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Hepatitis B: Analisis de mutaciones asociadas a resistencia al tratamiento
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Enelsiguiente articulo realizado por
el Lic. Ignacio Chiesa y la Dra. Maria Pérez
del Area Medicina Gendmica-MANLAB nos
describen un andlisis detallado de las

mutaciones asociadas a la resistencia del
tratamiento de la hepatitis B. Ademas nos
cuenta sobre nuevas técnicas de
secuenciacion que permiten un andlisis en
simultdneo de miles de fragmentos
amplificados de 200 pares de bases, lo cual
incrementa la probabilidad de detectar
variantes minoritarias y de esta manera
poder predecir y/ o detectar causas de

fracasos terapéuticos con la identificacion
de las mutaciones presentes en el genoma
delvirusinfectante.
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Aproximadamente, 400 millones de
personas en el mundo son portadores
cronicos del virus de la hepatitis B (HBV). A
pesar de la existencia de una vacuna
efectiva, alrededor del 5% de la poblacién
mundial esta infectado con HBV. (1)

En una infeccién croénica, los
pacientes frecuentemente desarrollan
enfermedad hepatica severa la cual puede
llevar al desarrollo de cirrosis y de
carcinoma hepatocelular como parte de la
historia natural de lainfeccion.

El HBV puede transmitirse durante
el periodo perinatal, por via cutanea,
transfusionesy por via sexual.

HBV es un virus perteneciente a la
familia hepadnaviridae. Su genoma con-
tiene ADN de cadena circular parcialmente
doble de aproximadamente 3,2 kb de largo
(Fig. 1). Los virus de esta familia son virus
envueltos que realizan un proceso de
retrotranscripcion durante su ciclo de
replicacion.
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El genoma contiene 4 marcos de
lectura parcialmente superpuestos que
codifican para las proteinas de la envoltura
(region preS-S), del core (regién pre-core-
core; preC-C), de la polimerasa y de las
proteinas X. La region preS-S codifica los
tres antigenos de superficie (S, preSi,
preS2) a través de tres codones de inicio
diferentes (Fig.1). La proteina mas
abundante es la S de 24 kD, conocida como
HBSAg.

Hasta el momento, se han iden-
tificado ocho genotipos (A al H). Las
secuencias de los genomas de los distintos
genotipos difieren en méas de un 8%. Debido
a la diversidad genética, se han descripto
numerosos subtipos dentro de los distintos
genotipos (al menos 24, excepto para los
genotipos E y G) que difieren entre si al
menos en un 4%. (2)

Dentro de los esquemas terapéu-
ticos aprobados para el tratamiento de la
hepatitis B cronica se encuentran: interfe-
ron-alfa, peg-interferén-alfa, y 5 analogos
nucleosidicos/ nucleotidicos. Estos Ultimos
se pueden dividir en tres grupos
estructurales: L-nucledsidos (lamivudina y
telbivudina), alkil-fosfonatos (adefovir
dipivoxil y tenofovir) y D-ciclopentanos
(entecavir) (3).

Los analogos nucleosidicos/ nucleo-
tidicos tienen estructuras analogas a los
nucleosidos/ nucledtidos que normalmente
incorporan la transcriptasa reversay la DNA
polimerasa en la sintesis del DNA durante la
replicacion. Asi, lalamivudina es analoga de
citosina, adefovir lo es de adenina y
entecavir de guanidina. Estos analogos para
ser activos requieren de su trifosforilacion
intracelular alcanzando mayor similitud con
los deoxinucleosidos/ deoxinucle6tidos
trifosforilados (dNTPs), sustratos naturales
de la enzima. La transcriptasa reversa y la
DNA polimerasa al realizar la sintesis del
DNA incorporan estas drogas analogas en
lugar de los dNTPs actuando como
terminadores de la sintesis de la cadena de
DNA, y por lo tanto, se inhibe la replicacion
viral.

La definicion clinica de resistencia
del HBV a analogos nucleosidicos/ nucleo-
tidicos se define segun las fluctuaciones en
la carga viral (concentracion de particulas
virales en plasma), la cual es la mejor
indicadora de replicacion viral in vivo. Un

efecto antiviral se define como una
reduccion minima de 1 log10 Ul/ml de ADN
de HBV en suero luego de 3 meses
tratamiento con antivirales. Un aumento de
1 log10 Ul/ml desde la menor carga viral
obtenida durante el tratamiento indica un
fracaso del mismo y podria deberse a la
aparicion de resistencia al analogo
nucleosidico/ nucleotidico utilizado (4).

Asimismo se puede diferenciar
entre resistencias primarias y secundarias o
compensatorias. La resistencia primaria se
define como la incapacidad del agente
antiviral para disminuir la carga de ADN viral
en por lo menos 1 log10 Ul/ml durante los
primeros 3 meses de tratamiento. La
resistencia secundaria 0 compensatoria
seria el aumento de, por lo menos, 1 log10
Ul/ml en la carga viral de dos muestras
consecutivas en un periodo de un mes en
pacientes que previamente habian
respondido al tratamiento.

La resistencia cruzada se define
como laaparicion de resistenciaa una droga
como consecuencias de la seleccién previa
de resistencia a otra droga utilizada. Esto es
mas comun entre drogas pertenecientes a
una misma familia, pero puede observarse
entre drogas con estructuras diferentes.

Las mutaciones que confieren
resistencia a lamivudina producen resis-
tencia cruzada a otros L-nucleésidos. Las
mutaciones que confieren resistencia a
adefovir y/ o tenofovir no producen
resistencia cruzada significativa a los L-
nucleésidos (lamivudina y telvibudina) y al
entecavir (4).

El proceso de resistencia comienza
con una mutacion en el gen de la
polimerasa, lo que produce un incremento
de la carga viral plasmética en el paciente,
un aumento en los niveles de alanina amino
transferasa en suero semanas 0 meses
después, y la posterior progresion de
enfermedad hepatica.

La resistencia a antivirales es la
resultante de mutaciones adaptativas en el
genoma viral. La infeccion con HBV esta
caracterizada por altos niveles de pro-
duccion viral (mas de 1011 viriones por dia).
La alta tasa de replicacion del HBV en
combinacién con la alta tasa de mutacién (1
cada 105 nucledtidos durante cada ciclo de
replicacion) resulta en que el paciente con



infeccion cronica posea una mezcla de
cuasiespeciesvirales.

Resistencia asociada a L-nucledsi-
dos: La resistencia a lamivudina y telbivudi-
na causada principalmente por las mutacio-
nes rtM2041/V, rtL180M y rtA181T/V (ver
Tablal) ha sido ubicada en el dominio
catalitico tirosina-metionina-aspartato
(YMDD) de lapolimerasa viral (Fig. 2).
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Figura 2. Polimerasa del HBV. Extraido de

Zoulim F, Locarnini S. (2009) 137:
1593-1608.
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Las mutaciones compensatorias
gue incrementan la replicacion viral pueden
ser detectadas en otros dominios de la
polimerasa del HBV como rtL80V/I, rtI169T,
rtv173L, rtT184S/G, rtS2021,y rtQ215S.

La mutacion rtM204V/I no confiere
resistencia a adefovir ni a tenofovir,
mientras que rtA181T/V si. Las mutaciones
rti169T7, rtT184S/G, y rtS2021/G contribuyen
a la resistencia a entecavir pero no confie-
ren resistencia por si solas. Las mutaciones
rtM204V/1 y rtA181T producen resistencia
cruzada a todos los otros anélogos L-
nucleodsidicos incluidos telbivudina. La
mutacién rtM204l ha sido detectada
aislada, pero las mutaciones rtM204V y
rtM204S se encuentran solamente en
asociacién con otras mutaciones los
dominios Ay B de la polimerasaviral (Fig. 2).
La resistencia a lamivudina se incrementa
progresivamente durante el curso del
tratamiento. Del 14% al 32% de los
pacientes desarrollan resistencia a la droga
al afio de haber empezado el tratamiento y
mas del 80% son resistentes después de los
2 afios de tratamiento.

La tasa de aparicion de resistencia a
telbivudina es menor a la de lamivudina
pero considerable. El 25% de los pacientes
HBeAg positivos y el 11% de los pacientes
HBeAg negativos desarrollan resistencia a

los 2 afios de comienzo del tratamiento. (5)
Resistencia asociada a alkil-fosfonatos:

La resistencia a adefovir fue
asociada inicialmente a mutaciones en los
dominios B (rtA181T/V) y D (rtN236T) de la
enzima (Fig. 2). Estas mutaciones producen
resistencia cruzada parcial a tenofovir. La
mutacion rtN236T no afecta significa-
tivamente a la sensibilidad de lamivudina,
telbivudina o entecavir, pero disminuye la
eficacia de tenofovir in vitro. La mutacion
rtA181T/V produce un descenso en la
susceptibilidad a adefovir y tenofovir, y
produce resistencia cruzada parcial a
lamivudina y telbivudina. La mutacion
rtI233V confiere resistencia a adefovir.

La deteccidon las mutaciones
rtA181T/V y rtN236T en pacientes en los
cuales fall6 el tratamiento con adefovir
resulté en una disminucion de la eficacia en
laactividad antiviral cuando se les cambio el
tratamiento a tenofovir (ver Tabla 1).

La tasa de seleccion de virus
resistentes a adefovir es menor y ocurre en
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un 30% de los pacientes HBeAg negativos y
42% en pacientes HBeAg positivosalos405
afos de empezado el tratamiento. Cuando
se utiliza adefovir en pacientes resistentes a
lamivudina, se encontrd resistencia en el
20% de los pacientes a los 12 meses de
tratamiento con adefovir.

Resistencia asociada a D-ciclopentanos: Las
mutaciones asociadas a la resistencia a
entecavir ha sido ubicada en el dominio B
(rtl169T, rtL180M, y/o rtS184G), en el
dominio C (rtS202I y rtM204V), y en el
dominio E (rtM250V) de la polimerasa de
HBV (Tabla 1yFig. 2).

Se han reportado bajas tasas de
resistencia a entecavir (1,2%) en pacientes
con 6 afios de tratamiento. (5) (6).

®

Tabla 1: Mutaciones de resistencia a anéa-
logos nucleosidicos/ nucleotidicos.
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Con el advenimiento de las técnicas
moleculares, actualmente es posible
detectar mutaciones asociadas a resistencia
de HBV, con las técnicas de PCR y
secuenciacion se realiza una amplificacion
de la region de la polimerasa donde se en-
cuentran las mutaciones y posterior
secuenciacion directa del amplicon obte-
nido. Esta técnica permite la identificacion
de todas las sustituciones incluidas en el
fragmento amplificado, incluyendo las
mutaciones primarias, las compensatoriasy
nuevas mutaciones. (7)

Una vez obtenida, la secuencia
puede ser analizada en busca de muta-
ciones utilizando programas y bases de
datos disponibles en internet. Uno de estos
programas es HBVSeq (Universidad de

Stanford), el cual permite a los usuarios
identificar mutaciones en las secuencias
ingresadas e informar sobre la prevalencia
de las mismas en la base de datos de
acuerdo al genotipoy al tratamiento.

HBVSeq busca homologia entre la
secuencia ingresada y las guardadas en la
base de datos. De esta manera determinael
genotipo e informa las mutaciones
detectadas. (8)

El andlisis de secuencia es consi-
derado como la metodologia “Gold
Standard”. Sin embargo la sensibilidad de la
secuenciacion directa para la deteccion de
poblaciones de variantes minoritarias es
pobre. La principal desventaja es su falta de
sensibilidad en la deteccién de las pobla-
ciones resistentes si éstas coexisten con el
virus salvaje y representan menos del 20%
del total. Este hecho limita su utilidad para
detectar resistencias en su fase mas
tempranade generacion. (4) (7)

Este problema puede ser superado
utilizando nuevas técnicas de secuen-
ciacion, como por ejemplo la pirosecuen-
ciacion. Esta tecnologia realiza una
secuenciacion masiva en paralelo de
moléculasindividuales de ADN permitiendo
el andlisis en simultineo de miles de
fragmentos amplificados de 200 pares de
bases, lo cual incrementa la probabilidad de
detectar variantes minoritarias. (7)

De esta manera el Laboratorio de
Biologia Molecular diagnodstica puede
predecir y/ o detectar causas de fracasos
terapéuticos con la identificacion de las
mutaciones presentes en el genoma del
virusinfectante.
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