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INTRODUCCION

A pesar de los importantes avances en su tratamiento y
prevencion, la infeccién por el virus de la hepatitis B
(VHB) representa un problema de salud publica a escala
mundial. Se estima que un tercio de la poblacién mundial
se ha infectado por este virus, con mds 350 millones de
portadores crénicos, de los que el 30% presenta una in-
feccidén actival. La infeccién crénica por el VHB (HCB)
se asocia a un riesgo de desarrollar complicaciones gra-
ves, como la cirrosis hepética (CH) y el hepatocarcinoma
(CHC), 60 veces superior al de la poblacién general, ries-
go que aumenta con los valores de dcido desoxirribonu-
cleico (ADN)-VHB?.

Virologia del virus de la hepatitis B

Caracteristicas del genoma viral. El genoma del VHB
esta formado por una pequefia molécula de ADN (3.200
pares de bases), parcialmente en forma de doble cadena
circular sin cerrar o relajada (ADNrc), con 4 regiones co-
dificantes de proteinas (ORF) fuertemente solapadas®:
OREF preS/S (proteinas de la envuelta que forman el anti-
geno de superficie del virus de la hepatitis B [HBsAg]);
OREF preCore/C (antigeno core del virus de la hepatitis B
[HBcAg] de la cédpsida viral y el antigeno no estructural
«e» HBeAg); la ORF X (proteina transactivadora involu-
crada en la carcinogenia) y la ORF P (polimerasa), que
cubre el 80% del genoma viral y codifica una proteina
con 4 dominios funcionales: la proteina terminal (PT) o
primasa, cebadora en la sintesis de la cadena negativa del

Correspondencia: Dr. F. Rodriguez-Frias.

Servicio de Bioquimica. Unidad de Proteinas Hepatitis.
Hospital Universitario Vall d’Hebron.

P.° Vall d’Hebron, s/n. 08035 Barcelona. Espafia.
Correo electrénico: frarodri @ vhebron.net

14 Gastroenterol Hepatol. 2008;31(Supl 1):14-25

ADN viral; la polimerasa viral con actividad transcriptasa
reversa; ADN polimerasa (RT), y la ARNsa H (RH). La
RT del VHB presenta analogias con la polimerasa del vi-
rus de la inmunodeficiencia humana (VIH), comparten el
motivo catalitico esencial YMDD (tirosina, metionina,
acido aspartico, dcido aspartico) situado en el dominio C.

Replicacion del VHB ADNccc. En el nucleo del hepatoci-
to, el ADNrc viral es convertido en el ADN de doble ca-
dena circular y cerrado por una unién covalente
(ADNccce)®. Un hepatocito infectado puede contener 50 o
mds copias de ADNccc en forma de minicromosomas,
que permanecen durante toda la vida de la célula*. El
ADNccc actia como molde de sintesis de los dcidos ribo-
nucleicos (ARN) mensajeros virales, uno de los cuales
(ARN pregendmico) es retrotranscrito por la RT a nuevas
moléculas de ADNrc en el interior de particulas core (nu-
cleocapsidas). Estas nucleocdpsidas con ADNrc, ademds
de dar lugar a nuevas particulas virales, pueden entrar de
nuevo en el nicleo celular e incrementar el reservorio
de ADNccc. Se considera al ADNccc como la causa de
mantener la infeccidn crénica y su reactivacion tras reti-
rar los tratamientos antivirales. Su eliminacién es el fac-
tor clave en la erradicacion de la infeccién.

Variabilidad del virus de la hepatitis B

Errores de la polimerasa viral. La RT del VHB no tiene
capacidad de correccién de errores, por lo que éstos se
acumulan durante la retrotranscripcién del ARN pregend-
mico, dando lugar a una elevada tasa de mutacién (1,4-
3,2 X 10’ sustituciones/nucledtido/ciclo). Debido a esta
variabilidad y a su alta capacidad replicativa, el VHB cir-
cula como una mezcla compleja de variantes gendmicas o
cuasiespecie, que evoluciona durante la infeccion, bajo la
presién evolutiva de factores como la respuesta inmunita-
ria y los tratamientos antivirales.

Genotipos virales. A partir de su variabilidad, el VHB se
ha clasificado en 8 genotipos (A-H) con una distribucién
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geogrifica caracteristica®. En Espaiia, los genotipos A y
D se encuentran en proporciones muy analogas y repre-
sentan conjuntamente el 90% de los casos estudiados®’.
El genotipo del VHB puede afectar al curso de la enfer-
medad’, y la respuesta, a tratamientos antivirales>°. Asf,
en tratamiento con interferén (IFN), la tasa de serocon-
versién a anti-HBe es superior en los genotipos A y B
que en C y D (=45 frente a =25%)°. En tratamientos
con andlogos de nucleds(t)idos (AN), datos recientes
indican la asociacién entre la respuesta y el genotipo
viral®1!,

Variantes. Ademads de los genotipos, se han descrito otras
variantes genéticas de especial interés para el curso de la
infeccién’: variantes de la region de la RT viral (resisten-
cia a tratamientos antivirales con AN) de la regién pre-
core (HCB HBeAg negativa), y de la region de superficie
(ausencia de efecto protector de la vacuna o de las inmu-
noglobulinas especificas).

TRATAMIENTO DE LA INFECCION CRONICA
POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS B

Se han desarrollado tratamientos muy efectivos para ate-
nuar la replicacién viral en la infeccién por el VHB, y
disminuir el riesgo de la progresion de la enfermedad aso-
ciado a esta replicacién®. Actualmente, 5 de estos trata-
mientos estdn aprobados en Espafia: 2 formulaciones de
IFN (a-2b estdndar y a-2a pegilado), 2 andlogos de nu-
cle6sidos, lamivudina (LAM) y entecavir (ETV), y un
andlogo de nucleétidos, adefovir-dipivoxil (ADV). Un
tercer andlogo de nucledsidos, telbivudina (LdT), esta
aprobado en Estados Unidos. Otros tratamientos con AN
aprobados para la infeccién por el VIH, como tenofovir
(TDF), emtricitabina (FTC) y la combinacién de ambos,
tienen actividad frente al VHB. EI objetivo tdltimo de es-
tos tratamientos es prevenir la progresion de la infeccion,
pero ésta puede requerir décadas para mostrarse, por lo
que el objetivo a corto plazo es alcanzar la supresion de la
replicacién viral e inducir la remision de la enfermedad
hepética. A pesar de su gran potencia antiviral, los AN no
son capaces de erradicar el VHB, por lo que el beneficio
de su aplicacién depende de su habilidad para mantener la
supresion sostenida de la replicacion viral. Los AN tienen
un escaso efecto en la eliminacién del ADNccc; en teoria
se necesitarian 14 afios de tratamiento para su elimina-
cién completa'?. Por este motivo, se requieren tratamien-
tos muy prolongados, lo que aumenta el riesgo de selec-
cion de variantes virales resistentes al tratamiento que
provocan el fracaso de ésta y el posible agravamiento de
la lesién hepética'®. Un seguimiento adecuado del trata-
miento que permita la deteccion temprana de las resisten-
cias es esencial para disminuir el impacto negativo de
éstas.

El tratamiento con IFN o IFN pegilado tiene una duracién
limitada por sus importantes efectos secundarios, la eva-
luacién de los cuales debe incluirse en su seguimiento'.
En cambio, los AN presentan una seguridad elevada, y
unicamente ADV y TDF se han asociado con casos de dis-

funcién renal (nefrotoxicidad)'. Esta seguridad permite
su utilizacién durante periodos prolongados, o incluso in-
definidos, con el riesgo comentado del desarrollo de re-
sistencias y sus consecuencias negativas.

Valoracion del éxito de los tratamientos antivirales.
Definiciones de respuesta (adaptado de Lok
y McMahon'® y Hoofnagle et al'")

Respuesta bioquimica. «Consiste en la normalizacion de
los valores séricos de alanina-aminotransferasa (ALT)».
Es dificil valorar descensos significativos sin normaliza-
cién. La persistencia de elevaciones de ALT, a pesar de
haber respuesta al tratamiento, puede relacionarse con
afectacion hepdtica no viral.

Respuesta histologica. «Disminucién de 2 puntos en los
pardmetros necroinflamatorios del indice de actividad
histolégica de Knodell, sin empeoramiento de la fibrosis
hepética».

Respuesta virologica. «<ADN del VHB indetectable por
una técnica de reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)
de alta sensibilidad».

Pérdida de HBeAg con o sin seroconversion a anti-HBe.
Se considera la respuesta al tratamiento en HCB HBeAg
positivo junto a la reduccién de los valores de ADN del
VHB.

Respuesta sostenida. «Respuesta mantenida a los 6-12
meses de finalizar el tratamiento».

Respuesta completa. «Respuesta combinada (bioquimica
y viroldgica) con pérdida de HBsAg y desarrollo de anti-
HBs». Se considera la resolucion de la infeccién.

Eficacia de los tratamientos antivirales para
la infeccion por el virus de la hepatitis B

En general, en un afio de tratamiento, los AN disminuyen
mds los valores séricos de ADN del VHB (ETV y LdT,
mds que LAM y ADV) que IFN, pero con menor tasa de
seroconversién a anti-HBe o negativizacién del HBsAg
(fig. 1A). Sin embargo, la seroconversién aumenta al pro-
longar el tratamiento con AN (> 40% tras 5 afios con
ADV o LAM, o 3 afios con ETV)!3. En pacientes HBeAg
negativo la respuesta viroldgica es muy elevada, tanto
con AN como con IFN, pero la reactivacion al interrum-
pir el tratamiento es muy frecuente (> 80-90%)'. La pro-
babilidad de seleccién de variantes resistentes con AN
aumenta al prolongar el tratamiento, sobre todo con LAM
y LdT y tratamientos de rescate de pacientes con resisten-
cias a LAM mediante ADV o ETV (fig. 1B). La combi-
nacion LAM mds ADV disminuye las resistencias en re-
lacién con la monoterapia con LAM (el 15 frente al 43%
a los 2 afios), pero no su respuesta virolgica!'s.
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Fig. 1. A. Eficacia de los principales tratamientos de la infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB) en pacientes con antigeno e de la hepatitis B
(HBeAg) positivo o negativos, no tratados previamente o tras un tratamiento previo con lamivudina (LAM) y el desarrollo de resistencias a éste?>?3%,
B. Proporcién de resistencias detectadas en los diferentes tratamientos con andlogos de nucleds(t)idos®. Hay que tener en cuenta que estas propor-
ciones dependen la poblacion estudiada y de la sensibilidad del método utilizado para su deteccion. ADN: dcido desoxirribonucleico; ADV: adefovir-
dipivoxil; ETV: entecavir; IFN: interferon; LdT: telbivudina; peg: pegilado.

rico de ADN del VHB pretratamiento, rapidez de la su-
presion viral, tratamientos previos (resistencias cruzadas),
cumplimiento del tratamiento, potencia del farmaco y su
barrera genética'®. En la figura 1B se indican las propor-
ciones de resistencias detectadas en los diferentes trata-
mientos con AN'3, y en la figura 2 las principales varian-
tes asociadas a éstas con resistencias y sus indices de
resistencia, calculados mediante ensayos fenotipicos.

RESISTENCIAS A TRATAMIENTOS ANTIVIRALES

Se han reportado sustituciones de aminoécidos en la RT
del VHB asociadas a la resistencia a los tratamientos con
AN utilizados como inhibidores de esta enzima. Este es el
principal problema de estos tratamientos, pero no del IFN
o el IFN pegilado. La probabilidad de seleccion de estas
variantes depende del tipo de tratamiento (AN), nivel sé-
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Fig. 2. Principales variantes asociadas con resistencias a diferentes tratamientos con andlogos de nucleds(t)idos. Se indica su localizacion en los do-
minios A a G de la polimerasa viral, asi como los indices de resistencia relativos a la forma sin mutar calculados mediante ensayos fenotipicos in vi-
tro (IC50 de la variante mutada/IC50 de la variante sin mutar).

BS: variante con baja esistencia al tratamiento; CMP: variante compensatoria (recuperacion de la capacidad replicativa en presencia de variantes
resistentes); nt: no testado; R: variante resistente al tratamiento; (*): variante resistente en presencia de otras variantes, ver combinaciones de va-
riantes en la parte inferior de la figura.
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Definiciones asociadas al estudio de resistencias
antivirales?%2"

En pacientes que cumplen el tratamiento se considera:

Fallo primario al tratamiento (no respuesta). Reduccion
del nivel sérico de ADN del VHB < llog,,, en U/ml, en
los primeros 3?' 0 6*° meses de tratamiento.

Fallo secundario al tratamiento (rebote viroldgico). In-
cremento de la actividad viral en > 1 log,,del nivel sérico
de ADN del VHB (en U/ml), sobre el valor més bajo ob-
tenido durante el tratamiento (nadir) medido en 2 o més
ocasiones consecutivas, separadas por 1 mes.

Rebote bioquimico. Reactivacion de la actividad necroin-
flamatoria durante el tratamiento, definida como una ele-
vacion de los valores de ALT tras su normalizacion.

Resistencia genotipica. Deteccién durante el tratamiento
antiviral de poblaciones virales con sustituciones de ami-
noécidos en la regién de la RT del VHB, que se ha demos-
trado en ensayos fenotipicos que confieren resistencias al
tratamiento. Se pueden detectar semanas o meses antes del
rebote viroldgico, e incluso en pacientes sin este rebote.

Resistencia fenotipica. Descenso de susceptibilidad in vi-
tro al tratamiento antiviral de una variante de la RT viral.

Resistencia cruzada. Descenso de susceptibilidad de una
sustitucion o combinacion de sustituciones de aminodaci-
dos a mas de un tratamiento antiviral.

Principales variantes del virus de la hepatitis B
resistentes a tratamientos con analogos
de nucleds(t)idos

Las mas comunes son las sustituciones rtM2041 vy
rtM204V, situadas en el motivo YMDD del dominio C de
la RT. Son altamente resistentes al tratamiento con LAM
(fig. 2) y se acompafian frecuentemente de mutaciones
compensatorias (rt180M y/o rtV173L)*>2. La seleccién de
variantes durante el tratamiento con LAM es muy frecuen-
te, del 15-30% el primer afio y hasta del 70% el quinto'®.
El tratamiento con ADV se asocia a una baja frecuencia
de resistencias, del 0% el primer afio, pero casi de un 30%
al quinto, de las variantes rtN236T y rtA181V, probable-
mente por el bajo indice de resistencia de éstas'®. Esta fre-
cuencia aumenta en pacientes previamente resistentes a
LAM (un 20% al segundo afio). Las cepas virales resisten-
tes a LAM son sensibles a ADV, y viceversa, las resisten-
tes ADV son sensibles a LAM, lo que posibilita el rescate
de pacientes resistentes a uno u otro tratamiento. En el
caso de ETV, tnicamente se han observado cepas resisten-
tes con las variantes rtI169T, rtT184S, rtS202I o rtM250V
junto a mutaciones resistentes a LAM?*%, con frecuencias
muy inferiores a otros tratamientos (el 1, el 9 y el 17% al
cabo de 1, 2 y 3 afios, respectivamente)'®. Las variantes re-
sistentes a LAM suelen serlo también a otros tratamientos
con AN como LdT o FTC (resistencias cruzadas). En el
caso de LdT, la variante asociada a la resistencia es
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rtM2041, con una frecuencia inferior a la LAM (un 5-11%
el primer afio frente al 15-30% de LAM)'® (fig. 1B).

Evidencias de la seleccién de resistencias
al tratamiento antiviral y sus consecuencias clinicas

La resistencia antiviral (p. €j., selecciéon de rtM204V/I en
tratamiento con LAM) se manifiesta como un «rebote viro-
16gico» (fig. 3) con un nivel de ADN del VHB generalmen-
te inferior al del pretratamiento. Esto se debe a que las va-
riantes con mutaciones resistentes suelen tener menor
efectividad replicativa que las formas sin mutar. Sin embar-
go, al prolongarse el tratamiento con AN, frecuentemente
se seleccionan variantes con mutaciones compensatorias
que restauran la capacidad replicativa, dando lugar a valo-
res de ADN del VHB incluso superiores al pretratamiento
(p. €j., en LAM, rtL.80V/I, rtV173L y rtL.180M compensan
el déficit replicativo de tM204V/I). Simultdneamente, o in-
cluso meses después del fenémeno de reactivacion viral o
«rebote virolégico», se puede observar un «rebote bioqui-
mico» (p. €j., un 93% de resistencias a LAM)*. Los fen6-
menos de «rebote viroldgico» y «rebote bioquimico» se
asocian con una pérdida de los beneficios (bioquimicos, se-
rolégicos e histolégicos) del tratamiento, y un empeora-
miento de la enfermedad hepdtica®. Estas consecuencias se
han estudiado principalmente en tratamientos prolongados
con LAM, en los que se ha observado descompensacién
hepatica en el 40% de pacientes con resistencias a las 24
(rango 6-94) semanas de detectarse la variante resistente,
En general, en enfermedad compensada, las consecuencias
son leves, como la disminucién de la tasa de seroconver-
sién a anti-HBe (el 12,5% con resistencias frente al 57,4%
sin resistencias, a los 3 afios de tratamiento)®, y una ten-
dencia al empeoramiento de la lesién hepética®. Sin embar-
go, en pacientes con fibrosis avanzada o cirrosis, la emer-
gencia de resistencia antivirales se asocia a episodios de
descompensacién clinica con insuficiencia hepatica e inclu-
so muerte (el riesgo de mortalidad de causa hepdtica es del
7% en pacientes con cepas resistentes y del 1% en los pa-
cientes con la cepa sin mutar). En pacientes trasplantados,
las cepas resistentes pueden provocar un empeoramiento de
la funcién hepdtica, con la necesidad de retrasplante y ries-
go de muerte”. Teniendo en cuenta que la seleccion de la
variante resistente o «resistencia genotipica» es anterior en
el tiempo a los fenémenos de «rebote viroldgico» y «rebote
bioquimico»?* (la causa, seleccién de variante, es anterior al
efecto, rebotes virolégico y bioquimico), la deteccién tem-
prana de la «resistencia genotipica» es esencial para redise-
fiar la estrategia terapéutica y prevenir los rebotes virologi-
co y bioquimico y sus consecuencias clinicas negativas?*?’,
Esto se puede conseguir con un seguimiento 6ptimo de la
respuesta durante el tratamiento, mediante los pardmetros
bioquimicos, serolégicos y virolégicos adecuados (ALT,
HBeAg/antiHBe, ADN del VHB y ensayos de resisten-
cias). La pauta de seguimiento debe basarse en las caracte-
risticas propias de cada tratamiento: tipos, probabilidad de
emergencia e indices de resistencia de las mutaciones se-
leccionadas y posibles resistencias cruzadas.



RODRIGUEZ-FRIAS F ET AL. HEPATITIS B: SEGUIMIENTOS SEROLOGICO Y VIROLOGICO DE LA RESPUESTA
Y LA RESISTENCIA AL TRATAMIENTO ANTIVIRAL

Lamivudina
160 8
1407 7
1207 (2) Rebote virolégico -6 T_E\
_ 100 T =}
E 5 o
)
2 80 ™. @ Z
E ) Rebote -4 %
60- Resistencia clinico <m
genotipica +ALT L3 S
407 —l- ADN-VHB
20 2
0 — — - 1
Limite deteccion PCR tiempo real
Meses 0 |3 | 6| 9 [12]|15 |19 |21 | 24| 27| 30| 33|36 |39 |42 | 45 |48
Codon173| V|V | V[V |V | nd|nd|nd|nd|nd| V| V[V ][V]V]VL]|VL
Codon180| L | L |L|{L|L|nd|{nd|{nd|nd|nd|{LMLM M|M|M|[M|M
Cod6n204| M| M | M| M| M |nd|nd|nd|nd|nd|{MVMV|V |V ]|V|V]|V

Fig. 3. Ejemplo de caso de infeccion cronica por el virus de la hepatitis B (HCB) tratado con lamivudina en el que se produce un fallo secundario a
este tratamiento con la emergencia de variantes resistentes. En primer lugar, se observa la resistencia genotipica (variante rtL1SOL/M y rtM204M/V)
(1), seguida del rebote virologico (aumento del dcido desoxirribonucleico [ADN]-virus de la hepatitis B [VHB]) (2) y el rebote bioquimico (aumento
de los valores de alanina-aminotransferasa [ALT]) (3). PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

SEGUIMIENTO DEL TRATAMIENTO
DE LA INFECCION CRONICA POR EL VIRUS
DE LA HEPATITIS B

Para valorar el éxito del tratamiento, se utilizan basicamen-
te los mismos parametros que para controlar el curso de la
infeccién en ausencia de tratamiento antiviral: evaluacién
de la actividad necroinflamatoria de la infeccién mediante
la determinacién de los valores de ALT, de la posible reso-
lucién de la infeccién y la respuesta inmunitaria del hués-
ped, mediante determinaciones seroldgicas (HBsAg, HBe-
Ag/anti-HBe) y de la actividad y caracteristicas de la cepa
viral mediante determinaciones virolégicas (ADN del
VHB y quizis el genotipo viral al inicio del tratamiento).
La posibilidad de seleccion de cepas virales resistentes du-
rante el tratamiento con AN, con posibles consecuencias
clinicas negativas, justifica la deteccién de estas variantes
lo mds tempranamente posible. Por este motivo, el estudio
de estas resistencias se debe afladir a las determinaciones
analiticas de seguimiento de la infeccién?,

Principales parametros analiticos en el seguimiento
de la infeccion crénica. Metodologias
e interpretacion

Ensayos bioquimicos: ALT

La normalizaciéon de valores de ALT se considera como
«respuesta bioquimica» al tratamiento, mientras que su
elevacion, en pacientes que cumplen el tratamiento, indi-

ca el aumento de la actividad necroinflamatoria hepatica
asociada a la seleccion de variantes resistentes. La apari-
cion de episodios con «picos de ALT» es mds comun en
casos con variantes resistentes y aumenta su frecuencia
con el tiempo de permanencia de estas variantes. En oca-
siones, estos episodios coinciden con elevaciones de la
bilirrubina, hecho que no ocurre en pacientes con cepas
salvajes®.

Ensayos serologicos

HBsAg. Principal marcador en el diagndstico de la infec-
cién por el VHB, se encuentra tanto en particulas virales
como en particulas no infecciosas, por lo que su presencia
indica la produccién de la envuelta viral, pero no replica-
cién viral, siendo positivo en todos los portadores créni-
cos de la infeccién independientemente de la actividad de
ésta. En el futuro su determinacién cuantitativa podria ser
util en el seguimiento de tratamientos antivirales, debido
a su correlacién con el ADNccc hepético®. La negativiza-
cion de HBsAg y la aparicion de anticuerpos anti-HBs,
aunque infrecuente (3-8% con IFN y < 2% con an)'’, se
considera como la respuesta completa al tratamiento.

HBeAg y anti-HBe. La detecciéon del antigeno HBeAg
puede indicar replicacién viral activa, y su desaparicion,
con detecciéon de anti-HBe (seroconversion), se asocia
con la remisién bioquimica e histoldgica y una significa-
tiva supresion de la replicacién viral. Sin embargo, hay
una importante prevalencia de pacientes HBeAg negati-

Gastroenterol Hepatol. 2008;31(Supl 1):14-25 19



RODRIGUEZ-FRIAS F ET AL. HEPATITIS B: SEGUIMIENTOS SEROLOGICO Y VIROLOGICO DE LA RESPUESTA
Y LA RESISTENCIA AL TRATAMIENTO ANTIVIRAL

vos con HCB* (con variantes pre-core o PBC). La apari-
cién de anticuerpos anti-HBe se considera como respues-
ta virolégica en pacientes HBeAg positivos, de forma que
a los 4-12 meses de esta seroconversién y con ADN viral
<2 X 10* U/ml, se puede parar el tratamiento®>3. La pro-
babilidad de aclaramiento de HBeAg depende del trata-
miento aplicado, siendo mayor con IFN que con AN. La
emergencia de resistencias a los AN es poco frecuente

tras la seroconversion®.

Ensayos virolégicos
ADN del VHB

Utilidad y significado de la determinacion de ADN del
VHB. La cuantificacién del ADN del VHB en sangre pe-
riférica es la técnica de referencia para controlar la activi-
dad replicativa del VHB34. Su determinacién se reco-
mienda en todas las guias clinicas y documentos
consenso'®¥37 para la evaluacio6n inicial y seguimiento de
la HCB, especialmente ante la decisién de iniciar un tra-
tamiento antiviral y en su seguimiento.

La presencia de ADN del VHB se asocia con un riesgo
significativo de progresion de la infeccion crénica a CH y
CHC, riesgo que se incrementa con el aumento de estos
valores®. E1 ADN del VHB es detectable en la HCB, con
valores que dependen de la fase de la enfermedad'®2, ge-
neralmente elevados en las fases de reactivacién, aunque
puede ser indetectable en las fases de latencia, dependien-
do de la sensibilidad del ensayo utilizado. En todas las fa-
ses de la infeccidn crénica se detectan ADN del VHB y
ADNccc en tejido hepdtico®. No hay un consenso sobre
el valor de ADN del VHB por debajo del cual se puede
considerar la enfermedad como inactiva®**, Sin embargo,
en pacientes con HCB HBeAg positivo, se ha propuesto
el valor de 2 X 10* U/ml como indicativo de replicacion
viral activa, puesto que el 90% de estos pacientes tiene
valores superiores a este indice, mientras que el 98% de
los portadores inactivos de HBsAg tiene valores < 2 X
10° U/ml®. En pacientes con HCB HBeAg negativo, la
medida del valor de ADN del VHB es el tnico indicador
de actividad viral, y el 40-60% de estos pacientes con va-
lores normales de ALT tienen cifras de ADN del VHB <
10° U/ml. El comportamiento fluctuante de esta infeccion
hace dificil distinguirla de los portadores inactivos; no
obstante, un valor de ADN del VHB > 2 X 10° U/ml per-
mite distinguir ambas situaciones con un valor predictivo
del 90%*“°. Este valor se ha incluido en los algoritmos
de seguimiento y decisién de tratamiento de la HCB!6-33:3%,
Debido al perfil fluctuante habitual en la hepatitis crénica
HBeAg negativa, la diferenciacién entre actividad y no
actividad de la infeccién debe establecerse a partir de de-
terminaciones seriadas del ADN del VHB.

La decisién de iniciar un tratamiento antiviral se basa en
la demostracién de replicacion viral activa, y se reco-
mienda como criterio de tratamiento valores de ADN del
VHB > 2 X 10*U/ml en HBeAg positivos y > 2 X 10°
U/ml para HBeAg negativo, y la presencia de enfermedad
moderada o grave, evidenciada por la elevacion persisten-
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te (de 3 a 6 meses) de los valores de ALT y/o la demos-
tracion histolégica. En el caso de enfermedad avanzada
(cirrosis compensada o descompensada), el tratamiento
estd indicado incluso con valores de ADN del VHB de-
tectable, incluso < 2 X 103 U/m]'416:3536,

Una vez iniciado el tratamiento antiviral, la cuantificacion
del ADN del VHB es la base del control del tratamiento.
La mayoria de las guias clinicas propone como principal
objetivo terapéutico la supresion de la replicacion viral (in-
detectabilidad del ADN del VHB). Se recomienda su de-
terminacién cada 3-6 meses, dependiendo del tratamiento
y la situacién clinica: cada 3 meses para pacientes con alta
probabilidad de desarrollar resistencias (p. ej., tratamiento
con LAM) o con enfermedad hepdtica avanzada y cada
6 meses en pacientes con baja probabilidad de desarrollar
resistencias (p. ej., tratamiento con ADV o ETV) y enfer-
medad moderada'**®35, Los pacientes no respondedores
muestran cambios muy pequefios o nulos en el valor de
ADN del VHB (fallo primario), mientras que, en respon-
dedores, este valor se reduce significativamente, aunque
no hay ningtin acuerdo sobre el valor por debajo del cual
se puede asegurar una respuesta viroldgica sostenida. El
tratamiento con IFN tiene una duracién limitada, pero ésta
no se ha definido para los tratamientos con AN. En este
sentido, se ha indicado que el ADN viral < 2 X 10*
U/ml'%% o indetectable (< 40 U/ml)* a los 4-12 meses de
la seroconversion a anti-HBe permite discontinuar el trata-
miento con AN en pacientes HBeAg positivos. En el caso
de los pacientes HBeAg negativo por la probabilidad de
reactivacion no hay criterios para detener el tratamiento
tras la respuesta virolégica. La identificacién de pacientes
no respondedores mediante el descenso de la carga viral en
un tiempo de tratamiento determinado (cinética viral), uti-
lizada en la infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC),
no se aplica en la infeccién por VHB. Sin embargo, datos
preliminares indican su posible aplicacién futura*!.

Meétodos de cuantificacion de los valores de ADN del
VHB. La cuantificacién de los valores de ADN del VHB
(fig. 4) se basa en 2 metodologias: amplificacion de la se-
fial de deteccion tras la hibridacién directa del ADN viral
(bADN) y su amplificacion por PCR. Los ensayos de ulti-
ma generacion utilizan la PCR a tiempo real con sondas
fluorescentes, de elevada sensibilidad, rango de deteccién
muy amplio y excelente precision, que mejoran significa-
tivamente esta determinacién. Los métodos de primera
generacion, basados en tecnologia de hibridacién, daban
resultados en pg/ml y, posteriormente, en copias de geno-
ma VHB/ml. En la actualidad, los valores de ADN del
VHB estén referidos al estdndar internacional de la Orga-
nizacién Mundial de la Salud y se expresan en unidades
internacionales (U) con una equivalencia media de 1 U =
5,4 copias de genoma VHB (esta equivalencia depende de
cada método)®2. A pesar de la estandarizacién, se obser-
van diferencias significativas en resultados obtenidos por
varias técnicas, por lo que un paciente debe ser controla-
do con el mismo ensayo. Los rangos de deteccién varian
considerablemente y, aunque ninguno de ellos cubre la
totalidad de valores observados en la infeccion, los ensa-
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Determinacién niveles ADN-VHB

Principio

Método y proveedor medida

Rango linealidad

Fig. 4. Comparacion de las diferentes téc-
nicas de cuantificacion de los valores de

Hg;’p'{l'};grlid Digene | Hibridacién _‘
HBV Hybrid i Hib/ampli
Capture Il Digene Seﬁa|p
HBV Hybrid | Digene Hib/ampli
Capture [I-US sefial/centrif
VERSANT HBV/| Siemens | Hib/ampli
DNA 1.0 MS Bayer|sefial bDNA
VERSANT HBV/| Siemens | Hib/ampli
DNA 3.0 [MS Bayer|sefial bDNA
Amplicor HBV | Roche
Monitor PCR
COBAS Amplicor|
HBV Monitor | 1och® | PR
COBAS Tagman| Roche |PCR tiempo
HBV real
Real Art Artus  |PCR tiempo
HBV PCR Qiagen real
Real Time Abbott |PCR tiempo
HBV PCR Molecular real

dcido desoxirribonucleico (ADN) del vi-
rus de la hepatitis B (VHB). En la parte

ADN-VHB (U/ml):

[ [ [ [ [ [ [ [ [
2x10'2x10%2x10% 2 x 107 2 x 10°

inferior se indica el rango de deteccion
recomendado por la conferencia consenso

Rango deteccién recomendado AEEH 2006 |

] de la Asociacion Espaiiola para el Estu-

dio del Higado (AEEH)™.

yos de PCR a tiempo real son los de rango mas amplio (p.
€j., 20 —10% U/ml en COBAS Taiman) y permiten la me-
jor valoracién de la replicacion viral®. El genotipo viral
puede influir en la cuantificacién por PCR convencional
(p. €j., COBAS Amplicor de Roche), pero no por PCR a
tiempo real, ni con Hybrid Capture II; no hay datos del
ensayo VERSANT HBV ADN 3.0*2. Los métodos de hi-
bridacién presentan problemas de especificidad para va-
lores de ADN del VHB cerca del limite de deteccién®.
Diferencias de < 0,5 logaritmos en los valores de ADN
del VHB no son valorables, y pueden deberse a la va-
riabilidad intrapaciente®® o de la propia técnica de de-
teccién®.

Deteccién de variantes resistentes a tratamientos
antivirales con analogos de los nucleds(t)idos.
Ensayos genotipicos y fenotipicos

Ensayos genotipicos. Hay miltiples tecnologias para ana-
lizar la secuencia del genoma viral: secuenciacion directa,

andlisis de fragmentos de restriccion (RFLP), hibridacién
inversa (LIPA), microarrays de ADN y espectrometria de
masas MALDI-TOF?2#2, Todas ellas permiten el estudio
de variantes del VHB resistentes a tratamientos antivira-
les (resistencia genotipica). En la practica, inicamente la
secuenciacion directa de fragmentos PCR (comercial o de
disefio propio in house), RFLP e hibridacion inversa con
oligonucleétidos especificos fijados a un soporte sélido
(LIPA), son aplicables al estudio sistemdtico de estas re-
sistencias (tabla I)*>. Todas ellas son muy sensibles (del
orden de 10 U/ml), pero con diferente capacidad para de-
tectar poblaciones mixtas (porcentaje de poblacién mino-
ritaria que puede detectarse). En este sentido, la hibrida-
cién inversa (INNO-LIPA HBV DR Innogenetics) es
mejor que la secuenciacién (el 5 frente al 10-20%). Sin
embargo, la secuenciacion es capaz de detectar cualquier
variante, conocida o no, mientras que las técnicas de
RFLP o LIPA sélo detectan las ya descritas, para las que
hay patrones de restriccidn, en el caso de RFLP, o de son-
das de oligonucleétidos, en el caso de LIPA*. Las técni-

TABLA 1. Caracteristicas de las diferentes técnicas de genotipado para el estudio de las variantes del virus de la hepatitis B

(VHB) resistentes a tratamientos con analogos de ntcleos(t)idos

Método genotipado Proveedor Sen;gi’lll;i?gn(%) Informacién suministrada Automatizacién Complejidad interpretacién
Secuenciacion 10? U/ml Alta (nuevas variantes) Parcial Alta
directa in house 10-20%
Secuenciacion
directa
TRUGENE-HBV  Siemens 4 X10°U/ml Alta (nuevas variantes) Alta Baja (automatica)
genotyping MS-Bayer 20%
RFLP in house 102U/ml Baja (solo variantes No Media (visual)
5-10% con dianas restriccion)
LIPA HBV-DR v2 Innogenetics 4 X 10 U/ml Media (s6lo variantes Parcial Baja (visual patrones
5% conocidas LAM, ADV) bandas sencillos)

Modificada de Sablon y Saphiro*.
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cas de RFLP no son recomendables para el trabajo siste-
madtico por su complejidad y falta de estandarizacion. Hay
2 ensayos comerciales para estudiar las variantes resisten-
tes a tratamientos con AN: TRUGENE HBV GENOTY-
PING™ (Siemens Medical Diagnostics Solutions), basa-
do en la secuenciacién directa de los productos de PCR
de la regién catalitica de la RT viral, y un método de hi-
bridacion inversa, INNO-LIPA HBV DR Innogenetics.
La metodologia TRUGENE automatiza el proceso de se-
cuenciacién y andlisis de datos, reportando tanto las va-
riantes de la polimerasa como el genotipo viral. La tecno-
logia LIPA produce patrones de bandas de hibridacion
facilmente interpretables por valoracién visual, pero uni-
camente permiten detectar las principales variantes aso-
ciadas a los tratamientos con LAM y ADV. La hibrida-
cioén inversa, mds sensible para detectar subpoblaciones
virales, facilita la deteccion de la resistencia genotipica
mds tempranamente que la secuenciacion. Sin embargo,
esta ultima permite detectar nuevas mutaciones asociadas
a los tratamientos antivirales con AN recientemente co-
mercializados (como ETV o TDF), asi como otras varian-
tes potencialmente resistentes o compensatorias (fig. 2).
La especificidad de la hibridacién estd influida por la va-
riabilidad de las secuencias vecinas a la mutacién de inte-
rés, lo que dificulta el disefio de los ensayos LIPA*%.

Ensayos fenotipicos. Permiten establecer la susceptibili-
dad in vitro a un tratamiento antiviral de variantes del
VHB, por lo que se utilizan para caracterizar estas varian-
tes como resistentes. Entre las estrategias existentes?*4344,
la mas extendida consiste en la transfeccién de cultivos
de lineas de hepatoma (HepG2 y Huh7) mediante vecto-
res que contienen secuencias completas del VHB con las
sustituciones que estudiar, obtenidas mediante amplifica-
cién por PCR del genoma completo del VHB proveniente
de pacientes en los que se ha observado la resistencia al
tratamiento*. Por su complejidad estos ensayos sélo se
utilizan en centros muy especializados.

Determinacion de los genotipos del virus de la hepatitis B

La asociacién entre genotipo viral y eficiencia del trata-
miento con IFN?, y posiblemente con AN hace prever
la futura inclusiéon de esta determinacién en el pretrata-
miento. Se estudia mediante metodologias analogas a las
comentadas para las variantes resistentes. La técnica mds
adecuada es la secuenciacién directa (p. €j., el método
TRUGENE HBV Genotyping, utilizado para el estudio
de variantes resistentes), pero también resulta la mds
compleja. También hay un ensayo LIPA (INNO-LIPA
HBYV Genotyping Assay, Innogenetics) que permite la ge-
notipificacién rdpida de los 8 genotipos conocidos. Las
técnicas de RFLP no detectan todos los genotipos®”.

CONSIDERACIONES PRACTICAS PARA EL
SEGUIMIENTO DEL TRATAMIENTO ANTIVIRAL

El seguimiento es necesario para estimar la respuesta al
tratamiento antiviral de la infeccién por el VHB, a partir

22  Gastroenterol Hepatol. 2008;31(Supl 1):14-25

del descenso de los valores de ADN viral, lo que permite
el reconocimiento temprano del desarrollo de resistencias
mediante el incremento de la carga viral tras una reduc-
cién inicial, o por la deteccién de mutaciones en la RT vi-
ral. Aunque no hay recomendaciones universales, la es-
trategia del seguimiento debe plantearse en funcién del
farmaco o grupo de farmacos utilizados, del tipo de hepa-
titis B (HBeAg positivo o negativo) y del grado de dete-
rioro de la enfermedad hepética. En todo caso, la valora-
cién del tratamiento debe permitir la estimacién de su
eficacia mediante determinaciones seriadas de ADN del
VHB, ALT y ensayos genotipicos para la deteccion de
variantes virales resistentes, e incluir pruebas para valorar
la seguridad del tratamiento®. En los pacientes HBeAg
positivo, el objetivo del tratamiento es disminuir los valo-
res de ADN del VHB, asi como conseguir la seroconver-
sién, por lo que en el seguimiento hay que realizar deter-
minaciones seriadas del sistema HBeAg/anti-HBe.

La cuantificacién de ADN del VHB debe realizarse antes
del inicio del tratamiento, al menos en 2 muestras de suero
consecutivas. Esto es importante en el caso de los pacientes
anti-HBe positivo, debido a la fluctuacién observada en los
valores de ADN del VHB. La valoracién de la respuesta
primaria es importante, ya que un valor de ADN del VHB
residual a los 6-12 meses de inicio del tratamiento antiviral
estd asociado a un riesgo de resistencia. Para evaluar la efi-
cacia del tratamiento antiviral se recomienda realizar perio-
dicamente determinaciones cuantitativas de ADN del VHB
mediante un método que cubra en lo maximo posible el
rango dindmico de viremia de la infeccién por el VHB, que
detecte todos los genotipos, con sensibilidad del orden de
20 U/ml (unas 100 copias/ml) y una linealidad superior a
10® U/ml*. Estas condiciones actualmente sélo las cum-
plen los ensayos basados en la PCR a tiempo real. Para el
seguimiento de un paciente se debe utilizar siempre el mis-
mo método de determinacién. Las variaciones < 0,5 log en
la concentracién de ADN del VHB en el mismo paciente
no deben tenerse en cuenta, por la oscilacion natural de la
propia replicacién viral o a la variabilidad del método.

En cuanto a la frecuencia adecuada de seguimiento de los
parametros viroldgicos, diferentes revisiones recientes in-
dican la determinacién de los valores de ADN del VHB
cada 3 o 6 meses*, y cada 3 en enfermedad avanzada o
tratamientos con alta frecuencia de mutaciones®. En cual-
quier caso, es necesaria la determinacién de ADN del
VHB basal y a los 3 meses de instaurar el tratamiento
para estudiar la eficacia del tratamiento, y excluir el fallo
primario de ésta®'. Estas recomendaciones se recogen en
el documento consenso de la Asociacién Espafiola para el
Estudio del Higado (AEEH)'*:

1. Pacientes con baja probabilidad de resistencia y enfer-
medad hepdtica leve: seguimiento semestral con ALT y
cuantificacién de ADN del VHB (p. ej., tratamientos con
ADV o0 ETV).

2. Pacientes con alta probabilidad de resistencia (p. ej., en
tratamiento con LMV) o enfermedad hepdtica avanzada:
seguimiento trimestral con ALT y cuantificacién de ADN
del VHB.
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Hepatitis crénica

Portador inactivo

B

Monitorizar:

ALT (6-12 meses)
HBeAg (12 meses)
Biopsia si > 40 afos
ADN-VHB (12 meses)

Monitorizar:

ALT (6 meses)

HBeAg (12 meses)
Panel Hep (12 meses)
ADN-VHB (6 meses)

Monitorizar:

ALT (6 meses)

Panel Hep (12 meses)
ADN-VHB (6 meses)

Monitorizar:
ALT (3 meses primer

afo, después 6, 12 meses

ADN-VHB (12 meses)

Si ALT > LSN (20%)
Valorar: ADN-VHB,

IMC, alcohol, medicaciones, clinica

Cirrosis

(HBeAg +:

Monitorizar como
hepatitis crénica
Compensada

Tratar si

ADN-VHB

>2 x 103 U/ml

con ADV, ETV, ¢LAM?
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D

Tratamiento con IFN/IFN pegilado
Valoracion efectos secundarios:
Hemograma a las 2 y 4 semanas, después cada 4 semanas

Hormonas tirodeas cada 3 meses
Valoracion respuesta:

del tratamiento para valorar la respuesta sostenida

Tratamiento con analogos de nucleos(t)idos (AN)
Valoracion efectos secundarios:
En tratamiento con ADV: urea, creatinina cada 3 meses

funcién hepatica
Valoracién respuesta:

y cada 6-12 meses a partir de entonces

HBeAg (-): fin tratamiento no definido

Glucosa, colesterol, trigliceridos, urea creatinina, bilirrubina, tiempo de protrombina, albumina, cada
4 semanas durante los primeros 6 meses y después cada 8 semanas

Serologia (HBsAg, HBeAg/anti-HBe), ALT, ADN-VHB: cada 3 meses y los 6 12 meses tras final

En cirrosis descompensada: bilirrubina, tiempo de protrombina, albumina, cada 1-3 meses para valorar

ALT, ADN-VHB, ensayos de resistencias cada 6 meses (cada 3 meses en cirrosis descompensada
o tratamiento LAM), serologia (HBsAg, HBsAg/anti-HBe) cada 6 meses
Para valorar durabilidad respuesta ADN-VHB tras cese tratamiento, cada 3 meses el primer afio

HBeAg (+): fin tratamiento a los 4-12 meses de seroconversion si ADN-VHB < 2 x 10* U/ml

Monitorizacién del tratamiento antiviral

Fig. 5. Infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB): posible algoritmo para el diagndstico (A), seguimiento (B), indicacion de tratamientos (C) y se-
guimiento de los éstos (D). Incluye las recomendaciones incluidas en las guias clinicas y las revisiones mds recientes'*!0-1820-21.2832:33.3537_ ADV: adefo-
vir; AN: andlogos de nucleds(t)idos; ETV: entecavir; IFN: interferon; IMC: indice masa corporal; LAM: lamivudina; LSN: limite superior del rango
de normalidad; Panel Hep: pruebas analiticas de funcionalidad hepdtica®; peg: pegilado.

Estas recomendaciones no hacen referencia a la periodici-
dad de aplicacién de las pruebas genotipicas de deteccion
y caracterizacion de variantes resistentes. En este sentido,
la falta de respuesta al tratamiento se inicia con la eleva-
cién aislada de ADN del VHB seguida de la elevacion de

ALT, pero la seleccién de la variante resistente antecede
al incremento significativo de la carga viral (rebrote viro-
l6gico), y ésta a su vez antecede al incremento de valores
de ALT (rebrote bioquimico). Teniendo en cuenta las gra-
ves consecuencias clinicas del incremento de la actividad,
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el andlisis de resistencias antivirales debe realizarse lo an-
tes posible para conocer el patrén de mutacién correspon-
diente, y proceder a los cambios pertinentes en la pauta
de tratamiento y evitar los rebrotes viroldgico y bioquimi-
co, asi como sus consecuencias®. Por estos motivos, es
recomendable incluir los ensayos genotipicos de detec-
cion de resistencia en la pauta de seguimiento recomen-
dada por la AEEH™, incluso en ausencia de incrementos
significativos de la carga viral o de los valores de ALT.
Al tener en cuenta las frecuencias de emergencia de va-
riantes resistentes en los diferentes tratamientos antivira-
les, el seguimiento de éstas mediante ensayos genotipi-
cos, con las periodicidades indicadas por la AEEHY,
asegura una probabilidad superior al 90% de su deteccion
temprana.

Tras finalizar el tratamiento, y para controlar la respuesta
sostenida, se recomienda la determinacidn de los valores
de ADN viral junto a los de ALT y la serologia
HBeAg/anti-HBe cada 1-3 meses durante el primer afio
postratamiento, y cada 6-12 meses en los afios posterio-
res. En el caso de no respondedores, para detectar res-
puestas tardias o la necesidad de reiniciar un tratamiento,
se recomienda una determinacién cada mes durante los 3
primeros postratamiento y, después, cada 637,

El panel analitico bésico de seguimiento del tratamiento
antiviral, resultante de la inclusion de las determinaciones
virolégicas de los valores de ADN del VHB y ensayo ge-
notipico de resistencias antivirales con las pautas indica-
das (cada 3 meses para LAM y cada 6 meses en los de-
mas), representa un incremento de coste anual del orden
del 7% en todos los tratamientos con AN, con la excep-
cién del caso de la LAM, en que puede ser del 30%. En
cualquier caso, estos incrementos parecen asumibles,
dada la importancia de la deteccién temprana de la emer-
gencia de resistencias para evitar en lo posible las conse-
cuencias negativas de ésta. En la figura 5 se muestra un
posible algoritmo que incluye las recomendaciones en las
guias clinicas y las revisiones mds recientes para el segui-
miento de la infeccién por el VHB, indicacién de trata-
mientos y seguimiento de éstos!#16:18:20-21.28.32-33.35-37
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