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INTRODUCCION

El virus de la hepatitis B (VHB) pertenece a la familia de
los hepadnavirus, cuyo genoma estd formado por una pe-
quefia molécula de ADN (3.200 pares de bases). Este ge-
noma consta de 4 regiones codificantes de proteinas
(ORF) fuertemente solapadas (fig. 1): ORF preS/S, co-
rrespondiente a las proteinas de la envuelta que constitu-
yen el antigeno de superficie del VHB (HBsAg); ORF
preC/C, que codifica el componente de la cdpsida viral
(antigeno core o HBcAg) y una proteina no estructural
que tras su modificacién postraduccional es secretada y
constituye el denominado antigeno «e» (HBeAg); ORF P,
que codifica la polimerasa viral (poliproteina con activi-
dad ADN polimerasa, transcriptasa reversa y ARNasa) y
la ORF X, que codifica una proteina cuya funcién concre-
ta ain no se conoce' (posible funcién transactivadora
involucrada en carcinogénesis). El genoma del VHB pre-
senta una tasa de mutacion de 1,4-3,2 x 10° sustitucio-
nes/nucledtido/afio, 100 veces mayor que otros virus
ADN?Z, debida a la falta de mecanismos de reparacién de
errores en la etapa de transcripcion reversa del ciclo repli-
cativo viral. Como consecuencia de esta variabilidad el
virus circula como una mezcla compleja de variantes ge-
néticas, constituyendo una cuasiespecie, que evoluciona a
lo largo de la infeccion dependiendo de la presién evolu-
tiva de factores como la respuesta inmune y los trata-
mientos antivirales. De esta manera las variantes mutadas
(MT) del VHB son seleccionadas por su mayor capacidad
de supervivencia en un ambiente de presion selectiva que
las variantes no mutadas (WT). Sobre la base de esta va-
riabilidad el VHB se ha clasificado en 8 genotipos (A-H)
definidos por una diferencia mayor del 8% en las secuen-
cias del genoma viral completo®*, estos genotipos presen-
tan una distribucién geogréfica caracteristica y parecen
tener diferentes propiedades bioldgicas que afectan al
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curso de la enfermedad®® asi como a la respuesta a trata-
mientos antivirales*”.

Ademds de los genotipos, se han descrito tres grupos de
variantes genéticas que se observan con una frecuencia
significativa en muestras de pacientes y son de especial
interés en el curso de la infeccién por el VHB?:

— Variantes de la envuelta viral, gen S, con cambios en el
determinante «a» del HBsAg (epitopo inmunodominan-
te), que escapan a la vacunacién y a la accién protectiva
de la terapia con inmunoglobulinas especificas, HBIG.

— Variantes de la polimerasa viral, gen P, que son resis-
tentes a tratamientos con inhibidores de dicho enzima
(andlogos de nucledtidos/nucledsidos).

— Variantes de la region precore-core (preC-C) que impi-
den o disminuyen la expresion del HBeAg.

Estas variantes, conjuntamente con el genotipo viral,
constituyen potenciales marcadores virolégicos de la in-
feccién por VHB.

La infeccién por VHB puede presentarse de formas muy
diversas y la correcta clasificacion de la misma resulta de
gran interés para su monitorizacién y abordaje terapéuti-
co'’. Desde el descubrimiento del antigeno Australia por
Blumberg y Alter, en 1965, hasta la actualidad se ha de-
sarrollado una amplia bateria de ensayos seroldgicos de
alta sensibilidad y especificidad para la deteccion de los
antigenos virales y sus respectivos anticuerpos. A estos
ensayos se han sumado mds recientemente métodos de
deteccion y cuantificacion del genoma del VHB (ADN-
VHB). Estos marcadores virolégicos se aplican a la clasi-
ficacion y seguimiento de la infeccién por VHB y se pue-
den clasificar en:

— Moléculas proteicas: codificadas directamente por el
VHB, antigenos virales, (HBsAg y HBeAg), o producidas
por el huésped, anticuerpos frente a estos antigenos, an-
tiHBs (frente al HBsAg), antiHBc total o de tipo IgM
(frente al HBcAg), y antiHBe (frente al HBeAg). Los an-
tigenos virales y los anticuerpos se detectan mediante en-
zimoinmunoensayos habitualmente automatizados, que
en la actualidad en su mayorfa son luminiscentes de alta
sensibilidad y especificidad.
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— Acido nucleico viral (ADN-VHB): deteccién, cuantifi-
cacion (carga viral) y caracterizacién del ADN (genotipos
virales y variantes de genes P y preC-C), y la deteccién y
cuantificacién en tejido hepatico del ADN circular cova-
lentemente cerrado (cccADN), intermediario principal del
ciclo replicativo viral intra hepatocito!!!2,

ANTIGENOS Y ANTICUERPOS
HBsAg

El HBsAg es el marcador de laboratorio més importante
en el diagndstico de la hepatitis B de la infeccién aguda y
crénica por VHB, siendo habitualmente detectable a las 6-
10 semanas de la exposicién al virus. El HBsAg esté for-
mado por las proteinas de la envuelta viral codificadas por
el gen S, las cuales también se encuentran como particulas
no infecciosas, formadas por el exceso de sintesis de los
productos del gen S’. La deteccién en suero se efectia me-
diante enzimoinmunoensayos que utilizan anticuerpos
frente al determinante «a» del HBsAg de elevada especifi-
cidad (99,5%) y sensibilidad (< 0,15 ng/ml), lo que ha per-
mitido disminuir sensiblemente el periodo ventana de la
infeccién. Estos ensayos también pueden detectar formas
mutantes de la regién S, aunque con efectividad variable!'
(categoria II). La presencia del HBsAg es un signo de pro-
duccién de la envuelta viral, pero no constituye un marca-
dor de replicacion viral al ser positivo en todos los porta-
dores croénicos de la infecciéon independientemente de la
actividad de la misma. La determinacién cuantitativa del
HBsAg puede ser itil en el seguimiento de tratamientos
antivirales ya que los cambios observados en los niveles
intra hepéticos cccADN, molde para la sintesis del ARNm
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del HBsAg, correlacionan con una reduccién similar en el
titulo del HBsAg en suero!! (categoria II). Un resultado
negativo no excluye una infeccidn activa por VHB, ya que
un HBsAg negativo con niveles detectables de ADN-VHB
puede observarse en ciertas situaciones como: el periodo
ventana al final del periodo de incubacién o al final de la
convalecencia de una infeccién aguda, en la resolucién de
una infeccidn crénica y en casos de aclaramiento del HB-
sAg tras tratamiento antiviral. Un caso ilustrativo de esta
dltima situacién ha sido descrito en un estudio muy re-
ciente de pacientes con infeccién crénica por VHB trata-
dos con interferén o-2b pegilado (PEG-IFN) en el que el
40% de los casos que negativizaron el HBsAg presentaban
niveles detectables de ADN-VHB por PCR!* (categoria
IIl). La presencia de mutaciones en el HBsAg (principal-
mente la G145R del determinante «a») se asocia en algu-
nos casos con infeccién por VHB que escapa a la detec-
cién por algunos reactivos comerciales, o presenta perfiles
serolégicos anémalos!® (categoria B). En regiones endémi-
cas para la infeccién por VHB, se ha observado una preva-
lencia importante de estas formas mutadas, por ejemplo en
el 23% en nifios vacunados para VHB en Taiwdn'®.

Entre los casos con HBsAg negativo y antiHBc positivo
del 0,5 al 1% presentan positividad para el ADN-VHB a
niveles bajos, y constituyen una forma de infeccion
«oculta» por VHB!7 (categoria B).

HBeAg y antiHBe

El antigeno HBeAg estd formado por una proteina no es-
tructural que resulta de la modificaciéon postraduccional
del producto peptidico codificado por la regién core com-
pleta! (proteina preC). Este antigeno es, por lo tanto, pro-
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ducido en hepatocitos durante la replicacién viral y por
este motivo su presencia puede ser indicativa de replica-
cién viral activa. La pérdida del HBeAg con la concomi-
tante aparicion de antiHBe usualmente se asocia con la re-
misién bioquimica e histolégica y una significativa
supresion de la replicacion viral. Sin embargo, existe una
importante prevalencia de pacientes HBeAg negativos's,
que en su mayoria presentan ALT normal y ADN-VHB
indetectable por técnicas de hibridacién, pero que median-
te técnicas de PCR son ADN-VHB positivo. En estos ca-
sos la secuenciacién del genoma del VHB ha permitido
detectar la existencia de variantes del VHB que impiden o
disminuyen la expresion del HBeAg. Las principales va-
riantes que impiden la expresién del HBeAg se detectan
en la region preC: creacién de una sefal stop (principal-
mente G1896A, codon 28) y en menor proporcion, la des-
truccién del codon de iniciacién (posiciones 1814-1816).
Estas formas son muy comunes en el drea mediterrdnea y
estan relacionadas con el genotipo viral, preferentemente
con el genotipo D, muy prevalente en esta area'®?. Las
variantes que disminuyen la expresion del HBeAg presen-
tan en su mayoria cambios en la regién del promotor bési-
co del precore, PBC (principalmente A1762T y G1764A).
Por estos motivos no se puede considerar al HBeAg estric-
tamente como un marcador de replicacion viral, ya que su
negatividad no se relaciona con la ausencia de replicacion.
La presencia de mutaciones se ha relacionado con la res-
puesta al tratamiento de la hepatitis crénica®"?® (categoria
III). La terapia antiviral conlleva una intensa disminucién
de los niveles de ADN-VHB (gj.: inhibidores de la polime-
rasa viral) y, sin embargo, se observa una proporcién infe-
rior de pacientes que pierden el HBeAg; esta aparente dis-
crepancia podria explicarse con la hipétesis de que el
HBeAg sea un marcador del niimero de células infectadas
mads que de la actividad replicativa viral** (categoria IV). La
probabilidad de aclaramiento del HBeAg estd en relacién
con el tipo de tratamiento antiviral aplicado®** siendo su-
perior en el tratamiento con IFN que en la terapia con ana-
logos de nucledtidos/nucleésidos (categoria A). La sero-
conversion del HBeAg a su anticuerpo antiHBe puede ser
un marcador real del cambio en el estado del sistema inmu-
ne, aunque también debida a un menor enmascaramiento de
la respuesta antiHBe por el HBeAg?* (categoria IV).

El estudio de las mutaciones de la region pre-C se puede
efectuar por varias técnicas: secuenciacion directa de pro-
ductos amplificados por PCR correspondientes a la region
preC-C o mediante hibridacién inversa con sondas espe-
cificas fijadas a tiras de papel (LIPA) (INNOLIPA HBV
PreCore, Innogenetics). Esta tltima técnica estd comer-
cializada pero tan s6lo permite detectar las mutaciones
principales (G1896A, A1762T y G1764A), mientras que
la secuenciacién permite detectar todas las posibles va-
riantes de esta regién preC-C? (categoria A).

AntiHBc e IgM antiHBc

Estos anticuerpos estdn dirigidos contra epitopos del anti-
geno core de VHB, que constituye el producto peptidico

del gen C y forma la capsida viral, detectandose en tejido
hepatico. Los anticuerpos antiHBc aparecen muy precoz-
mente durante la infeccién y son detectables de por vida
cualquiera que sea el curso de la infeccién. La especifici-
dad del ensayo para este marcador es muy elevada
(99,9%). El anticuerpo antiHBc puede detectarse en pre-
sencia o ausencia de HBsAg o antiHBs, durante el periodo
de recuperacién de una infeccién aguda por VHB antes de
la aparicion de antiHBs, o en pacientes que resuelven la in-
feccién pero no muestran niveles detectables de antiHBs.
Por este motivo, su deteccién es indicativa de contacto pre-
vio o actual con VHB. La deteccioén aislada o en combina-
cién con el HBsAg es necesaria en el cribaje de la infec-
cién por VHB, en el estudio previo a la vacunacién frente a
este virus (categoria A). La deteccién junto a titulos altos
de antiHBs puede indicar inmunidad frente al VHB, parti-
cularmente con niveles indetectables de ADN viral (cate-
goria A). La positividad aislada de antiHBc puede ser el
unico marcador de portador crénico infeccioso del VHB.
Se trata de un hallazgo relativamente frecuente con preva-
lencia variable en funcién de la poblacién estudiada®, en
estos casos se observa en una proporcion significativa de
pacientes positivos el ADN-VHB!? (categoria III).

Los antiHBc de tipo IgM se utilizan para el diagnéstico de
infeccion aguda por VHB siendo detectables aproximada-
mente hasta 6 meses después de la infeccion. También se
detectan en reactivaciones de infecciones crénicas®, aun-
que con niveles inferiores (10 a 500 PEIU/ml) a los proce-
sos agudos (superior a 500 PEIU/ml), por este motivo la
deteccion de niveles moderados de IgM antiHBc puede
ser indicativa de actividad viral en casos de perfiles sero-
16gicos anémalos como la deteccién aislada de antiHBc!?
(categoria II).

AntiHBs

Un titulo de este anticuerpo mayor o igual a 10 mUl/ml
se asocia con inmunidad frente al VHB, con un valor pre-
dictivo del 97,6%'7 (categoria A). La deteccidn aislada de
este anticuerpo es sugestiva de inmunidad adquirida por
vacunacién mientras que su deteccidén conjuntamente con
antiHBc es indicativa de inmunidad natural tras la resolu-
cién de la infeccién (categoria A), una proporcién impor-
tante de individuos con infeccién pasada por VHB pre-
sentan titulos inferiores a 100 mUI/mI?. Sin embargo, en
algunos casos se puede detectar la positividad aislada
para antiHBc por la pérdida progresiva de los anticuerpos
antiHBs o bien por falsos negativos de los ensayos utili-
zados en la determinacién de estos anticuerpos, ya que las
técnicas comerciales para su determinacion presentan una
importante variabilidad a titulos bajos (entre 10-100
mUI/ml) (categoria B).

ADN-VHB

La cuantificacién del ADN-VHB en sangre periférica es
la técnica de referencia para monitorizar la actividad re-
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plicativa del VHB, siendo la determinacién mads util para
el seguimiento de los pacientes con hepatitis crénica. Se
ha observado una buena correlacién entre los niveles de
ADN-VHB y los marcadores seroldgicos y bioquimicos
de actividad de la enfermedad hepdtica®® (categoria I). El
ADN-VHB es el marcador mas precoz de la infeccién,
detectandose a los pocos dias de su inicio, con un pico en
la fase aguda y descendiendo al resolverse la infeccion.
Se mantiene detectable en pacientes que progresan a in-
feccidn crénica, con niveles que dependen de la fase de la
enfermedad!® (categoria A): altos durante la fase de inmu-
notolerancia, generalmente mas bajos y a menudo fluc-
tuantes durante la inmuno-eliminacién. En las fases de la-
tencia los niveles pueden ser indetectables, aunque este
hecho depende de la sensibilidad del ensayo utilizado. En
las fases de reactivacién generalmente se observan nive-
les elevados, reflejo del incremento de la actividad viral.
En todas las fases de la hepatitis crénica por VHB, el
ADN-VHB y cccADN se detectan en tejido hepdtico?
(categoria A). Las técnicas de deteccién y cuantificacién
son muy heterogéneas y la falta de estdndares internacio-
nales ha hecho que los resultados obtenidos con las mis-
mas resulten dificiles de comparar. En la actualidad se
dispone de un estdndar internacional de la Organizacién
Mundial de la Salud (valor arbitrario 10® Ul/ml) que per-
mite valorar todos los ensayos actuales en estas unidades
(equivalencia 1 UI = 5,7 copias). En esta determinacion
se debe utilizar la escala logaritmica en lugar de la li-
neal'’ (categoria A). Las técnicas actuales (tabla 1) se ba-
san principalmente en dos metodologias: amplificacién
de la sefial de deteccidn tras la hibridacion directa del
ADN viral y la amplificacién del acido nucleico viral me-
diante PCR, que en la actualidad se puede llevar a cabo
mediante deteccién a tiempo real con sondas fluorescen-
tes (PCR a tiempo real). El rango dindmico de los ensa-
yos varia considerablemente y ninguno de ellos parece
cubrir la totalidad del rango de valores observados en los
diferentes estadios de la infeccion, no obstante, los ensa-
yos basados en la PCR a tiempo real son los de rango di-
namico mas amplio y permiten la mejor valoracién de la
replicacion viral'? (categoria A). Estos métodos permiten
la amplificacién y cuantificacién del ADN viral de forma
simultdnea, disminuyendo significativamente las etapas
de manipulacién, disminuyendo el riesgo de falsos resul-
tados (categoria B). La gran sensibilidad de estos méto-
dos permite detectar las infecciones ocultas por VHB que
presentan usualmente niveles de ADN-VHB < 500 Ul/ml
(3 x 10° copias/ml)'3 (categoria B). En la practica diferen-
cias en los resultados obtenidos inferior a 0,5 logaritmos,,,
(un factor de 3) no son valorables, y pueden ser intrinse-
cas a la variabilidad intra-paciente, de hecho en infeccio-
nes crénicas por el VHB sin tratamiento antiviral monito-
rizadas durante un afio se pueden observar cambios de 1 a
1,5 logaritmos en los niveles de ADN-VHB que correla-
cionan con elevaciones de ALT y pérdida del HBeAg*
(categoria B). Este comportamiento oscilatorio podria ex-
plicarse por la evolucién del VHB para escapar de los
efectos de la respuesta inmune (categoria IV). El nivel de
103 copias/ml, limite habitual de deteccidén de las técnicas
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TABLA 1. Métodos comerciales para la deteccion cuantitativa del ADN-VHB

| Genotipos detectados

Linealidad

| Procedimiento | Nivel inferior de detecci()n|

Principio medida

Proveedor

A-D

7 x 10%-6 x 108 copias/ml
1,2 x 10%-1,2 x 10® Ul/ml
1 x 10°-2 x 10° copias/ml

7 x 10° copias/ml
1,2 x 10° Ul/ml

Manual

Hibridacién

Digene Diagnostics

HBYV Digene Hybrid Capture I

A-D

1,8 x 10*-2,1 x 107 Ul/ml

5 x 10° copias/ml
9 x 10? Ul/ml

1 x 10° copias/ml
Semiautomético 7 x 10° copias/ml

1,8 x 10* Ul/ml

Manual
Manual

Hibridacién y amplificacion de sefial

Digene Diagnostics

HBYV Digene Hybrid Capture I

A-D
?
A-F

5 x 10%-6 x 107 copias/ml
9 x 102-3,7 x 10° Ul/ml

7 x 10%-5 x 10° copias/ml
1,2 x 1059 x 108 Ul/ml

103-1 x 108 copias/ml

3,5x 10%-1,8 x 10’ Ul/ml
1 x 1034 x 107 copias/ml
1,8 x 10%-7 x 10° UI/ml

2 x 10%2 x 10° copias/ml
3,5x 10'-3,7 x 10° UI/ml
5x 10!-1 x 10" copias/ml

2x

1,2 x 10° Ul/ml

Semiautomadtico 2 x 10? copias/ml

centrifugacion
Hibridacion con amplificacion de sefial,

bADN
Hibridacién con amplificacion de sefial,

Hibridacién y amplificacion de sefial tras

Digene Diagnostics
Bayer Diagnostics
Bayer Diagnostics

HBYV Digene Hybrid Capture 11

VERSANT HBV DNA 1.0
VERSANT HBV DNA 3.0

3,5 x 10> Ul/ml

?

1 x 10° copias/ml
1,8 x 10> UI/ml

Automatico

bADN
PCR

Roche Diagnostics

Amplicor HBV Monitor

2 x 10* copias/ml
3,5 x 10! Ul/ml

?

Automadtico

PCR

COBAS Amplicor HBV Monitor Roche Diagnostics

A-G (genotipo F

5 x 10! copias/ml

Automatico

PCR (tiempo real)

Roche Diagnostics

TagMan

infradetectado)

8,8-1,8 x 10° Ul/ml

8,8 Ul/ml

A-G (%)

1 x 10%-6 x 10'° copias/ml
2 x 10'-1 x 10° Ul/ml (*)

1 x 10? copias/ml
2 x 10" Ul/ml (¥)

Automatico

PCR (tiempo real)

Artus

RealArt HBV PCR

5,7 copias/ml (adaptada de 17, 25,27). (*) informacién del proveedor. HBV: virus de la hepatitis B.

Se ha utilizado un factor de conversién de 1 Ul/ml
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que no emplean la PCR, se ha utilizado de forma arbitra-
ria para diferenciar los diferentes estadios de la infeccion
por VHB, y monitorizar pacientes con hepatitis créni-
ca®1% No obstante, pueden observarse casos de enferme-
dad hepitica avanzada con niveles de ADN viral < 10°
copias/ml (categoria A). En este sentido niveles de 3-5 x
10* se han sugerido para distinguir entre casos de hepati-
tis crénica y portadores inactivos, con especificidad y
sensibilidad del orden del 90%2*3 (categoria III). En un
estudio con poblacién asidtica® el 89% de los pacientes
HBeAg positivos mostraban niveles de ADN-VHB per-
sistentemente > 10° copias/ml, pero un 51% de los casos
que perdian el HBeAg mantenian niveles > 10° copias/ml.
Segin este estudio un valor de 103 copias/ml excluiria la
totalidad de los portadores inactivos, pero en hepatitis
crénicas HBeAg negativo un 45% de casos también se
excluirfan si se efectia una unica determinacién y un
30% si se efectian 3 determinaciones (categoria II). Esta
situacion debida al perfil fluctuante caracteristico de estos
casos ilustra la gran dificultad en establecer un umbral de
diferenciacién entre actividad y no actividad en la infec-
cion HBeAg negativa. De hecho aun en la actualidad no
existe un consenso internacional sobre el nivel de ADN-
VHB por debajo del cual se puede considerar la enferme-
dad como inactiva??'*2, y son necesarios mds estudios
para establecer este nivel de decision con evidencia sufi-
ciente. No obstante, la Asociacion Americana para el Es-
tudio de Enfermedades Hepaticas (AASLD) recomienda
un valor mayor o igual a 10° copias/ml como umbral ra-
zonable para determinar candidatos al tratamiento antivi-
ral®®. En este sentido las conferencias de consenso euro-
peas (Asociacién Europea para el Estudio del Higado,
EASL) asumen esta recomendacién, aunque reconocen la
insuficiencia de datos clinicos para valorar el significado
clinico completo de los niveles de ADN-VHB?**, Te-
niendo en cuenta el perfil fluctuante de los niveles de
ADN-VHB vy que se observa frecuentemente, sobre todo
en la hepatitis crénica HBeAg negativa*, el estudio de
los niveles de ADN viral para la valoraciéon de la situa-
cién clinica o la infectividad debe basarse en determina-
ciones seriadas®-! (categoria A).

Durante la infeccidn crénica se acumula cccADN, en los
nucleos de los hepatocitos, donde persiste como una for-
ma episdémica estable que actia como molde en la trans-
cripcidn de los genes del VHB. Se cree que este cccADN
es responsable de la infeccién persistente de los hepatoci-
tos, permaneciendo a lo largo de la historia natural de la
infeccidn incluso en pacientes con evidencias seroldgicas
de aclaramiento viral'? (categoria I). Considerando la lar-
ga vida media de los hepatocitos, el factor limitante de la
eliminacién parece ser precisamente el aclaramiento de
los reservorios de cccADN de las células infectadas'! (ca-
tegoria I). Este intermediario tiene una vida media muy
larga y persiste a pesar de reducciones importantes en el
ADN-VHB sérico, como la provocada por un tratamiento
antiviral!'3, y parece ser el responsable de la replicacion
viral tras cesar el tratamiento®-. Estos datos indican el
posible interés de la monitorizacién del cccADN en tejido
hepdtico. Sin embargo, la reducciéon de niveles de cc-

cADN correlaciona con una reduccién similar del HBsAg
sugiriendo el interés de monitorizar los niveles séricos de
HBsAg como alternativa a la determinacién del cccADN
en tejido hepdtico® (categoria B).

USO PRACTICO DE LA CUANTIFICACION
DEL ADN-VHB

1) La cuantificaciéon del ADN-VHB no es necesaria para
el diagndstico de hepatitis aguda, que se basa Unicamente
en métodos seroldgicos. En cuanto a la infeccion crénica,
la deteccién o cuantificacion del ADN viral es necesaria
para establecer si hay o no replicacién del VHB. En los
casos HBeAg negativos la interpretacion de los niveles de
ADN-VHB resulta dificil, puesto que, aunque los porta-
dores inactivos parecen presentar niveles inferiores que
las infecciones crénicas?3!, los niveles de discriminacién
entre infeccién activa e inactiva estdn atin por establecer.
Por esta razén la decision de tratar una hepatitis crénica
por VHB, que tiene en cuenta los niveles de ADN-VHB,
resulta facil en presencia de HBeAg, pero es mas compli-
cada en pacientes negativos para este antigeno.

2) En cuanto a la valoracion de la severidad y el prondsti-
co, la presencia de ADN-VHB se asocia con un riesgo sig-
nificativo de progresién de la infeccién crénica a cirrosis y
carcinoma hepatocelular. Este riesgo es bajo en ausencia
de niveles detectables de ADN-VHB, excepto en casos de
pacientes con cirrosis, que pueden evolucionar a carcino-
ma hepatocelular en ausencia de replicacion aparente.

3) En cuanto a la decisién de la terapia Optima, hay que
tener en cuenta que los pacientes con niveles bajos de
ADN viral parecen tener una mayor proporcién de res-
puesta sostenida al IFN. Mientras que con niveles altos
podrian ser candidatos al tratamiento con andlogos de nu-
cledsidos/nucledtidos.

4) Una vez instaurado el tratamiento antiviral, la cuantifi-
cacion del ADN-VHB, junto a los niveles de ALT y el
sistema HBeAg/antiHBe, resulta esencial en la monitori-
zacion del tratamiento, de forma que los pacientes no res-
pondedores muestran cambios muy pequefios o incluso
nulos en los niveles de ADN-VHB. En el caso de pacien-
tes respondedores, estos niveles se reducen significativa-
mente, aunque tampoco existe ninglin acuerdo sobre el
valor umbral por debajo del cual se puede asegurar una
respuesta viroldgica sostenida.

ENSAYOS DE RESISTENCIA A TRATAMIENTOS
ANTIVIRALES DEL VHB

El descubrimiento y utilizacién clinica de agentes antivi-
rales que actian sobre la polimerazo viral ha revoluciona-
do el tratamiento de los pacientes infectados crénicamen-
te por el VHB. Sin embargo, el beneficio clinico de estas
terapias estd comprometido por la emergencia de varian-
tes virales resistentes con mutaciones especificas en el
gen de la polimerazo (categoria A). La resistencia a trata-
mientos antivirales puede ser considerada a varios niveles
y es importante especificar exactamente el significado de
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TABLA 2. Principales variantes del VHB, asociadas a resistencia a tratamientos con analogos de nucleésidos/nucleétidos:
lamivudina (LAM), adefovir-dipivoxil (ADV), entecavir (ETV), TEL (telbivudina), FAM (famciclovir), ND (no determinado)

Retrotranscriptasa VHB: dominios cataliticos y sus posiciones de aminodcidos

Periodo de tratamiento (% resistencias)

A B C D E
Tratamiento 1 afio 2 afios 3 afios 4 afos
75/89 159/182 200/210 230/243 246/253
LAM L80I L180M M204V/1 24% 41% 53% 70%
VI173L
ADV Al181V N236T 0% 3% 6% 15-18%
ETV T184G S2021 M250V ND ND ND ND
1169T
TEL M2041 ND ND ND ND
FAM L180M ND ND ND ND

Adaptado de 8 y 37. Nomenclatura de los diferentes dominios y variantes respecto a los aminoécidos de retrotranscriptasa (1 corresponde al 349 de la polimerasa completa

y 344 corresponde al 692 de la polimerasa completa).

TABLA 3. Genotipos del VHB: distribucion en diferentes poblaciones de pacientes, y frecuencia de mutaciones de la region

precore y promotor basico del core (PBC)

Genotipo (%)
Pais N Método
s (s ] <o e ] ] ]an

Estados Unidos 320 ELISA 34 7 14 20 1 1 ND ND
Estados Unidos 531 LIPA 34 22 31 10 3 (conjuntamente) 0
Espafia® (6% no tipables) 258 RFLP 51 ND ND 36 ND 7 ND ND
Espafia®® (7% genotipos mixtos) 486 RFLP 40 0,4 0,2 48 0,2 4 ND ND
Francia (20% genotipos mixtos) 190 LIPA

Secuenciaciéon 24 4 11 29 10 1 3 0
Sudafrica 29  Secuenciaciéon 83 10 3 3 0 0 0 0
India (6% genotipos mixtos) 130 RFLP 46 0 0 48 0 0 ND ND
China 142 RFLP 42 14,1 79 1,4 0 0 ND ND
Taiwéan 272 RFLP 0 68 32 0 0 0 ND ND
Japén (1% no tipable) 1.077 ELISA 2 9 88 0,2 0.2 ND ND ND
Tailandia 107 RFLP 0 25 72 2,8 0 0 ND ND
Hong Kong 332 LIPA 0,7 45 54 0,7 0 0 0 0
Frecuencia de mutaciones

del gen preC-C* (%)

Precore: G1896A 6,5 50 50 43 27 ND 100 ND
BCP: 1762/1764 45 16 58 12 7 ND ND ND

Modificada de Wai et al’” con datos de 4, 6 y 39.

este concepto. La resistencia fenotipica se refiere a la pér-
dida de supresién de la replicacién viral a pesar de conti-
nuar la administracién del tratamiento, y se demuestra por
un incremento de la actividad viral igual o superior a 1 lo-
garitmo en los niveles de ADN-VHB a partir del valor
mads bajo obtenido durante la terapia («nadir»). Las cepas
virales resistentes son aquellas que tienen mutaciones que
confieren la resistencia fenotipica a un tratamiento deter-
minado. Para su deteccidon se han desarrollado ensayos
genotipicos que identifican una o varias de las mutacio-
nes en la polimerasa viral que le confieren poca o nula
sensibilidad al tratamiento® (tabla 2). En general en
muestras preterapéuticas estas mutaciones no son detecta-
bles en la poblaciéon mayoritaria, aunque pueden estar
presentes en poblaciones residuales. Sin embargo, estas
formas serdn las predominantes en la cuasiespecie tras las
reactivaciones virales, al ser seleccionadas por la presién
evolutiva del farmaco al que no son sensibles, y disminuir
intensamente la poblacién mayoritaria, que si es sensible
al farmaco. La mayor parte de los datos de emergencia de
resistencia a tratamientos antivirales provienen de los es-
tudios efectuados con lamivudina, no obstante, aunque
con menor frecuencia y variantes diferentes, este fendme-
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no estd relacionado con otros tratamientos con anialogos
de nucleétidos/nucleésidos®” (adefovir-dipivoxil, enteca-
vir, etc.; tabla 3) (categoria A). La mds comun de estas
variantes es la que estd asociada a la resistencia al trata-
miento con lamivudina, que presenta la sustitucién
rtM2041 o rtM204V. Esta variante est4 situada en el moti-
vo YMDD (tirosina, metionina, aspartico, aspartico) del
dominio C de la polimerasa viral y se acompafia frecuen-
temente de otras mutaciones compensatorias (principal-
mente 1t180M y/o rtV173L) que restauran la capacidad
replicativa del VHB mutado®’ (categoria B). Las cepas vi-
rales resistentes a lamivudina son sensibles al adefovir-
dipivoxil y viceversa, las cepas resistentes al adefovir
(mutaciones rtN236T y rtA181V) son sensibles a la lami-
vudina. Este hecho permite el rescate de pacientes resis-
tentes a una u otra terapia (categoria A). El entecavir pre-
senta actividad sobre las variantes resistentes a
lamivudina. Hasta la actualidad dnicamente se han obser-
vado cepas resistentes a este firmaco con mutaciones
propias (rtI169T, rtT184S, rtS2021, rtM250V) acompaiia-
das de mutaciones resistentes a la lamivudina®’.

Los ensayos genotipicos incluyen basicamente dos tipos
de tecnologias: la secuenciacién directa de productos de
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amplificacion de la region catalitica de la retrotranscripta-
sa viral (gen P), que permite identificar todas las muta-
ciones con resistencias a estos tratamientos; o las técnicas
de hibridacion inversa sobre tiras de papel (LIPA), donde
tan sélo se pueden determinar las mutaciones cuyas son-
das han sido fijadas a las tiras. En la actualidad se dispo-
ne de dos ensayos comerciales: TRUGENE™ (Bayer),
basado en secuenciacion directa, e INNO-LIPA HBV DR
(Innogenetics) basado en hibridacién inversa. Si bien la
técnica de hibridacién inversa parece ser mas sensible
para detectar subpoblaciones virales* (categoria B), la se-
cuenciacién permite detectar nuevas mutaciones asocia-
das a nuevos tratamientos, hecho que, dada la rdpida apa-
ricién de éstos, representa una importante ventaja sobre la
de hibridacion (categoria A). Esta dltima técnica requiere
una modificacidon frecuente para adaptarse a las nuevas
variantes detectadas, la versién actualmente disponible
permite detectar las variantes asociadas a los tratamientos
con lamivudina y adefovir.

GENOTIPOS DEL VHB

Los genotipos del VHB presentan una distribucién étnica
y geogréfica caracteristica (tabla 3). Los genotipos A y D
son mayoritarios en Europa y poblaciones de este origen
(A en el norte de Europa y el D en la zona mediterranea).
En la poblacién espafiola 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 Suda-
mérica. Los genotipos B y C parecen ser endémicos de
poblaciones asidticas. Aunque no se dispone de suficien-
tes datos epidemioldgicos, el genotipo E se detecta en
Africa oriental, el genotipo G en Europa y Estados Uni-
dos y el genotipo H en América Central y del Sur’.

La determinacién de los genotipos virales se lleva a cabo
mediante el andlisis de la regién solapada de los genes S'y
P por secuenciacién directa, andlisis de fragmentos de
restriccion (RFLP) o hibridacién inversa, metodologia
LIPA. La técnica mds adecuada es la secuenciacion, pero
también resulta la de mayor complejidad (categoria A).
Las técnicas de andlisis de fragmento de restriccidon se
han aplicado en muchos estudios epidemioldgicos (tabla
3), pero no permiten detectar la totalidad de los genoti-
pos. En la actualidad se halla comercializada una técnica
LIPA (INNO-LIPA HBV genotyping assay, Innogene-
tics,) que permite un genotipado rapido de los 8 genotipos
conocidos, y puede detectar infecciones con mezclas de
genotipos.

A diferencia de la infeccién por VHC, todavia no se dis-
pone de datos concluyentes sobre el significado clinico de
los genotipos del VHB. Sin embargo, hay una creciente
evidencia de que el genotipo correlaciona con el curso
clinico de la infecciéon por VHB y la respuesta al trata-
miento® (categoria I). Las evidencias mds claras se han
obtenido en estudios realizados en Asia (donde predomi-
nan los genotipos B y C) que parecen indicar que el geno-
tipo C se asocia a una enfermedad mds avanzada y una

menor probabilidad de seroconversién a antiHBe que el
genotipo B”#! (categoria A). En cuanto a los genotipos
mayoritarios en Espaiia, el genotipo A parece asociarse a
un mejor prondstico que el D (mayores proporciones de
aclaracion del BSA y de remision sostenida tras la sero-
conversion a antiHBe), mientras que el genotipo F parece
presentar un peor prondstico, relacionandose con una ma-
yor proporcién de muertes relacionadas con la enferme-
dad hepdtica® (categoria I). En relacién al tratamiento an-
tiviral, en un estudio de Janssen et al en pacientes tratados
con IFN?, se ha observado que la tasa de seroconversién a
antiHBe es del 47% para el genotipo A, 44% para el B,
28% para el C'y 25% para el D, lo que sugiere que el ge-
notipo del VHB puede ser un importante predictor de la
respuesta a la terapia con este farmaco (categoria A). En
relacion al tratamiento con andlogos de nucleésidos o nu-
cleédtidos, el genotipo viral no parece influir ni en el desa-
rrollo de resistencias a la lamivudina, ni en la respuesta
virolégica al tratamiento con adefovir-dipivoxil’#? (cate-
goria B). Sin embargo, algunos estudios puntuales han
obtenido resultados que permiten mantener abierto el in-
terés del estudio del genotipo del VHB en tratamientos
con andlogos de nucleétidos o nucledsidos. En este senti-
do un estudio realizado en Alemania ha reportado que las
variantes resistentes a la lamivudina emergen mds precoz-
mente en el genotipo A que en el D, aunque sin correla-
cién con la respuesta*’ (categoria III). Chien et al*, en un
estudio realizado en Asia, han sugerido que el genotipo B
puede ser un factor prondstico de respuesta en tratamien-
to con lamivudina (categoria III). Recientemente Fung®
ha observado una mayor probabilidad de aparicién de re-
sistencias al tratamiento con adefovir-dipivoxil en pacien-
tes con resistencias a la lamivudina de genotipo D (cate-
goria III).

APLICABILIDAD DE LOS NUEVOS MARCADORES
VIROLOGICOS COMO FACTORES PRONOSTICO
DE RESPUESTA ANTIVIRAL

Debido a que el tratamiento con IFN puede presentar
efectos secundarios severos y la terapia prolongada con
andlogos de nucledsidos o nucleétidos (como lamivudina
y adefovir) se asocia al desarrollo de resistencias, es im-
portante decidir lo mds precozmente posible si la conti-
nuacién de estos tratamientos tiene una probabilidad ra-
zonable de éxito (categoria A). Uno de los dilemas en el
tratamiento de la infeccién por VHB es que el final de
éste no estéd claramente definido y es importante disponer
de criterios objetivos para limitarlo. Los criterios conven-
cionales® incluyen la normalizacién de los niveles de
ALT (respuesta bioquimica), supresion de los niveles de
ADN-VHB por debajo de las 103 copias/ml y la serocon-
version a antiHBe en pacientes inicialmente HBeAg posi-
tivos (respuesta viroldgica), y negativizacién del HBsAg
(respuesta completa) (categoria A). Existen muy pocos
datos sobre posibles valores prondstico de respuesta a los
diferentes tratamientos. En la terapia con IFN se han con-
siderado como factores pronésticos los niveles elevados
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de ALT y bajos de ADN-VHB asi como el genotipo vi-
ral®®. En relacién con los tratamientos con inhibidores de
la polimerasa viral, el genotipo viral no parece tener un
interés inmediato*? (categorfa B). En este ltimo sentido,
tan s6lo algunos estudios aislados parecen avalar su apli-
cacion. Asi, en tratamiento con lamivudina, los niveles de
ADN-VHB en el momento de la seroconversion, el geno-
tipo del VHB (genotipo B) y la edad del paciente** (me-
nor de 36 afios) se han reportado como factores para pre-
decir la durabilidad de la respuesta (categoria C).

Un pardmetro que parece muy prometedor es la determi-
nacién de los niveles de cccADN intrahepético. Este in-
termediario, forma mayoritaria d¢ ADN-VHB hepético'?,
actda en el nicleo de los hepatocitos como molde trans-
cripcional para la produccién de los ARN mensajeros de
VHB. Los agentes antivirales producen un importante
descenso en los niveles de viremia; sin embargo, el cc-
cADN no es eliminado, siendo el responsable de reiniciar
la infeccion cuando cesa el tratamiento (categoria B). En
el tratamiento con lamivudina, a pesar de la reduccién de
todas las demds formas intra hepéticas del ADN viral, los
niveles de cccADN se afectan poco, considerandose el
aclaramiento de su reservorio en las células infectadas
como el factor limitante en la eliminacién de la infec-
cién®“® (categoria B). En pacientes en tratamiento a largo
plazo con adefovir dipivoxil, la concentraciéon de cc-
cADN es sustancialmente més baja tras la seroconversion
a antiHBe y la desaparicién del HBsAg!! (categoria I). En
un estudio con pacientes tratados con monoterapia con la-
mivudina o en combinacién con PEG-IFN, realizado por
Sung et al*, se ha observado que al final del tratamiento
los niveles de cccADN y ADN-VHB séricos descendian
significativamente en pacientes con respuesta viroldgica
sostenida, correlacionando mucho mejor con esta res-
puesta los niveles de cccADN que los de ADN-VHB séri-
co (categoria II). Un valor umbral de — 0,80 log,, cc-
cADN copias/genoma equivalente permite obtener una
especificidad, sensibilidad y valores predictivos del orden
del 80% en el caso de la terapia combinada, pero inferior
en el caso de la monoterapia con lamivudina. El nivel de
cccADN correlaciona pobremente con el nivel de ADN-
VHB sérico, detectiandose incluso en ausencia de éste (ca-
tegoria I). Finalmente la buena correlacién observada en-
tre los cambios en los niveles intra hepaticos de cccADN
y la reduccion del titulo del HBsAg!! sugiere que la deter-
minacién cuantitativa del HBsAg puede ser una alternati-
va préctica a la determinacién del cccADN, en tejido he-
patico (categoria B).

Respecto a otros marcadores virolgicos, como la detec-
cion de variantes de la regién precore, existen muy pocas
evidencias sobre su utilidad como factores prondstico de
respuesta a tratamientos antivirales.
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