FORMACION MEDICA CONTINUADA

Resistencias a los antivirales en los virus

de las hepatitis By C

Ana Séez-Lopez® y Jests Agiiero-Balbin®®

#Servicio de Microbiologfa. Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. "Departamento de Biologia Molecular. Universidad de Cantabria. Santander.

Espafa.

Los virus de las hepatitis B (VHB) y C (VHC) son
responsables de una elevada morbimortalidad de
distribucion mundial. Las consecuencias clinicas de las
infecciones por estos virus (hepatitis cronica, cirrosis,
hepatocarcinoma) van a depender de factores relacionados
con el huésped y con el agente viral. Entre estos ultimos,
cada vez cobran mas importancia aquellos que se
relacionan con la respuesta al tratamiento antiviral, como
son la aparicion de mutantes de resistencia y la infeccion
asociada a genotipos especificos del virus. En el caso del
VHB, al igual que lo establecido para el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), es de vital importancia la
presencia y acumulacion de mutaciones responsables de la
resistencia a los antivirales aprobados para el tratamiento
de la infeccion, o de otros de reciente aplicacion. Se han
desarrollado técnicas para la deteccion de dichas
mutaciones, asi como algoritmos para predecir la
respuesta al tratamiento. En los pacientes infectados por
el VHC, sin embargo, la respuesta al tratamiento se
encuentra mas relacionada con la infeccion por
genotipicos especificos, aunque en los dltimos anos se ha
ampliado notablemente el conocimiento sobre los
mecanismos moleculares de la respuesta al interferon en
dichos pacientes.
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Hepatitis B and C virus antiviral resistance

Infection by the hepatitis B (HBV) and C (HCV) viruses is a
major cause of morbidity and mortality world-wide. The
clinical outcomes of infection by these viruses (e.g.,
chronic hepatitis, liver cirrhosis, and hepatocellular
carcinoma) depend on several factors related to the host
and the viral agent. Among the latter, factors associated
with the response to current antiviral therapies, such as
the emergence of resistance mutants and the genotype
responsible for the infection, are gaining increasing
importance. As has been established for human
immunodeficiency virus (HIV), the presence of resistance
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mutations in the viral polymerase constitutes the main
problem for treating HBV infection with approved drugs
and those recently applied. Methods have been developed
to detect these mutations, as well as algorithms to predict
the response to treatment. The outcome of treatment for
HCV infection is highly influenced by the viral genotype,
however, and our inderstanding of the molecular basis for
the response to interferon in these patients has grown
considerably in recent years.

Key words: HBV and HCV. Resistance. Antiviral drugs.

Introduccion

La poblacién mundial infectada de forma crénica por el
virus de la hepatitis B (VHB) se estima en 400 millones
de personas.

E1 VHB es un virus ADN de cadena circular parcial-
mente doble perteneciente a la familia de los hepadnavi-
rus que infectan fundamentalmente hepatocitos. Los virus
de esta familia son virus envueltos que realizan un proce-
so de retrotranscripcion durante su ciclo de replicacion.

El ciclo de replicacién del VHB tiene una serie de carac-
teristicas que favorecen la persistencia del virus en el or-
ganismo: a) la replicacién del virus no tiene efecto citopa-
tico; b) el ADN circular covalentemente cerrado (cccADN)
que se sintetiza en el nicleo de la célula es insensible a la
accion de los antivirales, y constituye una fuente potencial
de reactivacién cuando se suspende el tratamiento; ¢) la
alta tasa de variabilidad genética que se produce en el pro-
ceso de retrotranscripcién genera la apariciéon de muta-
ciones espontdneamente en cada ciclo.

El grado de replicacién del VHB es muy alto, mayor que
el del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el vi-
rus de la hepatitis C (VHC). Se producen del orden de
=102 viriones/dia, con una vida media en la circulacién pe-
riférica de 24 h'. La polimerasa del VHB carece de funcién
correctora de errores 3’-5’ exonucleasa, por lo que la tasa
de mutaciones también es muy elevada, estimédndose de
104 mutaciones/ciclo?.

Durante el tratamiento de la infeccién se produce un des-
censo en la carga viral que tiene lugar en dos fases: la fase
inicial es mas rapida y refleja el aclaramiento de las parti-
culas virales del suero. La segunda fase de aclaramiento es
més lenta y se corresponde con la eliminacién de las célu-
las infectadas. La vida media de éstas es de 20 dias, pero
varia dependiendo de la eficacia de la respuesta inmunita-
ria frente al VHB. Debido a la lentitud de esta segunda
fase de aclaramiento viral es necesario realizar trata-
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mientos a largo plazo, lo que favorece la seleccion de mu-
taciones de resistencia.

No obstante, antes del tratamiento ya existen virus con
mutaciones que se han producido espontdneamente y que
pueden estar asociadas con la resistencia a antivirales.
La probabilidad de que se seleccionen estos virus muta-
dos durante la terapia antiviral va a depender de la efica-
cia del fairmaco para suprimir la replicacion viral. La apa-
ricién de resistencias, pues, es un proceso que depende de
que exista replicacién viral asociada a la presion selectiva
de un farmaco.

Factores que favorecen la seleccion
de resistencias

Muchos de los pacientes con hepatitis B crénica van a
ser tratados durante un largo periodo de tiempo, lo que
favorece la aparicién de mutaciones. Los factores que in-
fluyen en la seleccion de resistencias dependen tanto del
farmaco, como del virus y del huésped?®.

Factores virales: cinética de aclaramiento y de produc-
cién viral, ausencia de mecanismo corrector de errores de
la polimerasa, fitness de los mutantes.

Factores del huésped y del farmaco: experiencia farma-
colégica previa, incumplimiento terapéutico, capacidad
para metabolizar los farmacos a su forma activa, potencia
del antiviral.

La polimerasa viral

El genoma del VHB consiste en una molécula de ADN
parcialmente bicatenario de 3,2 kb que contiene 4 ORF. El
mayor de ellos es el que codifica para la polimerasa viral.
Las funciones de esta dltima son fundamentales para la
replicacién viral lo que convierte a la polimerasa en la dia-
na principal de los antivirales. Estas funciones son: acti-
vidad de transcriptasa inversa, ADN polimerasa depen-
diente de ADN y ribonucleasa H.

La polimerasa del VHB consta de cuatro dominios: una
proteina N-terminal (tp) que sirve como cebador para la
transcriptasa inversa, un dominio espaciador (sp) de fun-
cion desconocida, el dominio transcriptasa inversa/polime-
rasa (rt) y el dominio ribonucleasa H (rh) (fig. 1).

En el domino espaciador pueden producirse mutaciones
o deleciones que no afectan a la funcién de la polimerasa,
pero que originan una distinta longitud entre las polime-
rasas de los distintos genomas del VHB. De esta forma, y
para evitar la confusion que se generaba en el mapeo de
las mutaciones en la proteina, Stuyver et al* propusieron
una numeracion segtn la cual el dominio transcriptasa in-
versa/polimerasa (rt) comienza con la regién altamente
conservada “EDWGPCDEHG...”, de tal manera que la
longitud de dicho dominio, de 344 aminodacidos (a.a), es
constante para todos los genotipos. De hecho, no se han
observado variaciones en la longitud de la rt en ninguno
de los ocho genotipos descritos para el VHB, por lo que las
diferencias entre éstos (> 8%) tienen lugar en otros pun-
tos del genoma. Siguiendo esta numeracion, pues, los do-
minios espaciador y proteina N-terminal son genotipo de-
pendientes, y el dominio rt y el dominio rh son genotipo
independientes. El dominio rt, a su vez, se divide en 7 re-
giones o motivos (A-G)* (fig. 1).

Para poder entender los mecanismos de resistencia se han
creado modelos tridimensionales basdndose en la homologia
con la polimerasa del VIH-1. Empleando estos modelos se
han podido localizar las distintas mutaciones y estudiar los
cambios estructurales que provocan en la polimerasa®.

Definicion de resistencia a los antivirales

La resistencia virolégica se describe habitualmente
como alta, intermedia o de bajo nivel basandose en los
fold-changes de la IC5o (50% de la concentracion eficaz ma-
xima) frente al antiviral. Esta clasificacion, sin embargo,
no se correlaciona con lo que sucede clinicamente. Asi la
resistencia a la lamivudina se asocia con elevaciones muy
altas de la IC5p mientras que los aislamientos de VHB que
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TABLA 1. Patrones descritos de mutaciones en la polimerasa
del VHB, responsables de la resistencia a lamivudina

Patron Mutaciones en la polimerasa

1 rtM204V + rtL180M

rtM2041

rtM204V + rtV173L + rtL180M
rtM2041I + rtL80V/I

rtM204S + rtL180M

rtM2041I + rtL180M

U W N

VHB: virus de la hepatitis B; rt: transcriptasa inversa/polimerasa.
De Locarnini®®.

muestran resistencia al adefovir presentan aumentos pe-
quenos de la misma.

La resistencia clinica se define en términos de variacio-
nes en la carga viral, basdndose en la determinacién de
ADN viral en suero, lo que se considera el mejor indicador
de la replicacion del VHB in vivo. Esta clasificacién clinica
diferencia entre resistencias primarias y secundarias. La
resistencia primaria se define como la incapacidad del
agente antiviral para disminuir la carga de ADN viral en
por lo menos 1 x logio U/ml durante los primeros 3 meses
de tratamiento. La resistencia secundaria seria el aumen-
to de, por lo menos, 1 x logip U/ml en la carga viral de dos
muestras consecutivas en un periodo de un mes en pacien-
tes que previamente habian respondido al tratamiento.
Las resistencias secundarias generalmente se asocian con
la resistencia farmacolégica®.

Resistencias a lamivudina

La lamivudina es un anélogo de nucleésido que compite
con su andlogo natural, la citosina, por unirse a la polime-
rasa viral, inhibiendo asi la incorporacion del siguiente
nucledtido y provocando la terminacién de la cadena de
ADN en formacién. En un principio se desarroll6 para ser
utilizada en las infecciones por VIH pero se comprobé que
también era efectiva frente al VHB a concentraciones mas
bajas. En este ultimo inhibe también la actividad retro-
transcriptasa de la polimerasa viral”.

El tratamiento con lamivudina provoca un descenso ra-
pido de la carga viral y se asocia con una mejoria clinica,
pero esta situacion es transitoria debido a la aparicién de
resistencias que aumentan a medida que aumenta el tiem-
po de tratamiento. Estudios realizados a largo plazo de-
muestran que la aparicion de resistencias va aumentando
de un 15-30% al afio, de un 40-50% a los 3 anos y hasta
un 70% a los 5 afos de tratamiento®1°,

La mutacién principal que provoca resistencia a la lami-
vudina se localiza en el motivo C de la rt. Esta mutacién se
corresponde con un cambio de una metionina (M) con una
valina (V) o una isoleucina (I) en el a.a 204, dentro del mo-
tivo YMDD (rtM204V/I), y provoca una disminucion en la
actividad enzimadtica y en la capacidad replicativa del vi-
rus. Para restaurar, al menos parcialmente, la actividad
de la polimerasa surgen las mutaciones V173L y L180M,
entre otras, que se localizan en el dominio B de la rt y se
denominan mutaciones compensatorias'®12,

Se han descrito 6 patrones principales de mutaciones
asociados con la resistencia a lamivudina, siendo el més
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habitual el rtM204V + rtL180M*? (tabla 1). La rtL180M es
la mutacién compensatoria mas frecuente, insuficiente por
si sola de provocar resistencia a lamivudina, y se suele aso-
ciar con la rtM204V. La rtLL80V/I se localiza en el dominio
A de la rt y es una mutacién alternativa a la rtL.L180M en
los virus que presentan la rtM2041'4,

Estas mutaciones hacen que la unién entre la lamivudi-
nay la polimerasa sea menos fuerte en comparacion con el
sustrato natural y que la lamivudina no se una a la poli-
merasa por motivos de impedimento estérico'®.

Ademas de la presencia de mutaciones en la rt hay una
serie de factores que se asocian o que son predictivos de la
aparicion de resistencias a lamivudina: a) sexo masculino;
b) indice de masa corporal elevado; ¢) niveles elevados de
carga viral antes del tratamiento!$; d) niveles de transami-
nasas elevados antes o durante el tratamiento; e) mante-
nimiento de valores de carga viral por encima de 102 co-
pias/ml tras 6 meses de tratamiento!”.

Resistencias a adefovir

Adefovir dipivoxil es el profarmaco del adefovir, un ana-
logo del nucleétido deoxiadenosina monofosfato. El adefo-
vir inhibe la polimerasa del VHB compitiendo con el sus-
trato natural por unirse a ella y, una vez unido, provoca
la terminacién de la cadena de ADN en formacién. La re-
sistencia al adefovir se asocia con la presencia de las mu-
taciones rtN236T y rtA181V, localizadas en los dominios
D y B, respectivamente!®!®, La rtN236T permite a la poli-
merasa discriminar entre el sustrato natural y el farmaco.
Ademads pueden aparecer otras mutaciones secundarias
que han sido detectadas tras analizar la polimerasa de pa-
cientes que no habian respondido al tratamiento con ade-
fovir, o que habian tenido un repunte de la carga viral,
sin presentar las mutaciones de resistencia (rtN236T
y rtA181V). Estas mutaciones son: rtA181T, rtQ215S y
rtV214A. Las dos primeras son mutaciones compensato-
rias que se pueden encontrar en pacientes con resistencia
a lamivudina?.

Recientemente ha sido publicada una nueva mutacién
asociada a la resistencia a adefovir: la rtI233V, préxima a
otra ya establecida para dicho farmaco (N236T), tratan-
dose en los 3 casos descritos de una mutacién primaria in-
dependiente de la resistencia a lamivudina?°.

Las tasas de mutaciones de resistencia son, aproximada-
mente, de un 1,3% a los 2 afios, de 6-11% a los 3 anos y de
18% a los 4 afios de tratamiento?'22, Un estudio reciente
indica que la aparicién de mutaciones de resistencia pue-
de ser de hasta un 20% a los 2 afos de tratamiento?®. La se-
leccion de estas mutaciones de resistencia para el adefovir
es mucho menos frecuente de lo que sucede con la lamivu-
dina, y la explicacién parece estar relacionada con la es-
tructura quimica del farmaco. Estructuralmente el adefo-
vir es una molécula flexible que ademas se asemeja mucho
al sustrato natural, lo que le permite unirse a la polimera-
sa con diferentes conformaciones, y dificulta la aparicion
de resistencias. La ausencia de resistencia cruzada entre
lamivudina y adefovir se debe también a la diferencia en la
estructura quimica de ambos compuestos, ya que al ser
la lamivudina muy diferente al sustrato natural, el adefo-
vir se puede emplear en aquellos enfermos que presenten
mutaciones de resistencia a aquélla?* (tabla 2).
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Resistencias a entecavir

El entecavir (ETV) inhibe la polimerasa del VHB compi-
tiendo con el sustrato natural, la guanosina, y desde el afio
2005 est4 aprobado su uso en EE.UU.

Es efectivo frente a los mutantes resistentes a lamivudi-
na, aunque en menor medida que lo es frente al virus sal-
vaje. La resistencia a ETV se asocia con 2 grupos o perfiles
de mutaciones, y ambos incluyen mutaciones de resisten-
cia a lamivudina: a) rtM250V = rtI169T + rtM204V +
rtL180M; &) rtT184G + rtS2021 + rtM204V + rtL180M.

La mutacion rtM250V se localiza en el dominio D, y pare-
ce que tiene un papel muy importante en la expresion de la
resistencia fenotipica. La mutacién rtI169T se localiza en el
dominio B, y tiene una funcién compensatoria frente a los
cambios conformacionales introducidos en la polimerasa
por otras mutaciones. Su funcién es, pues, similar a la mu-
tacion rtV173L que aparece en el VHB que ha desarrolla-
do resistencia a lamivudina. Las mutaciones rtT184G y
rtS2021 se localizan en los dominios B y C, respectivamen-
te. El segundo perfil de resistencia se asocia con un nivel
de resistencia a ETV maés elevado que el primero.

La caracterizaciéon molecular de estas mutaciones de re-
sistencia muestra que: @) la lamivudina y el ETV tienen cier-
to grado de resistencia cruzada (tabla 2); ) las mutaciones
asociadas con la resistencia a ETV no son suficientes para
conferir resistencia fenotipica, ya que para ello se necesita la
presencia de mutaciones de resistencia a la lamivudina?®
(la aparicion de resistencias al ETV se observa en un 10% de
los enfermos tratados previamente con lamivudina, a los
2 afios de tratamiento)?%; ¢) el ETV inhibe la replicacion de
los virus resistentes a adefovir (el VHB con la mutacién
rtN236T es tan sensible al ETV como el virus salvaje)'.

Resistencias a emtricitabina y tenofovir

La emtricitabina (FTC) es un derivado fluorado de la
lamivudina, y presenta actividad frente al VIH y frente al
VHB. Su uso en monoterapia parece que plantea los mis-
mos problemas de resistencia que la lamivudina, debido a
su estructura similar, y estudios in vitro han demostrado
que los virus resistentes a la lamivudina presentan resis-
tencia cruzada con FTC?728 (tabla 2).

El tenofovir (TDF) es un anélogo del nucleétido adeno-
sina, aprobado para su uso en el tratamiento del VIH, que
se ha mostrado asi mismo eficaz en el tratamiento de la in-
feccién por VHB, especialmente en pacientes con resis-
tencias a lamivudina. En este dltimo caso ha demostrado
ser incluso maés eficaz que el adefovir?®. Recientemente,
se ha comprobado también su eficacia en casos de VHB re-
sistentes a adefovir?’.

La resistencia a TDF ha sido descrita recientemente en
pacientes tratados y coinfectados con VHB y VIH en los
que se mantenian concentraciones detectables de ADN de
VHB en sangre durante mas de 6 meses®’. En dos de los
pacientes se comprobd, junto a mutaciones de resistencia
a lamivudina, la existencia de una nueva mutacion, la
rtA194T, localizada en el extremo del dominio B de la po-
limerasa. En estudios in vitro, la asociacién de esta muta-
cién con rtL180M + rtM204V, de resistencia a lamivudina,
demostré un incremento de 10 veces en la IC;5y en compa-
racion con el virus salvaje3°.

TABLA 2. Perfiles de resistencias cruzadas entre los distintos
farmacos disponibles frente al VHB

wT 3TC-R ADV-R
Lamivudina S R S
Adefovir S S R
Entecavir S S S
Emtricitabina S R S
Tenofovir S S S

'VHB: virus de la hepatitis B; WT: virus salvaje; 3TC-R: virus resistente a
lamivudina; ADV-R: virus resistente a adefovir; S: sensible; R: resistente;
s: sensibilidad disminuida respecto al virus salvaje

De Schildgen, Sirma, Funk, Olotu, Wend, Hartmann, et al?.

Resistencias a otros farmacos en desarrollo

Telbivudina (L-dT), clevudina (L-FMAU), valtorcitabina
(L-dC), y elbucitabina (B-L-Fd4C) constituyen ejemplos
de nuevos analogos de nucleésidos en proceso de desarro-
1llo, que han demostrado poseer resistencia cruzada in vi-
tro con construcciones de VHB resistentes a lamivudi-
na?!3? o adefovir3?.

Relacion entre genotipo y desarrollo
de resistencias

Como ya se ha sefialado actualmente se reconocen 8 ge-
notipos del VHB (A-H) basandose en una diferencia
de mas del 8% en la secuencia de nucleétidos a lo largo de
todo el genoma34-36,

En Europa y Espania los genotipos mas frecuentes son el
Ay el D% mientras que los genotipos B y C prevalecen en
Asia y Oceania?. Si bien los distintos genotipos parecen
influir en el desarrollo de la enfermedad (peor pronéstico
para el C en comparacion con el B)? su relacién con la res-
puesta al tratamiento es algo que actualmente esta en de-
bate.

De los tratamientos disponibles en la actualidad, la res-
puesta al interferén (IFN) es la que presenta mayor evi-
dencia de estar relacionada con el genotipo del virus, sien-
do menos evidente esta relacion con las respuestas a la
lamivudina y adefovir, necesitandose mas estudios al res-
pecto.

Los pacientes con genotipos C y D presentan una res-
puesta al IFN menor que la de los genotipos A y B. Esta
diferencia est4 relacionada con el desarrollo de mutacio-
nes en la region precore que es mas frecuente en los geno-
tipos C y D%, Sobre la relacién entre el genotipo y la res-
puesta a lamivudina algunos trabajos concluyen que hay
una mayor tendencia a desarrollar mutaciones de resis-
tencia en el genotipo A que en el D%, si bien esta diferen-
cia se aprecia tan sélo durante el primer afio de tra-
tamiento, no observandose la misma a los 2 afios del
mismo*2. Se han observado, asi mismo, diferencias en el
patron de resistencias entre los 2 genotipos. Asi, en el ge-
notipo A el patron mas frecuente es rtL180M + rtM204V
y en el D predomina la mutacién rtM20414!. En cuanto al
adefovir no parecen existir diferencias entre los genotipos
A y D%, si bien un estudio reciente relaciona el genotipo
D con un mayor riesgo de resistencia??.
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Deteccion de resistencia a los antivirales

En los casos de fracaso terapéutico, antes de emprender
un estudio de resistencias hay que descartar otras posibles
causas, como son la falta de adherencia al tratamiento o
problemas relacionados con la metabolizacién y la absor-
ci6n del farmaco®.

La deteccién de resistencias se puede hacer empleando
métodos genotipicos y métodos fenotipicos. Estos dltimos
se basan en el empleo de cultivos celulares y de modelos
animales. Son sistemas vélidos para el estudio de la repli-
cacion del VHB, de la acumulacién de cccADN en las célu-
las y para la caracterizacién de mutaciones. Son los tnicos
que aportan una medida directa de la resistencia in vitro,
pero son métodos que no estan disponibles para su uso en
el laboratorio clinico*45,

Deteccion mediante métodos genotipicos

Se basan en la busqueda de mutaciones de resistencia
en la polimerasa viral. Los métodos més empleados son
aquellos que se basan en la secuenciacion de 4cidos nu-
cleicos o en técnicas de hibridacién.

Secuenciacion directa de ADN

La principal ventaja de este método es que permite de-
tectar cualquier cambio de a.a, y puede aplicarse a cual-
quier parte del genoma del VHB, por lo que es una técni-
ca que se utiliza para detectar resistencias a antivirales
nuevos. La principal desventaja es su falta de sensibilidad
en la deteccion de las poblaciones resistentes si éstas coe-
xisten con el virus salvaje y representan menos del 20%
del total. Este hecho limita su utilidad para detectar resis-
tencias en su fase més temprana de generacién. Ademés
es una técnica laboriosa que requiere una interpretacion
por personal entrenado, por lo que no es un método adap-
tado para el cribado*%47. Recientemente Visible Genetics
ha desarrollado un sistema comercial basado en la secuen-
ciacion directa de ADN, que solventa los problemas aso-
ciados a la realizacién y la falta de estandarizacion de la
técnica manual (TRUGENE® HBV genotyping kit) (Ba-
yer/Visible Genetics, Toronto, Ontario).

Técnicas de hibridacion

El sistema mas empleado es el INNO-LiPA® HBV DR v2
(Innogenetics, Bélgica). Se basa en la amplificacién de una
region de 867 pb de la polimerasa, que incluye los dominios
A al F, y su posterior hibridacién con una serie de sondas
inmovilizadas en tiras de nitrocelulosa. Este sistema mues-
tra una buena concordancia con los resultados obtenidos
por secuenciacion directa, entre un 86 y un 99%%*74°. Las
sondas permiten diferenciar secuencias del virus salvaje
de secuencias con mutaciones en los codones 80, 173, 180 y
204 y en los codones 181 y 236 de la rt, que se asocian con la
resistencia a lamivudina y adefovir, respectivamente.

Este sistema es mas sensible que la secuenciacién di-
recta de ADN para detectar mutaciones, permitiendo una
deteccién maés precoz de la resistencia y la deteccion de
mutantes que estan en baja proporcion. Ademas es un
método simple y rapido de realizar, y con una interpreta-
cion facil de los resultados. Como inconvenientes de la
técnica cabe reseniar que tan sélo es capaz de detectar
la presencia de mutaciones conocidas, por lo que a medida
que se van conociendo nuevas mutaciones de resistencia
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es necesario disefiar nuevas sondas para actualizar el sis-
tema. Asi mismo, los polimorfismos en la region de las
sondas pueden impedir la unién a las mismas, provocan-
do resultados dificiles de interpretar. En definitiva, la
técnica no puede caracterizar muestras con mutaciones
nuevas o que presenten deleciones en la regién de las son-
das*®49, Existen también aplicaciones de la técnica para
la determinacion del genotipo (INNO-LiPA® HBV Ge-
notyping) o la expresion del antigeno e (INNO-LiPA®
HBYV PreCore).

El fenotipo virtual

Se trata de una alternativa a la realizacién de estudios
fenotipicos. Este método se disefid inicialmente para el ana-
lisis de resistencias en el VIH, siendo reciente su aplica-
ci6n para el caso del VHB5!, El sistema se sustenta en una
base de datos muy amplia que contiene informacién acerca
del fenotipo, el genotipo y datos clinicos de aislamientos vi-
rales. La secuencia individual de un aislamiento se intro-
duce en el sistema y éste encuentra en la base de datos el
genotipo con el que muestra una mayor homologia, aso-
ciandole el fenotipo correspondiente. E1 SeqHepB es un
programa que se ha desarrollado especificamente para
realizar el fenotipo virtual de aislamientos de VHB (www.
seqvirology.com/genome?7). Actualmente la base de datos
contiene informacion de 17.200 aislamientos clinicos per-
tenecientes a 1.500 pacientes, e incluye mas de 3.000 se-
cuencias diferentes de VHB, en las que se han identificado
90.000 variaciones. Este programa determina el genotipo y
el serotipo del aislamiento, e informa cualquier mutacién
detectada resaltando aquellas que tienen importancia cli-
nica. Ademas de informar mutaciones asociadas con resis-
tencias a antivirales, el programa informa mutantes de es-
cape a la vacuna y el estado del antigeno e

Interpretacion de los resultados

Predecir un fenotipo de resistencia a partir de un geno-
tipo puede ser complicado, especialmente cuando estan
presentes multiples mutaciones de resistencia y mutacio-
nes compensatorias, situacién que es frecuente en aque-
llos individuos que han recibido tratamiento durante pe-
riodos prolongados y con varios antivirales. El genotipado
puede identificar mutaciones especificas asociadas con la
resistencia, pero no puede predecir el fenotipo de resisten-
cia cuando el perfil de mutaciones es complejo. En estos ca-
sos el genotipo debe ser interpretado teniendo en cuenta
la historia de tratamiento previo, incluyendo las mutacio-
nes previas de resistencia, ya que éstas pueden permane-
cer en pequena proporcion y no seran detectadas hasta que
la presién farmacolégica vuelva a ser suficiente?45!,

Prevencion de la aparicion de resistencias

Podemos minimizar el desarrollo de resistencias ac-
tuando a tres niveles: a) evitando el tratamiento cuando
no es necesario; b) eligiendo con cuidado el tratamiento, y
¢) monitorizando la aparicién de resistencias.

Tratar sélo si es necesario
La naturaleza del VHB implica que puede haber virus
con mutaciones de resistencia en pequeia proporciéon en
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Region estructural

Region no estructural
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NS2 NS3 NS4A NS4B NS5A | NS5B | 3'UTR

Figura 2. Esquema de la estructura
del genoma del VHC. VHC: virus de
la hepatitis C.

enfermos que no han estado nunca en tratamiento y que
seran seleccionados cuando éste comience.

Elegir adecuadamente el tratamiento

La aparicién y posterior seleccién de mutaciones de re-
sistencia es un proceso que depende necesariamente de
que exista replicacién viral, por lo que el tratamiento debe
suprimir la replicacién viral lo més rapido y lo més com-
pletamente posible?.

Vigilar la aparicion de resistencias

La deteccion de resistencias debe ser lo més rapida posi-
ble, antes de que se produzca un aumento de la carga viral.
Se deben controlar los niveles de transaminasas y de car-
ga viral después de haber iniciado el tratamiento y realizar
un control mas estrecho en aquellos pacientes con mas pro-
babilidad de desarrollar resistencias. En cualquier caso se
deben seguir las pautas indicadas en los correspondientes
documentos de consenso establecidos al respecto.

Resistencias del virus de la hepatitis C

Introduccién

La poblacion mundial infectada de forma crénica por el
VHC se estima en 240 millones de personas.

El VHC es un virus ARN envuelto, de unos 50 nm de
diametro, perteneciente a la familia de los flavivirus. El
genoma del VHC consiste en una molécula tnica y lineal
de ARN monocatenario de unos 9,5 kb de tamaiio con un
solo ORF que se traduce en una poliproteina de aproxi-
madamente 3.000 a.a, en cuyos extremos se encuentran
dos regiones no codificantes (5-UTR y 3-UTR). A conti-
nuacion del extremo 5’ se encuentra la region estructural
que codifica 3 proteinas estructurales (core, E1 y E2) e in-
mediatamente después la regién no estructural, que codi-
fica una serie de proteinas con distintas actividades enzi-
maticas (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) (fig. 2).

Variabilidad genética del VHC

El grado de replicacién del VHC es muy elevado
(10'-10*2 viriones/dia) siendo el tiempo de vida media del
virus de 2,5 h, algo més largo que el del VIH pero mucho
mas corto que el descrito para el VHB. Como corresponde
a los virus ARN, el genoma del VHC se caracteriza por un
elevado grado de heterogeneidad debido a que la ARN po-
limerasa carece de actividad 3’-5’ exonucleasa que funcio-
na como correctora de errores durante la replicaciéon. La

tasa de mutacién espontanea es, pues, muy elevada, acu-
mulandose estas mutaciones en el tiempo, pero no es la
misma a lo largo del genoma. La regién més heterogénea
se encuentra entre las regiones estructurales E1 y E2,
donde se reconocen dos regiones hipervariables (HVR1 y
HVR2) que se establecen por la presion del sistema inmu-
nitario. Como consecuencia de esta cinética de replicacion,
la poblacién viral en un individuo infectado consiste en
una mezcla de genomas relacionados pero diferentes entre
s1(98-99% de homologia), que se denominan quasiespecies.

Relacion entre genotipo y respuesta al tratamiento

En funcién del alto grado de heterogeneidad genética
que presenta el VHC, se han descrito 6 genotipos mayores
(1-6) que, a su vez, son divididos en mas de 70 subtipos,
designados con una letra después del nimero del genoti-
po (1a, 1b, 2a,.....)%2. Los genotipos més frecuentes en Amé-
rica, Europa y Japén son el 1, 2 y 3, que son de distribu-
cién mundial. Dentro del genotipo 1 el mas frecuente es el
subtipo 1a, que predomina en el oeste de Europa y en Nor-
teamérica, mientras que el 1b es el més frecuente en Ja-
pon, y en el sur y este de Europa®?.

Actualmente el tratamiento de eleccién para el VHC es
la combinacién de IFN y ribavirina. Muchos de los pacien-
tes son resistentes a esta terapia combinada antiviral, por
lo que se ha intentado buscar factores que pudiesen pre-
decir la respuesta al tratamiento, siendo la relacién entre
el genotipo y la respuesta al IFN el més importante de
ellos®%. Asi pues, y a diferencia de lo que sucede con el
VHB, en el caso del VHC si hay una relacién clara entre
el genotipo y la respuesta al tratamiento. Los pacientes in-
fectados con los genotipos 1, en especial 1b y 4 responden
peor a la terapia antiviral que los infectados con los geno-
tipos 2 y 3. Los mecanismos por los que el VHC es resis-
tente al tratamiento no estan del todo establecidos, pero
parece que las regiones mas implicadas en la resistencia
son las regiones no estructurales: NS5A y NS5B, y las re-
giones estructurales: E2 y core.

La region no estructural NS5A codifica una una fosfo-
proteina de 56-58 kDa que interviene en la replicacién de
VHC, y también en la respuesta al INF mediante la unién
e inactivacion funcional de una proteincinasa (PKR). La
PKR es una cinasa inducida por el IFN, que fosforila el fac-
tor de iniciacién de la traduccion elF-2a, provocando una
inhibicién de la sintesis proteica y de la replicacion viral en
las células infectadas. En condiciones normales, pues, la
unién de NS5A a PKR inhibe la funcién de esta ultima®®.

En un estudio para determinar las bases genéticas de
la resistencia al IFN, Enamoto et al®® realizaron una com-
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paracién de los genomas del VHC del genotipo 1b entre
pacientes respondedores y no respondedores al tratamien-
to con IFN. Las diferencias fueron localizadas en la mitad
carboxiterminal de NS5A, identificando en la misma una
region de 40 a.a, entre los a.a 2209-2248, a la que denomi-
naron ISDR (regién determinante de la sensibilidad al
IFN). Para la uniéon de la proteina NS5A con PKR se ne-
cesita la regién ISDR®?, pero no es suficiente ya que tam-
bién se precisan 26 a.a adicionales en el extremo carboxi-
terminal de ISDR para completar el complejo de unién de
NS5A a PKR?". Asi pues, mutaciones en estas regiones ha-
rian que la proteina NS5A no se uniera eficazmente a
PKR activada por el IFN, pudiendo esta ultima ejercer su
accion antiviral. Sin embargo otros estudios no han confir-
mado esta relacién, por lo que este mecanismo no es el tni-
co que explicaria las bases moleculares de la relacion entre
NS5A y respuesta a IFN.

En este sentido, se ha comprobado que la fosfoproteina
codificada por NS5A también interacciona con la proteina
2’ 5’-oligoadenilato sintetasa, la cual, al igual que PKR, es
un efector final de la actividad del IFN. Asi pues, se inhi-
biria la respuesta a este dltimo por un mecanismo inde-
pendiente de PKR?®. Otro mecanismo PKR independiente
descrito para NS5A es la induccidon de la sintesis de in-
terleucina 8 (IL-8), citocina que atenta las propiedades
antivirales del IFN?°, por lo que los valores de IL-8 son
mayores en los no respondedores a IFN que en los res-
pondedores®°.

La region NS5B también ha sido implicada en la res-
puesta al IFN y a la ribavirina. Esta region codifica una
ARN polimerasa ARN dependiente (RdRp) que interviene
en la replicacién del genoma de VHC.

En los ultimos afios algunos estudios han sugerido que
las diferencias entre los distintos grados de replicacién y
sensibilidad al IFN entre los genotipos del VHC pudieran
estar en relacion con secuencias especificas de la region
NS5B, por lo que la polimerasa de algunos genotipos (1b)
tendria mayor actividad que la de otros (2a)%. Se ha lle-
gado incluso a identificar una mutacién en la polimerasa
del genotipo 1b (a.a 2735) que se relaciona con una mejor
respuesta al IFN y titulos mas bajos de carga viral, que los
presentados por el genotipo salvajeb-%2. Estudios posterio-
res han confirmado que las mutaciones en la polimerasa
codificada por NS5B (de manera similar a lo descrito para
la proteina NS5A) se encuentran asociadas con una mejor
respuesta al tratamiento combinado de IFN mas ribaviri-
na%%4 Recientemente, Young et al® han localizado una
mutacion en el a.a 415 de la polimerasa NS5B (F415Y)
que se asocia con resistencia a ribavirina. Por otra parte,
en trabajos dirigidos a la busqueda de nuevos tratamien-
tos frente al VHC se comprueba cémo la presencia de mu-
taciones a nivel de NS5B o NS3 (codifica una serina pro-
teasa que interviene en el proceso de replicacion viral)
confieren resistencia a los firmacos experimentales de-
sarrollados frente a estos productos®®.

Otras regiones recientemente implicadas en la respues-
ta al tratamiento han sido las regiones estructurales E2,
por un mecanismo similar al descrito para NS5A (inhibi-
cién de la proteina PKR)6768  y core. En este tltimo caso,
los resultados obtenidos en un andlisis multivariante han
llegado a definir las sustituciones a nivel de los a.a 70 y/o
91 de la region del core como factores predictivos de mala
respuesta a la terapia combinada IFN maés ribavirina®.
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ANEXO. Resistencias a los antivirales en los virus de las hepatitis By C

1. Respecto al VHB, senale la respuesta correcta:
a) Es un virus hepatotropo de efecto citopatico.
b) El grado de replicacion es similar a otros virus como el VHC o el VIH.
¢) La aparicién de resistencias es independiente del proceso de replicacion.
d) La eliminaci6n de las células infectadas es un proceso lento.
e) Son ciertas a) y ¢).

2. En relacién a la polimerasa del VHB:
a) La longitud del dominio rt depende de cada genotipo.
b) Copia con fidelidad.
¢) El dominio rt consta de 4 regiones.
d) Es la diana principal de los antivirales.
e) Todas son ciertas.

3. Respecto a la lamivudina es falso que:
a) Provoca una disminucién rapida de la carga viral.
b) El desarrollo de resistencias es independiente del tiempo de tratamiento.
¢) La mutacién principal de resistencia se localiza en el a.a 204 de la rt.
d) La mutacién rtM204V se localiza en el motivo B de la rt.
e) Son ciertas b)y d).

4. Senale la respuesta correcta respecto al adefovir:
a) La aparicién de resistencias es similar a la lamivudina.
b) Presenta resistencia cruzada con la lamivudina.
¢) La resistencia se asocia con la presencia de las mutaciones rtN236T y rtA181V.
d) Estructuralmente es muy similar a la lamivudina.
e) Las principales mutaciones de resistencia se localizan en el motivo B de la rt.

5. Senale la respuesta correcta respecto al entecavir:
a) Es tan efectivo frente al VHB resistente a la lamivudina como al virus salvaje.
b) Las mutaciones de resistencia a la lamivudina son necesarias para conferir resistencia fenotipica.
¢) Es efectivo frente al VHB resistente al adefovir, aunque en menor medida de lo que lo que lo es el virus salvaje.
d) No presenta resistencia cruzada con la lamivudina.
e) Son ciertas a) y c).

6. En relacion al VHB:
a) Se reconocen actualmente 6 genotipos de virus (1-6).
b) Los genotipos B y el C son los mas frecuentes en Espana.
¢) Existe una relacion clara entre la respuesta al tratamiento y los distintos genotipos.
e) El fracaso terapéutico se debe exclusivamente a la aparicién de resistencias.
a) Todas son falsas.

7. Respecto a la deteccion de resistencias en el VHB, sefiale la respuesta incorrecta:
a) La secuenciacién directa de ADN es un método poco sensible para la deteccién de resistencias.
b) Las técnicas de hibridacién son mas sensibles que la secuenciacion directa de ADN.
¢) Las técnicas de hibridacién presentan una buena concordancia con los resultados obtenidos por secuenciacién directa.
d) La secuenciacién directa de ADN es un método simple apto para el cribado.
e) Las técnicas de hibridacion precisan ser actualizadas cada vez que se detecta una nueva mutacién de resistencia.

8. Senale la respuesta incorrecta respecto al VHC:
a) El grado de replicacion y la tasa de mutaciones espontdneas es muy elevada.
b) El tratamiento de eleccién es la combinacién de IFN y ribavirina.
¢) La region mas heterogénea del genoma viral se encuentra entre las regiones estructurales E1 y E2.
d) No existe una relacién clara entre la respuesta al tratamiento y los distintos genotipos.
e) Los pacientes infectados con los genotipos 1y 4 responden peor al tratamiento.

9. Seiiale la respuesta incorrecta respecto al VHC:
a) Los mecanismos de resistencia para el VHC no estdn bien establecidos.
b) Laregion NS5A interviene en la respuesta al IFN mediante la inactivacion de la proteina PKR, exclusivamente.
¢) La proteina NS5A induce la sintesis de IL-8.
d) La region ISDR no es suficiente para la unién efectiva de NS5A con PKR.
e) Mutaciones en NS5A favorecen la accién antiviral del IFN.

10. Senale la respuesta correcta respecto al VHC:
a) En Norteamérica y el oeste de Europa predomina el genotipo 1a.
b) La resistencia a ribavirina se asocia con la presencia de la mutacién F415Y.
¢) Laregion NS5B codifica una ARN polimerasa ARN dependiente.
d) Mutaciones en NS5B estdn asociadas con una mejor respuesta al tratamiento combinado.
e) Todas son ciertas.
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