismos.
Para las variables cuantitativas se calcularon medias y se compararon con la T de Student.
Para las variables cualitativas se calcularon porcentajes y se compararon por la prueba 2.

Debido al tamafio de la muestra, se utilizo el nivel de significacion estandar. Se consideraron significativos
cuando el nivel de significacion obtenido fue inferior al 5.
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De los cincuenta y un pacientes estudiados veintitrés eran mujeres (45,1%) y veintiocho
hombres (54,9%) con edades comprendidas entre los 6 y 75 afios con una media de 37,71
afios y desviacidn tipica de 17,3. La edad media por sexos fue de 35,22 afios £16,21 para las
mujeres y de 39,75 afios £18,19 para los hombres.

El mecanismo de transmisidon fue vertical en diez casos (19,6%), familiar en tres (5,9%), sexual
en dos (3,9%), parenteral en uno (2,0%), post-transfusional en dos (3,9%), por reactivacion en

cinco (9,8%) y desconocida en veintiocho (54,9%).

La edad media en el momento del diagnéstico segun la transmision se refleja en la tabla 11.

Via de transmision Edad media Desviacion tipica
Desconocida 40,39 15,24
ADVP 30,00 0
Familiar 51,00 18,02
Post-transfusional 35,50 20,50
Reactivacion 51,20 19,34
Sexual 41,50 14,84
Vertical 19,90 10,55

Tabla 11.Media de edad segin el mecanismo de transmision

Respecto a la coinfeccién con VIH, s6lo un paciente estaba coinfectado por el VIH-1 (2,0%),

42 fueron negativos (82,4%) y no se solicito en ocho pacientes (15,7%).

Los coinfectados por el VHC fueron tres (5,9%), cuarenta y seis resultaron negativos (90,2%)
y no se solicito estudio de VHC en dos pacientes (3,9%).

No hubo ningun paciente en los que se solicitara estudio de VHC y VIH que estuviera

coinfectado con ambos virus a la vez.

No hubo ningun coinfectado con virus delta de los diecinueve en los que se solicitd la prueba
(37,3%). No se solicito en treinta y dos pacientes (62,7%).

Los cincuenta y dos pacientes fueron positivos para el HBsAQ.

Cincuenta y un pacientes fueron positivos para HBCAc y uno negativo.
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De los cincuenta y un pacientes, dos mostraron positividad a la vez para HBsAg y HBsAc
(3,9%).

Respecto al genotipo, veintisiete pacientes pertenecian al genotipo D (52,9%), quince al A
(29,4%), dos al B (3,9%), tres al C (5,9%), dos al F (3,9%) y dos al H (3,9%). No se detectd
ningun genotipo E, G o mixto. Cuatro pacientes de Europa del Este eran genotipo D, un paciente

sudamericano genotipo Ay los genotipos B y C eran de origen asiatico.

El estudio de mutaciones en precore/core se realizé en veintiocho pacientes HBeAg-/HBeAc+
(54,9% de la muestra). En un paciente no fue posible realizar la PCR por inhibicion de la técnica
(3,6% de los HBeAg-/HBeAc+), en cuatro pacientes no aparecio ninguna mutacion (14,3%) y
en los veintitrés restantes aparecié alguna (82,1%). La frecuencia de las distintas mutaciones

en los pacientes HBeAg-/HBeAc+ esta reflejada en la tabla 12.

Mutacion Frecuencia
BCP A1762/A1764 3 (10,7%)
BCP A1762/T1764 0 (0%)
BCP T1762/A1764 18 (64,3%)

Pc codon 28 21 (75%)

Tabla 12. Frecuencia de mutaciones en precore/core

De los tres que presentaban la mutacion BCP A1762/A1764, dos tenian asociada mutacién en
PC coddn 28 y de los dieciocho que presentaron la mutacion BCP T1762/A1764, quince
asociaron la mutacion PC codon 28, es decir en 60,7% aparecieron asociadas la mutacion PC
codon 28 con alguna PBC, especialmente la BCP T1762/A1764.

El nivel de significacion de relacionar HBeAg-/HBeAc+ con las distintas mutaciones fue

inferior al 5% en todos los casos (p<0.05).

En el momento del diagnostico, veintinueve pacientes eran HBeAg-/HBeAc+ (56,8%) vy
veintidos pacientes eran HBeAg+/HBeAc- (43,1%).

De los veintinueve HBeAg-/HBeAc+, uno hizo seroinversion a HBeAg+ y posteriormente paso
a ser HBeAg-/HBeAc- (2% del total). De ellos, dieciséis tenian genotipo D (55,2%), ocho, entre
ellos el de la seroinversion, el A (27,6%), uno el B (3,4%), dos el F (6,9%) y dos el H (6,9%).
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Los genotipos de los veintidés HBeAg+/HBeAc- fueron once del genotipo D (50%), siete del
genotipo A (31,8%), uno del B (4,5 %) y tres del C (13,6%).

De los veintidés HBeAg+/HBeAc-, ocho seroconvirtieron a HBeAg-/HBeAc+ (15,7%) y uno
seroconvirtio y posteriormente seroinvirtié (2,0%). De los que seroconvirtieron cuatro
pertenecian al genotipo A y cuatro al D y el que seroinvirtié pertenecia al genotipo D. En el
momento de la seroconversion tres no estaban siendo tratados, dos recibian adefovir, uno
tenofovir, uno entecavir y uno interferon. A tres pacientes de los que seroconvirtieron se les
realizé estudio de mutantes precore/core en los afos siguientes apareciendo en dos de ellos
mutacion en PC coddn 28 a los 2 y 4 afios de haberse producido la seroconversion y en uno la
BCP T1762/A1764 a los 3 afos.

De los cincuenta y un pacientes, cinco hicieron seroconversion HBsAg-/ HBsAc+ (9,8%); tres

pertenecian al genotipo A y dos al genotipo D.

Tres de los pacientes que hicieron la seroconversion HBsAg-/HBsAc+ eran HBeAg+/HbeAc-
, por lo que no se realizo el estudio de mutantes en precore/core. De los dos HBeAg-/HBeAc+,
uno no presentaba ninguna mutacion y el otro tenia ambas mutaciones (BCP T1762/A1764 y
PC codon 28). De los seroconversores HBsAg uno estaba a tratamiento con interferon, dos
estaban a tratamiento con tenofovir, uno con adefovir y otro con la combinacion de lamivudina
con adefovir. En los cinco las cargas tras la seroconversion fueron indetectables y mantenidas

en el tiempo.

Cuarenta y tres pacientes (84,3%) fueron sometidos a algun tipo de tratamiento y ocho no
(15,7%) aunque se realizd estudio de mutaciones de resistencia ante la posibilidad de

instaurarlo.

De los veintiocho pacientes en los que se hizo el estudio de mutaciones en precore/core, en
cuatro (7,8% del total) no se instaurd tratamiento. De ellos en uno no se detect6 ningun tipo
de mutacion, uno solamente en PC codo6n 28 y dos tenian mutaciones tanto en BCP como en
PC: BCP A1762/A1764+PC coddn 28 y BCP T1762/A1764+PC codon 28. La media de sus

cargas virales fue de 5.000 copias/mL.

En los 24 pacientes (47,1% del total) en los que se instaur6 algin tipo de tratamiento y

presentaban mutacién en precore/core, solamente en dos no bajo la carga a niveles clinicamente
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poco significativos, uno tenia la mutacion BCP T1762/A1764 y habia recibido terapia con
interferon y posteriormente con lamivudina no bajando la carga de 160.000 copias/mL y otro
presentaba la mutacion en PC coddn 28 y habia recibido tratamiento con lamivudina no bajando
la carga de 60.000 copias/mL.

La frecuencia de las mutaciones precore/core que aparecieron en los distintos genotipos se
indican en la tabla 13.

BCP BCP BCP
Genotipo | Al762/A1764 | Al762/T1764 | T1762/Al764 PC cododn Negativo No

28 Realizado
A 1(6,6%) 0(0%) 4(26,6%) 2(13,3%) 0(0%) 8(53,3%)
B 0(0%) 0(0%) 1(50%) 1(50%) 0(0%) 1(50%)
C - - - - - 3 (100%)
D 2(7,4%) 0(0%) 11(40,7%) 16(59,2%) 0(0%) 11(40,7%)
F 0(0%) 0(0%) 1(50%) 1(50%) 0(0%) 1(50%)
H 0(0%) 0(0%) 2 (100%) 1(50%) 0(0%) 0(0%)

Tabla 13. Frecuencia de mutaciones en precore/core

Dos pacientes desarrollaron hepatocarcinoma. Ambos tenian HBeAg-/HBeAc+ y mutaciones
BCP T1762/A1764+PC codon 28. Uno pertenecia al genotipo F y otro al A.

En los cuarenta y tres pacientes que recibieron terapia se utilizaron tratamientos en monoterapia
0 combinados. Los analogos en monoterapia se utilizaron en 68 ocasiones y la terapia
combinada de analogos en 19. No se utilizé nunca la combinacion de interferon y analogo. Se
considerd fracaso terapéutico la falta de respuesta viroldgica. Los tratamientos empleados se
reflejan en la tabla 14.
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Tratamiento Frecuencia
Interferon 16 (37,2%)
Lamivudina 22 (51,1%)
Adefovir 14 (32,5%)
Entecavir 7 (16,3%)
Tenofovir 19 (44,2%)
Lamivudina+Adefovir 8 (18,6%)
Lamivudina+Tenofovir 4 (9,3%)
Lamivudina+Entecavir 10(2,3%)
Entecavir+Tenofovir 3 (7%)
Entecavir+Adefovir 1 (2,3%)
Tenofovir+Emtricitabina 2 (4,6%)

Tabla 14. Tratamientos empleados

La respuesta a los distintos tratamientos esté reflejada en la tabla 15:

Tratamiento Respuesta al tratamiento
Sl NO ABANDONO

Interferon 1 (6,2%) 9 (56,2%) 6 (37,5%)

Lamivudina 0 (0%) 20 (90,9%) 2 (9,1%)

Adefovir 5 (35,7%) 8 (57,1%) 1(7,1%)
Entecavir 4 (57,4%) 3(42,8) 0 (0%)
Tenofovir 19 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Lamivudina+Adefovir 3 (37,5%) 5 (62,5%) 0 (0%)
Lamivudina+Tenofovir 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Lamivudina+Entecavir 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
Entecavir+Tenofovir 3 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Entecavir+Adefovir 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Tenofovir+Emtricitabina 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%)

Tabla 15. Porcentajes de respuesta al tratamiento.

El tratamiento combinado se utilizd en diecinueve ocasiones obteniéndose respuesta en 13 de
ellas (68,4%), fracasando en 6 (31,6%) sin registrarse ningun abandono. En 9 de los

tratamientos combinados que tuvieron éxito formaba parte tenofovir (75%).
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Respecto al tiempo que tardaron en fracasar los distintos tratamientos, en el caso del interferon
cuatro pacientes presentaron cargas positivas a los seis meses de tratamiento y cinco a los doce
meses. La media de las cargas virales en el momento del fracaso fue de 13.500.000 copias/mL.
La mutacion T1764/A1764 apareci6 en el 56,3% de los tratados con interferdn, aunque el nivel
de significacion no fue inferior al 5% (p<0,005). La PC codon 28 se detecto en el 50% e
igualmente el nivel de significacion no fue inferior al 5% (p<0,005). El Unico paciente que
respondio a interferon era HBeAg+ y seroconvirtio a HBeAg- y posteriormente pasd de
HBsAg+ a HbsAg-.

En el caso de los andlogos de nucleds(t)idos, los tiempos medios de fracaso fueron los indicados

en la tabla 16.
Tiempos de fracaso a tratamiento en meses
Tratamientos Media Desviacion Minimo Méximo
tipica
Lamivudina 26,4 18,1 2,6 62
Adefovir 25,6 17,8 4,2 51,6
Entecavir 7,7 4,5 4,7 12,8
Tenofovir 0 0 0 0
Lamivudina+Adefovir 28,8 23 6,7 63
Lamivudina+Tenofovir 0 0 0 0
Lamivudina+Entecavir 2,23 - 2,23 2,23
Entecavir+Tenofovir 0 0 0 0
Entecavir+Adefovir 0 0 0 0

Tabla 16. Tiempos medios de fracaso en analogos de nucle6s(t)idos

Las medias de las cargas virales en el momento del fracaso terapéutico en el caso de los
analogos de los nucleos(t)idos fueron para lamivudina de 29.000.000 copias/mL, para adefovir
de 3.000.000 copias/mL, para entecavir de 700.000 copias/mL, para lamivudina+adefovir de

1.000.000 copias/mL y para lamivudina+entecavir 3.500.000.

Se estudiaron los fracasos en relacion a los distintos genotipos. Los resultados se reflejan en la
tabla 17.
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Tratamiento Genotipos
A B C D F H
Interferon 4 0 1 1 1 2
(44,4%) (11,1%) | (11,1%) | (11,1%) | (22,2%)
Lamivudina 3(15%) | 0 | 1(5%) 14 1(5%) | 1(5%)
(70%)
Adefovir 1 0 0 7 0 0
(12,5%) (87,5%)
Entecavir 0 0 0 3 0 0
(100%)

Tenofovir 0 0 0 0 0 0
Lamivudina+Adefovir 0 0 | 1(20%) | 4 (80%) 0 0
Lamivudina+Tenofovir 0 0 0 0 0 0
Lamivudina+Entecavir 0 0 0 1(100%) 0 0

Entecavir+Tenofovir 0 0 0 0 0 0

Tabla 17. Genotipos y fracasos terapeuticos

De los cincuenta y un pacientes a los que se realizo estudio de mutaciones de resistencia, en los
ocho naive no se detectd ninguna mutacion de resistencia (15,7% del total) y de los cuarenta y
tres en los que se realizé algln tratamiento, veintitrés no presentaron mutaciones en el gen de
la polimerasa (45,1% del total) y veinte si (39,2% del total).

Los pacientes tratados con lamivudina fueron veintidos, en ellos las frecuencias de las distintas

mutaciones en el gen de la polimerasa asociadas a lamivudina se reflejan en la tabla 18.

Mutacion relacionada NUmero de pacientes Porcentaje
con lamivudina afectados
V80 (compensatoria) 6 27,3%
180 (compensatoria) 3 13,6%
L173 (compensatoria) 1 4,5%
M180/A181 6 27,3%
M180/T181(adefovir) 1 4,5%
M180/Vv181(adefovir) 1 4,5%
V204 8 36,8%
1204 9 40,1%
S204 0 0%

Tabla 18. Mutaciones asociadas a lamivudina
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El nivel de significacion fue inferior al 5% (p<0,05) en V80, 180, M180/A181, V204 e 1204.

Las mutaciones se presentaron aisladas o en asociacion con la siguiente distribucion:

1204 dos veces (9,1%)

1204+V80 (compensatoria) tres veces (13,6%)

1204+180 (compensatoria) dos veces (9,1%)
1204+M180/A181 una vez (4,5%)

1204+M180/T181+180 (compensatoria) una vez (4,5%)
1204+M180/A181+V80 (compensatoria) una vez (4,5%)
1204+V204+M180/A181 una vez (4,5%)

V204 tres veces (13,6%)

V204+V80 (compensatoria) una vez (4,5%)
V204+M180/A181+M180/Vv181+V80 (compensatoria) una vez (4,5%)
V204+ M180/A181+L.173 (compensatoria) una vez (4,5%)
\/204+M180/A181 una vez (4,5%)

La mutacion 1204 se detectd de manera aislada en dos pacientes que no habian recibido

tratamiento con lamivudina, uno habia recibido tres afios antes terapia con interferon que habia

fracasado y en el segundo caso no habia recibido ningun tratamiento previo pero se solicitd

estudio de resistencias antes de comenzar terapia con tenofovir.

En los dos pacientes que abandonaron el tratamiento con lamivudina no se detectaron

mutaciones relacionadas con ella.

Dos pacientes recibieron terapia con lamivudina que fracaso: en el primer caso al afio de

instaurar tratamiento y en el segundo caso a los cuatro afios. En ninguno de los dos se detectd

ninguna mutacion relacionada con resistencia a lamivudina y parecian cumplir correctamente

con el tratamiento.
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El nimero de pacientes que recibi¢ tratamiento con adefovir fue catorce. La frecuencia de las
mutaciones en el gen de la polimerasa relacionadas con adefovir se refleja en la tabla 19.

Mutaciones NUmero de Porcentaje
relacionadas con pacientes afectados
adefovir
M180(lamivudina)/T181 0 0%
M180(lamivudina/Vv181 1 7,1%
L180/T181 0 0%
L180/V181 1 7,1%
T236 3 21,4%

Tabla 19. Mutaciones relacionadas con adefovir
El nivel de significacion fue inferior al 5% (p<0,05) en T236.
Las mutaciones se presentaron aisladamente o asociadas de la siguiente manera:

e T236+M180/V181 una vez (7,1%)
e T236+L180/V181 una vez (7,1%)
e T236 unavez (7,1%)

La doble mutacion M180/T181 habia aparecido relacionada con uso de lamivudina una vez y

no aparecié ningun caso en relacion a adefovir.

La doble mutacién M180/V181 habia aparecido una vez relacionada con lamivudina y una vez

en relacidn con adefovir.

De los ocho pacientes en que fracaso el adefovir, en tres aparecieron las mutaciones de
resistencia y en cinco, no. De éstos ultimos, uno tuvo que dejar el tratamiento por toxicidad
renal, y los cuatro restantes se consideraron fracasos a adefovir. De ellos dos pertenecian al

genotipo D, uno al A y otro al F.
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Los pacientes tratados con entecavir fueron siete. La frecuencia de las distintas mutaciones se

refleja en la tabla 20.

Mutaciones relacionadas con Ndmero de pacientes Porcentaje
entecavir afectados
SIC/G/A184 0 0%
I/L/IF/IM184 0 0%
G/C/1202 2 28,6%
V/1/L250 0 0%

Tabla 20. Mutaciones relacionadas con entecavir
El nivel de significacion fue inferior al 5% (p<0,05) en G/C/1202.

La mutacién que aparecio fue G202. En un caso el paciente tenia previamente las mutaciones
M180/V181 y V204 y en el otro las mutaciones M180/A181 e 1204. En el caso de la tercera
paciente, no se consiguio bajar la carga a niveles poco significativos y no se pudo realizar
estudio de mutaciones de resistencia por fallecimiento.

En una paciente con las mutaciones V80 e 1204 que habia recibido terapia con lamivudina, se

detectd la mutacion V250 sin haber recibido terapia con entecavir previamente.

Diecinueve pacientes recibieron terapia con tenofovir y no se selecciond en ninguno la
mutacion T194. Solamente en uno de ellos se habia detectado la mutacion T194 en una ocasion

seis afios antes de iniciar tratamiento con tenofovir, aunque posteriormente desaparecio.

La frecuencia de las mutaciones en pacientes sometidos al tratamiento combinado

lamivudina+adefovir se reflejan en la tabla 21.
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Mutaciones relacionadas con | NUmero de pacientes Porcentaje
lamivudina+adefovir afectados
V80 (compensatoria) 2 25%
180 (compensatoria) 0 0%
L173 (compensatoria) 0 0%
M180/A181 3 37,5%
M180/T181 0 0%
M180/v181 0 0%
V204 3 37,5%
1204 4 50%
S204 0 0%
L180/T181 0 0%
L180/v181 1 12,5%
T236 1 12,5%

Tabla 21. Mutaciones relacionadas con lamivudina+adefovir.

En los tres pacientes en los que se consiguid respuesta viroldgica las mutaciones ya estaban
presentes en el momento de iniciar la terapia combinada lamivudina+adefovir y no se detect6

ninguna nueva. Se asociaron de la siguiente manera:

e M180/A181+V204+1204 (mutaciones relacionadas con resistencia a lamivudina)
e V80 (compensatoria)+V204 (mutaciones relacionadas con resistencia a lamivudina)

e V80 (compensatoria)+1204 (mutaciones relacionadas con resistencia a lamivudina)

En cuatro de los cinco pacientes en que no se obtuvo respuesta viroldgica la asociacion de las

mutaciones fue:

e 1180/V181 (mutacion previa al inicio de tratamiento combinado, relacionada con

adefovir)+T236 (aparicion durante tratamiento, relacionada con adefovir)
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e M180/A181+1204 (mutaciones previas al tratamiento combinado, relacionadas con
resistencia a lamivudina)

e M180/A181+V204 (mutaciones previas al tratamiento combinado, relacionadas con
resistencia a lamivudina)

e 180 (compensatoria)+1204 (momento de aparicion desconocido, mutaciones

relacionadas con resistencia a lamivudina)
Solo en uno de ellos aparecidé una nueva mutacion relacionada con adefovir T236.
El fracaso en el quinto paciente se debié a mal cumplimiento y no se detectaron mutaciones.

El tratamiento combinado de lamivudina+entecavir se empled en un paciente que tenia antes
del inicio del tratamiento combinado la siguiente asociacién de mutaciones relacionadas con

lamivudina:
e V80 (compensatoria)+M180/A181+1204
Posteriormente aparecid la G202 con nivel de significacion fue inferior al 5% (p<0,05).

El tratamiento combinado de lamivudina+tenofovir se empled en cuatro ocasiones. La

asociacion de mutaciones previas a la instauracion del tratamiento fue:

e L180/V181+T236
e /80 (compensatoria)+1204+L250
e V80 (compensatoria)+1204

En un paciente no existian mutaciones previas al inicio del tratamiento.
No se detect6d ninguna mutacion tras instaurarse el tratamiento. No hubo fracaso virolégico.

En el tratamiento combinado de adefovir+entecavir se instaurd en un paciente con la siguiente

asociacion de mutaciones previas al tratamiento:
e 180 (compensatoria)+1204

No se detectaron nuevas mutaciones ni hubo fracaso virolégico
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El tratamiento combinado tenofovir+entecavir se aplicd a tres pacientes con las siguientes

asociaciones de mutaciones previas:

e V80 (compensatoria)+M180/A181+M180/V181+V204+T236+G202
e V80 (compensatoria)+M180/A181+G202
e T236

No se detectaron nuevas mutaciones tras instaurarse el tratamiento ni hubo fracaso viroldgico.

El tratamiento de tenofovir+emtricitabina se utilizd en dos pacientes. En uno de ellos la

asociacion de mutaciones previas al tratamiento fue:
e L180/V181+T236

En el segundo paciente no se detectaron mutaciones previas a la instauracion del tratamiento.

No se detectaron nuevas mutaciones no fracaso serolégico.

Se cruzaron las frecuencias de las mutantes precore/core con las de las distintas mutaciones en

la polimerasa no obteniéndose ninguna con un nivel de significacion inferior al 5% (p<0,05).

En las tres que tenian la mutacion BCP A1762/A1764 no se detectdé ninguna mutacion en la

polimerasa.

De las dieciocho que presentaban mutacion en BCP T1762/A1764, en quince (83,3%) no se
detecto ninguna mutacion en la polimerasa aunque el nivel de significacion fue superior al 5%
(p<0,05). En los restantes pacientes se detectaron de forma aislada o asociadas las siguientes
mutaciones en el gen de la polimerasa: una V80 (compensatoria) (5,6%), dos V204 (11,1%),
una 1204 (5,6%) y una T236 (5,6%). El nivel de significacion fue superior al 5% (p<0,05) en

todos los casos.

De las veintiuna que presentaban la mutacion PC codon 28, 16 no presentaron ninguna
mutacion en el gen de la polimerasa (76,2%), aunque el nivel de significacion fue superior al
5% (p<0.05). En los demé&s pacientes aparecieron las siguientes mutaciones aisladas o
asociadas: una V80 (compensatoria) (4,8%), dos 180 (compensatorias) (9,5%), dos V204
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(9,5%), tres 1204 (14,3%), una M180/T181 (4,8%) y una T236 (4,8%). El nivel de significacion

fue superior al 5% (p<0,05) en todos los casos.

Se relacionaron mutaciones de resistencia en el gen de la polimerasa con los distintos genotipos.
La V80 (compensatoria) relacionada con resistencia a lamivudina, aparecio en seis ocasiones:

2 veces en el genotipo A (133,3%), 4 en el D (66,7%) y ninguna en el resto de genotipos.

La 180 (compensatoria) relacionada con resistencia a lamivudina se detectd en dos ocasiones

en el genotipo D (66,7%) y en una en el H (33,3%) y no se detectd en ningln otro genotipo

La L173 (compensatoria) relacionada con resistencia a lamivudina solamente se detectd en una

ocasion y fue en el genotipo A.

La mutacion de resistencia M180/A181, relacionada con resistencia a lamivudina, se observé

en el genotipo A tres veces (50%), en el D en dos ocasiones (33,3%) y una en el F (16,7%).

La doble mutacién M180/T181 relacionada con resistencia a lamivudina y adefovir sélo se

observo una vez en un paciente genotipo H.

La doble mutacion M180/T181 relacionada con resistencia a lamivudina y adefovir sélo se

observo una vez en un paciente genotipo D.

La mutacién V204 que confiere resistencia a lamivudina y telbivudina se detectd en tres

ocasiones en el genotipo A (37,5%), en cuatro en el D (50%) y en una en el F (12,5%).

La mutacion 1204 que confiere resistencia a lamivudina y telbivudina se observo dos veces en
el genotipo A (18,2%), unaen el C (9,1%), seis en el D (54,5%), unaen el F (9,1%) y unaen el
H (9,1%).

S204, relacionada con resistencia a lamivudina y telbivudina, no fue detectada en ningun caso.

Respecto a las mutaciones relacionadas con resistencia a adefovir, L180/T181 no fue detectada
en ninguna ocasion, L180/V181 se observo en dos ocasiones en el genotipo D (100%) y T236
se detect0 cuatro veces, todas en genotipo D (100%).
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Las mutaciones relacionadas con resistencia a entecavir S/C/G/A184 E I/L/F/M184 no se
detectaron en ninguna ocasion. G/C/1202 se detectd en dos ocasiones, una en genotipo A (50%)
y otra en D (50%) y V/I/L250 una vez en el A (100%).

La mutacion T194 relacionada con resistencia a tenofovir aparecio una vez en el genotipo A.

No se observo ningun nivel de significacion inferior a 5% al cruzar las frecuencias de las

mutaciones y los genotipos.

El total de mutacionesbservadas fue 47: 55,3% en el genotipo D, 29,8% en el genotipo A, 6,4%
enelF,6,4%enelHy21%enelC.
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La infeccion por el virus de la hepatitis B presenta una incidencia mayor en el sexo masculino,
y la edad media de diagndstico se sitta alrededor de la cuarta década de la vida En los estudios
realizados en nuestro pais y areas geograficas proximas se confirma la frecuencia de la hepatitis
B mayor en hombres que en mujeres y la edad media esta en torno a los cuarenta afios (Cadranell
JF y col., 2007; Zarski JP y col., 2006; Poves Martinez E y col., 2012).
En este estudio los resultados fueron similares con una frecuencia superior en hombres (54,9%)
respecto a mujeres (45,1%) y una edad media en el momento del diagnostico de 37, 71 afios
con unadesviacion tipica de 17,3 afos.
En los paises desarrollados, la transmision se produce sobre todo entre adultos jovenes por
contacto sexual o via parenteral.
En el presente estudio el 54,9% desconocia la forma de transmision aunque la mayoria tenia
familiares con hepatitis B. La frecuencia de las vias sexual y parenteral fue baja, de 3,9% y
2,0%, probablemente porque estas formas de transmision se dan en poblacion adulta donde la
mayoria de las infecciones se resuelven de forma esponténea en el paciente inmunocompetente
y es mas infrecuente que la hepatitis B cronifique. En cambio, la infeccion adquirida en la
infancia tiene mas tendencia a cronificar y nuestro estudio se encontrd una frecuencia de 19,6%
para la transmision vertical y de 5,9% para la familiar. Los dos casos de transmision post-
transfusional se produjeron también en la infancia de los pacientes cuando no se realizaban
controles en las donaciones de sangre. Las cinco reactivaciones se dieron en pacientes
hematoldgicos en los que no se realizé tratamiento preventivo y fueron sometidos a tratamientos
inmunosupresores. Actualmente, con los estudios de cribado en embarazadas y donantes y el
tratamiento preventivo de reactivaciones en pacientes que van a ser sometidos a tratamientos
inmunosupresores estos casos se habrian evitado.
La coinfeccion VIH-VHB es frecuente, en principio, debido al hecho de que ambos virus
comparten formas de transmision: sexual, parenteral y vertical. EI VIH hace que haya mayor
mortalidad y morbilidad hepética (Kellerman SE y col., 2003; Thio Cl y col., 2002; Pérez
Olmeda M y col., 2003). En los paises occidentales la infeccion por VHB es diez veces mas
frecuente en los VIH+ que en la poblacion general (Kellerman Sy col., 2003).
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En nuestro estudio sélo una paciente presentaba coinfeccién por ambos virus que habia
adquirido por via sexual y no se pudo constatar que el VIH aumentara la morbilidad y
mortalidad por enfermedad hepatica debido al fallecimiento de la paciente por otras patologias
no relacionadas con la coinfeccion. Hay que tener en cuenta que no se solicito el estudio de
VIH en el 15,7% de los pacientes, a pesar de la frecuencia con que ambos virus se presentan
conjuntamente en los paises occidentales, es un dato remarcable que incide en el hecho de la
infrapeticion habitual en clinica de las pruebas VIH, y mas cuando se compara con los datos
que siguen a continuacidn en relacion a las peticiones de Virus de la hepatitis C.

La coinfeccién VHC-VHB se da en un 7-15 % de pacientes con hepatitis B cronica (Peters
MG., 2009).

En este estudio los coinfectados fueron el 5,9%, algo inferior a lo encontrado en otros analisis.
La serologia frente al VHC no se solicito en 3,9% de los pacientes. Uno de los coinfectados
desconocia como habia adquirido las infecciones y no fue tratado y el otro paciente habia
adquirido ambos virus durante una transfusion en la infancia. Tras ser tratado para la hepatitis
C con peginterferon y ribavirina, se trato la hepatitis B con tenofovir logrando una respuesta
viroldgica sostenida. No hay evidencia de que la eficacia antiviral de los analogos se vea
afectada por la coinfeccion por VHB.

A pesar de que VIH, VHB y VHC comparten vias de transmision, en el presente estudio no se
encontrd ningun infectados por los tres virus a la vez.

Sin duda la asociacion mas clasica entre los virus hepatotropos es la coinfeccion o
superinfeccion entre el VHB y el virus defectivo Delta o VHD. La prevalencia del VHD es de
unos 15- 20 millones en el mundo, es decir aproximadamente el 5% de los infectados por VHB
/ estarian coinfectados con el VHD (Wedemayer H y col., 2010). Debido a esto y a que la
coinfeccidn hace que la hepatitis B cronica evolucione mas frecuentemente a cirrosis y exista
mas riego de hepatitis fulminante (Yurdaiyin C y col., 2010) deberia realizarse el estudio de
VHD en todos los pacientes HBsAg+, especialmente en el area Mediterranea y Este de Europa
donde su prevalencia es de un 5-10 % en los pacientes infectados con el VHB (Wedemeyer H
y col., 2007) y asi poder instaurar tratamiento. Sin embargo, en nuestro estudio la prueba no se
realizo en el 62.7 % de los pacientes HBsAg + y en el 37.3 % en los que si se hizo no se detectd
ningun caso.

El HBsAg es el marcador seroldégico mas importante para diagnosticar la infeccion por VHB,
tanto aguda como croénica, aunque existen casos en los que puede que no se detecte y se
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encuentre ADN-VHB circulante, en las conocidas como “hepatitis ocultas” (OBI). La
prevalencia de las OBI varia segun el area geografica, se detecta en un tercio de los pacientes
VHC en el area mediterrdnea y en un estudio en Italia en pacientes sanos se detectd una
prevalencia del 17% (Raimondo G y col., 2008).

En este estudio todos los pacientes fueron HBsAg+.

El estudio seroldgico de la infeccién por el VHB muestra en ocasiones combinaciones de los
diversos marcadores que no guardan una evolucion logica, se conocen como patrones
serologicos atipicos. Antes de etiquetar como tal a uno de estos patrones se debe comprobar su
persistencia en el tiempo, solo asi se pueden considerar como tales (Mufioz Criado S y col.,
1997). Existen casos de pacientes con hepatitis B cronicas, sobre todo HBeAg+, que no
presentan en ningun momento HBcAc (Santana OE y col., 1995). Este patron aparece sobre
todo en pacientes VIH positivos y en principio se supone que es debido a alteraciones de su
sistema inmune (lkeda Y y col., 1986). En Espafia este patron seroldgico afecta a un 0,3% de
los casos, la mayoria VIH + (Santana OE y col., 1995).

En este estudio solamente un paciente fue HBCAc-, pero en el momento del diagndstico era
HBcAc+. Cuando se realizé el VIH era negativo y el HBeAg, positivo.

El patron seroldgico atipico en el que aparecen a la vez HBsSAg y HBsAc puede ocurrir de
manera fugaz en el curso normal de un hepatitis B, en el tratamiento con interferén, en hepatitis
cronica activa, en hepatocarcinoma, en reactivaciones en inmunodeprimidos y en ADVP
(Gerlich WH, 2007).

En el presente estudio se detectaron dos pacientes con este patron (3,9%), uno era ADVP y el
segundo tenia una hepatitis crénica de larga evolucion con cirrosis, 1o que coincide con otros
analisis.

En los paises occidentales la hepatitis B cronica con HBeAg- representa el 70% de los casos de
hepatitis cronica (Zarski JP y col., 2006).

En nuestro estudio el 56,8% de los pacientes eran HBeAg negativos, porcentaje inferior a lo
esperado, probablemente debido a que se incluyeron pacientes jovenes que estaban en la fase
de inmunotolerancia y habian adquirido la infeccion por transmision vertical.

Como ya se ha comentado la hepatitis B es una enfermedad de distribucion global, no obstante
los diferentes genotipos descritos se distribuyen de manera concreta en las diferentes areas
geograficas, asi los genotipos B y C son los mas frecuentes en Asia y los genotipos A 'y D en

Europa, area mediterranea y Oriente Proximo (Kramvis y cols., 2005). En concreto en Espafia
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predominan los genotipos D (48,1%) y A (39,5%), seguidos del genotipo F (4,1%) yel B, el C
y el E (<1%) (Rodriguez-Frias F y col., 2006).

Las frecuencias en nuestro estudio no coinciden ya que el que predominé fue el D (52,9%),
seguido a distancia por el A (29,4%). El genotipo F si presentd una frecuencia similar a la de
otros estudios con un 3,9%. El genotipo H, frecuente en América Central, aqui aparecié con la
misma frecuencia que el F (3,9%), pero en dos pacientes de procedencia espafiola. También fue
algo superior a la esperada la frecuencia de los genotipos B (3,9%) y C (5,9%), en este caso
todos los pacientes eran de origen asiatico.

Respecto a ciertos patrones atipicos y de capital importancia en el estudio actual de la infeccion
por el VHB son las diferentes mutaciones descritas en el virus. Las mutaciones precore/core
son importantes por su relacion con la falta de respuesta a interferén, hepatitis fulminante y
hepatocarcinoma (Lok AS vy cols., 2000; Rodriguez-Frias F y col., 1995; Liu S y col., 2009;
YinJycol., 2011; Liao Y y col., 2012). La mutacién mas frecuente es la G1896A, que produce
una sefial de parada en el codon 28 por pasar TGG a TAG Y suele ir asociada a genotipos con
un nucleétido de timina en la posicién 1858 en vez de citosina: B, D, E y parte de los C y F.
Por ejemplo, se observa mas frecuentemente en el genotipo D (65%) que en el genotipo A (9%)
(Gao Sy cols., 2015). Las mutaciones en PBC también son mas frecuentes en determinados
genotipos como el D y el C (Chan HL y cols., 1999). La frecuencia de la mutacion en PC
codon 28 se detecta en de manera global en un 60% de los pacientes HbeAg-/HBeAc+: 92%
en el area mediterranea, 50% en Asia y 24 % en Estados Unidos. Sobre la PBC existen pocos
datos, en Asia esta en torno al 77% entre los pacientes HBeAg-. (Funk ML y col., 2002).

En este estudio se investigaron las mutaciones en el precore/core en los pacientes HBeAg-
[HBeAc+, un 54,9%, ya que la posibilidad de encontrar mutantes en HBeAg+/HBeAc- es muy
baja. En el 82,1% de HBeAg-/HBeAc+ se detectd algun tipo de mutacion y en 14,3% ninguna.
La mutacion PC coddn 28 se detectd en el 75% de los HBeAg-/HBeAc+, lejos del 92 % de
otros estudios del area mediterranea.

La PBC se detectd en otro 75%: 10,7% para PBC A1762/Al764 y 64,3% para PBC
T1762/A1764, es decir con la misma frecuencia que la mutacion PC coddn28 que en otros
analisis es la més frecuente.

En primer lugar, aparecen las variantes del PBC y después las precore (Kay A y col.2007),

siendo muy frecuente la deteccidn simultanea de las dos en hepatitis cronicas. En este estudio
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en un 60,7% aparecieron asociadas la mutacion PC codon 28 con alguna PBC, especialmente
PBC T1762/A1764, que es la mas frecuente.

El nivel de significacion de relacionar HBeAg-/HBeAc+ con las distintas mutaciones fue
inferior al 5% en todos los casos (p<0.05), es decir, las mutantes precore se asocian de manera
significativa a HBeAg-/HBeAc+.

En nuestro estudio, al igual que en otros encontramos frecuentemente la mutacion PC codoén
28 asociada al genotipo D, en concreto en un en un 59,2%. También la encontramos en el
genotipo B y el F, y asociada al A en 13,3%.

Las mutaciones PBC se encontraron sobre todo en el genotipo D (40%) seguido del A (26,6%).
También se observo en el B y el F. Es decir, que aunque no con tanta frecuencia como con el
genotipo D, las mutaciones en precore/core se asocian al genotipo A.

En el genotipo C no se realizaron estudios de mutaciones en precore/core porque todos eran
HBeAg+. Se trataba de pacientes de origen asiatico que habian adquirido la infeccién por via
vertical.

En el momento del diagndstico 56,8% de los pacientes eran HBeAg-/HBeAg+ y 43,1%
HBeAg+/HBeAc-, siendo en ambos grupos el genotipo mas frecuente el D: 55,2% para los
primeros y 50 % para los segundos. Respecto al genotipo A se hallé en un 27,6% en el primer
grupo y 31,8% para el segundo. El resto de los genotipos encontrados en los pacientes HBeAg-
/HBeAc+ fue: B (3,4%), F (6,9%) y H (6,9%). En HBeAg+/HBeAc-, el resto de los genotipos
fue B (4,5%), C (13,6%).

La seroconversion de HBeAg+/HBeAc- a HBeAg-/HBeAc+ es de 5-20 % al afio y puede ir
precedida de aumento de transaminasas (Sanchez-Quijano Ay col., 2006). La seroconversion
espontanea HbeAg aparece en pacientes con edades en torno a los 35 afios (Yuen MF., 2003) y
es mas frecuente en el genotipo B que en el C (Chu CJ y cols., 2002) y el porcentaje y la
durabilidad de la seroconversion HBeAg es mayor en los genotipos Ay D queenlosBy C
(Gao y cols., 2015). En pacientes tratados con interferon, la seroconversion a HBeAg-/HBeAc+
es del 44% para el genotipo A, del 44% para el B, del 28% para el C y del 25% para el D
(Janssen HLA y col., 2005).

En este estudio en el momento del diagndstico un 15,7%, seroconvirtio a lo largo de los afios,
lo que coincide con otros estudios, sin embargo la edad media de seroconversion fue de 45,3
afios. Aquellos que seroconvirtieron, la mitad tenia el genotipo A y la otra mitad el D, no
hallandose relacion significativa entre el genotipo y la seroconversion HBeAg. No se produjo

ninguna seroconversion en los demas genotipos, incluyendo el B que segln estudios realizados
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en Asia tiene mas probabilidades de hacer seroconversion espontanea, aungque aqui el nimero
de casos era muy bajo. Tan solo un paciente con genotipo A seroinvirtid. En dos pacientes, la
seroconversion HBeAg se produjo con interferon, uno pertenecia al genotipo A y otro al D,
pero debido al bajo nimero de casos no se puede comparar con otros estudios.

Posteriormente, en tres de los pacientes que habian seroconvertido, se trataron de detectar
mutantes precore/core ya que segun algunos autores, en primer lugar aparecerian las variantes
del PBC y después las precore (Kay A y col., 2007), sin embargo en dos aparecié en el plazo
de dos y cuatro afios la mutante PC coddn 28 y en uno la BCP T1762/A1764 a los tres afios.
Un nimero escaso de pacientes, en paises occidentales un 0,5-2% de los mismos y un 0,1-0,8
en el sudeste asiatico, pueden hacer una seroconversion HBsAg (Chu CM y col., 2007; Lok AS
y col., 1987), con un pronostico a largo plazo favorable salvo que ya presenten cirrosis (Yuen
MF y col., 2004), en ese caso deberia ser controlados ya que pueden evolucionar a un
hepatocarcinoma (Huo Tl y col., 1998). Un 4-6% de los pacientes tratados con interferdn logran
la seroconversion de HBsAg a HBsAc (Lau GK y col., 2005).

En este estudio un 9,8% de los pacientes hizo seroconversion HBsAg-/HBsAc+, un 5,9%
pertenecian al genotipo A y un 3,9% al D. No existen estudios de influencia del genotipo en la
seroconversion del HBsAg y tampoco de la influencia de la mutaciones precore/core, aunque
en este estudio tres de los cinco que seroconvirtieron eran HBeAg+/HBeAc- y en los otros dos,
uno tenia mutaciones PC coddon 28 y BCP T1762/A1764 y el otro no presentaba ninguna
mutacion. En tratamiento con interferon y seroconversion HBsAg se detectd un 2%, cifra
inferior a otros estudios. Sobre la seroconversion de HBsAg, que es un objetivo en el
tratamiento de la hepatitis B cronica, durante el tratamiento con analogos existen pocos
estudios, pero parece ser un acontecimiento extraordinario (Zoutendijk R y col., 2011). En
nuestro estudio sin embargo, cuatro de los cinco pacientes en que se consiguieron cargas
indetectables y seroconversion HBsAg, estaban siendo tratados con analogos de nucleds(t)idos:
dos con adefovir, uno con tenofovir y el cuarto con la combinacién de lamivudina con adefovir.
El tiempo que tardaron en hacer la seroconversion una vez instaurado el tratamiento no supero
los cinco afos.

La existencia de mutaciones en precore/core en la hepatitis B cronica conlleva peor prondstico
y las mutaciones PBC hacen que aumente la replicacion viral. Sin embargo en este estudio en
un 7,8% de pacientes no se instauro tratamiento, dos tenia mutaciones en PBC y PC y otro en
PC y la media de sus carga virales estuvo en torno a 5.000 copias/mL (aproximadamente 900
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Ul/mL). En 47,1% de pacientes se instaurd tratamiento y tenian mutacion en precore/core y
solamente en dos no bajé la carga a niveles clinicamente poco significativos, uno poseia la
mutacion PC coddn 28 y otro la BCP T1762/A1764.

Uno de los hechos clinicos esenciales en el curso de una infeccion por el VHB es la asociacion
con el desarrollo de un hepatocarcinoma, sin duda es la evolucion menos deseable y aquella
gue produce mas temor en el paciente. Se ha observado que de los pacientes que tienen hepatitis
cronica, menos de un 10% desarrollara hepatocarcinoma y que un 50% de pacientes con
hepatocarcinoma tenian infeccion previa por VHB (Zoulim F, 2006). En pacientes HBsAg- la
incidencia de este tumor es baja: 0,1%, aumenta con hepatitis cronica al 1% y con cirrosis ya
alcanza el 10% (Chu CM, 2000, Bréchot y col., 1980), En este punto merecen resaltar estudios
realizados en marmotas donde se ha visto que podian desarrollar hepatocarcinoma sin cirrosis
previa, solo con hepatitis cronica activa (Tennant BC y col., 2004). Otros factores de riesgo son
la duracion de la infeccion, la edad avanzada, la raza, el alcoholismo, coinfeccion por VIH,
VHC o VHD, cargas elevadas,HBeAg+, exposicion a aflotoxinas, diabetes, genotipo C y
mutantes en precore/core (Ohnishi K y col., 1982; Chen J y col., 2006). La doble mutacion
PBC (A1762/A1764) y mutaciones en PC codon 28 (G1896A) son propensas al desarrollo de
hepatocarcinoma (Liu S y col., 2009; Yin Jy col., 2011; Liao Y y col., 2012). El tratamiento
con interferdn en pacientes que responden reduce el riesgo de desarrollar hepatocarcinoma.

En nuestro estudio los dos pacientes que desarrollaron hepatocarcinoma no cumplian muchos
de los factores de riesgos descritos en otros analisis: uno pertenecia al genotipo D y otro al F,
no tenian edad avanzada, aunque en ambos casos llevaban afios de evolucidn, ambos se trataron
con interferén y fracaso, ninguno tenia cirrosis y el HBeAg era negativo con HBeAc positivo.
Los dos si tenian cargas altas y las mutaciones PBC T1762/A1764 asociada a la PC codon 28.
Ninguno tenia la PBCA1762/A1764.

En relacion a la respuesta al tratamiento, las mutaciones en preocre/core también se relacionan
con la respuesta al interfer6n. La mutacion en PC coddn 28 esta asociada a respuesta pobre a
interferon independientemente de como sea HBeAg (Fattovich G y cols., 1995) y cuantas
menos mutaciones aparezcan en PBC, mejor sera la respuesta (Lok AS y cols., 2000).

De dieciseis pacientes sometidos a terapia con interferdn en este estudio sélo respondié uno con
HBeAg+, el 37,5% abandond y no respondio el 56,2%. En los tratados encontramos la mutacion
T1764/A1764 en el 56,3% y la PC codon 28 se detecto en el 50%, sin embargo, al contrario
que en otros estudios, no existia relacion significativa entre la presencia de mutaciones en el

precore/core y el fracaso.
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En pacientes tratados con interferon, un 44% para el genotipo A, un 44% para el B, un 28%
para el C y un 25% para el D, logran la seroconversion HBeAg+ a HBeAg-(Janssen HLA y
col., 2005) y respecto al genotipo responden mejor el Ay el B que el C o el D (Janssen HL y
col., 2005) aunqgue se requieren mas analisis.

En nuestro estudio el Unico paciente que respondié era genotipo D y si se consiguio la
seronversion HBeAg vy el 44,4% de los que fracasaron pertenecian al genotipo A, 22,2% al H,
11,1%al C, 11,1% al Dy 11,1% al F, por lo que el genotipo no parece influir en el fracaso.
Lamivudina baja rapidamente la carga viral, tiene buena tolerancia y normaliza la ALT (Lai y
col., 1998), pero selecciona rapidamente mutantes resistentes: tiene un rango de resistencia
anual de 15-20% al afio de tratamiento y del 80% a los 5 afios (Lok AS y col., 2003; Lai CL y
col., 2003). Esta contraindicada la monoterapia con lamivudina y actualmente se considera un
farmaco de segunda linea debido a la aparicion de resistencias. Estas mutaciones reducen la
eficacia del farmaco mas de 1.000 veces, por lo que no se puede compensar aumentando la
dosis. Las mutaciones aparecen en la region de YMDD de la RT en las posiciones 204 (\V/1204)
y en la 180 (M180). La 1204 confiere resistencia por si sola y la V204 suele acompafiarse de la
M180, mutacidn que tiene lugar en el subdominio B de la RT y aumenta la actividad enzimatica
hacia el sustrato natural y asi compensa la pérdida de viabilidad del virus haciendo que se
recupere el fitness (Allen M y col., 1998; Sheldon J y col., 2006). Ademas pueden asociarse
mutaciones compensatorias como V/180 (dominio A), que mejora la capacidad de replicacion,
T169, L173, S/G184, 1202 y S215 (Bartholomeusz A y col., 2006). Las mutaciones
compensatorias son capaces de restaurar la replicacion viral a niveles proximos al de la cepa
silvestre.

En este estudio, se instaurd tratamiento con lamivudina en el 51,1% de los pacientes, se produjo
abandono en el 9,1% de los casos y fracasé en el 90,9% siendo el tiempo medio de fracaso de
26,4+18,1 meses, muy por encima del 15-20% al afio de tratamiento y del 80% a los 5 afios de
otros analisis. La mutacion 1204 fue la mas frecuentemente detectada (40,9%) y aunque
confiere resistencia por si misma, sélo se hall6 aislada en 9,1% de los pacientes tratados con
lamivudina, la mayoria de las veces se presentd asociada a mutaciones compensatorias que
hacen que el virus recupere el fitness: como con la V80 (13,6%), la 180 (9,1%), la M180 que
suele acompafiar a la V204 (4,5%), asociada a la vez con M180 y 180 (4,5%) o con M180 y
V80 (4,5%), asociada a la V204 y a la M180 (4,5%). La V204 suele detectarse asociada a la
M180, sin embargo en este estudio aparecié aislada en 13,6%, asociada unicamente a V80 en
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4,5% pacientes y asociada a M180 en 13,6% de pacientes: en 4,5% junto a la V80, en 4,5% con
la L173 y solo con la M180 en 4,5%. El nivel de significacion fue inferior al 5% para V80,
180, M180/A181, V204 e 1204.

Las variantes YMDD también se encuentran en pacientes naive (Brechot C y col., 2001). Las
mutaciones espontaneas en YMDD son mas frecuentes en pacientes con genotipo C y
carcinoma hepatocelular, lo que parece relacionado con la mayor progresion a carcinoma del
genotipo C comparado con el B (Yang J y col., 2014). Recientemente se ha realizado un estudio
en China que demuestra que las mutaciones ocurren frecuentemente en pacientes naive, con un
5,73%, siendo mas prevalente la V/1204 con un 4.89%. También se observd que eran
ligeramente mas frecuentes en el genotipo C, en hombres y HBeAg- (Zhang Q vy col., 2015).
Nosotros detectamos, ademas de las mutaciones detectadas en los pacientes tratados con
lamivudina, la mutacion 1204 en dos pacientes (3,9%): uno era naive y otro habia recibido tres
afios antes terapia con interferon. Ambos eran genotipo D y HBeAg-.

No es frecuente el fracaso de lamivudina en pacientes sin las mutaciones de resistencia, al
contrario que con adeforvir. En el presente estudio se detectaron dos casos (4%) en los que los
pacientes si habian cumplido el tratamiento, habian recibido las dosis correctas y lamivudina
fracaso, en uno al afio de instaurar el tratamiento y en otro a los cuatro afios. No se detectaron
las mutaciones clasicamente relacionadas con fracaso a lamivudina.

Adefovir dipivoxil induce rapida caida de la viremia con una tasa de seleccion de resistencias
baja: 3% a los 2 afios y 29% a los cinco afios (Marcellin P y col., 2003; Hadziyannis S y col.,
2005; Buti M y col., 2007). Pueden ser mas elevadas si existen previamente mutaciones
asociadas a analogos (Marcellin P y col., 2008). Las mutaciones relacionadas con resistencia a
adefovir son T236 en el dominio D y V181 en el dominio B. La T236 confiere un grado de
resistencia mayor que la VV181. Por otra parte, el grado de resistencia a adefovir es mas bajo
que a lamivudina por tener menor potencia intrinseca, por lo que con grados mas bajos de
susceptibilidad se anula su actividad. Existen otras mutaciones secundarias relacionadas con
fracaso terapéutico de adefovir como M84, A85 en el dominio A, T181 en el dominio B, S215
en el interdominio C-D y V233, H237 y T/D238 que pueden aparecer sin la T236 en pacientes
que no responden a adefovir (Bartholomeusz A y col., 2006; Schildgen O y col., 2006). En el
caso de los pacientes naive en Europa, un 25% no responde al tratamiento con adefovir, esto
puede ser debido a la necesidad de tratar con dosis inferiores por la nefrotoxicidad,
polimorfismo en el codén V233 de la RT, mutacion T/S181 seleccionada por lamivudina que

crea resistencia cruzada con adefovir o R217 presente de forma natural en el genotipo A2,
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variante del genotipo A que es el mas frecuente en Europa (Schildgen O y col., 2006; Thio Cy
col., 2007; Schildgen O y col., 2004; Chang T y col., 2006; Chueca N y col., 2007).

En nuestro estudio un 32,5% de los pacientes recibio terapia con adefovir. El 9,1% abandono
el tratamiento, si se obtuvo respuesta virologica en 35,7% y no en el 57,1%. El tiempo medio
de fracaso fue de 25,6+17,8 meses, es decir, aunque el porcentaje de fracaso fue so6lo
ligeramente superior al de otros estudios, el tiempo de fracaso fue mucho mas corto. En el
21,4% de los pacientes con adefovir aparecio la mutacion T236: aislada en 7,1% y asociada a
V181 en 14,2%. EIl nivel de significacion para la T236 fue inferior al 5% (p<0,005). En el
28,5% de los pacientes tratados con adefovir no se obtuvo respuesta y no se observaron
mutaciones relacionadas con resistencia a adefovir, porcentaje similar al de otros estudios
realizados en Europa, pero en nuestro estudio el 14,3% eran genotipo D, el 7,1% pertenecia al
Ay otro 7,1% al F. Como ya se ha dicho un objetivo del tratamiento de la hepatitis B cronica
es la seroconversion de HBsAg, pero con el tratamiento con anélogos existen pocos estudios,
parece ser un acontecimiento extraordinario (Zoutendijk R y col., 2011), sin embargo en el
presente estudio en dos pacientes (4%) se logro la seroconversion HBsA(g tras ser tratados con
adefovir.

Entecavir es mas potente que lamivudina o adefovir, posee una alta barrera genética y a largo
plazo parece capaz de revertir la fibrosis (Chang TT y col., 2010). Las tasas de resistencia a
entecavir son de 1.2 % tras cinco afios de tratamiento (Tenney DJ y col., 2009; Chang TT y
col., 2010), siempre que no existan mutaciones previas que confieran resistencia a lamivudina
ya que si se acumulan pueden ser clinicamente significativas y la tasa sube hasta el 19 % tras
tres afios de tratamiento (Tenney D y col., 2007) y el 57% a los seis afios (Tenney DJ y col.,
2009). La resistencia a entecavir se relaciona con distintas mutaciones en el gen de la
polimerasa: T169, M180 y/o G184 en el dominio B, 1202 yV204 en el dominio C y V250 en
el dominio E. LaV250 incrementa la concentracion inhibitoria (Clsp) en 10 veces mientras que
T169, G184 el202 tienen poco efecto en la Clso. La resistencia a entecavir es infrecuente,
aparece tras una exposicion prolongada y siempre junto a mutaciones de resistencia a
lamivudina: M180+V/1204y G/S1840 1/G2020 V250 (Tenney D y col., 2004; Zoulim F y col.,
2009). En estudios in vitro se observo que en las cepas que presentaban mutaciones que
producian resistencia a lamivudina, para que entecavir fuera efectivo, se necesitaba una

concentracion mayor, por lo que parece existir cierta resistencia cruzada. Sin embargo, si
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estaban presentes T169 y V250 0 G184 y 1202, las cepas se volvian completamente resistentes
a entecavir in vitro (Zoulim F, 2006).

En este estudio 16,3% de pacientes fueron tratados con entecavir. De ellos, el 57,4 %
respondieron al tratamiento y fracaso en el 42,8 %. El tiempo de fracaso fue de 7,7+4,5 meses.
Porcentaje parecido al que en otros estudios se obtiene en pacientes previamente tratados a los
seis afios, mientras que aqui el tiempo de fracaso fue mucho més corto. En 28,6% de pacientes
tratados con entecavir aparecio la mutacion G202 con un nivel de significacion inferior al 5%
(p<0,005). Siempre asociada a mutaciones relacionadas con lamivudina: M180+V204 y
M180+1204. En una paciente que habia recibido terapia con lamivudina y tenia las mutaciones
V80+1204, aparecid la mutacién V250 sin haber recibido terapia previa con entecavir. Con
entecavir no se produjo ninguna seroconversién HBsAg.

El tenofovir es un analogo de nucleétidos como adefovir, pero mas potente y menos nefrotdxico. Es el
farmaco con barrera genética mas elevada y hay trabajos que muestran que la falta de respuesta y la
aparicion de resistencias son excepcionales (Marcellin P y col., 2011; Kitrinos Kmy col., 2014). En un
estudio multicéntrico europeo con 45 pacientes coinfectados por VIH y VHB tratados con tenofovir en
combinacion con otros antirretrovirales, dos pacientes presentaron la mutacién T194 junto a otras
mutaciones asociadas a resistencia a lamivudina (M180+V204) en las semanas 63 y 78 (Sheldon J y
col., 2005). La T194 esta asociada a resistencia parcial a tenofovir y disminucién de la replicacion in
vitro (Amini-Bavil-Olyaee S y col., 2009). Las mutaciones primarias T236 y T/V181lpueden ser
inducidas por adefovir y tenofovir y conferir resistencia a adefovir. La primera no afecta a lamivudina,
telbivudina o entecavir, pero disminuye la eficacia in vitro a tenofovir y la segunda reduce la sensibilidad
a tenofovir y confiere resistencia parcial a lamivudina y telbivudina (Villet Sy col., 2008; Van Bommel
Fy col., 2010). Debido a esto, en pacientes con estas mutaciones en los que fracaso adefovir, cuando se
emplea tenofovir como terapia de rescate, la eficacia antiviral se ve reducida y la eficacia de tenofovir
en monoterapia es suboptima en pacientes cargas virales elevadas por recaidas por resistencia a adefovir
(Van Bommel F y col., 2010). Otras mutaciones que han mostrado conferir disminucion de la

sensibilidad in vitro e in vivo a tenofovir son G177 y A249 (Quin By col., 2013).

En nuestro estudio tenofovir en monoterapia se utilizd en el 44,2% de los pacientes
produciéndose respuesta viroldgica sostenida en todos los casos. En ninguno se selecciond
ninguna mutacién relacionada con tenofovir, solamente en uno de ellos habia aparecido la
mutacion T194 mientras recibia terapia con lamivudina+adefovir, seis afios antes de instaurar
tratamiento con tenofovir, aunque luego desaparecido. Cuatro pacientes en los que habia

fracasado la terapia con adefovir, recibieron tenofovir en monoterapia sin disminuir su
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sensibilidad. Ninguno de los pacientes habia presentado mutaciones a adefovir, lo que coincide
con otros analisis.

Tenofovir y entecavir se usan en monoterapia como farmacos de primera linea por su alta
barrera genética y su capacidad de reducir la viremia. Tras tres afios de tratamiento se logra
respuesta viral sostenida en la mayoria de los pacientes (Chang TT y col., 2010; Marcellin P y
col.,, 2011; Heathcote EJ y col., 2011), en el caso de entecavir, siempre que no existan
mutaciones previas, como ocurrio en este estudio.

Las terapias combinadas poseen unas ventajas tedricas como mayor actividad antiviral y una
menor tasa de resistencias y desventajas como mayor coste, mayor toxicidad, interacciones
farmacologicas y riesgo de desarrollar resistencias maltiples. No hay datos sobre el beneficio
de la terapia combinada con otros antivirales en pacientes no tratados previamente (Lok AS 'y
col., 2011).

Existen estudios de combinacion de PEG-IFN con analogos de nucleds(t)idos como
lamivudina, adefovir, tenofovir y entecavir (Lau GK 'y col., 2005; Lutgehetman My col., 2008;
Fleischer RD y col., 2009) y de diferentes analogos como lamivudina con adefovir (Sung JJ y
col., 2008) y entecavir con tenofovir (Lok AS y col., 2011), entecavir con adefovir (Lim YS'y
col., 2012). En estudios de interferén pegilado y lamivudina se observé que al principio, la
respuesta era mas intensa que en monoterapia, pero la respuesta sostenida al interrumpirlo era
similar. La tasa de resistencias a lamivudina fue inferior en el combinado (Janssen HL y col.,
2005; Lau G y col., 2005; Chan HLY Yy col., 2005; Marcellin P y col., 2004). Resultados
similares se observaron en estudios realizados combinando adefovir y lamivudina (Sung JJY y
col., 2003). En estudios combinando emtricitabina y adefovir, la inhibicion de la replicacion
fue mayor, pero posiblemente debido a la mayor potencia de emtricitabina, no a la combinacién
(Lau G y col., 2004) y al combinar lamivudina con telbivudina la respuesta también fue mas
intensa, pero debido a la mayor potencia de telbivudina. En este ultimo estudio ademas la
seroconversion de HBeAg fue inferior en la terapia combinada (Lai CL 2005). La eficacia de
entecavir en monoterapia es similar a la de entecavir combinado con tenofovir en pacientes
naive HBeAg+. La terapia combinada sélo resulta beneficiosa en cargas elevadas (Lok AS y
col., 2012). Esta falta de efecto sinérgico entre los analogos se debe probablemente a que los
dos farmacos usan la misma diana terapéutica, la polimerasa viral. De estos estudios se deduce
que la combinacion de dos analogos no es mas eficaz que el mas potente de ellos en

monoterapia, pero existe una menor aparicion de mutantes resistentes, por lo que actualmente
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no se recomienda el uso de tratamientos combinados en pacientes naive a no ser que se trate de
pacientes con enfermedad descompensada en los que es peligroso que desarrollen resistencias.
En el caso de haber aparecido alguna resistencia a analogos, el tratamiento combinado parece
claramente indicado para evitar resistencias multiples (Lok Ay col., 2007).

En nuestro estudio nunca se utiliz6 el tratamiento combinado de interferon con un analogo de
nucleods(t)ido. En diecinueve ocasiones (46,34%) se combinaron distintos analogos fracasando
el 31,6% de las veces y obteniéndose respuesta en el 68,4%. En 9 de los tratamientos
combinados que tuvieron éxito formaba parte tenofovir (75%).

Es destacable el hecho que en todos los pacientes excepto uno, el tratamiento combinado se
instaurd cuando existian mutaciones previas.

El tratamiento de lamivudina mas adefovir se empled en ocho ocasiones (18,6%), fracasando
el 62,5% de las veces. Los pacientes en los que se alcanzo la respuesta viroldgica tenian
asociaciones de mutaciones previas a la instauracion del tratamiento, todas relacionadas con
resistencia a lamivudina y no aparecio ninguna nueva: M180+V204+1204+V80. En los que el
tratamiento fracaso también se detectaron distintas asociaciones de mutaciones, unas previas al
tratamiento V181+M180+1204+V204+180 y solamente en un paciente aparecidé la T236
durante la terapia. En este estudio, este tratamiento combinado en pacientes con alguna
resistencia previa a analogos no parece indicado, al contrario que en determinados analisis
(Sung JJ y col., 2008).

El tratamiento combinado de lamivudina méas entecavir se empled Unicamente en un paciente.
Previamente presentaba mutaciones que conferian resistencia a lamivudina: M180+1204
ademas de la compensatoria VV80. La terapia fracasé a los 2,23 meses de instaurarse, no tras un
tratamiento prolongado como indican algunos estudios (Tenney Dy col., 2004; Zoulim F y col.,
2009). La mutacion G202 aparecio siendo su nivel de significacion fue inferior al 5% (p<0,05).
El tratamiento de lamivudina mas tenofovir se empled en 9,3% de los pacientes en los que se
instaurd tratamiento. Las mutaciones que presentaban los pacientes previamente eran
V181+T236x1204+L.250 y la compensatoria V80. No hubo fracaso virolégico, probablemente
no por la combinacion de farmacos, sino por la potencia de tenofovir, como indican otros
estudios. En un paciente que no habia recibido terapia previa, se emple6 este tratamiento y hubo
respuesta viroldgica sostenida.

El tratamiento combinado de adefovir mas entecavir se empled en un paciente que tenia como
mutaciones previas 1204 y V80 (compensatoria). No hubo fracaso viroldgico ni aparecieron

nuevas resistencias en nuestro caso, de acuerdo con otros estudios (Lim YS y col., 2012).
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En un estudio en pacientes naive (Lok y col., 2012), entecavir en monoterapia es comparable a
entecavir mas tenofovir y la terapia combinada era beneficiosa en pacientes con carga viral
superior a 108 Ul/mL. En este estudio la terapia combinada de tenofovir con entecavir se
empled en tres pacientes (7%) con las mutaciones M180+V181+V204+T236+G202 y la
compensatoria V80. La carga media era de 178.000 Ul/mL, no aparecieron mutaciones ni hubo
fracaso virologico, probablemente debido a tenofovir, ya que en dos pacientes estaban presentes
las mutaciones M180+V204+G202.

En dos pacientes (4,6%) se utiliz6 tenofovir mas emtricitabina. Uno tenia previamente las
mutaciones V181 y T236 y el otro era un paciente naive. No aparecieron mutaciones ni hubo
fracaso viroldgico, como sefiala un estudio en el que se recomienda este tratamiento combinado
cuando falla adefovir (Santos SA y col., 2006), en cambio en fracaso a lamivudina sélo seria
necesario tenofovir (Fung S y col., 2014).

Las mutaciones en PBC y en precore aumentan la eficacia de la replicacion viral en mutantes
resistentes a lamivudina (Tacke F y col., 2004).

En este estudio se cruzaron las frecuencias de las mutantes precore/core con las de las distintas
mutaciones en la polimerasa no obteniéndose ninguna con un nivel de significacion inferior al
5% (p<0,05). La mutacion BCP A1762/A1764 no asocié ninguna mutacion en la polimerasa.
De las dieciocho que presentaban mutacion en BCP T1762/A1764, en el 83,3% no se detecto
ninguna mutacioén relacionada con resistencia a lamivudina. En el 16,7% se detectaron aisladas
0 asociadas: V80 (compensatoria), V204 e 1204. En los pacientes que presentaron asociadas
mutaciones en PBC y mutaciones relacionadas con lamivudina, la media de las cargas virales
al fracasar fue de 2.000.000 copias/mL, mientras que la media de fracaso para lamivudina en
general fue de 29.000.000 copias/mL, lo que contradice otros analisis ya que en este estudio la
mutacion PBC asociada a mutaciones a lamivudina no aumenta la replicacion viral. En el caso
de la mutacién PC coddn 28, el 76,2% no presentaron ninguna mutacion en el gen de la
polimerasa. En el 23,8% restante aparecieron las siguientes mutaciones relacionadas con
resistencia a lamivudina aisladas o asociadas: V80, 180 (compensatorias), V204, 1204 y M180.
La media de las cargas al fracasar lamivudina fue de 8.000.000 copias/mL y como en el caso
anterior, la carga media de fracaso fue mas baja que la de lamivudina en general, lo que tampoco
coincide con estudios que afirman que la asociacion de mutaciones en precore y mutaciones

relacionadas con lamivudina aumenta la replicacion viral.
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Diversos autores han relacionado el genotipo con el curso de la infeccion y la respuesta a los
distintos tratamientos (Kramvis y cols., 2005; Liaw YF y cols., 2010; McMahon BJ. 2009).

En el tratamiento con analogos, parece que la resistencia a lamivudina aparece antes en el
genotipo A que en el D (Zollner B y col., 2004; Chien RN y col., 2003), y que el genotipo A
responde peor a adefovir (Buti M y col., 2007). Desde el punto de vista clinico, los genotipos
Ay B responden mejor a antivirales que C o D (Gao y cols., 2015).

En nuestro estudio se analizaron las distintas mutaciones de resistencia a antivirales en relacion
a los genotipos encontrados y no se encontré ninguna relacién significativa, al contrario que
otros andlisis. ElI mayor porcentaje de mutaciones se dio en el genotipo D (55,3%),
probablemente por ser el genotipo més frecuente en el estudio, no porque la respuesta a

antivirales sea peor.

En nuestro pais, el genotipo A tiene mejor pronostico que el D ya que las tasas de aclaramiento
de HBsAg son mayores y se produce remision sostenida tras la seroconversion a HBeAg-
(Sanchez-Tapias JM y col., 2002). Con respecto a los antiviricos, parece que la resistencia a
lamivudina aparece antes en el genotipo A que en el D (Zollner B y col., 2004; Chien RN y

col., 2003), y que el genotipo A responde peor a adefovir (Buti My col., 2007).

En el caso de adefovir, en nuestro estudio, los fracasos se dieron en el 87,5% de las veces en el
genotipo D frente a un 12,5% del genotipo A, al contrario que en otros estudios. En el caso de
la lamivudina, tuvo més porcentaje de fracaso el genotipo D que el A, lo que si se corresponde

con otros analisis que sefialan que tiene mejor pronostico.
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1. El diagndstico de una infeccion por VHB en cualquiera de sus fases aguda o cronica
debe implicar el estudio de VHC, VIH, y especialmente VHD, debido a la frecuencia e
importancia de las coinfecciones. Es necesario concienciar a los clinicos de la
importancia de estudiar la coinfeccion de VHB con VHC, VIH y especialmente VHD.

2. No se han detectado infecciones ocultas (OBIs), a pesar de estar en un area de alta
prevalencia segun algunos estudios.

3. Lafrecuencia del genotipo D en nuestro estudio fue de un 52,9 % similar a lo publicado
en la literatura, sin embargo la frecuencia del genotipo A es de un 29,9 % un 10%
inferior a los estudios previos en nuestro medio. La frecuencia del genotipo D en Esparia
es del 48 % y del A del 39%. En este estudio la frecuencia del D fue ligeramente superior
(52,9%) y la del A, inferior (29,9%).

4. Lamutacion pre core (PC) /coddn 28/ mas frecuente en nuestro estudio fue la codon 28
que se detecto en el 75% de los casos HBeAg- en consonancia con las comunicaciones
publicadas al respecto.

5. Sin embargo, las mutaciones del Promotor Béasico del core (PBC) se detectaron en la
misma proporcion, 75%, siendo la més abundante la PBC T17627A1764 (64,3%). En
contraste con lo publicado por otros estudios que recogen una menor prevalencia.

6. Tanto la mutacion precore PC codon 28 como las mutaciones del Promotor Basico del
core PBC se asocian con mayor frecuencia al genotipo D (59,2% y 40%
respectivamente) y al A (13,3% y 26,6%) en concordancia con la literatura si bien en el
caso de genotipo A se observa una mayor asociacion de la mutacion precore

7. Ocho pacientes hicieron seroconversion HBeAg (15,7%), sin encontrar relacion con el
genotipo o el tratamiento.

8. Cinco pacientes hicieron seroconversion HBsAg, uno en tratamiento con interferon y el
resto con analogos de nucleotidos en un tiempo inferior a cinco afos, sin relacion con
los distintos genotipos.

9. Se detectaron mutaciones de resistencia relacionadas con distintos andlogos antes de
instaurarse tratamiento con los mismos en dos ocasiones antes de lamivudina (1204),
una sin instaurar entecavir (V250) y una antes de instaurar tenofovir (T194), por lo que
parece interesante realizar estudio de mutaciones de resistencia también en pacientes

naive antes de instaurar tratamiento.
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10.

11.

12.

13.

En dos casos de los fracasos a lamivudina no se detectaron mutaciones ni se observa
infradosificiacion o incumplimiento del tratamiento, hecho no recogido en los estudios
revisados

Segun los resultados, los tratamientos combinados parecen tener la misma eficacia que
el mas potente por separado.

Tenofovir consiguid en el 100% de los casos respuesta viral en pacientes cumplidores
del tratamiento por lo se puede postular como farmaco de eleccion en estos casos

No se encontrd relacion entre mutaciones de resistencia y genotipos.
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