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El virus de la hepatitis B (VHB) pertenece a la familia de los
hepadnavirus. El genoma del virus, formado por una
pequeina molécula de ADN de 3.200 pares de bases, consta
de 4 regiones codificantes de proteinas (ORF) fuertemente
solapadas: ORF preS/S, correspondiente a las proteinas de
la envuelta que constituyen el antigeno de superficie del
VHB (HBsAg); ORF preC/C, que codifica el componente de
la capside viral (antigeno core o HBcAg) y una proteina no
estructural que tras su modificacion postraduccional es
secretada y constituye el denominado antigeno «e» (HBeAg);
ORF P, que codifica la polimerasa viral (poliproteina con
actividad ADN polimerasa, transcriptasa reversa y ARN-asa)
y la ORF X, que codifica una proteina que actiia como
regulador multifuncional, tanto para el ciclo viral como
para el celular. El VHB presenta una tasa de mutacion de
1,4-3,2 X 10° sustituciones/nucleétido/afno. Como
consecuencia de esta variabilidad, el virus circula como
una mezcla compleja de variantes genéticas,
constituyendo una quasiespecie, que evoluciona a lo largo
de la infeccion dependiendo de la presion evolutiva de
factores como la respuesta inmunolégica y los
tratamientos antivirales. Sobre la base de esta
variabilidad, el VHB se ha clasificado en 8 genotipos (A-H)
definidos por una diferencia > 8% en las secuencias del
genoma viral completo. Esta variabilidad es, ademas, la
causante de la resistencia del VHB a los tratamientos
antivirales con analogos de nucleétidos y nucledsidos. El
diagnéstico de la infeccion por VHB incluye la
determinacion de marcadores viroldgicos: antigenos
viricos (HBsAg, HBeAg), anticuerpos especificos (anti-HBc,
anti-HBe, anti-HBs) y el estudio del ADN-VHB para su
deteccion, cuantificacion y determinacion de genotipos y
variantes viricas.
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Molecular virology of the hepatitis B virus

The hepatitis B virus (HBV) belongs to the hepadnavirus
family. The genome of the virus, formed by a small DNA
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molecule with 3,200 base pairs, has 4 strongly overlapping
protein coding regions: ORF preS/S, corresponding to the
envelope proteins that constitute the HBV surface antigen
(HBsAg); ORF preC/C, which encodes the viral capsid
component (core antigen or HBcAg) and a non-structural
protein that, after postranslation modification, is secreted
and constitutes the «e» antigen (HBeAg); ORF P, which
encodes the viral polymerase (polyprotein with DNA
polymerase activity, reverse transcriptase and RNAase),
and ORF X, which encodes a protein that acts as a
multifunctional regulator for both the viral and cell cycles.
HBV has a mutation rate of 1.4-3.2 x 105
substitutions/nucleotide/year. As a result of this
variability, the virus circulates as a complex mixture of
genetic variants, constituting a semi-species, that evolves
throughout the infection depending on the evolutionary
pressure of factors such as the immune response and
antiviral treatments. Based on this variability, HBV has
been classified into 8 genotypes (A-H) defined by a
difference of more than 8% in the sequences of the
complete viral genome. This variability is also responsible
for HBV resistance to antiviral treatments with nucleotide
and nucleoside analogs. Diagnosis of HBV infection
includes determination of virological markers: viral
antigens (HBsAg, HBeAg), specific antibodies (anti-HBc,
anti-HBe, anti-HBs) and study of HBV-DNA for its detection
and quantification and determination of genotypes and
viral variants.
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Virus de la hepatitis B

El virus de la hepatitis B (VHB) esta formado por
una particula esférica de 42 nm de diametro, rodeada de una
envuelta proteolipidica de 7 nm de espesor que contiene
el antigeno de superficie (HBsAg) frente al que est4 diri-
gido el anticuerpo neutralizante anti-HBs'2. En el interior
de las particulas se encuentra un nitcleo esférico, electron-
denso, de 22-25 nm de diametro que contiene el antigeno
core (HBcAg), el ADN viral, una proteina con actividad
ADN polimerasa (proteina P) y proteinas del huésped?®+.
Hay otro antigeno viral, denominado antigeno «e» (HBeAg),
que no forma parte de la estructura del VHB, pero que
se sintetiza a partir del gen que codifica la proteina del
core. E1 HBeAg es secretado en forma soluble, se detecta
en el suero y parece tener una funcién inmunorregula-
dora®.
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La concentracion de particulas virales en el suero de
pacientes infectados por el VHB puede exceder las 10° par-
ticulas/ml. Ademas de estas particulas se encuentran en el
suero otras formas virales (esféricas de 16-25 nm de dia-
metro y filamentosas de 22 nm de espesor y longitud va-
riable), llamadas particulas S, compuestas inicamente
por el HBsAg, sin componentes del nicleo del virus'67.

Estructura del genoma viral

El genoma del VHB est4 constituido por una molécula de
ADN circular de pequeno tamaio, parcialmente de doble
cadena, que consta de una cadena larga de unas 3.200 ba-
ses (la cadena negativa) y una cadena corta, o positiva, de
1.700 a 2.800 bases®®. El genoma se mantiene en confor-
macién circular a pesar de no estar cerrado covalentemen-
te (ADNrc) debido a una pequena regién cohesiva que so-
lapa la region situada entre los extremos 5’ de ambas
cadenas.

En el nacleo del hepatocito, el ADN viral pasa de la con-
formaciéon ADNrc a ser circular y cerrado covalentemen-
te (ADNcce) por acciéon de la polimerasa viral, asi como por
otras actividades enzimaticas de la célula huésped'®''. El
ADNccce permanece en el hepatocito durante toda la vida
de éste y sirve como molde para la sintesis de los diferen-
tes transcritos de ARN del VHB, mediante la accién del la
ARN polimerasa II del huésped®?. Los hepatocitos infecta-
dos de forma natural pueden contener hasta 50 moléculas
de ADNcce que se estructuran como minicromosomas con
proteinas histonas y no histonas!®1?,

El genoma del VHB contiene 4 marcos de lectura abier-
ta (ORF) (C, P, S y X) fuertemente solapados (67%) que se
transcriben en 5 ARN mensajeros (ARNpre-core, ARNco-
re, ARNpreS1, ARNpreS2/S y ARNX) para formar las
7 proteinas del VHB (pre-core, C, P, preS1, preS2, S y pro-
teina X). Los ARNpre-core y ARNcore tienen una longitud
mayor que el propio genoma (3,5 kb), con una redundan-
cia en el extremo 3’. La traduccién del ARNpre-core da
lugar a la proteina pre-core, precursora del HBeAg. El
ARNcore expresa las proteinas C y P; ademas, tiene una
funcién como ARN pregenémico y sirve de molde para la
sintesis del ADN gen6mico mediante un proceso de retro-
transcripcion catalizado por la proteina P. Los demas
ARN mensajeros (ARNm) expresan la proteina que su
propio nombre indica. Los distintos ARNm difieren en su
extremo 5’ (en funcién de los promotores correspondien-
tes), pero el extremo 3’ es una sefial poliadenilada (TATAAA)
comun. Tanto el ARNcore como el ARNpre-core presen-
tan en su extremo 3’ redundante una repeticion del frag-
mento que va desde el lugar de inicio de la transcripcién
(5’) hasta la senal de poliadenilacién. En este fragmento,
la secuencia correspondiente a la regién pre-core presen-
ta una estructura secundaria caracteristica (tallo-joroba-
bucle, que constituye la llamada «senal de encapsula-
cién» o senal ¢ que, es esencial en la replicacién del virus.
Debido a la redundancia de secuencia, hay 2 copias de
esta senial (una en 5’ y otra en 3’) en los ARN pre-core y
corel®18,

El fuerte solapamiento de los 4 ORF del genoma del
VHB hace que toda la secuencia del genoma sea codifi-
cante, ademads de incluir los elementos reguladores, con lo
que la capacidad codificante del VHB es 1,5 veces superior

a la que tendria de no existir el solapamiento de genes'.
La organizacién del genoma del VHB se muestra en la fi-
gura 1.

El gen C o precore-core del VHB
(posiciones 1814 a 2458)

El gen C presenta 2 codones de iniciacién (ATG) en fase,
que codifican 2 proteinas. Cuando la traduccién se produ-
ce a partir del primer codén (posiciéon 1814), codifica un
péptido de 25.000 daltons que por proteolisis da lugar a
una proteina de 16.000 daltons, el HBeAg. Cuando se tra-
duce a partir del segundo codén (posicién 1901) codifica el
HBcAg, de 21.000 daltons, componente de la capsida viral.
El HBeAg, presumiblemente cruza la placenta y actua
como inmunotolerégeno al activar una respuesta antiin-
flamatoria, lo que facilita el establecimiento de una infec-
cién persistente®. La secuencia corta situada entre los 2 co-
dones de iniciacion se denomina preC o pre-core.

El gen S del VHB (posiciones 2854 a 833)

El gen S presenta 3 codones de iniciacién en fase (posi-
ciones 2854, 3211 y 155) que definen 3 regiones denomi-
nadas preS1, preS2 y S. El gen S codifica las proteinas de
la envuelta del VHB completo y de las particulas no infec-
tivas, compuestas por las formas glucosiladas y no gluco-
siladas de 3 polipéptidos diferentes de 24.000, 33.000 y
39.000 daltons que son codificados, respectivamente, por
la region S (proteina S), la unién preS2-S (proteina preS2)
y la unién de las 3 regiones preSl-pre S2-S (proteina
preS1). La proteina S es la méds abundante y su secuencia
esta presente en todas las demas. En ella se encuentra el
denominado loop antigénico «a», que incluye los ami-
noacidos 124 a 147, frente al que se produce la respuesta
primaria de anticuerpos neutralizantes anti-HBs. La pro-
teina preS1 parece reconocer los receptores de la superfi-
cie celular, colaborando en la especificidad de virus por
un huésped determinado.

El gen P del VHB (posiciones 2307 a 1623)

El gen P cubre las tres cuartas partes del genoma y so-
lapa la porcion carboxi-terminal del gen C, la totalidad del
gen S y la porcién amino-terminal del gen X. Codifica un
polipéptido basico de unos 90.000 daltons que tiene aso-
ciadas las actividades de ADN polimerasa/transcriptasa
inversa (dominio RT) y ARN-asa (dominio RH en el extre-
mo carboxi-terminal)?>?!. También codifica, en su dominio
amino-terminal, la denominada proteina terminal (PT),
que actia como cebador proteinico para la sintesis de la
cadena de ADN negativa a la que permanece unida cova-
lentemente??? (fig. 1). La estructura tridimensional de la
ADN polimerasa/transcriptasa inversa no esta establecida
y los modelos publicados se han basado en la similitud
funcional y de secuencia con la transcriptasa reversa del
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)?+26,

El gen X del VHB (posiciones 1374 a 1838)

El gen X codifica un polipéptido de 145-154 aminoéci-
dos (HBx) con actividad multirreguladora, tanto del ciclo
viral como de la célula huésped?’. En relacién con la acti-
vidad viral, en estudios in vitro se ha mostrado que el HBx
incrementa la replicaciéon del VHB?. La proteina HBx se
ha asociado también con el desarrollo del carcinoma he-
patocelular®’?°.
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Otros elementos genémicos del ADN del virus VHB

El genoma del VHB contiene 4 regiones promotoras
para la transcripcién de los 5 ARNm y dos regiones in-
crementadoras o enhancer de la transcripcion, situadas
en ORF P y ORF C, respectivamente (fig. 1). De las regio-
nes promotoras cabe destacar la correspondiente al gen
C (posiciones 1620 a 1814), que incluye el promotor bésico
del core (PBC), cuya secuencia situada entre las posicio-
nes 1744 a 1804 es suficiente para iniciar la transcrip-
cion. E1 PBC contiene también secuencias que actian
como lugares de union de los factores incrementadores
de la transcripcion. Hay 2 secuencias cortas idénticas, la
DRI1 (posiciones 1824-1834) y la DR2 (posiciones 1590-
1600), que son esenciales en el proceso de replicacién del
VHB. Otras secuencias necesarias para la replicacién vi-
ral son las correspondientes a la senial de encapsulacion,
a la cual se unen la polimerasa viral y las moléculas de
HBcAg, lo que permite la encapsulacién del ARN prege-

némico en una etapa esencial del ciclo replicativo viral
(fig. 2). En la joroba de esta sefal hay 4 nucleétidos que
actian como molde para la sintesis del fragmento inicial
de la cadena negativa del ADN viral, que permanecera uni-
da covalentemente a un grupo OH del aminoécido Tyr 63
de la PT1618,

Ciclo biologico y replicacion del VHB

La infeccion de la célula hepatica se inicia con la inter-
accién del VHB con un receptor, todavia desconocido, de la
membrana del hepatocito. La interaccién depende del do-
minio preS1%°. Posteriormente, la envoltura viral se rom-
pe, libera la nucleocédpside al citoplasma, y ésta se dirige al
nucleo conducida por la sefial de localizacién nuclear pre-
sente en la proteina del core®!-3%. La nucleocapside inte-
racciona con los poros nucleares y se disocia liberando el
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Figura 1. Esquema del virus de la
hepatitis B: particula viral y geno-
ma. En el genoma estdn indicadas
las regiones promotoras (preS1p, Sp,
Xp y Cp) y las regiones incrementa-
doras (ENH1, ENH2). En el gen de
la polimerasa viral (P) se indican las
diferentes regiones de esta proteina
(proteina terminal PT, region espa-
ciadora, retrotranscriptasa, RT y
ARN-asa H).
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vo del virus de la hepatitis B (VHB).

ADNrec en el interior del nicleo celular, donde se convierte
en un ADNcce por accién de la polimerasa viral y otras
enzimas de la propia célula huésped'®'%4. La cadena ne-
gativa del ADNccc sirve de molde para la transcripcién de
los distintos ARN virales mediante la ARN polimerasa II
del hepatocito dirigida por los promotores y los enhancer.
Estos ARN se transportan al citoplasma donde funcionan
como ARNm para su traduccién en las diferentes protei-
nas del VHB. Sin embargo, uno de ellos, el ARNcore, tie-
ne ademéds la funcién de ARN pregendémico al servir de
molde para la retrotranscripcién por la accién de la activi-

dad retotranscriptasa de la proteina P, sintetizdndose el
genoma de ADN parcialmente de doble cadena del VHB.
Para ello, el ARN pregendémico interacciona con sus 2 pro-
ductos génicos, proteinas C y P, en la sefal de encapsula-
cién, formando capsides en las cuales tiene lugar la retro-
transcipcion por acciéon de la proteina P que, a medida que
sintetiza el ADN, va degradando el ARN que le sirve de
molde®. La etapa clave para este proceso es la union de la
proteina P al ARN pregendmico en la sefial ¢ de encapsu-
lacién situada en la posicién 5’ del ARN pregenémicoé18,
La unién a la proteina P desencadena la adicién de dime-
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ros de proteina C, formandose las capsides. Ademas, se
sintetiza un pequeno oligonucleétido de ADN de 3-4 bases
complementario a una parte de la joroba de la senal «.
Este pequeinio oligonucleétido, que esta unido covalente-
mente a la PT, actuara de «cebador» en la sintesis de la ca-
dena complementaria de ADN?® y serd su extremo 5. Pos-
teriormente, se sintetiza la cadena complementaria a esta
primera cadena de ADN. El proceso completo de replica-
cién del ADN viral requiere varios cambios de posicién de
las cadenas cebadoras, que parecen estar en el origen de
las frecuentes deleciones observadas en los diferentes ge-
notipos del VHB. Las nucleocdpsides, que contienen el
nuevo ADN viral sintetizado, pueden ser conducidas
de nuevo al nicleo, en un proceso de realimentacién que
aumenta el reservorio de ADNccc nuclear o bien se recu-
bren en el reticulo endoplasmaético con una envuelta lipi-
dico-proteinica que contiene el HBsAg, son transportadas
al aparato de Golgi y desde alli son liberadas al espacio ex-
tracelular, en forma de nuevos viriones.

Las proteinas de la envuelta insertadas en la membra-
na del reticulo endoplasmatico que no recubren las nue-
vos viriones se autoensamblan y dan lugar a particulas S
no infecciosas, que son exportadas al exterior por el mis-
mo mecanismo que las particulas infecciosas Las diferen-
tes etapas del ciclo biolégico del VHB se representan en la
figura 2.

Variabilidad genémica del VHB.
Genotipos del VHB

La evolucién genética ocurre en todos los virus, aunque
los virus ADN son relativamente maés estables (10~° sus-
tituciones/sitio/anio) que los virus ARN (10-10-5 sustitu-
ciones/sitio/afio). En este sentido, hay que tener en cuen-
ta que el VHB, a pesar de ser un virus ADN, se comporta
intracelularmente como un retrovirus (virus ARN), con
una tasa de mutacion del orden de los virus ARN (1,4-
7,9 X 1075 sustituciones/sitio/ano)®*”%°, Esta tasa es el re-
sultado de 2 tendencias evolutivas opuestas: la primera
es debida a la presencia de una etapa de retrotranscrip-
cién en su ciclo replicativo que tiende a mantener una
elevada tasa de mutacion, y la segunda, al solapamiento
de genes del VHB, que restringe de forma importante la
variabilidad*’. Como consecuencia de esta variabilidad,
el virus circula como una mezcla compleja de variantes
genéticas, constituyendo una quasiespecie que evolucio-
na a lo largo de la infeccién segun la presién evolutiva
de factores como la respuesta inmunolégica y los trata-
mientos antivirales.

Serotipos y genotipos del VHB

Las primeras indicaciones de la heterogeneidad de la se-
cuencia del VHB se basaron en la presencia de diferentes
determinantes antigénicos del HBsAg. Ademads del deter-
minante «a», comun a todos los tipos de HBsAg, se conocen
los determinantes mutuamente exclusivos d/y (Lys/Arg 122)
y w/r (Lys/Arg 160), con las subespecificidades wl/w2, w3
0 w4 (Pro/Thr/Leu 127 con 134F y/o 159A para w2) y la
especificidad q (177V/178Q para q+y 177A 0 178Q para g-).
De esta manera, el VHB se clasifica en 10 serotipos o sub-
tipos (aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw3, adw4q—,
adrq+, y adrq-).
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La clasificacion genética basada en la comparacion de
genomas completos cataloga todas las variantes del VHB
en 8 grupos o genotipos (A-H), con una distribucién geo-
grafica caracteristica. Las diferencias en la secuencia nu-
cleotidica de los diferentes genotipos son superiores a un
8%*%-43, E1 VHB también se puede clasificar en 24 subge-
notipos (con diferencias del 4-8%) con propiedades virol6-
gicas y epidemiolégicas caracteristicas*?#4.

Los genotipos A y D son ubicuos y son mayoritarios en
Europa y en poblaciones de este origen (A en el norte
de Europa y el D en la zona mediterranea). En la poblacién
espariola, los genotipos A y D representan conjuntamente
en torno al 90% de los casos estudiados y se encuentran en
proporciones muy andlogas, seguidos del genotipo F, que
es frecuente en poblaciones de Sudamérica“s. Los genoti-
pos B y C parecen ser endémicos de poblaciones asiaticas.
El genotipo E se detecta en Africa oriental. Aunque no hay
suficientes datos epidemiolégicos, parece ser que el genoti-
po G es ubicuo y que el genotipo H se encuentra en Amé-
rica central y del sur. Los subgenotipos del VHB también
parecen presentar una distribucién geografica caracteris-
tica: el subgenotipo Al se encuentra principalmente en
Africa y el A2 es caracteristico de Europa y Norte Améri-
ca, mientras que el subgenotipo B1 es frecuente en Japén
y el B2 lo es en el resto de Asia*?#,

Cada vez se dispone de mds pruebas cientificas que in-
dican que el genotipo del VHB se correlaciona con el curso
clinico de la infecciéon por VHB y la respuesta al trata-
miento*$*7. Las pruebas cientificas mas claras se han ob-
tenido de estudios realizados en Asia, que indican que el
genotipo C se asocia con una enfermedad més avanzada y
peor respuesta al tratamiento con interferén que el geno-
tipo B*%%1, En Espana, el genotipo A parece asociarse con
un mejor pronéstico que el genotipo D (mayores propor-
ciones de aclaracion del HBsAg y de remision sostenida
tras la seroconversion a anti-HBe)*¢. En relacién con el
tratamiento antiviral, en pacientes tratados con interferén
se ha observado que la tasa de seroconversion a anti-HBe
es del 47% para el genotipo A, del 44% para el B, del 28%
para el Cy del 25% para el D, lo que indica que el genotipo
del VHB puede ser un importante predictor de la respues-
ta al tratamiento con este farmaco*’. En relacién con el
tratamiento con andlogos de nucleésidos o nucleétidos,
aunque no hay datos concluyentes, se ha notificado que las
variantes resistentes a la lamivudina emergen de manera
mads precoz en el genotipo A que en el D, aunque sin co-
rrelacion con la respuesta’?®2. En relacion con el trata-
miento con adefovir, se ha seiialado que el genotipo A pre-
senta peor respuesta que el D%

Variantes en los diferentes genes del VHB

Ademaés de los genotipos, se han descrito otras variantes
genéticas; entre ellas, son de especial interés en el curso
de la infeccién por el VHB las observadas en la region pre-
core-core, la polimerasa viral y la region S.

Variantes de la regién pre-core

Las variantes de la regién pre-core impiden o disminu-
yen la expresién del HBeAg, asocidndose con la infeccién
por VHB, HBeAg negativo. La mas frecuente corresponde
al cambio G1896A, que produce una senal stop (TGG pasa
a TAG) en el codén 28 de esta regién. En menor proporcién
y en las posiciones 1814-1816 se detecta otras variantes
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caracterizadas por la destruccion del codon de inicia-
ci6n®56, Estos 2 tipos de variantes son muy comunes en el
area mediterranea, donde se detectan en todo el espectro
de formas de la infeccién por VHB. Su transmision se ha
asociado con el desarrollo de hepatitis fulminante®’. Hay
una asociacion entre estas variantes y el genotipo viral;
asi, la G1896A se detecta con frecuencia en cepas VHB de
genotipos diferentes al A y F, en especial en el D, en los
cuales estabiliza la senal &°7.

Las variantes del VHB que disminuyen la expresion del
HBeAg presentan en su mayoria cambios en la region del
PBC, principalmente A1762T y G1764A%/58 sustituciones
que se han asociado con el aumento de la replicacion viral
y la progresion a formas graves de la enfermedad®. La de-
teccién simultanea de las variantes de PBC y la del pre-
core G1896A es muy frecuente en la hepatitis crénica B,
suponiéndose que aparecen en primer lugar las variantes
del PBC y mas tarde, tras la seroconversion a anti-HBe,
las variantes del pre-core*t.

Variantes de la polimerasa viral

Las variantes de la polimerasa viral son las causantes de
las resistencias a tratamientos con inhibidores de dicha en-
zima (andalogos de nucleétidos/nucledsidos) (fig. 3). Estas va-
riantes presentan sustituciones de aminodcidos en los dife-
rentes dominios cataliticos de la retrotranscriptasa viral
(A-G), y son seleccionadas durante la terapia antiviral a
partir de secuencias minoritarias presentes en la compleja
quasiespecie que constituye el VHB. Si el andlogo de nucleé-
tido/nucleétido no es reconocido correctamente por la poli-
merasa debido a un cambio de aminoacido (formas «mu-
tantes»), este andlogo no inhibiré su actividad catalitica,
por lo que la cepa variante se replicara, mientras que las ce-
pas cuyas polimerasas, si reconocen al analogo (formas wild
type mayoritarias) se inhibirdn, observdndose un descenso
en la carga viral sérica. El que el analogo no sea reconocido
hace que aumenten la proporcién relativa de las cepas con
variantes mutantes, hasta ser mayoritarias, lo que se evi-
denciara como un incremento de la carga viral, y posterior-

NH
. FARMACOS ANTIVIRALES ANALOGOS DE:
3 ,
«;> NUCLEOSIDOS NUCLEOTIDOS
NH, F Variante | variante [LMV|ETV | TEL |EMT|CLV |ADV |TDF
presi polimerasa HBsAg
75 L8oV/ | CMP
Al vsam BS
89 S85A BS
pres2 T128N P120Te  [[CMP]
o [349| 159 R153Q G145R° ||CMP
S |ty & 1169T Y161H RES®
3 - 2lg| V17sL E164D ||RES RES Figura 3. Esquema de la polimera-
g | % L180M CMP) CwMP| CMP sa viral, incluidas las diferentes re-
= \41 82 A181T/V | W172stop BS giones cataliticas de la retrotrans-
z H00 T184A/G/I/S| L176V RES® criptasa y las variantes de esta
5 A194T BS proteina asociadas con la resistencia
3 $2021/G A193S RES® a tratamientos antivirales con lami-
g c| [M204v 1195M |[RES RES vugi'na ((LTI\]:][‘L]; entteC_aytir éETV()ngel%
vudina , entricitabina ,
COOH 692| ¥ b| | [M2041  |W1%stop|RES| | BS |RES | RES clevudina (CLV), adefovir dipivoxil
|(rt344)210 A217R RES® (ADV) y tenofovir (TDF). Se indican
230 las variantes del HBsAg asociadas
| 233V RES . .
con las variantes de la polimerasa.
g 43 Dl N236T RES BS: variante con baja resistencia al
2 AW tratamiento; CMP: variantes com-
T pensatorias (en presencia de varian-
o5 E| | Masov RES RES tes resistentes); RES: variante resis-
tente al tratamiento; VHB: virus de
COOH la hepatitis B.
wVariante resistente en presencia de
otras variantes; véanse las combina-
16TV 175Le M5OV REs | Res|Res lc;:n(fesl(ieﬁ\g;:ntes en las dltimas fi-
L180M+M204V RES RES| RES| "Resistencia primaria; falta confir-
macién fenotipica.
T184G+52021+L180M+M2041/V RES| RES| BS Variante HBsAg no sensible a la va-
cuna o HBIG.
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mente, de las concentraciones de alanina-aminotransfe-
rasa (ALT). Este fenémeno se denomina «emergencia de re-
sistencias al tratamiento antiviral». De hecho, pueden
transcurrir meses desde la deteccion de las variantes muta-
das (resistencia genotipica) hasta el «rebrote» de ADN-VHB
y/o de concentraciones de ALT (resistencia fenotipica).

La mayor parte de los datos de emergencia de resisten-
cia a tratamientos antivirales proviene de los estudios
efectuados con lamivudina; no obstante, aunque con me-
nor frecuencia y variantes diferentes, este fenémeno esta
relacionado con otros tratamientos con andlogos de nucle-
6tidos/nucledsidos, adefovir-dipivoxil, entecavir, telbivudi-
na, tenofovir, etc.*#%°. La més comun de estas variantes es
la que est4 asociada con la resistencia al tratamiento con
lamivudina que presenta la sustitucién rtM204I o
rtM204V situada en el motivo YMDD (tirosina, metionina,
aspartico) del dominio C de la polimerasa viral y que con
frecuencia se acompana de otras mutaciones compensato-
rias (principalmente rt180M y/o rtV173L) que restauran
la capacidad replicativa del VHB mutado. Las cepas vira-
les resistentes a lamivudina son sensibles al adefovir-dipi-
voxil, y viceversa, las cepas resistentes al adefovir (muta-
ciones rtN236T y rtA181V) son sensibles a lamivudina.
Este hecho permite el rescate de pacientes resistentes a
una u otra terapia. El entecavir presenta actividad frente
a las variantes resistentes a lamivudina, y hasta el mo-
mento dnicamente se han observado cepas resistentes al
tratamiento con entecavir (rtI169T, rtT184S, rtS2021,
rtM250V) en pacientes que presentaban también mutacio-
nes relacionadas con resistencia a lamivudina®4°,

Variantes de la envuelta viral, gen S

La proteina S es la principal diana de los anticuerpos
neutralizantes anti-HBs, por lo que los cambios de amino-
acidos en ella pueden evitar la neutralizacién del virus por
estos anticuerpos. Se han detectado variantes de esta re-
gién con cambios en el determinante «a» del HBsAg (epito-
po inmunodominante, residuos 124 a 147) (fig. 1) que es-
capan a la vacunacién y a la accién protectora del
tratamiento con inmunoglobulinas especificas, HBIG. La
primera de estas variantes descrita fue la G145R, que de
hecho es la més comin®® (fig. 3). Los programas de vacu-
nacién universal frente al VHB han actuado como factor
selectivo de estas variantes, lo que ha provocado un incre-
mento importante en su prevalencia. En este sentido, en
Taiwan, tras 10 afios de vacunacion, la prevalencia global
de la positividad para ADN-VHB en nifios descendié del
8,6 al 2,1%, mientras que la de las mutaciones del deter-
minante «a» pasé6 del 7,8% al 28,1%5'.

Aspectos de laboratorio para el tratamiento
de la infeccion

Antigenos virales, anticuerpos y ADN-VHB

HBsAg

El1 HBsAg es el marcador de laboratorio mas importan-
te en el diagnoéstico de las infecciones aguda y crénica por
el VHB, y habitualmente es detectable a las 6-10 semanas
de la exposicion al virus. Su presencia es un signo de pro-
ducciéon de la envuelta viral, pero no de replicacién viral,
al ser positivo en todos los portadores crénicos de la in-
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feccion, con independencia de la actividad replicativa. Si
embargo, hay que tener en cuenta que entre los casos con
HBsAg negativo y anti-HBc positivo, el 0,5-1% presenta
positividad para el ADN-VHB en concentraciones bajas, y
constituyen una infeccién «oculta» por VHBS2.

HBeAg y anti-HBe

Es producido en hepatocitos durante la replicacién vi-
ral y, por este motivo, su presencia puede ser indicativa
de replicacién viral activa. La pérdida del HBeAg con la
concomitante aparicion de anti-HBe usualmente se aso-
cia con la remisi6n bioquimica e histolégica, y con una
significativa supresion de la replicacién viral. Sin em-
bargo, es importante la prevalencia de pacientes con
HBeAg negativo que en su mayoria presentan ALT nor-
mal y ADN-VHB indetectable por técnicas de hibrida-
cién, pero que mediante técnicas de PCR son positivos
para ADN-VHB?®¢. En estos casos, la secuenciacién del
genoma del VHB ha permitido detectar la presencia de
variantes pre-core del VHB que impiden o disminuyen la
expresion del HBeAg.

Anti-HBc e inmunoglobulina M anti-HBc

Estos anticuerpos estdn dirigidos contra epitopos del an-
tigeno core de VHB. Los anticuerpos anti-HBc aparecen
muy precozmente durante la infeccién y son detectables de
por vida, cualquiera que sea el curso de la infeccién. El an-
ticuerpo anti-HBc puede detectarse en presencia o ausen-
cia de HBsAg o anti-HBs, durante el periodo de recupera-
cién de una infeccién aguda por VHB antes de la aparicién
de anti-HBs, o en pacientes en los que la infeccién se
resuelve pero no muestran concentraciones detectables
de anti-HBs. Por este motivo, su deteccion es indicativa de
contacto previo o actual con VHB. Los anti-HBc de tipo
inmunoglobulina M (IgM) se utilizan para el diagnéstico
de infeccion aguda por VHB y son detectables hasta apro-
ximadamente 6 meses después de la infeccion.

Anti-HBs

Un titulo de este anticuerpo = 10 mU/ml se asocia con
inmunidad frente al VHB, con un valor predictivo del
97,6%52. La deteccién aislada de este anticuerpo es indi-
cativa de inmunidad adquirida por vacunacién, mien-
tras que su detecciéon conjuntamente con anti-HBc es in-
dicativa de inmunidad natural tras la resolucion de la
infeccién.

ADN-VHB

La cuantificaciéon del ADN-VHB es la técnica de refe-
rencia para controlar la actividad replicativa del VHB y es
la determinacién mas 1til para el seguimiento de los pa-
cientes con hepatitis cronica en los que, en general, hay
una correlaciéon entre las concentraciones de ADN-VHB y
los marcadores serolégicos y bioquimicos de actividad de la
enfermedad hepatica. La cuantificacion de ADN-VHB en
sangre periférica no es necesaria para el diagnéstico de la
infeccion aguda por el VHB, que se basa tinicamente en
métodos serolégicos. E1 ADN-VHB es el marcador mas
precoz de la infeccion; se detecta a los pocos dias de su ini-
cio, con un pico en la fase aguda y un descenso al resolver-
se la infeccién. Se mantiene detectable en pacientes que
progresan a infeccion crénica, con valores que dependen
de la fase de la enfermedad: elevados durante las fases de
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inmunotolerancia e infeccién activa, y generalmente mas
bajos y a menudo fluctuantes durante la inmunoelimina-
ci6én®. Los ensayos recomendados para la cuantificacién de
ADN-VHB son los basados en la PCR a tiempo real®, cuyo
intervalo de linealidad (50-108 U/ml) cubre mejor que cual-
quier otra metodologia el intervalo de valores observados
en la infeccién por el VHBS®. Su sensibilidad permite de-
tectar las infecciones ocultas por VHB con concentraciones
de ADN-VHB < 500 U/ml®. En la practica, unas diferen-
cias en los resultados obtenidos < 0,5 logaritmos,, no son
valorables, y pueden ser intrinsecas a la variabilidad in-
trapaciente y/o a las propias técnicas. Este comportamien-
to oscilatorio podria explicarse por la evolucién del VHB
para escapar de los efectos de la respuesta inmunoldgica.
El valor de 105 copias/ml (UI = 5,7 copias) se ha utilizado
de forma arbitraria para diferenciar los distintos estadios
de la infecciéon por VHB y controlar a los pacientes con he-
patitis crénica®. No obstante, pueden observarse casos de
enfermedad hepaética avanzada con valores de ADN viral
< 10° copias/ml. Se ha sefialado un valor de ADN viral del
orden de 5 X 10° U/ml para distinguir entre casos de he-
patitis crénica y portadores inactivos, con una especifici-
dad y una sensibilidad del orden del 90%%. La Asociacién
Americana para el Estudio de Enfermedades Hepéticas
recomienda un valor > 105 copias/ml como umbral razona-
ble para determinar los candidatos al tratamiento antivi-
ral®’, recomendacién también asumida por las conferen-
cias de consenso europeas®®. En el caso de pacientes
HBeAg negativo, este umbral se reduce a 10* copias/ml de-
bido al mayor riesgo de desarrollo de cirrosis si se dejan a
su evolucién espontdnea®®. Teniendo en cuenta el perfil
fluctuante de las concentraciones de ADN-VHB observado
sobre todo en la hepatitis créonica HBeAg negativo, el estu-
dio de los valores de ADN viral para la valoracién de la si-
tuacioén clinica o la infectividad debe basarse en determi-
naciones seriadas.

Ensayos de resistencia a los antivirales frente al VHB

El descubrimiento y la utilizacién clinica de agentes an-
tivirales que acttian sobre la polimerasa viral han revolu-
cionado el tratamiento de los pacientes infectados créni-
camente por el VHB. Sin embargo, el beneficio clinico de
estos tratamientos esta comprometido por la emergencia
de variantes virales resistentes con mutaciones especificas
en el gen de la polimerasa. La resistencia a tratamientos
antivirales puede ser considerada desde el punto de vista
fenotipico y genotipico. La resistencia fenotipica se refiere
a la pérdida de supresion de la replicacion viral a pesar
de continuar la administracién del tratamiento, y se de-
muestra por un incremento de la actividad viral eviden-
ciada por un aumento de 1 logaritmo o mas en los valores
de ADN-VHB a partir del valor més bajo obtenido durante
la terapia. Las cepas virales resistentes son las que tie-
nen mutaciones que confieren la resistencia fenotipica a
un tratamiento determinado. Para su deteccion se han
desarrollado ensayos genotipicos que identifican una o
varias de las mutaciones en la polimerasa viral que le con-
fieren poca o nula sensibilidad al tratamiento®. En gene-
ral, en muestras preterapéuticas, estas mutaciones no son
detectables en la poblacion mayoritaria, aunque pueden
estar presentes en poblaciones residuales®®. Sin embar-
go, estas formas serdn las predominantes en la cuasiespe-
cie tras las reactivaciones virales.

Los ensayos genotipicos incluyen basicamente 2 tipos
de tecnologia: la secuenciacién directa de productos de
amplificacién de la region catalitica de la retrotranscrip-
tasa viral y las técnicas de hibridacién inversa sobre ti-
ras de papel (INNOLIPA). La secuenciacion directa per-
mite valorar en una tnica determinacion la totalidad de
las posibles mutaciones asociadas con resistencias a tra-
tamientos, debido a que se analiza la secuencia completa
de la polimerasa viral. En el caso de una variante resis-
tente nueva, la confirmacion de que la resistencia al tra-
tamiento antiviral es realmente debida al cambio de
aminodcido observado en los ensayos genotipicos requie-
re la aplicacién de ensayos in vitro para medir la capa-
cidad replicativa de la variante viral en presencia del
farmaco correspondiente (ensayos fenotipicos). Estos en-
sayos s6lo estan disponibles en laboratorios muy espe-
cializados*+.
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