CENTRO INTERNACIONAL DE ESTUDOS
DE DOUTORAMENTO E AVANZADQOS
DA USC (CIEDUS)

85 C

UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

TESIS DOCTORAL

FPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DEL VIRUS
DE LA HFEPATITIS B EN EL AREA
SANITARIA DE SANTIAGO DE
COMPOSTELA (ESPANA)

Rocio Trastoy Pena

ESCUELA DE DOCTORADO INTERNACIONAL

PROGRAMA DE DOCTORADO EN AVANCES EN BIOLOGIA
MICROBIANA Y PARASITARIA

SANTIAGO DE COMPOSTELA
2019






UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

DECLARACION DE LA AUTORA DE LA TESIS

EPIDEMI()LOGiA MOLECULAR DEL VIRUS DE LA HEPATITIS
B EN EL AREA SANITARIA DE SANTIAGO DE COMPOSTELA
(ESPANA)

Dna. Rocio Trastoy Pena

Presento mi tesis, siguiendo el procedimiento adecuado al
Reglamento, y declaro que:

1) La tesis abarca los resultados de la elaboracion de
mi trabajo.

2) De ser el caso, en la tesis se hace referencia a las
colaboraciones que tuvo este trabajo.

3) La tesis es la version definitiva presentada para su
defensa y coincide con la version enviada en
formato electronico.

4) Confirmo que la tesis no incurre en ningun tipo de
plagio de otros autores ni de trabajos presentados
por mi para la obtencion de otros titulos.

En Santiago de Compostela, 1 de Abril de 2019

Fdo. Rocio Trastoy Pena






UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

AUTORIZACION DEL DIRECTOR DE LA TESIS

EPIDEMIQLOGiA MOLECULAR DEL VIRUS DE LA HEPATITIS
B EN EL AREA SANITARIA DE SANTIAGO DE COMPOSTELA
(ESPANA)

Antonio Aguilera Guirao, profesor asociado de Ciencias
de la Salud del Departamento de Microbiologia vy
Parasitologia de la Universidad de Santiago de
Compostela

INFORMA:

Que la presente tesis, se corresponde con el
trabajo realizado por Dnia. Rocio Trastoy Pena,
bajo mi direccion, y autorizo su presentacion,
considerando que reune los requisitos exigidos en
el Reglamento de Estudios de Doctorado de la
USC, y que como director de ésta no incurre en
las causas de abstencion establecidas en la Lei
40/2015.

En Santiago de Compostela, 1 de Abril de 2019

Fdo. Dr. Antonio Aguilera Guirao






UNIVERSIDADE

DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

AUTORIZACION DEL TUTOR DE LA TESIS

EPIDEMIQLOGiA MOLECULAR DEL VIRUS DE LA HEPATITIS
B EN EL AREA SANITARIA DE SANTIAGO DE COMPOSTELA
(ESPANA)

Rafael Seoane Prado, catedratico del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Universidad de
Santiago de Compostela

INFORMA:

Que la presente tesis, se corresponde con el
trabajo realizado por Dra. Rocio Trastoy Pena y
autorizo Su presentacion, considerando que
reune los requisitos exigidos en el Reglamento de
Estudios de Doctorado de la USC, y que como
tutor de ésta no incurre en las causas de
abstencion establecidas en la Lei 40/2015.

En Santiago de Compostela, 1 de Abril de 2019

Fdo. Prof. Rafael Seoane Prado






SC

UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

El doctorando, Rocio Trastoy Pena, declara no tener
ningun conflicto de interés en relacion con la tesis
doctoral.

En Santiago de Compostela, 1 de Abril de 2019

Fdo. Rocio Trastoy Pena






AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer de forma especial a mi director, el Dr. Antonio
Aguilera, su apoyo y ayuda en la realizacion de esta tesis doctoral. El ha
sido quien me embarcd en esta aventura y quien me animd a continuar
en todo momento sin perder la confianza en mi, haciéndome participe
de sus conocimientos y su pasion por la ciencia.

Mencidn especial requieren el Dr. José Javier Rodriguez Calvifio y
el Dr. Daniel Navarro de la Cruz por su inestimable contribucion a este
trabajo.

También quiero agradecer a los comparieros del Hospital Ramén y
Cajal de Madrid su colaboracion y la aportacién tan importante que han
hecho a esta tesis.

A todos mis compafieros Facultativos, Residentes, Técnicos e
Investigadores que estuvieron junto a mi desde que empecé a trabajar
en este proyecto. En particular a la Dra. Gema Barbeito por hacerme
seguir hacia delante en los momentos dificiles, a la Dra. Mercedes
Trevifio por sus buenos consejos y a la Dra. Marisa Pérez del Molino
por confiar en mi y valorar mi trabajo y esfuerzo en estos afios.

A la Dra. Maria del Mar Tomas por ensefiarme a disfrutar de mi
trabajo.

A todos los profesionales que han intervenido en el diagndstico y
seguimiento de los pacientes con hepatitis B crénica incluidos en este
estudio y sin los cuales no habria sido posible la realizacion del mismo.

A mis padres por quererme, educarme y hacer de mi una mejor
persona. A mi hermano Javier que me obliga a superarme para ser un
buen ejemplo a seguir. A Miguel que confia en mi, me quiere y me lo
demuestra cada dia con su infinita paciencia. Por ultimo, a Ainhoa, la
persona mas importante de mi vida, que simplemente con su sonrisa
me hace feliz.

11






AAD:
AC:
ADN:
ADNccc:

ADV:
ALT:
AM:
Anti-HBc:
Anti-HBe:

Anti-HBs:

AR:
ARN:
ARNmM:
ARNSss:
AS:
AST:
bp:
CEI-SL.:
CHC:
CHUS:

CRD:

ABREVIATURAS

antivirales de accion directa
area costera
acido desoxirribonucleico

acido desoxirribonucleico circular covalentemente
cerrado

adefovir dipivoxil

alanina aminotransferasa

area metropolitana

anticuerpos frente al core del virus de la hepatitis B
anticuerpos frente al antigeno e del virus de la
hepatitis B

anticuerpos frente al antigeno de superficie del virus
de la hepatitis B

area rural

acido ribonucleico

acido ribonucleico mensajero

acido ribonucleico de cadena sencilla

area sanitaria

aspartato aminotransferasa

pares de bases

Comité de Etica de Investigacion de Santiago-Lugo
carcinoma hepatocelular

Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de
Compostela

cuaderno de recogida de datos

13



CV:
DR:
EASL.:
ECDC.:

ELISA:
Enh:
ETV:
EXUDVP:
FT-RDB:
GTR:
HBC:
HBeAQ:
HBsAg:
HBX:
HC:
HDAGg:
HSH:

IC:

IFNo:
lgG:
IL28B:
IgM:

Kb:

LAM o LMV:

LIPA:
MCG:
mg/dl:

n:

NA o NUC:

14

carga viral
repeticiones directas
Asociacion Europea para el Estudio del Higado

Centro Europeo para la Prevencion y Control de
Enfermedades

enzyme-linked immunosorbent assay
enhancer o region potenciadora
entecavir

ex-usuarios de drogas por via parenteral
Flow-through reverse dot blot
general time reverse

hepatitis B crénica

antigeno e del virus de la hepatitis B
antigeno de superficie del virus de la hepatitis B
proteina X del virus de la hepatitis B
hepatitis cronica

antigeno Delta

hombres que tienen sexo con hombres
infeccion crénica

interferon o

inmunoglobulinas G

interleukina 28B

inmunoglobulinas M

kilobases

lamivudina

line probe assay

genotipo mutacional complejo
miligramo/decilitro

namero de pacientes

analogos de nucle6s(t)idos



NGS:
noAnoD:

NTCP:

ORF:
PAN:
PCR:

PEG INF a:
PgARN:
PreC-C:
gHBsAg:

Region BCP:

Region PC:
RFLP:
RFMP:
RIC:
RNAasa H:
RVS:

SNP:

TAF:

TBV o LdT:
TDF:
UDVP:
Ul/ml:

VHB (HBV):

VHC:
VHD:
VIH:

next generation sequencing

genotipos del virus de la hepatitis B excluyendo el A
yelD

receptor polipeptidico de cotransporte sodio-
taurocolato

open reading frame o0 marcos abiertos de lectura
poliarteritis nodosa

polymerase chain reaction o reaccion en cadena de
la polimerasa

interferén-o pegilado
acido ribonucleico pregenémico
region precore/core

antigeno de superficie del virus de la hepatitis B
cuantitativo

region del promotor basal del core
region precore

restriction fragment length polymorphism
restriction fragment mass polymorphism
rango intercuartilico

ribonucleasa H

respuesta viral sostenida

single nucleotide polymorphism
tenofovir alafenamida

telbivudina

tenofovir disoproxil fumarato

usuarios de drogas por via parenteral
unidades internacionales/mililitro

virus de la hepatitis B

Virus de la hepatitis C

Virus de la hepatitis D

Virus de la inmunodeficiencia humana

15






RESUMEN

La epidemiologia molecular y mas concretamente la prevalencia y
distribucion de los genotipos y subtipos del VHB en Galicia adolecen
de datos recientes, que ademéas pueden haberse modificado por
diversos motivos.

En este contexto y dado que los genotipos del VHB presentan una
distribucion geografica caracteristica y pueden influir en los
pardmetros clinicos de la enfermedad y en la respuesta al tratamiento,
nos proponemos este trabajo de tesis en base a datos reales de
pacientes procedentes de nuestras consultas de Digestivo, Hepatologia
y Enfermedades Infecciosas del Complejo Hospitalario Universitario
de Santiago de Compostela (CHUS). Analizaremos la prevalencia y
distribucion de los genotipos y subtipos del VHB en nuestro area
sanitaria (AS) y su asociacion con otros factores epidemiol6gicos,
clinicos y virologicos, como: vias de transmision, respuesta al
tratamiento, caracteristicas demograficas, diferencias geogréficas,
tendencias en la prevalencia y coinfecciones con otros virus que
comparten vias de transmision. Los datos fueron anonimizados en una
base de datos de SPSS y para el analisis se emplearon proporciones y
el test de Chi-cuadrado (y°).

De los 320 pacientes con hepatitis B crénica y una mediana de
edad de 52 afos (RIC 64-41), 268 eran nativos (83,8%) y 219 eran
hombres (68,4%). La distribucion de genotipos fue la siguiente: 15,3%
genotipo A (15,6% subgenotipo A2), 1,6% genotipo B, 2,5% genotipo
C, 71,6% genotipo D (40,7% subgenotipo D4 y 18,3% subgenotipo
D2), 3,1% genotipo E, 2,2% genotipo F, 3,1% genotipo G y 0,6%
genotipo H. Con respecto a la edad de los pacientes infectados
cronicamente por VHB, eran mas jovenes las mujeres, los inmigrantes
y por la misma razon, los pacientes infectados por genotipos no
autoctonos (B, C y E) ya que eran en su mayoria pacientes no nativos.
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En el 78,4% de los casos no se ha documentado un factor de riesgo
asociado a la infeccion por VHB, siendo la vertical la via de
transmision conocida predominante (11,9%). Se ha visto que el area
costera es la zona geogréfica con mayor carga de la enfermedad
(1,13%o). Sin embargo, el area metropolitana present6 un mayor indice
de Shannon que refleja una mayor diversidad de genotipos, con mayor
representatividad de los genotipos no autoctonos. Del total de
pacientes con HBC, el 7,2% estaban coinfectados con el VHC, el
10,6% con el VIH y el 3,3% con el VHD. EI genotipo A fue mas
prevalente en hombres, en el area rural, en pacientes con HC HBeAg
positivo, fue proporcionalmente mas tratado y se asocié a presencia de
antigeno e y carga viral més alta en el momento del diagnostico.
Como contraste, el genotipo D predomind en mujeres, en mayores de
50 afios, en el éarea costera, en la fase de IC HBeAg negativo y se
asocié a transmision vertical. EI genotipo A presentd una mejor
respuesta seroldgica y virologica que el genotipo D. El estudio
filogenético confirmo6 un inesperado predominio de subgenotipo D4
dentro del genotipo D en nuestra &rea que no se debe a un brote
epidémico y en lo relativo al genotipo A confirmé un aumento en el
namero de casos en los Gltimos afios debido al incremento del
subgenotipo A2.

Este estudio confirma que en Galicia la distribucion de genotipos
del VHB varia con la edad, el sexo, la procedencia, en las diferentes
fases de la historia natural de la HBC, en la respuesta al tratamiento y
en la coinfeccion con el VIH y/o el VHC y también dentro de las
diferentes areas geograficas y grupos epidemiolégicos. A pesar de
estas evidencias y de las timidas recomendaciones aparecidas en las
Gltimas guias, se necesitan datos adicionales, antes de poder
recomendar definitivamente su determinacion en la préactica clinica.
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1 INTRODUCCION

El virus de la hepatitis B (VHB) es un agente infeccioso causante
de hepatitis aguda y crénica, hecho ya conocido desde la década de
1940 (1). Sin embargo, no fue hasta la década de los 60 cuando se
empez06 a conocer la naturaleza de este virus. Varios descubrimientos
fueron clave en el estudio de la hepatitis B a lo largo de la historia,
como el descubrimiento del antigeno de superficie (HBsAQ), que fue
Ilamado antigeno Australia por Blumberg, y su posterior asociacion a
la hepatitis B (2-5), la visualizaciéon del virion completo del virus
(particula de Dane) (6) y la identificacion del antigeno e de la hepatitis
B (HBeAQ) (7).

Hace més de 50 afios del descubrimiento de VHB, y a pesar de
contar con una vacuna efectiva e implementada desde la década de los
80, la enfermedad es todavia un reto para la salud pablica (8, 9). Mas
de 240 millones de personas sufren hepatitis B cronica (HBC) en todo
el mundo, la mayoria de los casos se concentran en la region asiatica
del Pacifico (10) y la mortalidad anual asociada a la infeccion crénica
por el VHB es de 600.000 personas (11).

1.1 VIROLOGIA DEL VHB

1.1.1 Taxonomia

El virus de la hepatitis B se clasifica dentro del grupo de los
Hepadnavirus (familia Hepadnaviridae, género Orthohepadnavirus),
junto a los virus de las hepatitis de la marmota americana, virus de la
hepatitis de la ardilla y virus de la hepatitis del pato. Estos virus, todos
ellos hepatotropos, dan lugar a infecciones persistentes con
concentraciones de virus muy altas y particulas incompletas en la
sangre de los infectados.
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Los hepadnavirus estan filogenéticamente relacionados con
miembros de otras dos familias de virus: virus del mosaico de la
coliflor y Retroviridae y elementos transponibles relacionados (12).

1.1.2 Estructura del VHB

Los viriones del virus de la hepatitis B son particulas de doble
envuelta, de 40-42 nm de diametro, con una envuelta externa de
lipoproteinas que contiene tres glicoproteinas o antigenos de
superficie (denominados S, M y L) (6, 13). Dentro de la envuelta se
encuentra la nucleocépside o nucleo que contiene el genoma viral y la
polimerasa (14, 15).

Ademas de los viriones, las células infectadas por VHB producen
dos particulas lipoproteicas subvirales: esferas de 20 nm y formas
filamentosas de diametro similar. Estas particulas con antigeno de
superficie (HBsAg) contienen solo glucoproteinas de superficie y
lipidos del huésped (14, 15).

El genoma del virus de la hepatitis B tiene un tamafio de 3200
pares de bases de longitud y es parcialmente de doble cadena,
organizado con un patrén circular (16). Consta de una cadena negativa
completa, complementaria del ARNm, y una cadena positiva de
longitud incompleta (17). El genoma contiene cuatro promotores, dos
regiones potenciadoras o enhancer (Enh 1, Enh 2) y dos repeticiones
directas (DR1, DR2).

Durante la replicacion del virus, la cadena corta de ADN se
completa y se forma un ADN circular covalentemente cerrado
(ADNCccce). EI ADNccce sirve como molde para la transcripcion viral,
generando ARNm de 3.5, 2.4, 2.1y 0.7 kb(17).

El genoma de VHB tiene cuatro marcos abiertos de lectura (ORF:
open reading frame) (figura 1):

e Region preS1/preS2/S que codifica los tres antigenos de
superficie virales: proteina S, M y L. La proteina S o antigeno
de superficie de la hepatitis B (HBSAg) se sintetiza en el
citoplasma del hepatocito y pasa al suero en tres formas
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diferentes (particulas esféricas, tubulares y de Dane). Se
presenta muy precozmente en el suero, sefial evidente de la
infeccion, y desaparece o no, segun la evolucion del cuadro.
Esta codificado en el genoma viral por el gen S y existe en
dos formas, glicosilada (GP27) y no glicosilada (P24). La
proteina M (o preS2) esté codificada por las regiones Sy pre-
S2; tiene dos formas glicosiladas (GP33 y GP36). La proteina
L (o preS1) esta codificada por las regiones pre-S1, pre-S2 y
S. También presenta una forma glicosilada (GP42) y otra no
glicosilada (P39).

La proteina S constituye el grueso de las proteinas de la
envuelta mientras la proteina L es necesaria para la union del
virus a la célula receptora y en el ensamblaje y liberacion del
virion (17).

Region PC/CP codifica la proteina principal viral o
polipéptido de la nucleocapside (HBcAQ) y el antigeno e de
la hepatitis B (HBeAg). La region PC codifica una secuencia
sefial que la dirige a su procesamiento en el Aparato de Golgi
y a su liberacion como HBeAg. EI HBeAg juega un papel
importante en la modulacion de la respuesta inmune del
huésped (18). EI HBcAg es esencial para el ensamblaje de la
capsula y la regulacion de la replicacion (17).

La region que codifica la polimerasa es especifica para dicha
proteina. La polimerasa viral, con accion también de reverso
transcriptasa, es la responsable de la sintesis de ADN en las
celulas infectadas y de los trascritos de ARNm (19, 20).

La regién X codifica la proteina viral X (HBx) que modula la
sefial de transduccion de la célula del huésped y regula la
expresion genética tanto del huésped como del virus (21). La
proteina X es necesaria para la replicacion del virus y su
dispersion. Otra funcion de esta proteina es la de promover la
infeccion cronica mediante diversos mecanismos como por
ejemplo previniendo la apoptosis de los hepatocitos
infectados (17).
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2.1kb )

Figura 1. Representacion esquematica del genoma del VHB. Imagen modificada
de Gish et al. 2015y Tong et al. 2016 (17, 22).

1.1.3 Ciclo bioldgico del VHB (figura 2)

e Union y entrada del virus en la célula

El VHB entra en el hepatocito a través del receptor polipeptidico
de cotransporte sodio-taurocolato (NTCP) (23) y la envoltura viral se
rompe, libera la nucleocapside al citoplasma, y ésta se dirige al nucleo
conducida por la sefial de localizacion nuclear presente en la proteina
del core (24, 25).

e Transcripcion
La nucleocépside se puede desintegrar en la membrana nuclear
liberando el ADN viral para su posterior transporte al ndcleo celular y,

28



Introduccién

una vez en el nucleo de los hepatocitos, el genoma infectante se
convierte en un ADN circular cerrado covalentemente (ADNccc) por
accion de la polimerasa viral. La cadena negativa del ADNccc sirve de
molde para la transcripcion de los distintos ARN virales mediante la
ARN polimerasa Il del hepatocito. Se generan cinco transcritos de
ARN, dos de ellos gendmicos y tres subgendmicos.

e Traduccion

En el citoplasma, el ARN pregenémico (pgARN) se traduce en la
proteina del core y la polimerasa viral, el ARN subgenémico se
traduce en las tres proteinas de la envuelta y la proteina X.

e Encapsidacion

Posteriormente, se ensamblan las nucleocépsides en el citosol, y
durante este proceso una molécula de ARN genomico junto a la
polimerasa viral se incorporan al core viral (17).

e Reversotranscripcién

Tras la encapsidacion del ARN viral, la reverso transcriptasa
empieza la sintesis de las dos cadenas de ADN de forma secuencial.
La primera cadena en sintetizarse es la negativa y lo hace a partir del
PgARN encapsidado que actia como molde para la retrotranscripcion
y que es degradado por la funcion de ribonucleasa H (RNAasa H) que
posee la polimerasa viral.

e Sintesis de ADNccc y/o liberacion de las particulas virales

La particula del core que contiene el genoma de ADN ya formado
puede entonces regresar al nicleo para la sintesis de nuevo ADNccc o
bien las nucleocapsides maduras (con ADN parcialmente de doble
cadena) se recubren en el reticulo endoplasmatico con una envuelta
lipido-proteica caracteristica, son transportadas al aparato de Golgi y
desde alli son liberadas al espacio extracelular (26).

Las proteinas de la envuelta tras ser sintetizadas en los ribosomas
de los hepatocitos, inicialmente se insertan en la membrana del
reticulo endoplasmatico para posteriormente formar en el lumen del
reticulo endoplasmatico particulas S no infecciosas compuestas sélo
por proteina S y lipidos.
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Figura 2. Ciclo biologico del virus de la hepatitis B. Modificada de Tong et al.
2016 (22)

1.1.4 Clasificacion

El VHB se clasifica en nueve subtipos serolégicos (adw2, adw4,
adr, adrg-, aywl, ayw2, ayw3, ayw4 y ayr) basandose en los
determinantes antigénicos del antigeno de superficie (27).

En 1988, Okamoto et al. fueron los primeros en clasificar el VHB
en genotipos (28). Actualmente, basandose en una divergencia
genética de >7,5% en el genoma completo hay descritos 10 genotipos
distintos del VHB (A, B, C, D, E, F, G, H, I 'y J) (29-31).

Cuando la divergencia es mayor al 4% pero inferior al 7,5% de la
secuencia nucleotidica del genoma completo se describen los
subgenotipos (32). Se han descrito numerosos subgenotipos dentro de
los genotipos A-D y F (30).

Divergencias menores al 4% en el genoma completo del VHB
determinan la existencia de los distintos “clados” (33).

Kramvis y otros autores han estudiado la relacion entre los subtipos
seroldgicos del VHB y los distintos genotipos y subgenotipos del virus
(28, 29, 31, 34-36). Existe una correlacion amplia y estadisticamente
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significativa entre los subtipos seroldgicos y los genotipos, y en algunos
casos, los subtipos serologicos pueden usarse para diferenciar
subgenotipos (33). Sin embargo, los datos analizados son escasos y son
necesarios mas estudios. Ademas, se ha visto que un mismo subtipo
puede clasificarse en diferentes genotipos (31, 37) (Tabla 1).

Tabla 1. Relacion entre los genotipos, subgenotipos y subtipos serolégicos del VHB
Genotipo Subgenotipo Subtipo seroldgico

A1 adw2/ayw2
A2 adw2
quasi-subgenotipo A3 (A3,A4,A5) ayw1
A4 (A6) ayw1 / adw4*
B1 adw2
B2 adw2
quasi-subgenotipo B3 (B3, B5, B7-B9, B6 adw2
China)
B4 ayw1/adw2
B5 (B6) adw2 / adr*
1 adr
quasi-subgenotipo C2 (C2, C14, adr
secuancias no definidas)
Cc3 adr
C4 ayw2/ayw3
C5 adw2
C6-C12 adr
C13-C15 adr

C16 ayr*

ayw4

F1 adw4
F2 adw4
F3 adw4
F4 adw4 / adw2*/ayw4*

adw2

*Subtipo raro en este genotipo. Tabla modificada de UpToDate 2018 “Clinical significance of
HBV genotypes” y Kramvis et al. 2014 (31, 37).
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1.1.5 Variabilidad genética

La variabilidad genética del virus de la hepatitis B se debe a la
mutacion natural y a la recombinacion.

La tasa de mutacion es alta debido fundamentalmente a que la
reverso transcriptasa carece de funcidn correctora de errores. Sin
embargo, como consecuencia de las restricciones del solapamiento de
los marcos abiertos de lectura y la presencia de ARN secundario
codificado por regiones no solapantes, la tasa de mutacion de las
diferentes regiones del genoma del VHB varia (38, 39). Se estima que
la tasa de sustitucion de nucledtidos por lugar y por afio es de 1.4-3.2
x 10, lo que supera en 10 veces la tasa de otros virus ADN y en 100
veces la del genoma humano (32).

La recombinacion es otro mecanismo potencial para el desarrollo
de cepas divergentes de VHB y se ha descrito entre diferentes
genotipos del virus (40). Es frecuente la coexistencia de mas de un
genotipo con alta prevalencia en wuna determinada region,
especialmente para los genotipo B 'y C en zonas de Asia y el Pacifico,
0 los genotipos A y D en los paises occidentales. Por lo tanto, la
infeccion mixta con diferentes genotipos del VHB no es infrecuente y
tiene interés viroldgico y clinico (41). La coinfeccion con diferentes
genotipos de VHB conduce ademas a la recombinacion de diferentes
cepas virales (42). La recombinacion intergenotipica de cepas de VHB
se ha descrito ampliamente. La mayoria de recombinantes son
hibridos B/C o A/D. Los genotipos A y C mostraron una mayor
tendencia a la recombinacion con otros genotipos (43). Analizando en
torno a 3400 secuencias completas de VHB, Shi et al identificaron 44
patrones de recombinacion intergenotipica. S6lo los genotipos H y J
no mostraron recombinacién, frente al genotipo | que estd compuesto
exclusivamente de recombinantes y al 93% del genotipo B que son
recombinantes. Los puntos de recombinacion ocurren mas
frecuentemente en las regiones precore (PC) y del promotor basal del
core (BCP), con puntos de la region que codifica el antigeno de
superficie y la region del core (8, 40, 44).

Debido a su alta variabilidad genética, el VHB existe como una
quasi-especie viral, una poblacion viral heterogénea compuesta por
genomas muy similares pero no idénticos (45). La cepa predominante
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se selecciona en base a factores como la respuesta inmune del
huésped, la capacidad de replicacion viral y las presiones externas
como por ejemplo la terapia antiviral (46). Las mutaciones en la
region precore (PC) y la region del promotor basal del core (BCP) son
las més frecuentes y tienen como resultado la reduccion o supresion
total de la produccion de HBeAg.

Dentro de los marcadores moleculares del VHB, ademas de los
genotipos, se han descrito grupos de variantes genéticas que se
observan con una frecuencia significativa en muestras de pacientes y
que son de especial interés en el curso de la infeccion por el VHB ya
que constituyen potenciales marcadores virologicos de la infeccion
por este virus al demostrar que tienen implicaciones en el diagndstico,
patogénesis y tratamiento de la HBC. Entre estas variantes
encontramos las de la envuelta viral, las de la region precore/core, y
las de la polimerasa viral. Estas Gltimas asociadas a la resistencia
antiviral.

1.1.5.1 Variantesenel gen S

Se han descrito variantes con mutaciones de aminoécidos en el
HBsAg dentro y en las cercanias del determinante “a”, delimitado por
los aminodcidos 121 a 149 de la region S, que pueden escapar a la
proteccion de la vacuna. Ademas, la generacién de estos mutantes de
escape en el gen S puede ocasionar también reactivaciones del VHB
en pacientes previamente inmunizados con anti-HBs, asi como errores
en el diagndstico seroldgico de la hepatitis B, cuando éste se basa en
la deteccidn del HBsAg (30, 47-49).

1.1.5.2 Variantesen PCy PBC

Las variantes de la region precore/core (preC-C) son aquellas que
impiden o disminuyen la expresion del HBeAg.

Las principales variantes que impiden la expresion del HBeAg
contienen en su mayoria cambios en la region del promotor basal del
core (PBC), principalmente la doble mutacion A1762T y G1764A
(30). Por estos motivos no se puede considerar al HBeAg
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estrictamente como un marcador de replicacion viral, ya que su
negatividad no se relaciona con la ausencia de replicacion.

Por lo que se refiere a su significado clinico, la presencia de estas
variantes (junto a la delecion pre-S) suele asociarse a determinados
genotipos virales y a formas mas graves de enfermedad hepética con
progresion a cirrosis y CHC, habiéndose incluso asociado alguna de
ellas con el proceso de hepatocarcinogénesis y con casos de hepatitis
fulminante (50). A este respecto, se ha descrito que el llamado
genotipo mutacional complejo (MCG), que agrupa a las 8 mutaciones
més frecuentes en las regiones X/PC (G1613A, C1653T, T1753V,
Al1762T, G1764A, A1846T, G1896A y G1899A) puede ser utilizado
como indicador de riesgo para el desarrollo de CHC, pudiendo servir
de guia en el algoritmo de cribado de éste en pacientes con HBC (30).

Por otra parte, la influencia de estas variantes sobre la respuesta a
los agentes antivirales es controvertida ya que existen muy pocas
evidencias sobre su utilidad como factores prondstico a dicha
respuesta.

1.1.5.3 Variantes en el gen POL

Tal y como se comentara mas adelante, la terapia antiviral es la
Unica opcidn para prevenir la progresion de la enfermedad crénica en
la infeccidn por el VHB. El objetivo de ésta es reducir la carga viral al
nivel méas bajo posible, para asegurar un grado de supresion viroldgica
que conduzca a la remision bioguimica, mejora histoldgica y a la
prevencion de las complicaciones. Ademas, la reduccién sostenida de
la carga viral a niveles indetectables también es necesaria para reducir
el riesgo de resistencia a andlogos de nucleds(t)idos (NUC), ya que el
principal problema concerniente al tratamiento prolongado con estos
antivirales es sin duda la seleccién de variantes portadoras de
mutaciones que les confieren resistencia (47).

Actualmente, la terapia antiviral oral con los agentes de mayor
potencia y barrera genética como el ETV y TDF se ha convertido en el
pilar del tratamiento de la HBC, principalmente debido a los efectos
de su supresion viral potente y duradera y también debido en parte a la
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sencillez de su dosificacion diaria y a la ausencia significativa de
resistencias y efectos adversos (47, 51).

Las mutaciones de resistencia se seleccionan en diferentes
regiones del gen de la polimerasa y son especificas de cada farmaco o
familia de farmacos, aunque también se han identificado mutaciones
que pueden conferir resistencia cruzada entre los diferentes antivirales.
Entre estas sustituciones destacan para los L-nucledsidos las
mutaciones en la region YMDD (rtM204V/I) y la mutacion rtL180M
que les confieren resistencia en los analisis in vitro.

En los alquilfosfonatos, la resistencia a Adefovir (ADV) se ha
asociado al cambio de aminoécido rtA181T y rtN236T en los
dominios B y D de la polimerasa del VHB. Por lo que se refiere al
Tenofovir, sefalar que su elevada barrera genética para el desarrollo
de resistencias hace que la emergencia de éstas en los pacientes a
tratamiento sea excepcional.

Por ultimo, aunque la resistencia a ETV (D-ciclopentano) es
infrecuente (<1,2%) en los pacientes naives a NUC, sin embargo el
riesgo es alto en pacientes que presentan o presentaron resistencia a
lamivudina (LAM). Esta se caracteriza por la presencia o seleccion de
mutaciones en diferentes dominios de la polimerasa.

Por lo tanto, el estudio de estas variantes genéticas (junto con la
monitorizaciéon de la carga viral) se presenta como una herramienta
viroldgica clave para un correcto manejo terapéutico de los pacientes
con HBC.

Sin embargo, dadas las pautas actuales de manejo del tratamiento
de la HBC, la identificacion de sustituciones de aminoécidos
asociadas con la resistencia tiene poco valor clinico, ya que esta
informacién rara vez influye en la eleccion de la terapia. Por lo que las
pruebas de resistencia generalmente no se estan recomendando ni
solicitando, al asumirse que los incrementos en la carga viral son
indicativos de la resistencia antiviral. No obstante, la resistencia a los
NUC solo puede ser confirmada con ensayos genotipicos o fenotipicos
en el laboratorio, y es especialmente concluyente su determinacion
con la presencia de la mutacion cruzada A181V/T que puede implicar
la excepcional administracion combinada de ETV y TDF (47).
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1.2  GENOTIPOS
1.2.1 Genotipos del VHB y su filodinamica

1.2.1.1 Genotipo Ay sus subgenotipos

El genotipo A se caracteriza por una insercion de 6 nucleétidos en
el extremo carboxilo terminal del gen core. El genotipo A se clasifica
en los subgenotipos Al, A2, A4y el quasi-subgenotipo A3(31).

El genotipo A es el segundo méas ubicuo. El subgenotipo Al se
extiende por el sur y este de Africa y el sur de Asia y América. El
subgenotipo A2 es el mas extendido por Europa y norte de América y
también se encuentra en el sur de Africa (52).

Hannoun et al. han sugerido que el origen del genotipo A esta en
Africa y han planteado la hip6tesis de que los navegantes portugueses
en el siglo XVI y XVII hayan traido a Europa el subgenotipo A2, asi
como el subgenotipo Al haya llegado a Asia como consecuencia del
comercio y los viajes entre Africa y el sur de Asia (53).

1.2.1.2 Genotipo By sus subgenotipos

Basandose en la filogenia y en una divergencia genética de >4%,
los subgenotipos de B se han clasificado en: B1, B2, B4-B6 y el quasi-
subgenotipo B3 (44). El subgenotipo B1, presente predominantemente
en Japén, y B5, presente en poblacion Inuit Canadiense, representan el
genotipo B sin recombinacion con el genotipo C en la region
precore/core, al contrario de lo que ocurre con los demas
subgenotipos de B (54). El subgenotipo B1 fue probablemente el
antecesor de B5, siendo portado por poblacion indigena durante la
migracion desde Alaska y Siberia hacia América del Norte y
Groenlandia (55, 56).

1.2.1.3 Genotipo C y sus subgenotipos

El genotipo C es el genotipo de VHB mas antiguo (57). Tiene el
mayor numero de subgenotipos, C1-C16, lo que refleja la larga
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duracion de su endemicidad en humanos (58). El subgenotipo C4 esta
descrito Unicamente en poblacion indigena del norte de Australia que
desciende de un grupo fundador que emigré desde Africa hace mas de
50.000 afios (59, 60).

1.2.1.4 Genotipo D y sus subgenotipos

El genotipo D es el mas prevalente en el norte y este de Europa,
en el este y centro del area mediterranea, norte de Africa y Este medio,
pero también presenta una alta prevalencia en el subcontinente Indio y
ciertas islas del Océano Indico, ademés también se ha identificado en
Oceania (52). Estudios recientes han concluido que el genotipo D se
clasifica en 6 subgenotipos (D1-D6) (31). El subgenotipo D1 es el méas
prevalente en Grecia, Turquia y norte de Africa; el D2 predomina en
el noreste de Europa y Albania; y el D3 en lItalia y Serbia (52). El
subgenotipo D4, presente en poblacion aborigen de Papla Guinea y
Australia (35) y en un pequefio porcentaje de poblacion Inuit
Canadiense (56), es de aparicion temprana durante las migraciones
humanas intercontinentales. Es més, se ha descrito un recombinante
del subgenotipo D4 en Sudan. Es posible que el subgenotipo D4 sea
originario de Africa y con el tiempo haya sido reemplazado por otros
subgenotipos de D (61). El subgenotipo D5 parece ser el mas antiguo
de los subgenotipos de D (62), pero otros estudios filogenéticos no
apoyan esta hipdtesis (57, 61).

Una reconstruccion filogeografica del genotipo D en Europa y la
cuenca Mediterranea indica que éste genotipo se originé en la segunda
mitad del siglo XIX en India y que probablemente el subgenotipo D5
fue el primero en divergir. Después los subgenotipos D1-D3
divergieron en Asia central y se expandieron a Europa y la cuenca
Mediterranea por dos vias: una ruta suroeste (relacionada con la
expansion de D1), a través del Medio Este y que alcanzo el norte de
Africa y el sureste Mediterraneo, y una ruta noroeste (asociada a D2)
que cruzo la Union Soviética y alcanzo el este de Europa y el
Mediterraneo a través de Albania (63).
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1.2.1.5 Genotipo E

El genotipo E se corresponde con un unico subtipo seroldgico
ayw4 y se diferencia del resto de genotipos por una delecion en la
region preS1. Este genotipo es endémico en el oeste y el norte de
Africa y tiene una baja diversidad genética, lo que indica una
emergencia reciente de menos de 200 afios (64). Al contrario de lo que
ocurre con el subgenotipo Al, el genotipo E no se ha dispersado por el
mundo con el comercio de esclavos lo que indica que su aparicion es
posterior (65). El genotipo E se encuentra en casi exclusivamente en
Africa y en descendientes de africanos. Algunos estudios datan el
antecesor comdn mas reciente de este genotipo en 130 afios y otros en
6000 afios, lo que sugiere que podria haber sido reintroducido
recientemente (65).

1.2.1.6 Genotipo F y sus subgenotipos

Todo el genotipo F pertenece al subtipo serolégico adw4 y se
clasifica en los subgenotipos F1-F4. Se encuentra en poblaciones
amerindias de América Central y Sudamérica, asi como en Alaska
(32).

El subgenotipo F1 es muy prevalente en América Central, Alaska
y sureste americano; el F2 es muy prevalente en Venezuela y también
estd presente en Brasil; F3 esta presente en el centro (Panama) y norte
de América Latina (Colombia y Venezuela) y F4 esta presente en
Bolivia y Argentina (52).

Los estudios filodindamicos del genotipo F y sus subgenotipos no
son concluyentes por la falta de acuerdo en relacién a la tasa de
sustitucion del virus.

1.2.1.7 Genotipo G

El genotipo G se caracteriza por una insercion de 36 nucleétidos
en la region del core y dos codones de parada en las posiciones 2 y 28
de la region precore/core, lo que impide la expresion de HBeAg (66).
Por esta razon, algunos autores sostienen la hipotesis de que el
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genotipo G solo puede establecer infeccion cronica en presencia de
otros genotipos del virus, méas frecuentemente el subgenotipo A2 (67,
68). El genotipo G es menos divergente que el genotipo E. Se cree que
tiene un origen africano (66, 67).

1.2.1.8 Genotipo H

El genotipo H prevalece en poblacion mejicana, tanto indigena
como mestiza, lo que apoya la hipotesis de una larga historia en los
descendientes de los aztecas previa a la llegada de los Europeos (69).
Esta estrechamente relacionado con el genotipo F.

1.2.1.9 Genotipo | y sus subgenotipos

El genotipo | fue propuesto en 2008 tras la secuenciacion del
genoma completo de una Unica cepa presente en un hombre vietnamita
(70). Se describieron dos subgenotipos, 11 e 12, con los subtipos
viroldgicos adw2 y ayw2, respectivamente (71).

La amplia distribucion geografica del genotipo | sugiere que ha
sido endémico en gran parte de Asia durante mucho tiempo. El
genotipo | es un recombinante de los genotipos A, C, G y un genotipo
indeterminado. Cuando se analiza el genoma completo se observa
similitud genética con el genotipo C, mientras que si se analiza solo la
polimerasa se asemeja al genotipo A (72).

1.2.1.10 Genotipo J

Esta cepa se aislé de un unico hombre Japonés con carcinoma
hepatocelular (73). Locarnini et al. concluyeron que el genotipo J era
un recombinante en la region S del genotipo C y una cepa de VHB de
gibon (42). Aunque el genotipo J cumple los criterios para ser
clasificado como un nuevo genotipo, puede representar una
transmision cruzada entre especies, por lo que se requieren mas
estudios para confirmar su existencia.
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1.2.2 Métodos de identificacion del genotipo

Varios son los métodos de genotipado de VHB desarrollados

hasta la fecha. Todos ellos presentan

unas caracteristicas de

sensibilidad, especificidad, tiempo de respuesta y coste variables. Las
técnicas de genotipado mas comunes se resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Técnicas de genotipado del VHB mas comunes
(Modificada de Madan et al. 2012).

Técnica de

genotipado Ventajas

Técnica de referencia
Detecta genotipos nuevos

Secuenciacion
directa

Desventajas

Alto coste y laboriosa

Sencilla, barata y detecta

INNO-LIPA . \
coinfecciones

Mayor coste que ELISA y PCR

La presencia de SNPs en
posiciones iniciales puede
afectar a la deteccion

Sencilla, barata y detecta
coinfecciones

La presencia de SNPs en
posiciones iniciales puede
afectar a la deteccion

Sencilla, barata y aplicable a
gran nimero de muestras, no
requiere PCR

Resultados indeterminados
hasta en el 23% de los casos

Alta sensibilidad, rapida, alto

PCR Multiplex rendimiento

La presencia de SNPs en
posiciones iniciales puede
afectar a la deteccion

Alta sensibilidad, rapiday
contaminacion cruzada poco
probable

PCR tiempo real

La presencia de SNPs en
posiciones iniciales puede
afectar a la deteccion

Alta sensibilidad, rapida, alto
rendimiento y detecta
mutaciones

ADN Microarray
Chips

Alto coste

La presencia de SNPs en
posiciones iniciales puede
afectar a la deteccion

ADN: acido desoxirribonucleico; ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay): inmunoensayo
enzimatico; PCR (polymerase chain reaction): reaccion en cadena de la polimerasa;
RFLP(restriction fragment length polymorphism): polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion; SNP(single nucleotide polymorphism): polimorfismo de un Unico nucleotido.
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El método de referencia es la secuenciacion completa del genoma
seguida del analisis filogenético conjunto de las secuencias generadas y
de las secuencias de referencia. Aungue este método es muy sensible y
permite la deteccibn de nuevos genotipos y de genotipos
recombinantes, es un método caro y requiere mucho tiempo para su
realizacion, y ademas presenta como desventaja principal la deteccion
unicamente del genotipo predominante en la mezcla. Una alternativa a
la secuenciacion completa del genoma es el analisis de un solo gen (37).
La sensibilidad de la secuenciacion de un solo gen depende del grado de
homologia de la secuencia asi como del tamafio de ésta (74, 75).

TRUGENE VHB Genotyping kit (Siemens Medical Solutions
Diagnostics, NY, USA) es un kit comercial de secuenciacion directa
actualmente en desuso. Es un kit dos en uno ya que se pueden detectar
simultaneamente el genotipo y las mutaciones de la secuencia en
muestras de suero o plasma (76). Actualmente en el mercado hay
disponible otro kit comercial de secuenciacion directa, Abbott VHB
sequencing assay® basado en la tecnologia de PCR a tiempo real y
secuenciacion de tipo Sanger de la region codificante de la polimerasa
del genoma viral. Este Kit también es capaz de detectar
simultaneamente el genotipo viral y la resistencia a farmacos (77).

Las técnicas de hibridacidn reversa (INNO-LiPA) han demostrado
ser Utiles para el genotipado y ademas pueden identificar las
infecciones mixtas (74).

También se puede determinar el genotipo del VHB con técnicas
de  inmunoensayo enzimatico (ELISA  “Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay”) usando anticuerpos monoclonales frente a
epitopos especificos de cada genotipo en la region preS2 (78).

Otra alternativa es el RFLP (Restriction fragment length
polymorphism) que se basa en la amplificacion por PCR del gen S, la
digestion con enzimas de restriccion y la separacién de los fragmentos
por electroforesis (79).

Tambien se han desarrollado numerosas PCR multiplex (80-83)
para el genotipado de VHB.

La espectrometria de masas (MALDI-TOF) constituye un
prometedor método de genotipado por su rapidez, facilidad de
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automatizacion y por tanto, capacidad de manejo de grandes volumenes
de muestras y lo més importante, por obtener resultados que concuerdan
en gran medida con los obtenidos por secuenciacion (84).

El subtipado seroldgico es otro método de genotipado que tiene
utilidad en los estudios epidemioldgicos y de screening poblacional
por su bajo coste, su fécil realizacién y su alto rendimiento (75, 85).
Ademas se ha demostrado en un estudio de Laperche et al. que el
subtipado seroldgico es superior a los estudios moleculares para
genotipar portadores de VHB con carga viral indetectable.

Otras técnicas descritas para genotipar VHB son Oligonucleotide
microarray chips, Flow-through reverse dot blot (FT-RDB),
Restriction fragment mass polymorfhism (RFMP), PCR invader assay
y PCR en tiempo real (76).

1.2.3 Prevalenciay distribucion de genotipos

1.2.3.1 A nivel global

Aproximadamente un 30% de la poblacion mundial muestra
evidencia seroldgica de infeccidn actual o pasada por VHB (86). Se
estima que hay 257 millones de personas en el mundo con infeccion
cronica por el virus de la hepatitis B (87). El 15-40% de las personas
infectadas desarrollaran una enfermedad grave, resultando en 1.2
millones de muertes al afio (9).

La hepatitis B cronica es endémica en el Sur de Asia, China,
Africa sub-sahariana, Micronesia y Polinesia, y las poblaciones
indigenas de Alaska, norte de Canada, Groenlandia, Australia y Nueva
Zelanda. En estas regiones de alta prevalencia, mas del 7% de la
poblacion  estd  cronicamente infectada por VHB  (88).
Aproximadamente un 45% de la poblacion mundial vive en zonas con
alta prevalencia (89). En regiones del sur de Europa Central y del
Este, la cuenca amazodnica, medio Este y la India las tasas de
prevalencia son moderadas, en torno a 2-7% (90). Son regiones de
baja prevalencia de hepatitis B cronica (<2%) el norte de América,
Reino Unido y norte de Europa (9).
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Los genotipos del virus de la hepatitis B presentan una
distribucion etno-geografica caracteristica (figura 3 y tabla 3).
Algunos de ellos son ubicuos, como el genotipo A, que esta presente
en el noroeste de Europa, Norte América y Africa Central, y el
genotipo D, que pese a estar presente en todo el mundo es mas
prevalente en el area Mediterrdnea, Este Medio y sur de Asia (35, 91).
Los genotipos B y C se encuentran solo en Asia (28), el genotipo E en
Africa subsahariana y el F en América del Sur y América Central (35,
92). El genotipo G se ha encontrado en Francia y Estados Unidos (93),
mientras que el genotipo H parece encontrarse solamente en América
Latina (94).

Mas recientemente, se han propuesto dos nuevos genotipos, el
primero de ellos, el genotipo I, presente en el noroeste de China, este
de la India, Laos y Vietnam. Y el segundo, genotipo J, aislado en un
paciente Japonés con carcinoma hepatocelular (52).
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Figura 3. Distribucién global de los ocho genotipos del virus de la hepatitis B.
Los numeros al lado de los graficos circulares son el nimero de aislamientos
genotipados. El tamafo del grafico circular se ajusté para que todos los
segmentos del grafico circular estén visibles (95). Con permiso de Elsevier.
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Tabla 3. Prevalencia de genotipos del VHB en las distintas areas geograficas.
Adaptada de Croagh CMN et al. 2015(30)

Area geografica Distribucion de genotipos

Africa subsaharll_airl;?a()Egmto, Argelia, Genotipo D
Oeste de AfricalC (Guin,ea Bissau, Ghana, Genotipo E y también A
amerun)
Africa central Genotipo E y también A
Este de Africa (Malawi, Tanzania) Genotipo A
Sur de Africa Genotipo A

| uemnmeordren suopen |

N

Norte de América

Mezcla de genotipos A y D. Genotipos F
y B en nativos de Alaska
Genotipo H (México)
Genotipo F (Costa Rica)
Genotipo F predominante y Genotipos
Ay D en Brazil/Argentina

América central

Sur de América

Oeste de Asia (Iran, Yemen, Arabia
Saudi, Turquia)
Asia central (Uzbekistan, Tajikistan,

Afghanistan, Pakistan)
Sur de Asia (India, Pakistan) EERSNERE Geg l:gtdilsop: I R

Australia Genotipo A, B, Cy D

Genotipo D

Genotipo D

1.2.3.2 Europa

En zonas del este y sur de Europa, la prevalencia de hepatitis B
cronica es mayor que en el resto de Europa. Se estima que 4.49
millones de personas tienen hepatitis B crénica en el continente
europeo. En 2013, los paises europeos reportaron un total de 13.629
casos de hepatitis B cronica (7.4 casos por 100.000 habitantes) al
ECDC.

Los datos sobre las prevalencias de los distintos genotipos del
VHB en Europa son limitados (96-102). Los genotipos A y D se ha
visto que son los prevalentes en la cuenca mediterranea (103). Sin
embargo, no hay datos en relacion a los subtipos antigénicos
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asociados a estos genotipos y el origen de algunas cepas encontradas
no pudo ser evaluado.

En los paises de la cuenca mediterranea, en particular Grecia,
Italia y Espafa, el genotipo D es el genotipo predominante. El
genotipo D también se encuentra en un 50% de los casos de Europa
del Este, con el genotipo A en el 30% aproximadamente. Aunque
algunos paises tienen una proporcion mayor de genotipo A, como
Polonia (86%) y Republica Checa (67%), el genotipo D se encuentra
en la mayoria de los pacientes de Rusia (93%), Rumania (67%) y
Croacia (80%). Las proporciones de genotipos A y D son similares
(30-40%) en el resto de Europa con contribuciones menores de otros
genotipos como el B y el C, debido mayormente a las migraciones
(30).

Un estudio de Amsterdam sugiere que la distribucion de
genotipos en el Oeste de Europa esté influenciada significativamente
por la llegada de portadores de VHB desde otros continentes (104).
Por esta razon, se espera que la epidemiologia molecular del VHB
cambie en los paises con una alta tasa de inmigracion (36).

En 2015, Bissinger et al. estudiaron un total de 408 pacientes
seguidos en un centro aleméan, de los cuales mas del 85% eran
inmigrantes o descendientes de inmigrantes. Realizaron el genotipado
de 276 de estos pacientes y encontraron que el genotipo D era el mas
frecuente seguido del genotipo A (68,1% y 19,9%, respectivamente).
Con sus resultados concluyeron que la distribucién de genotipos de
VHB estaba estrechamente relacionada con la tipologia de
inmigracion 'y con el patron geogréfico de origen. También
encontraron que so6lo en los pacientes de Europa Central el genotipo A
era predominante (55.8%) seguido por el genotipo D (38.5%) (105).

En 2011 se realizo en Grecia un estudio epidemiologico en 135
pacientes con infeccién cronica por VHB y se obtuvo la siguiente
distribucion de genotipos: 98% de genotipo D, 1% de genotipo A y
0,5% de genotipo B asi como de genotipo C (102).

En Montenegro en el afio 2015 Vratnica et al. llevaron a cabo un
estudio de prevalencia y distribucién de genotipos y subgenotipos en
150 pacientes infectados cronicamente por VHB y obtuvieron que los
subgenotipos D2 y D3 eran los mas prevalentes (representando un
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36,8% y 32,3%, respectivamente) seguidos por el subgenotipo A2
(19,8%) y el D1 (5,1%) (106).

1.2.3.3 Espafia

Segln se puede consultar en la web del Center for Disease
Control and Prevention (107) actualmente en Espafia la prevalencia
de infeccion crénica por el VHB se encuentra por debajo del 2%,
prevalencia baja. Los estudios realizados en Espafia sobre la
prevalencia de HBC son escasos (12, 36, 98, 108-110).

La posicién geogréafica de Espafia, junto a las relaciones historicas
con el continente americano, hacen que éste pais sea la principal
puerta de entrada en Europa de inmigrantes procedentes de Africa y
América Latina, y como consecuencia de la importacion de cepas
exoticas de VHB que pueden emerger en Europa (36).

Pocos estudios se han hecho en nuestro pais de la prevalencia y
distribucion de genotipos del VHB, si bien en todos ellos se concluye
que los genotipos A 'y D son los predominantes.

Sanchez-Tapias et al. en el afio 2002 encontraron que en un total
de 269 pacientes con HBC, el genotipo A representaba el 52%, el
genotipo D el 35% y el genotipo F el 7% (98).

Echevarria et al. en el afio 2004 analizaron las muestras de 278
portadores de VHB con carga viral detectable, encontrando que los
genotipos A 'y D eran los mas frecuentes (89,5%). El genotipo D era el
predominante, pero su prevalencia era significativamente menor en los
portadores HBeAg positivos. Se identificaron cepas de genotipo F
infectando a cuatro pacientes nativos. Mientras todas las cepas de los
genotipos B y C infectaban a pacientes asiaticos, el genotipo E se
identificé en pacientes africanos y en dos pacientes nativos que nunca
habian viajado a Africa (111).

Echevarria et al. en el afio 2005 estudiaron 269 cepas de
portadores de VHB que vivian en Espafia y encontraron un 25,3% del
genotipo A, 0,7% del genotipo B, 2,2% del genotipo C, 66,2% del
genotipo D, 3,7% del genotipo E y un 1,9% del genotipo F. Todas las
cepas de los genotipos B y C estudiadas eran de inmigrantes Chinos, y
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todas menos una del genotipo E provenian de inmigrantes del Africa
sub-Sahariana (36).

Rodriguez-Frias et al. en el afio 2005 encontraron la siguiente
distribucion de genotipos en un total de 486 pacientes con HBsAg
positivo: los genotipos D (48.1%) y A (39.5%) fueron los mas
frecuentes, sequidos de F (4.1%) y B, C y E (<1%) (108).

Pena-Lopez et al. en el afio 2005 realizaron el estudio de
genotipado del VHB en muestras de 84 pacientes infectados
cronicamente residentes en Gran Canaria y obtuvieron la siguiente
distribucion de genotipos: genotipo A representaba un 54,8%, D un
23,8%, F un 2,4% vy el genotipo C un 1,2%. Ademas encontraban un
17,9% de coinfecciones por mas de un genotipo (112).

Toro et al. en el afio 2006 estudiaron el genotipo del VHB en 43
pacientes inmigrantes residentes en Canarias y concluyeron que el
genotipo predominante era el D, seguido por el genotipo A (A2 y A3)
yel E (113).

Basaras et al. en el afio 2007 identificaron el genotipo de VHB en
14 pacientes con hepatitis B cronica y obtuvieron que 64,3% eran de
genotipo D y el 28,6% de genotipo A, encontraron ademas un caso de
coinfeccion de genotipos D y E (114).

Rivas et al. en el afio 2013 analizaron el genotipo de VHB en un
total de 34 pacientes inmigrantes de procedencia africana residentes en
Espafia infectados cronicamente por el virus y obtuvieron que los
genotipos predominantes eran el A y E (64,7% y 29,4%,
respectivamente) (115).

En el reciente estudio epidemiolégico GEHEP 010 que analizo
los datos obtenidos en un total de 5.420 pacientes infectados
cronicamente por VHB y procedentes de 17 hospitales espafioles se ha
obtenido la siguiente distribucion de genotipos de VHB: genotipo A
representaba un 30,1%, genotipo B un 2,1%, genotipo C un 3,3%,
genotipo D un 51,5%, genotipo E un 3,6%, genotipo F un 5,1%,
genotipo G un 0,4%, genotipo H un 0,3% y un 3,6% eran
coinfecciones (116).
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1.2.3.4 Galicia

No hay estudios que muestren la prevalencia de la hepatitis B en
nuestra Comunidad Autéonoma y pocos son los trabajos sobre
prevalencia y distribucion de genotipos de VHB en nuestra érea.

Rodriguez-Novoa et al. en el afio 2004 encontraron la siguiente
distribucion de genotipos en 102 muestras de pacientes con HBC
usando dos métodos distintos de genotipado. Los resultados obtenidos
por secuenciacion de la region YMDD fueron: 82% genotype D; 14%
genotype A; 3% genotype F and 1% genotype G. Con el método de
RFLP encontraron: 81% genotype D, 10% genotype A, 3% genotype
C, 3% genotype F and 3% no tipables. Los resultados fueron
concordantes excepto en 3 de los casos (12).

En un estudio de Costa et al. en el afio 2016 sobre prevalencia y
distribucion del genotipo D en el noroeste de Espafia, se encuentra que
analizando un total de 206 pacientes infectados por el genotipo D, el
subgenotipo més frecuente es el D4 (59%) seguido por el D2 (30%)
(109).

Alba et al. analizaron en el afio 2015 un total de 356 muestras de
pacientes infectados por VHB en el Area Sanitaria de Santiago de
Compostela y compararon la distribucion de genotipos en los
pacientes nacidos antes o después del afio 1975, concluyendo que
existia un desplazamiento en la proporciébn de genotipos,
descendiendo el genotipo D de forma significativa mientras
aumentaban paulatinamente el resto de genotipos (117).

1.3 HEePATITISB

1.3.1 Vias de transmision

El virus de hepatitis B se puede detectar en suero, orina, saliva,
secreciones nasofaringeas, lagrimas, secreciones vaginales, sangre
menstrual y semen (89). El virus puede, por tanto, transmitirse por via
perinatal, percutanea o sexual, 0 por contacto directo persona-persona
en presencia de llagas o heridas abiertas. La via de transmision mas
frecuente es la perinatal (118).
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El predominio de las distintas vias de transmision varia
geogréficamente. En areas de alta prevalencia de la infeccidn, como el
sur de Asia y China, la transmision perinatal y horizontal de forma
muy temprana en la infancia es la més frecuente, resultando en unos
altos indices de cronicidad (95% perinatal, 30% antes de los 5 afios de
edad). La transmisién perinatal es probable que ocurra en el
nacimiento o en el periodo neonatal. Dada la eficacia de la vacunacién
intradtero, la infeccion es improbable que ocurra. Los factores
determinantes para que se produzca transmision vertical son el estado
de HBeAg y los niveles de ADN del virus (9). En Estados Unidos la
tasa de transmision en mujeres con HBeAg positivo y sin vacunacion
es del 90%, comparada con un 32% en mujeres con antigeno e
negativo (119). Varios estudios muestran que en la cuenca
Mediterranea y Africa, menos del 5% de los adultos jovenes con
HBsAg positivo y de las mujeres en edad reproductiva son HBeAg
positivo (120, 121).

En areas de baja prevalencia de la infeccion, la expansion por via
sexual y percutdnea (fundamentalmente el uso de agujas para
administracion de drogas) es predominante (9, 51). En este contexto,
la infeccion por VHB se manifiesta fundamentalmente como una
hepatitis aguda en la edad adulta. La progresion a enfermedad cronica
es poco frecuente en adultos inmunocompetentes, ocurriendo en <1%
de los casos (122, 123). Los pacientes VIH o inmunodeprimidos por
otras causas tienen un mayor riesgo de cronicidad (124).

El riesgo de infectarse por via sexual es mayor en personas con un
gran nimero de parejas sexuales, hombres que tienen sexo con
hombres (HSH) y personas con historia de otras infecciones de
trasmision sexual (51).

La transmision de VHB relacionada con las transfusiones
sanguineas es una via poco comun actualmente en los paises donde se
hace un cribado de HBsAg y anti-HBc en todas las donaciones (9),
pero es todavia frecuente en paises en vias de desarrollo (51). Las
tasas de transmision por esta via pueden aun ser todavia menores con
la introduccion de técnicas moleculares para la deteccion de acidos
nucleicos (9).
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La transmision nosocomial de VHB todavia ocurre a pesar de la
disponibilidad de vacunacion y de la profilaxis post-exposicion,
aunque la infeccion por VHB en trabajadores sanitarios ha disminuido
drasticamente en los paises con programas de vacunacion para este
gremio (125). La via mas comun es el contacto paciente-paciente o
paciente-trabajador sanitario por pinchazos con jeringuillas o agujas
de sutura o heridas hechas con bisturi. Las enfermeras, personal de
didlisis, cirujanos, dentistas y sus asistentes tienen un alto riesgo de
infectarse (9). La vacunacién incompleta del personal sanitario, el
fallo en la aplicacion de las precauciones basicas y un tratamiento
incorrecto de los desechos como las agujas, son las principales
razones por las que ocurren los contagios. EI conocimiento del estatus
del paciente no previene de la exposicion. Los niveles de ADN del
VHB son el principal marcador de infectividad (9).

La transmision por donacion de érganos es bien conocida y todas
las donaciones se someten a un cribado de HBsAg. Los donantes de
higado con anticuerpos frente al core positivos también pueden
transmitir la infeccion. Esto es menos frecuente en otros tipos de
trasplante como el renal (126).

El contacto doméstico y el contacto intimo no sexual, asi como
vivir en condiciones de hacinamiento también son posibles factores de
riesgo para adquirir la infeccién (51).

1.3.2 Historia natural de la enfermedad

1.3.2.1 Hepatitis B aguda

El periodo de incubacion de la hepatitis B aguda es de 1 a 4 meses
tras la infeccion. La presentacion clinica varia, pudiendo manifestarse
como una infeccion asintomatica en dos tercios de los pacientes, una
hepatitis ictérica y muy raramente ocurre un fallo hepéatico fulminante
(9). La presentacion de los sintomas y el progreso de la enfermedad
depende de la edad a la que se adquiere la infeccion (51). El cuadro
clinico de la enfermedad se caracteriza por presencia de fiebre,
artralgias y erupciones que pueden ocurrir en el periodo prodromico,
seguido de sintomas inespecificos, anorexia, nauseas, ictericia y
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malestar en el cuadrante superior derecho. Los sintomas clinicos
coinciden con las alteraciones bioguimicas. El diagnostico bioguimico
de la hepatitis B aguda se caracteriza por elevacion de la
concentracion de alanina aminotransferasa (ALT) y bilirrubina en
suero. Los valores de ALT en la hepatitis B aguda son normalmente
superiores a 500 Ul/ml, y mayores que los niveles de AST (aspartato
aminotransferasa). Las elevaciones de bilirrubina suelen ser
moderadas, 5-10 mg/dl. Los sintomas y la ictericia desaparecen
normalmente tras 1 o 3 meses, aunque la fatiga puede persistir mas
tiempo.

El fallo hepético fulminante es la complicacion mas grave de la
hepatitis B aguda y ocurre en <0,5% de los pacientes (9).

1.3.2.2 Hepatitis B cronica

La hepatitis B aguda puede evolucionar a hepatitis cronica (HC)
con tasas muy variables dependiendo de la edad en el momento de la
infeccion y de la via de transmisién (127). La mayoria de los casos de
hepatitis B crénica (HBC) ocurre en poblaciones endémicas como
resultado de la transmision perinatal y horizontal en etapas tempranas
de la vida (9). Las tasas mas altas de transicion de hepatitis B aguda a
cronica (>80%) se han encontrado en casos de transmision materno-
fetal y neonatal de madres con HBeAg positivo (128). Durante la
infancia y la adolescencia la tasa disminuye a un 20-30% y ya en la
etapa adulta se sitGa en <1% de los casos, con excepcion de pacientes
inmunocomprometidos (127). El curso natural de la enfermedad esta
determinado por la interaccion entre la replicacion viral y la respuesta
inmune del hospedador (9). Por ello, las altas tasas de cronicidad en
neonatos y nifios pequefios se deben a la inmadurez del sistema
inmune en este rango de edad. Ademas, estudios de secuenciacién de
la cepas infectantes han revelado que es un requisito imprescindible
para la cronicidad de la infeccidn que la cepa sea salvaje (wild type) en
su region precore, y por tanto, que sea productora de HBeAg (129,
130).

El HBsAg aparece en el suero a las 2-10 semanas tras la
exposicion a VHB y normalmente desaparece a los 4-6 meses. Los
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anticuerpos anti-HBs pueden aparecer varias semanas tras el
aclaramiento seroldgico del antigeno de superficie en pacientes que se
recuperan. La persistencia de HBsAg tras 6 meses se usa para definir
la transicion a hepatitis cronica (51).

No todos los pacientes con infeccion crénica por VHB tienen
hepatitis crénica. La nueva nomenclatura para los estados cronicos de
VHB se basa en dos caracteristicas clave de la cronicidad: infeccién y
hepatitis (131). Es posible que tras un andlisis de los marcadores de
replicacion viral y de actividad de la enfermedad, no sea posible la
clasificacion inmediata en una de estas fases tal y como se representa
en la tabla 4. Se requiere una monitorizacion seriada de estos
marcadores para la correcta clasificacién y aun asi es posible que
algunos pacientes queden en una zona gris. Las fases de la infeccion
cronica por VHB no son necesariamente sucesivas (Figura 4) (131).

( Infeccion aguda por VHB >

Transmision Inmunotolerancia
perinatal (Infeccion crénica con HBeAg +)
Transmision
en la infancia Fase de aclaramiento .. A
/

Infeccién en Hepatitis cronica con HBeAg(-) R
la edad . 2
adulta Descompensacion

hepatica

Portador inactivo /,,7
(Infeccion cronica con HBeAg (-)) «

A4
/ Pérdida del HBsAg P
/
Infecclién oculta

\

Reactivacion

Figura 4. Historia natural de la infeccion aguda por VHB segun la via de
transmision. Transicion dinamica entre las distintas fases de la enfermedad.
Diagrama adaptado de Gish et al. 2015 (17)

S
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1.3.2.2.1 Infeccion cronica por VHB HBeAg positivo

Esta fase de la enfermedad anteriormente denominada
inmunotolerancia, y también llamada de “alta replicacion y baja
inflamacidn”, se caracteriza por altos niveles de replicacion viral, con
cargas virales en suero del orden de 10 Ul/ml, y HBeAg detectable,
pero sin evidencia de enfermedad hepatica activa, que se manifiesta
con ausencia de sintomas, niveles de ALT normales y una histologia
de la biopsia hepatica sin alteraciones. Hay un alto nivel de
integracion del ADN de VHB y una expansion clonal de hepatocitos
gue sugieren una hepatocarcinogénesis incipiente en este estadio
temprano de la enfermedad. Una Unica variante prevalece sobre las
quasi-especies de VHB vy la respuesta especifica de las células T frente
a VHB es débil o indetectable (132). La fase de inmunotolerancia dura
de 10 a 30 afios, en los cuales se produce una tasa de aclaramiento
espontaneo de HBeAg muy baja que se ha visto que es de un 15% tras
20 afios de infeccion (133).

1.3.2.2.2 Hepatitis B crénica con HBeAg positivo

La hepatitis B crénica con HBeAg positivo o fase de aclaramiento
se caracteriza por presencia de HBeAg en suero, niveles altos de ADN
viral y ALT elevada. La fase de aclaramiento normalmente se alcanza
en la segunda o tercera década de la vida. La transicion de la fase de
inmunotolerancia a la de aclaramiento viene marcada por el
incremento de la inmunidad especifica mediada por células T frente a
VHB, disminucion de la cantidad de ADN de VHB, aumento de los
niveles de ALT en suero y cambios en la histologia hepatica. La
presién inmune promueve un aumento de la diversidad de quasi-
especies virales. Esta fase puede durar afios, durante los cuales la
actividad de la enfermedad fluctla y los dafios hepaticos se acumulan.
El factor mas importante que va a determinar la evolucion de la
enfermedad es el tiempo durante el cual la replicacién viral esta por
encima de 2000 Ul/ml. En un pequefio porcentaje de pacientes, los
cambios brucos de ALT resultan en una descompensacion hepética y
mas raramente en la muerte por fallo hepatico.
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La seroconversion del HBeAg marca el final de esta fase y se
corresponde con una caida brusca de la carga viral y una mejora de la
histologia hepatica. Sin embargo, el VHB no se elimina totalmente del
higado y el ADN circular covalentemente cerrado persiste como
reservorio en el nucleo de los hepatocitos.

La tasa de aclaramiento espontaneo de HBeAg aumenta hasta un
10-20% anual durante esta fase de la enfermedad (133).

El resultado de la fase de hepatitis B cronica con HBeAg positivo
es variable. La mayoria de pacientes alcanzan la seroconversion del
HBeAg y la supresion de ADN viral y entran en una fase de infeccion
con HBeAg negativo. En otros, sin embargo, el control del virus falla
y progresan a una fase de hepatitis B cronica con HBeAg negativo.

1.3.2.2.3 Infeccidn crénica con HBeAg negativo

Durante la infeccion crénica con HBeAg negativo, también
llamada fase de portador inactivo o fase de control inmune, los
pacientes tienen el HBeAg negativo y estan presentes los anticuerpos
anti-HBe. Se establece un umbral arbitrario, 2000 Ul/ml, por debajo
del cual la replicacion de VHB parece no tener significacion clinica
(134). En algunos pacientes, el ADN de VHB ya no es detectable. El
dafio hepéatico remite, normalizdndose los valores de ALT vy
resolviéndose la actividad necroinflamatoria en la histologia. La
actividad de las células T que actGan especificamente contra el virus
es alta y mantiene la supresion viral (135). La poblacion de quasi-
especies virales es diversa, con una seleccion positiva de las cepas
defectivas en HBeAg que son capaces de persistir pero con una
reduccion del fenotipo que permite la replicacion (136, 137).

La seroconversion del HBsAg se considera como la “curacion”,
ocurre en un 1-3% de los casos por afio (138), y esta asociada a un
buen prondstico, a pesar de que el genoma de VHB persiste en el
higado. Por esta razdn, siempre queda un cierto riesgo de reactivacion
en el contexto de un posible inmunosupresion.
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1.3.2.2.4 Hepatitis B crénica con HBeAg negativo

La hepatitis B crénica con HBeAg negativo o fase de escape
inmunoldgico representa la reactivacion del VHB y se caracteriza por
infeccion crénica con HBeAg negativo, aumento de los niveles de
ADN del VHB (comUnmente >2.000 Ul/mL) y niveles fluctuantes de
alanina aminotransferasa (ALT). Estos pacientes tienen un riesgo
elevado de progresion a cirrosis, de insuficiencia hepatica y de
carcinoma hepatocelular.

En algunos pacientes contintan los niveles de replicacion altos y
la enfermedad hepatica progresa, pero el HBeAg permanece negativo.
Esto normalmente ocurre cuando emergen variantes del virus que son
fenotipicamente HBeAg negativas y genotipicamente, presentan
mutaciones en la region precore (PC) o en la region del promotor
basal del core (BCP). No esta claro si esta fase se produce como
consecuencia de una transicion suave por la fase de aclaramiento del
HBeAg positivo 0 como consecuencia de una reactivacion a partir de
la fase de control inmune.

1.3.2.2.5 Infeccion oculta por VHB

La fase de HBsAg negativo se caracteriza por la ausencia de
antigeno de superficie en suero y la presencia de anti-HBc, con o sin
anticuerpos detectables frente a HBsAg. Esta fase, que también se
conoce como infeccién oculta por VHB, se define como la presencia
de ADN detectable en un paciente con HBsAg no cuantificable. En
algunos casos esto se debe a la presencia de un antigeno de superficie
modificado que no se detecta con los métodos comerciales. Sin
embargo, en la mayoria de los casos se debe a la fuerte supresion de la
expresion viral. La mayoria de estos pacientes tienen una cantidad
muy pequefia de ADN de VHB en suero. Durante esta fase se puede
detectar ADNccc en el higado. El aclaramiento del HBsAg previo a la
aparicion de cirrosis se asocia a un minimo riesgo de progresion de la
enfermedad (cirrosis, descompensacion hepatica 0 CHC) y a una
mejor supervivencia. Sin embargo, si la cirrosis se desarrolla antes de
desaparecer el HBsAg del suero, el riesgo de CHC persiste (131). La
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infeccion oculta por VHB es maés frecuente en zonas endémicas de la
enfermedad (9).

Mencion especial requiere la hepatitis cronica adquirida en la
edad adulta, que se caracteriza por una fase de inmunotolerancia
ausente, con una progresion inmediata a la fase de aclaramiento
inmune. La progresion de la enfermedad va a estar condicionada por
el estado inmune del paciente, en los inmunocompetentes la tasa de
seroconversion espontanea o inducida por tratamiento es alta y
raramente progresan a estados cirréticos. Sin embargo, en los
pacientes inmunocomprometidos el curso de la enfermedad suele ser
mas agresivo. La coinfeccion con VIH confiere un mayor riesgo de
cirrosis y de morbilidad en relacion a la enfermedad hepética (139).

Cada una de las fases de la hepatitis B cronica se asocia con unos
patrones caracteristicos de ALT, niveles de ADN del VHB, estado del
HBsAg, histologia hepética y respuesta a la terapia antiviral. Las
distintas fases de la infeccion no son esenciales ni estaticas y se
pueden suceder en una u otra direccidn, es decir, la transicion entre las
distintas fases es dindmica (Figura 4) (17).

Tabla 4. Caracteristicas serolégicas y clinicas de las distintas fases de la
hepatitis B crénica. Adaptada de EASL 2017(131).

(N ENTEETTEY  INMUNO-  INMUNO-REACTIVA| PORTADOR HEPATITIS CRONICA
antigua TOLERANCIA HBeAg + INACTIVO HBeAg -

HBsAg alto
HBeAg + +
(CT-CR I >10° Ul/ml 10*107 Ul/ml | <2000 Ul/ml >2000 UI/ml

alto/intermedio bajo intermedio

ALT normal elevada normal elevada

DETT)
hepatico

no/escaso leve/severo no leve/severo

IC: infeccion croénica; HC: hepatitis cronica; HBsAg: antigeno de superficie; HBeAg: antigeno
e; ALT: alanina aminotransferasa

56



Introduccién

1.3.3 Complicaciones de la hepatitis B crénica

La progresion de la hepatitis B cronica a enfermedades hepaticas
graves, como el carcinoma hepatocelular, estd determinada por las
caracteristicas genéticas del huésped, asi como factores virales y
ambientales (Tabla 5) (11, 140-142).

Las principales complicaciones de la hepatitis B cronica (HBC)
son la cirrosis, la descompensacion hepética y el hepatocarcinoma.
Las manifestaciones extrahepaticas también pueden ocurrir. Entre el
15% y el 40% de los individuos con HBC van a desarrollar secuelas
hepéaticas a lo largo de su vida, con un mayor riesgo en hombres
(143, 144). Se ha visto que niveles de ADN de VHB de >2000 Ul/ml
suponen un riesgo para la progresion clinica de la enfermedad a
cirrosis y a carcinoma hepatocelular (CHC) (145, 146).

Tabla 5. Factores de riesgo asociados a la progresion de la enfermedad en
pacientes con hepatitis B cronica (Modificada de Kao et al. 2011(141))

Alta carga viral

Genotipo (C>B; D>A)

Factores virales

Mutaciones en el promotor basal del core (BCP)

Delecion en la region pre-S

Avanzada edad

Género masculino

Factores del
huésped

Alteraciones genéticas
Historia familiar de CHC

Etnicidad (Asiaticos>Caucasicos)

Exposicion a aflatoxina
Consumo de alcohol
Fumar

Factores Coinfeccién con VHC y/o VHD y/o VIH

ambientales
Diabetes mellitus

Obesidad

Sindrome metabolico
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1.3.3.1 Cirrosis

Los principales factores de riesgo para la progresion a cirrosis son
la carga viral alta, la presencia de fibrosis en la biopsia hepatica y los
niveles de ALT elevados. Otros factores que pueden influir en la
progresion a cirrosis son el genotipo viral, la cuantificacion del
antigeno de superficie, coinfeccion con otros virus como el virus de la
hepatitis C (VHC), el virus de la hepatitis D (VHD) y el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), y el consumo de alcohol (147).

Se ha visto que ciertos factores virales tienen influencia en la
progresion de la enfermedad. En paises asiaticos, donde los genotipos
B y C predominan, se ha visto una mayor y mas rapida progresion a
cirrosis en los pacientes infectados con el genotipo C (148, 149). Esto
se debe en parte a que los pacientes infectados con el genotipo C
tienen una mayor edad cuando seroconvierte el HBeAg y de ahi el
papel clave que representa una viremia prolongada. El genotipo C se
asocia a una enfermedad mas avanzada que el genotipo D en los
paises occidentales. No hay estudios que comparen todos los
genotipos (9). Ademas del genotipo, las variantes viricas asociadas a
HBC con HBeAg negativo tienen un papel patogénico. Se ha visto que
estan asociadas a una enfermedad progresiva y mas severa. Un
significativo nimero de pacientes con HBC con HBeAg negativo
presentan cirrosis en la biopsia hepatica (150, 151). La mutacion BCP
(promotor basal del core) se ha identificado como un factor de riesgo
para el desarrollo de cirrosis (152). Sin embargo, el papel de la
mutacion en la region precore todavia no esta establecido.

1.3.3.2 Descompensacion hepética

La descompensacion hepatica ocurre como una complicacion de
la cirrosis. El riesgo de descompensacion a los cinco afios es de 20%-
23%. Los factores de riesgo son: viremia, edad y marcadores de la
funcion de sintesis alterados (albimina baja, plaquetas bajas,
bilirrubina alta y ascitis). Una vez que ocurre la descompensacion, la
supervivencia esperada en 5 afios es de 14%-35% (9).
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1.3.3.3 Carcinoma hepatocelular (CHC)

Hasta un 40% de los hombres y un 15% de las mujeres con
infeccion por VHB mueren a consecuencia de la cirrosis hepatica o del
CHC (153). En poblacidn cirrética, la incidencia del CHC puede ser
de 8000 casos por 100.000 personas/afio (154). La incidencia de CHC
es menor en poblacion blanca con hepatitis B crénica que en
poblacién asiatica. Se estima que la incidencia anual de CHC es de
2%-3% en poblacién cirrética con HBsAg positivo y de <1% en
poblacién no cirrotica (155).

La mayoria de CHC asociado a VHB se desarrolla en pacientes
cirréticos pero entorno al 20% no. Hay varios factores asociados con
un aumento del riesgo de sufrir CHC (tabla 5) (51):

e Factores del huésped: edad superior a 50 afios, sexo
masculino, presencia de cirrosis, historia familiar de CHC,
raza africana o asiatica, obesidad y diabetes mellitus.

e Factores del virus: altos niveles de replicacion viral, genotipo
(C>B) y variantes de la region del promotor basal del core.

e Factores ambiantales: coinfeccion con VHC o VHD,
consumo de alcohol y aflatoxina.

1.3.3.4 Manifestaciones extrahepaticas

La hepatitis B se asocia a mdultiples manifestaciones
extrahepaticas que en su mayoria estan mediadas por complejos
inmunes circulantes (156). ElI prodromo de la infeccion aguda o
sindrome artritis-dermatitis, la poliarteritis nodosa (PAN), la
glomerulonefritis asociada a la hepatitis B, la crioglobulinemia mixta
esencial y las manifestaciones neurolégicas son las manifestaciones
extrahepaticas mas comunes (9).

1.3.4 Coinfecciéon con VHD

La hepatitis D cronica constituye la forma mas severa de hepatitis
virica, afectando a 20 millones de personas infectadas por VHB en
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todo el mundo (157). El agente causal de la hepatitis delta es el virus
de la hepatitis delta (VHD), descrito por primera vez en 1980 por
Rizzetto et al. (158-160).

El VHD pertenece a la familia Deltaviridae y al género
Deltavirus, aunque presenta una gran similitud con los viroides y
virusoides que infectan plantas. Este virus es denominado
comunmente como virus satélite del VHB ya que no es capaz de
producir infeccidn en ausencia de este ultimo (157, 161).

La estructura del VHD consta de una envuelta lipoproteica
esférica constituida por el HBsAg que envuelve el virion (35-37 nm).
El antigeno Delta (HDAgQ) y el genoma viral que consiste en una
molécula de ARN de cadena sencilla circular (ARNSss) con polaridad
negativa y 1,7 Kb constituyen el virion (157, 161). El antigeno Delta,
la Unica proteina codifica por el VHD, es una fosfoproteina que puede
estar en dos formas: la forma corta (HDAgQ-S) que regula la
replicacion viral y la forma larga (HDAg-L) que promueve la
envoltura del virion (161, 162).

El virion se adhiere a los hepatocitos mediante una interaccion
entre HBsAg y los receptores NTCP (polipéptido de cotransporte
socio-taurocolato) presentes en la célula huésped, el virion entra en la
célula y pierde su envoltura. La ribonucleoproteina se importa al
nucleo de la célula para comenzar la replicacion del ARN dando lugar
mediante el mecanismo de circulo rodante, tipico de viroides, a
ARNm y ARN antigendmico, que a su vez sirve como una plantilla
para nuevas transcripciones gendémicas de ARN. Por su parte, el
ARNmM se exporta al citoplasma donde se traduce a HDAg-S y HDAg-
L. Las nuevas moléculas de HDAGg-S regresan al ndcleo celular para
apoyar la replicacién de mas ARN. Los dos formas de HDAg se
asocian con el nuevo ARN genomico para formar nuevas
ribonucleoproteinas, que se exportan al citoplasma donde
interactuaran con las proteinas de la envoltura del VHB a través de
HDAQg-L en el reticulo endoplasmico para formar nuevas particulas
virales. Estas particulas por la gemacion en un compartimento
intermedio se exportan desde el hepatocito a través de la red trans-
Golgi para volver a infectar nuevas células (157, 161, 163).
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El virus Delta se transmite por via parenteral y para que se
produzca la infeccidn es necesaria la coinfeccion simultanea por VHB
o0 bien que el hospedador ya esté infectado previamente por este virus
y tenga el HBsAg positivo (superinfeccion) (164). En caso de
infeccion simultanea por ambos virus la tasa de curacion espontanea
es del 90% al contrario de lo que ocurre cuando se trata de una
superinfeccion, que el paciente evoluciona a enfermedad cronica en el
90% de los casos (161, 163).

La infeccién por VHD se encuentra en todo el mundo. Sin
embargo, la prevalencia e incidencia y las caracteristicas clinicas y
epidemioldgicas varian geograficamente. En la cuenca amazonica el
VHD es endémico e infecta al 70% de los infectados cronicos con
VHB, mientras en Africa la prevalencia estd entorno al 20% y en
América del Norte es s6lo del 1%. Se han descrito ocho genotipos (1-
8) del virus Delta que se distribuyen por distintas areas geogréaficas del
mundo. El genotipo 1 esta presente por todo el mundo y es el genotipo
mayoritario. El resto de genotipos presentan una distribucion mas
localizada, encontrandose los genotipos 2 y 4 en Taiwan y Japon, el
genotipo 3 en la cuenca amazonica y los genotipos 5-8 en Africa (161,
163, 164).

Con el uso de la vacuna frente a VHB la circulacion del virus
Delta ha disminuido en los paises desarrollados. Sin embargo, la
inmigracion es un factor a tener en cuenta por la posible llegada de
pacientes originarios de zonas endémicas tanto de VHB como de
VHD, lo que conlleva la posible transmision de estos virus en paises
europeos (164).

Jelen et al. en el afio 2016 realizo un estudio de la prevalencia de
VHD en Eslovenia y ademas recogid de la bibliografia existente todos
aquellos trabajos que estudiaban dicha prevalencia en diferentes paises
europeos. Estos autores concluyeron que ciertos paises Europeos
como Francia, Alemania, Espafia y Reino Unido, debido a la
inmigracion desde zonas endémicas de VHD (Africa, Europa del Este
y Turquia, fundamentalmente), la prevalencia de VHD habia
comenzado a aumentar (165).
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Recientemente, Aguilera et al. han publicado un estudio de
prevalencia de hepatitis delta cronica en Espafia en el que se observa
una baja prevalencia de la enfermedad en los Gltimos afios que ademas
va disminuyendo (166). En otro trabajo de la misma area sanitaria se
ha visto que la circulacién del VHD en usuarios de drogas por via
parenteral ha disminuido drasticamente (167).

El diagnéstico de la hepatitis Delta se centra en las
determinaciones seroldgicas (busqueda de anticuerpos IgG e IgM anti-
HD) en pacientes con HBsAg positivo. En caso de seropositividad se
debe hacer un estudio mas amplio para diferenciar entre coinfeccion y
superinfeccion pues la evolucion y el manejo de la enfermedad son
diferentes. También es necesario hacer determinaciones moleculares
para conocer la carga viral y el genotipo (161).

El tratamiento actual frente a la hepatitis Delta es el interferon-a
pegilado (PEG IFNa) o el trasplante hepatico (163).

1.4 DIAGNOSTICO DE INFECCION POR VHB

Los marcadores seroldgicos de la infeccion por VHB incluyen el
HBsAg, anti-HBs, HBeAg, anti-HBe, y anti-HBc IgM e IgG. El HBsAg
determina la infeccion. Durante la infeccion aguda, el anti-HBc (tanto
IgG como IgM inicialmente), aparece 1-2 semanas tras la aparicion del
HBsAg al mismo tiempo que se elevan las concentraciones de
aminotransferasas, y la IgG persiste durante la infeccion cronica. La
IgM anti-HBc puede aparecer en exacerbaciones de la hepatitis cronica
pero en titulos menores a los de la infeccion aguda (51).

La presencia de anti-HBs implica inmunidad frente a la infeccion
por VHB. Es el Gnico marcador detectado en personas vacunadas y se
presenta en asociacion con el anti-HBc 1gG en aquellos individuos que
tienen una infeccién pasada por VHB.

En algunos casos con HBSAgQ negativo, el anti-HBc IgG es
positivo pero el anti-HBs no, un patron serolégico que se denomina
anti-HBc aislado. La mayoria de pacientes con este patron serolégico
ha tenido contacto con el VHB y muchos tienen ADN del virus
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detectable en el higado e incluso algunos en suero (168), lo que se
[lama infeccion oculta (169). Los pacientes con anti-HBc aislado
pueden sufrir una reactivacion en un contexto de inmunosupresion,
con la consiguiente reaparicion del HBsAg (170).

El HBeAg y el anti-HBe se usaron en el pasado para determinar la
replicacion viral y la infectividad, pero actualmente estan en desuso
debido a la introduccion de la determinacion de ADN del virus.

El ADN de VHB es una medida directa de la carga viral, que
muestra la replicacion del virus. La mayoria de ensayos para
determinar el ADN viral usan la rt-PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real) con un limite de deteccion de 10-20 Ul/ml
y un rango lineal de deteccién de 10° Ul/ml. Las concentraciones de
ADN viral durante la HBC pueden variar desde indetectables hasta
10° Ul/ml (51).

A lo largo de los ultimos afios, se han aprobado en Europa y Asia
ensayos comerciales para cuantificar el HBsAg. Se ha visto una
correlacion entre la cuantificacion de HBsAg en suero y la actividad
transcripcional del ADNccc (ADN circular covalentemente cerrado)
en higado, especialmente en los pacientes con HBeAg positivo (171).
La monitorizacion de HBsAg predice la respuesta a interferon y qué
pacientes con HBeAg negativo y transaminasas normales tendran una
progresion de la enfermedad (171, 172).

1.5 TRATAMIENTO

1.5.1 Objetivos del tratamiento

El objetivo final del tratamiento a largo plazo de la hepatitis B
crénica es mejorar la supervivencia evitando la progresion a cirrosis e
impidiendo el desarrollo de descompensacion hepéatica, CHC vy
muerte. Este objetivo se consigue suprimiendo la replicacion viral de
forma mantenida. La infeccion por el VHB no puede ser erradicada
por la persistencia de ADN circular covalentemente cerrado
(ADNccec) en el nucleo de los hepatocitos.
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Otros objetivos adicionales de la terapia antiviral son prevenir la
transmision madre-hijo, la reactivacion de la hepatitis B y prevenir y
tratar las manifestaciones extrahepaticas asociadas a VHB.

La probabilidad de alcanzar estas metas depende de la duracion
de la terapia y también de la edad del paciente y de la fase de la
enfermedad en que se encuentre al empezar el tratamiento. En los
pacientes con fibrosis o cirrosis establecida se pretende alcanzar la
regresion de la misma.

En los pacientes con CHC, las terapias con analogos de
nucleétidos buscan suprimir la replicacion viral para estabilizar la
enfermedad y evitar su progresion y ademas reducir el riesgo de
recurrencia de CHC en caso de curacion.

En pacientes con hepatitis B aguda, prevenir el riesgo de fallo
hepético agudo o subagudo es el principal objetivo. También se busca
mejorar la calidad de vida acortando el tiempo de enfermedad y
disminuir el riesgo de cronificacion (131).

Con la reciente aparicion de los antivirales de accion directa
(AAD) para el tratamiento de la VHC vy a la vista de los resultados de
estas terapias, se ha abierto la discusion sobre cudl es la “cura” para la
hepatitis B. Al contrario que ocurre con el VHC, en el caso del VHB
pese a conseguirse una respuesta viral sostenida (RVS), el riesgo de
reactivacion como consecuencia de una inmunosupresion o del uso de
medicaciones antiinflamatorias persiste (173-176). La eliminacion
completa de todo el ADN viral, incluido el ADNccc de los
hepatocitos, parece imposible de alcanzar (17).

Por tanto, la finalidad de las terapias frente al VHB es:

e Inducir una supresion de larga duracion del ADN del virus.

e Inducir la pérdida de HBeAg, con o sin seroconversion de
anti-HBe, en pacientes con el antigeno e positivo.

e Normalizar los valores de ALT.

e Inducir la pérdida de HBsAg, con o sin seroconversion del
anti-HBs.
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1.5.2 Indicaciones del tratamiento

La indicacion de tratamiento es la misma para los pacientes
HBeAg positivo y HBeAg negativo, y debe basarse en la combinacion
de 3 criterios (figura 5):

Valores de ALT.
Niveles de ADN-VHB.

Lesion hepatica valorada por biopsia hepatica y/o
elastometria.

Esta indicado el tratamiento en:

Pacientes con hepatitis B cronica con HBeAg positivo 0
negativo que presenten niveles de ADN por encima de 2.000
Ul/ml y niveles de ALT en suero por encima del limite
normal de 40 Ul/ml o una necroinflamacion o fibrosis
moderada.

Pacientes con cirrosis compensada 0 descompensada, con
niveles de ADN detectables e independientemente de los
niveles de ALT.

Pacientes con carga viral por encima de 20.000 Ul/ml vy
niveles de ALT superiores al doble del valor normal
independientemente del grado de fibrosis.

Pacientes con infeccion cronica por VHB con HBeAg
positivo, con valores normales de ALT vy alta carga viral,
pueden ser tratados si  superan los 30 afios
independientemente de la severidad de las lesiones hepaticas.

Pacientes con infeccién crénica por VHB con HBeAg
positivo 0 negativo e historia familiar de CHC o cirrosis y
manifestaciones extrahepaticas pueden ser tratados incluso si
no cumplen los criterios para la indicacion de tratar.

Las indicaciones de tratamiento tambien deben tener en cuenta la
edad del paciente, el estado de salud, el riesgo de transmision y la
historia familiar de CHC, cirrosis y manifestaciones extrahepaticas.
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Infeccion cronica
por VHB
Monitorizar (sin signos de
HBsAg hepatitis)
HBeAg
ADN del VHB
ALT

. . * No seguimiento
Fibrosis

por un especialista

o SOSPECHA + Advertencia de
DE posibilidad de
INFECCION reactivacion
Considerar POR . Si

_ Riesgo de CHC VHB inmunosupresion
Riesgo de reactivacion del paciente dar
Manifestaciones tratamiento
extrahepaticas
Riesgo de transmision

TRATAMIENTO

Hepatitis cronica
por VHB (HBC)
Con o sin cirrosis

Figura 5. Algoritmo de manejo del paciente con infeccion por VHB. Modificado
de EASL 2017 (131)

1.5.3 Monitorizacién de los pacientes no tratados

Los pacientes que no cumplen los criterios para ser candidatos a
terapia antiviral deben ser monitorizados periodicamente con
determinaciones del nivel de carga viral, nivel de ALT en suero y
severidad de la fibrosis con marcadores no invasivos (131).

Los pacientes que se deben someter a monitorizacion son:

e Pacientes con infeccién cronica por VHB HBeAg positivo
que son menores de 30 afios (control cada 3-6 meses).

e Pacientes con infeccion cronica por VHB con HBeAg
negativo y carga viral <2000 Ul/ml (control cada 6-12
meses).

e Pacientes con infeccion cronica por VHB con HBeAg
negativo y carga viral >2000 Ul/ml (control cada 3 meses
durante el primer afio y luego cada 6 meses).
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1.5.4 Estrategias de tratamiento

Actualmente, hay dos principales opciones de tratamiento para los
pacientes con hepatitis B (tabla 6): tratamiento con analogos de
nucleods(t)idos (ANs o NUC) o con interferon o (IFNa), actualmente
pegilado (Peg IFNo). Los AN aprobados en Europa para el
tratamiento de la hepatitis B incluyen la lamivudina (LAM), adefovir
dipivoxil (ADV), entecavir (ETV), telbivudine (TBV), tenofovir
disoproxil fumarato (TDF) y tenofovir alafenamida (TAF). Pueden
clasificarse en los que tienen una baja barrera a la resistencia a VHB
(LAM, ADV, TBV) y los que presentan una alta barrera a la
resistencia (ETV, TDF, TAF).

La principal ventaja de los tratamientos con ANs de alta barrera a
la resistencia es su alta eficacia antiviral a largo plazo que lleva a una
carga viral indetectable en la mayoria de pacientes y su buen perfil de
seguridad. Los AN se pueden usar de forma segura en todos los
pacientes y son la Unica alternativa de tratamiento en pacientes con
enfermedad hepéatica descompensada, trasplantados de higado,
pacientes con manifestaciones extrahepaticas, hepatitis B aguda o
exacerbacion severa de la hepatitis crénica. También son la Unica
opcion para prevenir la reactivacion del virus en pacientes
inmunodeprimidos y para prevenir la transmision en pacientes con alta
viremia.

La alta barrera a la resistencia junto a otros factores ya
mencionados previamente, hace que el Entecavir y el Tenofovir sean
las mejores opciones para tratar la hepatitis B cronica. Concretamente,
la resistencia primaria al Entecavir se detecta solamente en el 1% de
los pacientes (177). En Espaiia hasta la fecha no se habia detectado
ningn caso de resistencia primaria a Entecavir (178). En Europa el
2% de los pacientes tratados con Entecavir sin exposicion previa a
otros analogos de nucleds(t)idos presentan resistencia al mismo (177).
Dado que las resistencias a los antivirales de accion directa aparecen
fundamentalmente debido al incumplimiento de las pautas de
tratamiento y la busqueda primaria de mutaciones de resistencia no es
crucial para el inicio del tratamiento, son muy importantes los estudios
genotipicos para confirmar la resistencia.
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El objetivo de instaurar un tratamiento con PeglFNa es inducir un
control inmunoldgico a largo plazo con un tratamiento de duracién
limitada. La principal desventaja del tratamiento con PeglFNa es su
alta variabilidad en la respuesta y su perfil de seguridad poco
favorable lo que hace que muchos pacientes no sean aptos para recibir
este tratamiento. La seleccion de pacientes de acuerdo a la actividad
de la enfermedad, el genotipo de VHB, el estado de la enfermedad, la
carga viral y el estado de HBsAg y HBeAg puede ser util para
determinar la probabilidad de respuesta individual al tratamiento con
PeglFNao.

Teoricamente, un tratamiento combinado con NA y PeglFNa
puede proporcionar ventajas al combinar la potente accion antiviral de
los NA y la modulacién inmune del IFNa. Sin embargo, no hay
evidencia de la superioridad de tratamientos combinados y no hay
suficientes estudios con respecto a la seleccién de pacientes, el tiempo
de administracion y la duracion de los tratamientos combinados (131).

Tabla 6. Caracteristicas principales de las dos estrategias para tratar la HBC.
Adaptada de EASL 2017 (131).
Desventajas de ambos tratamientos sombreadas de gris.

PegIFNa ANs (ETV, TDF, TAF)

Via administracion

Tolerancia

Duracion del

- 48 semanas
tratamiento

Problemas de Muy raro que persistan los
seguridad a largo plazo efectos adversos

Poco probables

Contraindicaciones Pocas

Induccion de la respuesta

: Inhibicién de la replicacion
inmune duradera con un

Estrategia tratamiento definido en el viral frenar la progresion de
. la enfermedad

tiempo

N.l vel de supresion Moderado Muy alto

viral

Efecto en la pérdida Moderado Bajo, pasando a moderado a

de HBeAg partir del segundo afo

Efecto en los niveles Variable Bajo

de HBsAg
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PeglFNa ANs (ETV, TDF, TAF)

Moderada si se administra
un tratamiento de
consolidacion tras la
negativizacion de HBeAg

Bajo, si la respuesta se
Riesgo de recidiva mantiene de 6-12 meses
tras finalizar el tratamiento

Reglas para
interrupcién de Si
tratamiento

Riesgo de desarrollo
. R No
de resistencias

1.5.5 Factores predictores de respuesta a IFN vs AN.

Los parametros predictores para la respuesta al tratamiento con
interferon son la edad, los niveles de ADN viral, el sexo, los niveles
de ALT, el indice de actividad inflamatoria hepética, el estado del
HBeAg y el genotipo (11).

En cuanto al tratamiento con analogos de nucleds(t)idos, la
respuesta no varia en funcion de los genotipos (11).

1.6 IMPORTANCIA DEL GENOTIPO

La prevalencia y distribucion geografica de los genotipos y
subgenotipos del VHB es caracteristica de cada uno de ellos. Ademas,
la influencia de los diferentes genotipos del VHB en la historia natural
de la enfermedad y la respuesta al tratamiento antiviral siguen sin
estar claras (179). No obstante, cada vez hay mas evidencia de que los
genotipos del VHB influyen en la progresion a infeccion crénica y
carcinoma hepatocelular, seroconversion del HBeAg, seroconversion
de HBcAg, niveles de viremia, mutaciones en la region precore y/o el
promotor basal del core y en la respuesta al tratamiento antiviral y a la
vacunacion frente al virus (11, 31, 47). Por otra parte, la variabilidad
genética del VHB expresada en los diferentes genotipos y su
distribucion en todo el mundo y en relacién con los antecedentes
étnicos hacen de la clasificacion de los genotipos una herramienta util
en los estudios epidemioldgicos y de transmision (180)
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Hay numerosos estudios publicados que tratan de esclarecer la
asociacion de los diferentes genotipos del VHB con las caracteristicas
de la enfermedad y con los resultados clinicos. Muchos de estos
estudios proporcionan comparaciones de dos genotipos prevalentes en
una region (30). La tabla 7 resume las principales conclusiones
extraidas de estos trabajos, que se explican detalladamente a
continuacion.

1.6.1 Viade transmisién

La distribucion geografica de los genotipos del VHB puede estar
relacionada con la via de exposicion. Por ejemplo, los genotipos By C
son mas frecuentes en areas altamente endémicas, como los paises
asiaticos, donde la transmision es fundamentalmente vertical y
perinatal. Mientras los otros genotipos son mas frecuentes en areas
con predominio de infeccion por VHB por transmision horizontal
(contacto personal entre nifios pequefios, sangre o relaciones sexuales)
(11, 181, 182). Por lo tanto, distintos modos de transmision del VHB
se han asociado con una distribucién geografica especifica de los
genotipos del VHB (41).

El genotipado del VHB puede servir como marcador
epidemioldgico para determinar la correlacion de la distribucion del
genotipo del VHB con los modos de transmision, vinculado a
importantes cambios en el comportamiento social (11, 41).

1.6.2 Progresién a infeccion cronica

La cronicidad de la infeccion por VHB después de la infeccion
aguda por hepatitis B se correlaciona con el genotipo infectante, asi
como por razones multifactoriales, como la cantidad de indculo viral,
la ruta de adquisicion y las diferentes interacciones entre el huésped y
el virus (183).

Tras una hepatitis B aguda adquirida en la edad adulta, la
infeccion por genotipo A conlleva mayor riesgo de evolucion a
enfermedad crénica (184-188). Sin embargo, en un estudio realizado
en la India no encontraron diferencias significativas en la frecuencia

70



Introduccién

del genotipo A entre pacientes con infeccion aguda y pacientes con
infeccion cronica, pero si observaron una clara asociacion del
genotipo C con la infeccion crénica (189). Otros estudios realizados
con un limitado nimero de pacientes, concluyeron que en pacientes
infectados con genotipos A y D, los indices de cronicidad eran mas
altos gque en los pacientes con genotipos By C (190, 191).

En resumen, la persistencia de la infeccion por el VHB después
de la infeccion aguda puede atribuirse a la fuerza variable de las
interacciones huésped-virus, los modos de transmision y la
distribucion variable de los genotipos (41).

1.6.3 Seroconversion del HBeAg

Los pacientes infectados con los genotipos A, B, D y F presentan
una seroconversion del antigeno e mas temprana y mas frecuente que
los infectados por el genotipo C, independientemente de la etnicidad
(149, 192, 193). Los pacientes infectados por el genotipo E tienen
mayores tasas de HBeAg positivo comparado con los infectados por
genotipo D (194). Los infectados por el subgenotipo Al pierden antes
el HBeAg que los del subgenotipo A2 (195). Sanchez-Tapias et al.
concluyeron que la seroconversion del HBeAg entre el genotipo A y
el D no es comparable (98). Tras la seroconversion del HBeAg, es
mas frecuente la remision sostenida en el genotipo A que en el D (98).

Una consecuencia de la diferente distribucion geogréafica de los
genotipos y de sus distintas particularidades es que en las éareas
geogréficas donde prevalecen genotipos con una seroconversion del
HBeAg temprana, la transmision perinatal es poco frecuente, al
contrario de lo que ocurre en areas donde el genotipo C predomina
(31, 98).

1.6.4 Seroaclaramiento del HBsAg

La seroconversion espontanea del HBsAg es més frecuente en
pacientes infectados por el genotipo A del VHB que por el genotipo D
(98).
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El genotipo C se asocia con una progresion de la enfermedad mas
duradera, por lo que tiene méas tiempo para que ocurra el aclaramiento
del HBsAg (196). Las tasas de depuracion espontanea del HBsAg son
mas altas en el genotipo B en comparacion con el C (197).

1.6.5 Viremia

Con respecto a los niveles de carga viral, el genotipo C esta
asociado a niveles mas altos que el genotipo B (198), el genotipo D se
asocia a mayor carga viral que el genotipo A (199) y el genotipo E se
asocia a niveles mas altos de carga viral en comparacién con el
genotipo D, por lo que la infeccion perinatal de bebés de madres
infectadas es un factor importante en la transmision de personas
infectadas africanas infectadas por el genotipo E (194). Lindh et al.
observaron que los pacientes infectados por el genotipo D del VHB
con HBeAg positivo, presentan mayor carga viral que los pacientes
infectados por otros genotipos del virus (200). Sin embargo, otros
autores apuntan que no hay diferencias en los niveles de viremia en
pacientes infectados por distintos genotipos del VHB (201, 202).

1.6.6 Complicaciones: Cirrosis, CHC, Transplante vy
Mortalidad

Los genotipos/subgenotipos Al, C, B2-B4, F1 y el D predisponen
a un mayor riesgo de sufrir complicaciones severas de HBC (203).

Muchos son los estudios que profundizan en el papel de los
genotipos de VHB en la progresion de la enfermedad y, aunque se
pueden encontrar resultados discordantes en la literatura, la mayoria
coinciden en la asociacion del genotipo C con la rapida progresion de
la enfermedad, el desarrollo de CHC, recurrencia y metastasis,
positividad del HBeAg y baja tasa de aclaramiento y seroconversion
en relacion al genotipo B (196, 198, 202, 204-207).

Los pacientes infectados por el genotipo B tienen menos
probabilidad de sufrir descompensacion hepatica que aquellos
infectados por los genotipos A, Cy D (202, 204).
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También se asocia en mayor medida el genotipo D a la severidad
de la enfermedad, cirrosis y desarrollo de CHC que el genotipo A (208).
El genotipo D ademas es el mas relacionado con insuficiencia hepatica
aguda (191, 202, 209). El genotipo D se asocia a la hepatitis B cronica
HBeAg negativo y los informes de los paises mediterraneos con tasas
elevadas de cirrosis asocian ahora este factor al genotipo D (210).

El genotipo A en poblacion africana se asocia a desarrollo de
CHC y a una edad mas temprana que en otros grupos. El subgenotipo
Al, que es el mas prevalente en Africa subsahariana, parece ser el
principal factor asociado con este mayor riesgo (211).

Los pacientes infectados por el genotipo F del VHB tienen una
afectacion hepética mas severa que los infectados por genotipos Ay D
(212). Ademas el genotipo F es un factor de riesgo para el desarrollo
de CHC (192) y conlleva una mayor mortalidad (76).

1.6.7 Tratamiento

Numerosos estudios indican el papel de los genotipos en la
respuesta viral al tratamiento con interferon. Se observa que la respuesta
es mejor para los genotipos A y B que para los genotipos C y D, siendo
la peor respuesta observada la obtenida en infectados por el genotipo D
(8, 11, 140, 213). La cinética de desaparicion del HBsAg y de la carga
viral es caracteristica de cada genotipo. Durante el tratamiento con
interferon, la cuantificacion del HBsAg disminuye mas drasticamente
en los genotipos A y B. Los pacientes infectados por el genotipo C
tratados con IFN negativizan més rapidamente el ADN viral.

El genotipo E es el mas complicado de tratar y el que requiere
tratamientos mas largos (213). El genotipo F sugiere una respuesta
terapéutica similar al genotipo A (214) mientras que el genotipo G
refleja una respuesta deficiente al tratamiento con IFN estandar (215).

En pacientes HBeAg-positivos tratados con IFN estandar, los
pacientes con genotipos A y B tuvieron una tasa significativamente
mayor de seroconversion del HBeAg post-tratamiento, que aquellos
con genotipo C y D (216-218). Entre los pacientes HBeAg negativos
tratados con PEG-IFN, el aclaramiento de HBsAg fue
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significativamente mayor en el genotipo A (20%) que en el genotipo
B (6%), el genotipo C (9%) y el genotipo D (6%) (219).

El receptor de interferdn tipo 1 (IFNAR2) se expresa mas en los
pacientes infectados por el genotipo B por lo que la respuesta al
tratamiento con IFN en estos pacientes es mejor (220).

Lampertico et al. han visto que el aclaramiento de HBsSAg y la
respuesta viral al tratamiento con IFN son mejores en aquellos pacientes
con HBC HBeAg negativo infectados por el genotipo IL28B CC, lo que
sugiere que el polimorfismo I1L28B puede ser un predictor en relacion a
la optimizacién y discontinuacion del tratamiento en pacientes
infectados por el genotipo D y con HBeAg negativo (11, 221).

En un meta-andlisis del afio 2008 se identificO una respuesta
superior, es decir, seroconversion del HBeAg y pérdida de ADN del
VHB, en el genotipo A en comparacion con el D y en el genotipo B en
comparacion con el genotipo C, ambos casos con diferencias
significativas entre los genotipos. EI mismo meta-analisis mostré que
no habia diferencias significativas en la respuesta al tratamiento con
analogos de nucle6s(t)idos entre los distintos genotipos del VHB
(222-227). Los autores de este meta-analisis confirmaron por tanto
que conocer el genotipo del VHB daba informacién con respecto a la
repuesta a terapias basadas en IFN pero no a terapias con NUC (228).

Buster et al. en el afiio 2009 recomendo la terapia con Peg IFN en
pacientes infectados por el genotipo A, y en pacientes con genotipo B
y C con ALT elevada y viremia baja (229).

A pesar de que el genotipo del VHB no influye en la tasa de
respuesta a NUC, si hay una asociacion entre los patrones de mutaciones
de resistencia a estos farmacos y los genotipos del virus (230).

Los niveles de HBsAg cuantitativos (QHBsAg) predicen la
respuesta en el tratamiento con Peg IFN. Se ha visto que los diferentes
niveles de qHBsAg al final del tratamiento con Peg IFN son
caracteristicos de los distintos genotipos (30, 231).

Por todo ello, la identificacion del genotipo viral ayuda al clinico
a predecir la respuesta al tratamiento (11).
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1.6.8 Mutaciones en el gen S y mutaciones de resistencia

El papel de los genotipos de VHB en las manifestaciones clinicas
de la enfermedad y en la epidemiologia puede estar relacionado con el
desarrollo de mutaciones especificas en las regiones BCP/PC asi como
con deleciones en la region pres/S del genoma (232-234).

El genotipo C es méas propenso a sufrir mutaciones en la region
precore que el genotipo B (33, 235). Las mutaciones en la region
precore se asocian mas frecuentemente al genotipo D que al A (96,
236). Un estudio realizado en Estados Unidos muestra una prevalencia
de mutaciones en la region precore en los genotipos A, B, C y D del
VHB de 3%, 46%, 24% y 73%, respectivamente (151).

Las mutaciones en la region BCP ocurren mas frecuentemente en
infectados por el genotipo C (206). Un estudio estadounidense refleja
una prevalencia de mutaciones en la regién BCP en los genotipos A,
B, C y D de 41%, 27%, 60% y 42%, respectivamente (149). La
presencia de mutaciones en la region BCP es un factor independiente
de riesgo de desarrollar CHC (206, 237).

La delecion en la region pre-S se asocia a una progresion mas
rapida de la enfermedad y a un mayor riesgo de CHC, y ocurre mas
frecuentemente en pacientes infectados por el genotipo C del VHB
que por el B (233).

Las mutaciones en el gen S del genoma del VHB pueden ocasionar
fracaso de la vacunacion. En regiones donde los genotipos B y C
predominan, se ha observado que pacientes que se infectaban por el
VHB tras ser vacunados presentaban mutaciones en el gen S (238).

En conclusion, los genotipos y subgenotipos del VHB y su
variabilidad genética son utiles en estudios epidemioldgicos y el
rastreo de migraciones humanas dado que presentan una prevalencia y
distribucion caracteristicas de cada area geografica. Por otra parte, su
asociacion con la severidad de la enfermedad y con diversos
parametros clinicos que determinan la evolucion de la enfermedad,
hace muy importante la identificacién genotipica de todas las cepas
del virus de la hepatitis B (11, 31). El conocimiento del genotipo del
VHB permite a los profesionales sanitarios identificar a los pacientes
con mayor riesgo de progresion de la enfermedad al tiempo que ayuda
a seleccionar la terapia antiviral adecuada (179).

75



Rocio TRASTOY PENA

A pesar de todo lo dicho anteriormente y siendo conscientes del
conocimiento cada vez mayor sobre la relevancia clinica de los
genotipos del VHB, no esta justificado realizar pruebas de rutina para
el genotipado del virus en la préctica clinica excepto para paciente
HBeAg positivos que estan considerando la terapia con interferon
debido a una mayor tasa de pérdida de HBeAg y HBsAg en aquellos
con genotipo A. Para la recomendacion del genotipado de VHB en la
préctica clinica son necesarios méas estudios que avalen el papel del
genotipo en la toma de decisiones médicas (37).

Tabla 7. Comparacion entre los genotipos mas prevalentes en paises asiaticos (B
y C) y occidente (A y D) de las principales caracteristicas virolagicas,
inmunoloégicas y clinicas relacionadas con el genotipo del VHB (Adaptada de Lin
and Kao 2015) (41).

B/C A/D

B | ¢ A | D

Caracteristicas virolégicas

Viremia

Mutacion precore (A1896)
Mutaciones BCP
A1762T/G1764A
Mutaciones pre-S
Expresion intracelular de
ADN del VHB

Secrecion de HBeAG

Caracteristicas inmunoloégicas

Tendencia a infeccion

cronica

Seroconversion HBeAg Después Antes Después

Seroaclaramiento HBsAg Mas Menos Mas Menos

Actividad histologica

Caracteristicas clinicas

Via de trasmision Perinatal/ | Perinatal/ | Horizontal | Horizontal
vertical vertical

Incidencia de la progresion a

cirrosis y CHC

Respuesta a IFN

Respuesta a NUC NS NS NS NS

Color negro: mayor; Color gris: menor; Color blanco: ausencia de datos; NS: no hay
diferencias significativas.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La epidemiologia molecular y més concretamente la prevalencia y
distribucion de los genotipos y subgenotipos del VHB en Galicia
adolecen de datos actualizados, que ademas pueden haberse
modificado por diversos motivos, como por ejemplo los cambios
experimentados en las vias de trasmision o en menor medida por las
migraciones poblacionales, conocer estos datos es nuestro principal
objetivo.

En este contexto y dado que los genotipos del VHB presentan una
distribucion geogréfica caracteristica y pueden influir en los
parametros clinicos de la enfermedad y en la respuesta al tratamiento,
nos proponemos este trabajo de tesis en base a datos reales de
pacientes procedentes de nuestras consultas de Digestivo, Hepatologia
y Enfermedades Infecciosas del Complejo Hospitalario Universitario
de Santiago de Compostela (CHUS). Analizaremos la prevalencia y
distribucion de los genotipos y subgenotipos del VVHB en nuestro area
sanitaria (AS) y su asociacion con otros factores epidemioldgicos,
clinicos y virolégicos, como: vias de transmision, respuesta al
tratamiento, caracteristicas demogréaficas, diferencias geogréficas,
tendencias en la prevalencia y coinfecciones con otros virus que
comparten vias de transmision.

Teniendo en cuenta el objetivo principal, previamente comentado,
los objetivos especificos que se plantean en esta Tesis Doctoral son
los siguientes:

e Conocer la asociacion de los genotipos y subgenotipos del
VHB con las diferentes variables epidemioldgias: género,
edad, via de transmision y su distribucion geografica en las
diferentes localidades y comarcas de nuestro Area Sanitaria.
Estudiar el grado de biodiversidad de los genotipos del VHB
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en las distintas areas geograficas mediante el Indice de
Shannon.

Determinar la distribucion de genotipos y subgenotipos del
VHB en la poblacion coinfectada con otros virus (VHD,
VHC y VIH) que comparten las vias de trasmision.

Estudiar la prevalencia de coinfeccion con VIH, VHC y VHD
en las distintas areas geograficas del AS.

Estudiar la progresion a cirrosis, el desarrollo de CHC y la
necesidad de trasplante hepético en los infectados crdnicos
por VHB asi como la asociacién con variables clinicas y
epidemioldgicas.

Conocer la asociacion de los genotipos y subgenotipos del
VHB con la respuesta al tratamiento.

Hacer estudios filogenéticos con las secuencias del VHB
obtenidas.



3 MATERIAL Y METODOS

3.1 TIPODE DISENO, POBLACION Y ENTORNO

Se trata de un estudio unicéntrico que incluye pacientes de las
consultas externas de Digestivo, Hepatologia y Enfermedades
Infecciosas del Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de
Compostela (CHUS).

El dmbito de estudio son los pacientes con hepatitis B y HBsAg
positivo diagnosticados y/o seguidos en el CHUS entre el 1 de enero
de 2000 y el 31 de diciembre de 2016.

Los criterios de inclusion: pacientes con VHB diagnosticados de
hepatitis B crdnica, seguidos de su enfermedad en el CHUS y que
habian sido genotipados para el VHB.

Los criterios de exclusion: pacientes con VHB diagnosticados de
hepatitis B crénica que no habian sido genotipados para el VHB.

Se incluyeron en el estudio un total de 320 pacientes con hepatitis
B crénica (HBC) a seguimiento en el area sanitaria de Santiago de
Compostela.

En el trabajo se ha utilizado esta poblacion para valorar diferentes
pardmetros tanto del hospedador como del virus. Para el analisis de los
datos se disefi6 un estudio epidemiolégico, observacional, analitico,
longitudinal y retrospectivo. La informacion de los datos
epidemioldgicos y clinicos se obtuvieron a partir de la revision de las
historias clinicas de cada uno de los pacientes almacenados en IANUS
(plataforma de la integracion de sistemas y registro de informacién
clinica, Indra), una vez obtenido el permiso por parte del Comité de
Etica de Investigacion de Santiago-Lugo (CEI-SL) en la reunion del
22 de Noviembre de 2016 con cddigo de registro 2016/506 (Anexo ).
Se recopilaron y codificaron los datos clinicos en el Cuaderno de
Recogida de Datos (CRD) especifico del estudio, protegiendo la
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identidad de los pacientes. Solo los miembros del equipo investigador
y las autoridades sanitarias, que tienen el deber de guardar
confidencialidad, tuvieron acceso a los datos recogidos en dicho
cuaderno. Soélo se transmitio informacion a terceros en caso que los
datos no pudiesen ser identificados con el paciente.

El desarrollo del proyecto se realizd respetando la Declaracion de
Helsinki de la Asociacion Médica Mundial de 1964 y ratificaciones de
las asambleas siguientes (Tokio, Venecia, Hong Kong y Sudéfrica)
sobre principios éticos para las investigaciones médicas en seres
humanos, la Orden SCO/256/2007, de 5 de febrero, por la que se
establecen los principios y las directrices detalladas de Buena Practica
Clinica y el Convenio relativo a los derechos humanos y la
biomedicina, hecho en Oviedo el 4 de abril de 1997 y sucesivas
actualizaciones.

Todo dato clinico recogido de los pacientes a estudio fue separado
de los datos de identificacion personal de tal modo que se aseguro en
todo momento el anonimato del paciente, respetando la Ley de
Proteccién de Datos de Caracter Personal (Ley Organica 15/1999, de
13 de diciembre), el RD 1720/2007 de 21 de diciembre, por el que se
aprueba el Reglamento de desarrollo de la ley Organica 15/1999, la
Ley 41/2002, de 14 de noviembre (basica reguladora de la autonomia
del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion y
documentacion clinica), asi como la Ley 3/2001 de 28 de mayo
(reguladora del consentimiento informado y de la historia clinica de
los pacientes), la Ley 3/2005, de 7 de marzo, de modificacion de la
Ley 3/2001 y el Decreto 29/2009 de 5 de febrero, por el que se regula
el acceso a la historia clinica electronica. Respecto al cuestionario
informativo (ClI), se solicitd al CEI-SL la exencion de presentar el Cl
a los pacientes, ya que debido al gran tamafio muestral estudiado
(pacientes ilocalizables), asi como a la patologia (algunos de ellos
fallecieron), era necesario un gran esfuerzo y medios técnicos y
personales de los que no disponiamos.
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Variables de estudio

Las variables estudiadas en el conjunto de pacientes se agruparon
en: variables epidemiologicas, clinicas y terapéuticas. Estos
pardmetros se recogieron de la historia clinica electronica de cada
paciente y se fueron actualizando con las sucesivas visitas a las
consultas externas del hospital entre el 1 de enero de 2000 y el 31 de
diciembre de 2016.

3.2.1.1 Variables epidemioldgicas

Para el estudio de las variables epidemioldgicas se tuvieron en
cuenta todos los pacientes diagnosticados y/o seguidos por infeccion
cronica del VHB en nuestro AS, quedando un tamafio muestral de 320
pacientes.

3.2.1.1.1 Sexo al nacer

e Hombre
e Mujer

3.2.1.1.2 Pais de nacimiento

Con una revision de la historia clinica se indag6 sobre el lugar de
origen del paciente y se anot6 su pais de nacimiento.

3.2.1.1.3 Edad

Mediante la revision de las historias clinicas se recogio la fecha
de nacimiento de cada paciente y se calculd la edad a 31 de diciembre
de 2016.

Con el fin de estudiar la evolucién temporal de la distribucion de
genotipos en el total de la poblacion del AS, dividimos la poblacion de
estudio en tres grupos de edad: pacientes menores de 50 afios,
pacientes con edades comprendidas entre 50 y 70 afios y pacientes
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mayores de 70. Hacemos esta division basandonos en dos hitos
importantes en la historia de la hepatitis B, en primer lugar el
descubrimiento del virus de la hepatitis B y la consiguiente adopcion
de medidas preventivas para evitar su transmision y en segundo lugar,
la implementacion de la vacuna.

3.2.1.1.4 Vias de transmision

Mediante la revision de las historias clinicas se anoto el factor de
riesgo relacionado con la infeccion por el VHB y la fecha del suceso,
en el caso de ser conocida, con el fin de estudiar la asociacion de cada
genotipo con dicho factor en el total de la poblacién a estudio. Los
factores de riesgo se agruparon en:

e Factor de riesgo parenteral. Dentro del cual se diferenciaron

tres variantes:

o Nosocomial: agrupaba las transmisiones por transfusion
sanguinea  contaminada, derivados hematicos
contaminados, cirugias, trasplante de érgano infectado,
transmision paciente a paciente (por endoscopios o
hemodialisis) y pinchazos accidentales en trabajadores
sanitarios.

o UDVP

o Tatuajes/piercing.

e Factor de risgo sexual. En un nimero importante de los casos
no se pudo diferenciar entre heterosexual y homosexual, al no
aparecer reflejado el tipo de conducta sexual en la historia
clinica del paciente.

e Factor de riesgo vertical.

e Factor de riesgo desconocido.

3.2.1.1.5 Coinfeccidn con otros virus que comparten vias de
transmision

e Coinfecciéon con VHC
e Coinfeccion con VIH
e Coinfeccién con VHD
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3.2.1.1.6 Area sanitarias y localidades

Para los 320 pacientes diagnosticados y/o seguidos en las
consultas externas de Digestivo, Hepatologia y Enfermedades
Infecciosas se estudio su localidad de residencia dentro del AS, la cual
fue dividida en tres subregiones: area metropolitana (AM), area
costera (AC) y éarea rural (AR) (Figura 6); de acuerdo a la estructura
organizativa del area sanitaria obtenida a partir del Decreto 168/2010,
de 7 de octubre, por el que se regula la estructura organizativa de
gestion integrada del Servicio Gallego de Salud (DOG del 15) (239).
Los municipios pertenecientes al AM son: Ames, Boqueixon, Brion,
Oroso, O Pino, Santiago de Compostela, Teo, Touro, Trazo, Val do
Dubra y Vedra; al AC: Boiro, Carnota, A Pobra do Caramifial, Muros,
Noia, Outes, Porto do Son, Rianxo y Ribeira; al AR: A Bafia, A
Estrada, A Golada, Arzla, Boimorto, Dodro, Dozo6n, Frades, Lalin,
Lousame, Mazaricos, Melide, Mesia, Negreira, Ordes, Padron,
Pontecesures, Rois, Rodeiro, Santa Comba, Santiso, Silleda, Toques,
Tordoia, Valga y Vila de Cruces (Figura 7).
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Figura 6. AS de Santiago de Compostela localizada en la Comunidad Auténoma
de Galicia (Espafa). Area metropolitana (naranja), area costera (azul) y area
rural (marron).
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AC
AR

Figura 7. Mapa de localidades del AS de Santiago de Compostela.

AM: 1 Ames, 2 Boqueixén, 3 Brién, 4 Oroso, 5 O Pino, 6 Santiago de Compostela, 7 Teo, 8
Touro, 9 Trazo, 10 Val do Dubra y 11 Vedra; AC: 12 Boiro, 13 Carnota, 14 A Pobra do
Caraminal, 15 Muros, 16 Noia, 17 Outes, 18 Porto do Son, 19 Rianxo y 20 Ribeira; AR: 21
A Bafa, 22 A Estrada, 23 A Golada, 24 Arzua, 25 Boimorto, 26 Dodro, 27 Dozo6n, 28
Frades, 29 Lalin, 30 Lousame, 31 Mazaricos, 32 Melide, 33 Mesia, 34 Negreira, 35 Ordes,
36 Padron, 37 Pontecesures, 38 Rois, 39 Rodeiro, 40 Santa Comba, 41 Santiso, 42 Silleda,
43 Toques, 44 Tordoia, 45 Valga y 46 Vila de Cruces.

Los datos de poblacion en cada localidad se obtuvieron a partir
del Instituto Galego de Estadistica (240):
e Poblacién censada a 01/01/2016 en el AS (240): 437.996
habitantes.
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e Poblacion censada a 01/01/2016 en las diferentes areas
(240): AM (184.853), AC (98.978), AR (154.165).

La prevalencia de infectados cronicos (IC) de hepatitis B se
calculo por cada 1000 habitantes para el AS, AM, AC, AR y para cada
una de las localidades.

Prevalencia IC=numero IC/poblacion X 1000

3.2.1.2 Variables clinicas

3.2.1.2.1 Asociacion de los diferentes genotipos con la
progresion de la enfermedad

Los pacientes se clasificaron segun su estadio hepatico empleando
la escala METAVIR a partir de biopsia hepatica o por elastografia
transitoria (Fibroscan ® Echosens, Creteil, France) en: estadio FO con
ausencia de fibrosis, estadio F1 con fibrosis portal, estadio F2 con
fibrosis periportal, estadio F3 con fibrosis con puentes y estadio F4
que representa la cirrosis hepatica, y que también podia ser
identificado mediante diagndstico ecografico. Los valores del
Fibroscan® se relacionan con los grados de fibrosis de la escala
METAVIR de la siguiente manera: FO-F1 <7,6kPa, F2=7,7-9,4kPa,
F3=9,5-14kPa, F4>14kPa (241).

Con el fin de estudiar la relacion de cada genotipo con la
progresion de la enfermedad en los 320 pacientes infectados de VHB
que han sido diagnosticados y/o seguidos en las consultas externas de
Digestivo, Hepatologia y Enfermedades Infecciosas del CHUS,
analizamos a aquellos pacientes en los que se conocia su estadio
hepatico y estudiamos la distribucion de genotipos en los pacientes
cirroticos, trasplantados y/o con CHC en relacion a la distribucion de
genotipos en la poblacion general.

Ademaés analizamos la asociacion de las variables como la edad,
sexo y consumo de alcohol con la progresion a cirrosis, la necesidad
de trasplante o el desarrollo de CHC.
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3.2.1.3 Variables terapéuticas

3.2.1.3.1 Cargaviral

Estudio de la carga viral tras recibir tratamiento para ver la
respuesta al mismo.

e Detectable

e No detectable

3.2.1.3.2 Tipo de terapia administrada

Se tuvieron en cuenta todos los tratamientos frente al VHB
administrados en cada paciente a lo largo de su vida. En la tabla 8
aparecen reflejadas las diferentes terapias.

Tabla 8. Tratamientos administrados

‘ Tratamiento

No tto
IFN
NUC  Analogos de Lamivudina
Nucledsidos Telbivudina
Entecavir
Analogos de Adenofovir
Nucledtidos Tenofovir

3.2.1.3.3 Resistencias antivirales

Resistencia a Lamivudina
Resistencia a Telbivudina
Resistencia a Entecavir
Resistencia a Adenofovir
Resistencia a Tenofovir
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3.2.2 Determinaciones

3.2.2.1 Determinaciones seroldgicas.

Para la deteccion de anticuerpos frente al VHB, VHC, VHD y
VIH se emplearon muestras de suero obtenidas a partir de sangre
extraida de los pacientes en seguimiento de las consultas de Digestivo,
Hepatologia y Enfermedades Infecciosas. Se realizO una
centrifugacion a 800g durante 10 minutos. A continuacion las
muestras de suero fueron almacenadas a 4°C en alicuotas de 1,5ml
hasta su utilizacion.

Los analizadores automaticos empleados para la deteccion fueron
ABBOTT AXSYM® System con tecnologia MEIA (Microparticle
Enzyme Inmunoassay), ARCHITECT® i2000 Abbott, IL, USA vy
ADVIA Centaur® CP Immunoassay System, Siemens Healthcare
Diagnostics GmbH, Eschborn, Germany, ambos con tecnologia CLIA
(Chemiluminiscent Enzyme Inmunoassay). En todos los casos se
siguieron las instrucciones de los fabricantes en la realizacion de las
correspondientes determinaciones.

e Se consider6 infeccion cronica por el VHB la presencia
durante mas de 6 meses en suero de antigeno de superficie
del VHB (HBsAg) con deteccion de ADN del VHB >20
ul/ml.

e Se considero coinfeccion con VHC, la deteccion en ambas
técnicas de anticuerpos especificos contra el VHC y su
posterior confirmacion por INNO-LIA ® HCV Score,
Fujirebio Europe NV. Belgium y/o deteccion de ARN del
VHC.

e Se consider6 coinfeccion con el VIH la presencia en suero
mediante ambas técnicas de anticuerpos frente VIH-1/2 y/o
antigeno p24 y su posterior confirmacion mediante INNO-
LIA® HIV I/1l Score, Fujirebio Europe NV. Belgium y/o la
deteccion de ARN de VIH.

e Se considerd coinfeccion con el VHD como la presencia en
suero de anticuerpos IgG, y para ello se usé el inmunoensayo
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enzimatico comercial ETI-AB-DELTAK-2 (DiaSorin,
Saluggia, Italy).

3.2.2.2 Determinaciones moleculares

3.2.2.2.1 Determinacion de la carga viral plasmatica del VHB

Para determinar la carga viral plasmatica se emplearon muestras
de plasma obtenidas a partir de la sangre extraida de los pacientes en
seguimiento de las consultas de Digestivo, Hepatologia vy
Enfermedades Infecciosas. El plasma libre de células se obtuvo y se
almaceno en cada caso siguiendo las indicaciones del fabricante.

Se utilizaron distintos equipos para la deteccién molecular del
VHB en nuestro laboratorio. En un primer momento se utilizd Versant
HBV DNA 3.0 (bDNA, Bayer Diagnostics), luego se empled el
COBAS® AMPLICOR®VHB test version 2.0 Roche Molecular
Diagnostics Inc. Pleasanton CA, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Posteriormente el COBAS® Tagman® VHB test, v2.0
Roche Molecular Diagnostics Inc. Pleasanton CA, siguiendo las
instrucciones del fabricante. En la actualidad la técnica empleada es el
COBAS AmpliPrep/COBAS® TAQMAN VHB Quantitative test,
Roche Molecular Diagnostics Inc. Pleasanton CA, gque presenta un
limite inferior de deteccion de 20 Ul/ml y un limite superior de
170.000.000 Ul/ml.

3.2.2.2.2 Determinacion del genotipo y subgenotipo del VHB

Para el genotipado del VHB se realiza en primer lugar la
extraccion de acidos nucleicos. Dicha extraccion se realizd a partir de
las muestras de plasma obtenidas y procesadas como se comento
anteriormente, empleando distintos procedimientos a lo largo del
tiempo. Se uso el kit de aislamiento de &cidos nucleicos totales (TNAI
kit: total nucleica cid isolation kit) para COBAS ® AmpliPrep, Roche
Molecular Diagnostics Inc. Pleasanton, CA, siguiendo las
instrucciones del fabricante y los eluidos fueron conservados a -20°C
hasta su utilizacion. También se usé QIAamp DNA Investigator kit de
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QIAGEN ® vy en otras ocasiones MagNA Pure Compact Instrument
de Roche Life Science ®.

Una vez extraido el material genético se procedié al genotipado
mediante secuenciacion directa siguiendo el protocolo realizado por
Mallory et al. y Schildgen et al. y usando los primers publicados por
estos autores (242, 243). Se obtuvo un fragmento de 941 nucledtidos
del gen de la polimerasa viral/HBsAg en una primera PCR (pPCR)
con los primers HBV_1F y HBV_4R usados por Mallory et al. (242).
Luego se realizd una nested PCR (nPCR) usando los primers
TGGATGTGTCTGCGGC “sense primer”) y
CKTTGACADACTTTCCAATCAATAG  (“antisense  primer”)
publicados por Schildgen et al. (243), obteniéndose un fragmento de
622 nucledtidos.

Todos los productos de PCR se analizaron por electroforesis en
gel de agarosa al 1% y luego fueron purificados usando QIAquick
PCR Purification Kit (QIAGEN GMBH, Hilden, Germany) de
acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Con los amplicones purificados se realizd la secuenciacion
bidireccional de Sanger usando los primers previamente descritos,
HBV_IF y el “antisense primer” para los productos de la primera
PCR y los primers publicados por Schildgen et al. para los productos
de la nested PCR (243). Obteniéndose asi productos de secuenciacion
de 815 y 622 nucledtidos, respectivamente. Tras el ciclo de
secuenciacion y la purificacion de los correspondientes amplificados,
éstos fueron secuenciados en un secuenciador de capilares Beckman
CEQ 8000 (Beckman Coulter, Inc. Fullerton, California) siguiendo
las indicaciones del fabricante. Para el posterior estudio de las
secuencias y la determinacién del genotipo y subgenotipo del VHB se
utilizé la herramienta bioinformatica de interpretacion geno2pheno
VHB (Institut Max Plank, Germany), con edicién previa en el
programa Sequencher 4.0 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MlI).

3.2.2.2.3 Determinacion del subtipo de VHB

Para el subtipado del VHB se siguid la metodologia de Kramvis
et al. 2008 y Echevarria et al. 2005, donde los autores establecian una
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correlacion entre los genotipos/subgenotipos de VHB vy los subtipos
(33, 36).

3.2.2.2.4 Mutaciones de resistencia

V173L
L180M
A181VIT
T184A
A194T
$202G
M2041/V
Q215T/S
1233V
N236T/Y
M250V

3.2.2.2.5 Mutaciones de escape

P120T/S
T123A
P127T/S
A128V
Q129H/K
M133T/I/LIV
Y134S/N
T140S
K141l
P142S/L
S143P
D144A
G145R
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3.2.2.3 Estudio filogenético

3.2.2.3.1 Pacientes, muestras y secuenciacion genémica de un
fragmento de VHB

El estudio filogenético se realizo en el Hospital Ramén y Cajal,
donde analizaron 122 de las 320 secuencias amplificadas y
secuenciadas para genotipado. Los distintos analisis filogenéticos del
VHB se realizaron finalmente con secuencias uniformes en tamafio de
345 bp, que reunian la calidad necesaria para estos analisis. Por otra
parte, para evitar resultados artefactados en los arboles, se decidi6é que
ademas de elegir el mismo tamafio de secuencia este fuera comin a
todos los genomas.

3.2.2.3.2 Alineamiento

Las secuencias nucleotidicas obtenidas fueron alineadas usando el
paquete MEGA disponible en https://www.megasoftware.net/ con el
algoritmo MUSCLE. Este algoritmo genera un primer alineamiento
basado en una matriz de distancias con las que construye un arbol de
filogenia por el método de Neighbor-Joining. Con posterioridad, este
alineamiento se refina, al generar otra matriz de distancias basado en
el método de Kimura para corregir las sustituciones mdultiples en una
misma posicion y asi obtener un nuevo arbol filogenético que se usara
como referencia para hacer el realineamiento definitivo. Finalmente
las secuencias se transforman en proteina para identificar errores de
secuenciacion y se editan manualmente.

3.2.2.3.3 Genotipado

Para realizar el genotipado de las secuencias obtenidas en este
estudio se construye un arbol filogenético mediante el programa
PhyML del paquete MEGA usando la aproximacion de maxima
verosimilitud. Para generar el arbol filogenético es necesario disponer
de secuencias de referencia, previamente definidas y disponibles en la
base de datos de GenBank (http://www.ncbi.nlm.gov/). Las secuencias
de referencia seleccionadas correspondian con nimeros de acceso
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AB937796, KT347092 del genotipo Al, EU594395, JX507080,
KJ854710 del genotipo A2, AM184126 del genotipo A3, AY934764
del genotipo A4, FJ692603 del genotipo A5, GQ331048 del genotipo
A6, AB819614 del genotipo B1, AB555499, B819614, JQ688405 del
genotipo B2, AB976562 del genotipo B3, AB368295, FJ904426 del
genotipo B4, AB219427 del genotipo B5, DQ463792 del genotipo B6,
GQ358143 del genotipo B7, GQ358147 del genotipo B8, GQ358152
del genotipo B9, AB697510 del genotipo C1, AB642095 del genotipo
C2, AB048705 genotipo del C4, EU410081 del genotipo C5,
GQ358157 del genotipo C6, AJ627215, EU594397, X85254 del
genotipo D, FJ904446, GU456684, JF754635, KM606702,
KM606753 del genotipo D1, AB555500, EU594433, KM606711,
KM606747, KP322601 del genotipo D2, EU594382, F754625,
HQ236016, KF679993, KM577667, KP090181, KT347090 del
genotipo D3, KM606745 del genotipo D3/D6, AB033559, AB048702,
FJ010650, FJ692533, GQ922003, KF192841, KJ470884, KJ470888,
KJ470895, KMG606740, KM606744, KM606752, KM606754,
KM606755 del genotipo D4, AB106564, AP007262, DQ060822,
HE974384, JQO00009, KM606743 del genotipo E, AB214516,
AF223963, AY311369, HE974366 del genotipo F, AF160501,
AP007264, GU565217 del genotipo G, AB516395, AP007261 del
genotipo H.

La reconstruccién filogenética por maxima verosimilitud se basa
en calcular la probabilidad de observar un alineamiento a partir de un
arbol filogenético y un modelo de sustitucion nucleotidica. Mediante
el programa JModeltest disponible en
https://github.com/ddarriba/jmodeltest2/releases, se obtiene el modelo
de sustitucion nucleotidica que mejor se adapta a nuestro
alineamiento. El programa PhyML genera un arbol inicial basado en
la matriz de distancias entre los pares de secuencias (Neighbor-
joining). A partir de este arbol se generan nuevos arboles
intercambiando las ramas vecinas y se calcula la probabilidad de todas
las posiciones usando el modelo de sustitucion nucleotidica GTR (que
corresponde con la definicion inglesa de “General Time Reverse) que
calcula una tasa de sustitucion diferente para cada una de las seis
mutaciones posibles, con una proporcién de posiciones invariantes | y
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variacion a lo largo de la secuencia segun una distribucion gamma G.
El resultado final es el &rbol con la suma de probabilidades mas alta.
Una vez construido el arbol se explora la robustez de la inferencia
filogenética mediante el método de Bootstrap, se generan 1000
réplicas del alineamiento mediante un re-muestreo aleatorio con
reemplazamiento del conjunto de datos. Se obtiene el arbol
filogenético para cada una de las réplicas y se genera un arbol
consenso que incluya todos los grupos que aparecen en mas del 50%
de los arboles. Se acepta que tienen soporte los grupos que aparecen
en mas del 70 % de los arboles.

3.2.2.3.4 Andlisis filogeogréfico

Una nueva aproximacion surge de combinar la reconstruccion
filogenética obtenida previamente con la informacién geogréafica de
donde se obtuvieron las secuencias disponibles. De esta combinacién
se puede inferir su historia biogeografica. Para el analisis
filogeografico se obtienen de la base de datos de GenBank 3.516
secuencias de VHB de las que se conoce el pais de origen (mayo de
2017). Se construye el arbol filogenético por maxima verosimilitud
como en el apartado anterior usando el programa FastTree, disponible
en http://www.microbesonline.org/fasttree, que permite inferir
filogenias de alineamientos con miles de secuencias en un tiempo
razonable (244). Para una estimacion mas rapida de la robustez se usa
la prueba de Shimodaira-Hasegawa. Las zonas geograficas se dividen
de la siguiente manera: a) Africa y Oriente Medio que incluye Etiopia,
Gabon, Kenia, Oman, Sudan,Tunez y Sudafrica; b) América del sur y
Caribe que incluyen Argentina, Brasil, Cuba, Haiti, Martinica,
Panama y Uruguay; ¢) Ameérica del norte que incluye USA y Canada;
d) Asia que incluye China, India, Japon, Mongolia y Nepal; e) Europa
incluye Alemania, Bélgica, Espafia (excluyendo Galicia), Holanda,
Italia, Francia, Lituania, Polonia, Serbia, Turquia,y Uzbequistan; y f)
Oceania que incluye Australia, Fiji, Samoa, Kiribati, Papua Nueva
Guinea y Tonga. Se considera que las secuencias tienen el mismo
origen geografico si las ramas tienen un soporte > 80 %.
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3.2.2.3.5 Andlisis filodinamico

La filogenia puede usarse también para inferir la dinamica de una
epidemia (filodindmica). En este caso usamos una aproximacion
Bayesiana con el software = BEAST  disponible  en
http://tree.bio.ed.ac.uk/ software/beast/. Los métodos Bayesianos se
basan en calcular la probabilidad posterior de obtener un &rbol
filogenético a partir de un modelo de sustitucion nucleotidica y un
alineamiento. En este caso no se calcula la robustez de un arbol ya que
el método se basa en obtener la densidad de probabilidades y calcular
el intervalo que incluye el 95% de las probabilidades posteriores. El
algoritmo de las Cadenas de Monte Carlo de Markov se usa para
muestrear los valores de las variables dentro de la distribucion de
probabilidades. Se muestrea el nimero de veces necesario para que los
valores alcancen un estado estacionario y el tamafio de muestra
efectivo indique que el muestreo es independiente.

3.2.2.3.6 Filogenia datada

Para obtener la filogenia datada es necesario introducir un reloj
molecular que representa el nimero de sustituciones a lo largo del tiempo.
Ya que es dificil garantizar que un modelo demogréafico describa el cambio
del tamafio de poblacion efectivo en las secuencias disponibles, se aplica
un método no paramétrico (Bayesian skyline plot) que no necesita definir
un modelo demogréfico previo para generar la distribucion posterior del
tamario de poblacion efectivo a lo largo del tiempo.

Obtenemos la filogenia datada usando los afios de obtencion de la
muestra, con un reloj molecular relajado que permite que el nimero de
sustituciones a lo largo del tiempo cambie en las diferentes ramas
segun una funcion logaritmica, y el modelo de sustitucion de
nucleétidos GTR+1+G. Se obtienen dos series de 100 millones cada
una que se muestrean cada 10000 generaciones para evitar la
autocorrelacién. Se combinan con el programa LogCombiner
eliminando el 10% del muestreo para obtener un tamafio de muestra
efectivo superior a 100. Con el programa Treeannotator se obtiene el
arbol con los clados de mayor probabilidad que se visualiza con el
programa FigTree disponible en http://tree.bio.ed.ac.uk/software/. El
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programa Tracer disponible en http://tree.bio.ed.ac.uk/software/,
permite el andlisis demografico usando el arbol datado obtenido,
reconstruye la variacion del tamafio de la poblacién efectiva a lo largo
del tiempo asumiendo una variacion de la poblacién constante y el
método Bayesian Skyline. Se hace el analisis para los dos tipos juntos
y cada uno por separado.

Todos los andlisis se generan en un ordenador con una CPU intel
core i7-4960 (6 nucleos 12 hilos) y 64 GB de memoria RAM.

3.2.3 Tratamiento estadistico

Para analizar los datos recogidos en este trabajo, en primer lugar
se procedio a la realizacion de un analisis descriptivo de las variables
obtenidas de las historias clinicas de los pacientes, en el que se
estudiaron las caracteristicas epidemiologicas, clinicas y terapéuticas
desde el diagndstico de la infeccion. Las variables continuas
(cuantitativas) se expresaron como mediana con Su rango
intercuartilico (RIC), mientras que las variables categoricas
(cualitativas) se resumieron con porcentajes.

Previo a la realizacion de cualquier test estadistico y al ser el
tamafio muestral mayor o igual a 50, se aplico la prueba de
Kolmogorov-Smirnov para asi determinar si los pardmetros analizados
se ajustaban a una distribucion normal. Para evaluar la comparabilidad
de los grupos se utilizd el test de Levene de homogeneidad de
varianzas. En ambos casos los resultados se consideraron positivos si
p-valor<0,05.

En estos grupos generados se evalué la influencia de los
genotipos y subtipos del virus en la progresion de la enfermedad y su
distribucion en relacion a las variables anteriormente citadas. Para ello
se realiz un test de comparacién bivariante para estudiar el efecto de
cada genotipo y subgenotipo del virus en dichas variables mediante
test Chi-cuadrado (3°).

Todos los analisis se llevaron a cabo mediante el paquete
estadistico SPSS v22.0 (IBM Corp. Armonk, NY: IBM Corp) y en
todos los casos se consideraron estadisticamente significativos los
valores de p por debajo de 0,05 (p-valor<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 DISTRIBUCION DE GENOTIPOS EN EL AREA SANITARIA

4.1.1 Distribucion de genotipos en cada sexo y en el total de
infectados cronicos por el VHB en el area sanitaria

Se estudio el genotipo de VHB en 320 muestras de pacientes con
hepatitis B cronica que acudieron a las consultas externas de
Digestivo, Hepatologia y Enfermedades Infecciosas del CHUS entre
el afio 2000 y el 2016.

De los 320 pacientes con infeccion crénica por VHB, eran de
origen espafiol (nativos) 268 de ellos (83.8%), 219 eran hombres
(68.4%) y 39 pacientes (12.5%) fallecieron durante el tiempo de
estudio.

Para la variable edad de la poblacion aplicamos la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, obteniendo un p-valor >0,05, por lo que dicha
variable sigue una distribucion normal. La mediana de edad de los
infectados cronicamente por VHB es de 52 (RIC 64-41).
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Figura 8. Distribucién de edad de la poblacién objeto de estudio.

La distribucion de genotipos y subgenotipos viene representada
en la tabla 9. Hay que sefialar que se han detectado un total de 15
casos de posibles coinfecciones por varios genotipos (4,68%) que no
ha sido posible confirmar, por lo que se han representado con el
genotipo mayoritario. Ademas en 57 pacientes infectados por genotipo
D no se ha podido determinar el subgenotipo.
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Tabla 9. Distribucion de genotipos en el total de pacientes infectados crénicos
por el VHB y en cada sexo en el AS.

Gen T((‘),/:j;ﬂ mEe%?‘ajr:\a Hor&b)res mEecji?:r:\a Mu(j;)res mEedc?ig:na p-valor
(RIC) (RIC) (RIC)
15’3 (63,55-243,5) 19,6 (625-%15) 29 (83,25530,75) 0,002
27 (625-3:18) 3,4 (59,72%46,5) 1.2 63
15,6 (65-5423,5) 20,7 (64,55-313,5) 4,8 (89,765%154,75) 0,001
16 (42’355_20) 0,5 48 4,0 (32’25’_515) 0,019
¢ KE (45,355-32) 2,3 (51,356-35) 3,0 (313-128)
o 716 (665312) 66,2 (66,557-44) 83,2 (63,47125;-37) 0,002
1,9 (382_‘;8) 0,6 34 4,8 (35_21’75,5) 0,020
e (72,7557-’358,25) o (72,2651-’358,75) ey (76,5?;6,75)
>3 (61,5?23,75) 2 (61,5?37,75) 4.8 (68,;(5)-37)
40,7 (63—241) 34,1 (65,556-44) >4,8 (57,3‘5‘-37) 0,001
3,1 (42?36?34) 2,7 (:70-,358) 4.0 (37,753-‘;4,25)
2,2 (714-212) 3,2 (714-212) 0,0
3,1 (54,2458-1151,75) 4,6 (54,2458-1151,75) 0,0 0,029
0,6 (6(?%—551 y 09 (6(?,%’-551 ) 0,0
Total 320 52 219 55 101 45
(64-41) (65-43) (63-35)

p-valor calculado entre hombres y mujeres

Los subtipos de VHB de nuestra AS estan representados en la
tabla 10, siendo el mas frecuente el subtipo ayw?2 (35%).
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Tabla 10. Distribucion de subtipos en el AS de Santiago de Compostela.
Subtipo Frecuencia
(%)
adr
adw2
adw4
ayw2

ayw3

ayw4

No determinado

Total 320

Con respecto a las caracteristicas epidemiologicas, un 68,4% eran
hombres con una mediana de edad de 55 afios (RIC, 65-43) y de 45
afios (RIC, 63-35) en mujeres.

Se observaron diferencias significativas en la distribucién de
genotipos entre sexos. El genotipo A fue significativamente mas
prevalente en hombres con un p=0,002 mientras el genotipo D fue
significativamente mas prevalente en mujeres con un p=0,002. Del
mismo modo el subgenotipo D4, el mas predominante en nuestra area,
y el D1 son méas prevalentes en mujeres. Sin embargo, en los
subgenotipos D2 y D3 no se encuentran diferencias significativas en la
distribucion entre sexos al igual que en Al, mientras que el
subgenotipo A2 se ha visto que es méas prevalente en hombres (p=
0,001).

Se ha visto que hay diferencias en la mediana de edad de los
pacientes infectados por distintos genotipos y subgenotipos, pudiendo
concluirse que los pacientes infectados por genotipos menos
prevalentes en nuestra area (B, C, E, F y G) son mas jovenes.
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4.1.2 Distribucion de genotipos por edades en el area
sanitaria.

Estudiamos la distribucion de genotipos por edades y para ello
dividimos la poblacion en tres grupos de edad: pacientes mayores de
70 afos, pacientes con edades comprendidas entre 50 y 70 afios y
pacientes menores de 50 afios. Establecemos esta clasificacion de los
pacientes atendiendo al afio de su nacimiento en relacion a dos
acontecimientos clave en el conocimiento de la hepatitis B, por un
lado el descubrimiento del virus de la hepatitis B y por otro el
desarrollo e implantacion de una vacuna efectiva para combatir la
enfermedad.

En el total de la poblacion cronicamente infectada con el VHB y
cuyo seguimiento se lleva a cabo en las consultas externas de
Digestivo, Hepatologia y Enfermedades Infecciosas entre el afio 2000
y el 2016 (320 pacientes), la distribucion de pacientes por edades fue
la siguiente: el 16,3% tenia més de 70 afos, el 38,4% se encontraba
entre 50 y 70 afios y el 45,3% eran menores de 50 afios.

La distribucion de genotipos en cada grupo de edad viene
representada en la tabla 11. Comparando el grupo de edad de <50 afios
con los otros grupos de edad, se observd que el genotipo D era
significativamente menos prevalente en los pacientes menores de 50
afios. Sin embargo, el subgenotipo D1 se ha visto que es
significativamente mas prevalente en pacientes menores de 50 afios en
relacion a los pacientes con edades comprendidas entre los 50 y los 70
afios. Los genotipos B, C y E, genotipos no autdctonos, son mas
prevalentes en los pacientes con menos de 50 afios, encontrandose
diferencias significativas con respecto al grupo de edad 50-70 afios en
los pacientes infectados por genotipos B y E.
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Tabla 11. Distribuciéon de genotipos por edades en el total de la poblacion.

50-70
anos(%)

>70 ahos
(%)

17,9

1,4 4,1 0,0
12,4 13,8 11,5
3,4 0,0 0,0 0,038**
4,8 0,8 0,0
63,4 75,6 84,6 0,005*/0,032**
3,4 0,0 0,0 0,038**
14,5 9,8 28,8 0,021**/0,001***
3,4 5,7 3,8
33,8 37,4 23,1 NS
3 6,2 0,8 0,0 0,020*
F 2,8 0,8 3,8
] 4,8 2,4 0,0
H 0,0 1,6 0,0
Total 145 123 52

*p-valor calculado entre los grupos de >70 y <50 anos.
**p-valor calculado entre los grupos de <50 y 50-70 anos.
***p-valor calculado entre los grupos de 50-70 anos y >70 afnos.

4.1.3 Distribucion de genotipos y subgenotipos segun el pais
de origen del paciente

En nuestro estudio el 83,3% de los pacientes con enfermedad
cronica por VHB del genotipo A eran espafioles. Los pacientes
infectados con genotipo B y C procedian mayoritariamente de China.
Los pacientes infectados por los subgenotipos D2, D3 y D4 eran
nativos en su mayoria mientras que los pacientes con subgenotipo D1
procedian de Marruecos y Rumania. Los pacientes infectados con
genotipo E eran todos africanos (Guinea Bissau, Senegal, Madagascar,
Nigeria, Guinea Conakry y Gambia) excepto un espariol.
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De los 10 pacientes infectados por genotipo G, 9 eran nativos.

Tabla 12. Distribucién de genotipos en pacientes nativos versus pacientes

inmigrantes.
Nativos Edad: mediana Inmigrantes Edad: mediana
(%) (RIC) (%) (RIC)
A 15,3 53 (65-47,5) 15,4 42 (47,25-36,75)
B 0,0 - 9,6 35 (42,5-20) <0,001
o 0,0 - 15,4 35,5 (45,5-32)  <0,001
D 78,4 56,5 (66-44) 36,5 27 (39-23) <0,001
E 0,4 - 17,3 39 (43,5-36) <0,001
F 1,9 57 (75,5-44,5) 3,8 39,5 (39,5-37)
G 3,4 49 (54,5-42) 1,9 41 (41-41)
H 0,7 60,5 (60,5-51) 0,0
Total 268 52

En la tabla 12 y la figura 9, se muestra la distribucion de
genotipos en la poblacion nativa infectada cronicamente por VHB y
en la poblacién inmigrante.

Las caracteristicas epidemioldgicas de la poblacién gallega
autoctona no inmigrante (83,8%) eran las siguientes: mediana de edad
de 56 afios (RIC, 66-44), 70,1 % hombres, 11,1% coinfectados con
VIH, 8,2% con VHC, 3,2% VHD vy via predominante de transmision
desconocida (79,1%). Mientras, la poblacion gallega inmigrante
(16,3%): mediana de edad de 37 afios (RIC, 42-28,5), 59,6 %
hombres, 8,7% coinfectados con VIH, 2,1% con VHC, 4,1% VHD y
via predominante de transmision desconocida (75%).

De forma general, los genotipos B, C y E son significativamente
mas prevalentes en la poblacion inmigrante mientras el genotipo D es
significativamente mas prevalente en poblacién nativa.

Tambien se observé que los pacientes inmigrantes infectados son
mas jovenes que los nativos.
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Figura 9. Distribucién de genotipos en pacientes nativos e inmigrantes.

104



Resultados

4.2 DISTRIBUCION DE FACTORES DE RIESGO EN EL AREA
SANITARIA

4.2.1 Distribucion de factores de riesgo asociados a la
infecciéon por VHB segun el grupo de edad

En la tabla 13 se representa la distribucion de factores de riesgo
asociados a la infeccion por VHB en los distintos rangos de edad. Con
respecto a la evolucion de los factores de riesgo asociados a la
infeccion con el VHB, la transmision vertical se asocio de forma
significativa al grupo de edad de <50 afios con respecto al grupo de
edad de 50-70 afios y a los mayores de 70 afios, con un p-valor de
0,010 y 0,034, respectivamente. Ademas, el factor de riesgo
desconocido es significativamente mas prevalente en el grupo de
pacientes de mayor edad. No encontrandose diferencias significativas
en funcion de la edad en los pacientes infectados por via parenteral o
sexual.

Tabla 13. Distribucion de factores de riesgo por edades en el total de la
poblacion.

Genotipos Total <50 afios 50-70 >70 afios

()~ anos (%)
(%)

Parenteral 5,9 3,8
Sexual 3,8 6,2 2,4 0,0
Vertical 11,9 17,9 7,3 5,8 0,010*/0,034**

Desconocido 78,4 70,3 82,9 90,4 0,016*/0,004**/+0,045

Total 320 145 123 52

*<50 anos y 50-70 afos
**<50 afos y >70 afnos
+<50 afos y poblacion total
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4.2.2 Asociacion de los distintos genotipos de VHB con los
factores de riesgo para adquirir la infeccion.

Con el fin de establecer la asociacion de cada genotipo con los
diferentes factores de riesgo, estudiamos la distribucion de estos en
cada uno de los factores (Tabla 14).

Del total de pacientes estudiados infectados cronicamente por
VHB no se ha documentado un factor de riesgo asociado a la
adquisicién del VHB en el 78,4% de los pacientes. En el resto de los
pacientes en los que si se conoce el factor de riesgo, predomina la via
de transmision vertical (11,9%), seguida por la transmisién parenteral
(5,9%) y la sexual (3,8%).

El 4,1% de los infectados por genotipo A se documentd
transmision sexual mientras que sélo un 1,8% de los infectados por
genotipo D presentaron transmision por esta via, lo que indica una
mayor asociacion del genotipo A con la via sexual.

En los pacientes con genotipo A es mas prevalente el factor de
riesgo parenteral que el vertical (p=0,022), mientras que en los
pacientes infectados por el genotipo D se observd una asociacion
significativa con la transmision vertical (p<0,001).

El subgenotipo D3 estd asociado a transmision parenteral
(p=0,010), concretamente EXUDVP (3 pacientes de los 4 con
subgenotipo D3 con factor de riesgo conocido son EXUDVP).
Ademas también cabe destacar que todos los pacientes con historia
conocida de contacto con drogas administradas por via parenteral son
hombres. El subgenotipo D4 esta asociado de forma significativa con
la transmision via vertical (p=0,011).

En los pacientes infectados por genotipos distintos al Ay al D, se
observo una asociacién significativa con el factor de riesgo sexual.
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Tabla 14. Distribucion de genotipos por via de transmision en el AS

Genotipo Parenteral Sexual Vertical Desconocido
(%) (%) (%) (%)

27,8 8,3 2,9 17,1
68,4 33,3 86,8 71,3 <0,001**
5,6 8,3 2,9 1,0
22,2 8,3 29,4 16,6
22,2 0,0 0,0 5,0 0,010*
16,7 16,7 52,9 42,2 0,011*
noAnoD 53 50,0 7,9 12,7 <0,001***
0,004****
0,001**
Total 19 12 38 251

*Vertical/Parenteral
**Sexual/Vertical
***Desconocido/Sexual
****Sexual/Parenteral

4.3 DISTRIBUCION DE GENOTIPOS DE VHB ASOCIADOS A LA
INFECCION EN LAS DISTINTAS AREAS DEL AS

Con respecto a las caracteristicas epidemiologicas:

A. Area metropolitana: el 29,1% de la poblacion infectada
cronicamente por VHB reside en el area metropolitana, lo que
supone una prevalencia 0,50%o. La mediana de edad es de 47 afios
(RIC 56-39). EI 68,8% eran hombres con una mediana de edad
de 48 afos (RIC, 55,75-39,25). En mujeres la mediana de edad es
de 44 afios (RIC, 54-35).

B. Area costera: el 35% de la poblacion infectada cronicamente por
VHB residia en el area costera, lo que supone una prevalencia de
infectados cronicos diagnosticados del 1,13%.. La mediana de
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edad es de 56 afios (RIC, 66,75-42,25). EI 67% eran hombres con
una mediana de edad de 58 afios (RIC, 69-44). Las mujeres
tienen una mediana de edad de 49 afios (RIC, 63,5-37).

C. Area rural: el 19,4% de los infectados cronicos por VHB residia
en el area rural, lo que supone una prevalencia del 0,40%o. La
mediana de edad es de 62 afos (RIC, 67,25-44). El 71% de los
infectados crénicos por VHB eran hombres con una mediana de
edad de 62 afios (RIC, 66-44,75). En las mujeres infectadas la
mediana de edad era de 55,5 afios (RIC, 74-42).

Tabla 15. Distribuciéon de genotipos en las diferentes areas.

Edad: Edad: Edad:
mediana %) mediana %) mediana  p-valor
(RIC) ° (RIC) ° (RIC)

AM

(%)

50 63 ]
15,3 183 i 80 (20 g 24 2N 0,001
47 58 62 )
71,6 61,3 5938 5) 83,9 (4925.42,75) 13 (67,25.45,75) %001
42 39 49 .
131204 G800 LoTg 113 (5 0010

47 56
Total 320093 (5639) "2 (66,75-41,25) (67,25-44)

62 62

*p-valor calculado entre AC y AR. **AM y AC

Fijandonos en la distribucién de genotipos en las distintas areas
geograficas (tabla 15) y centrandonos en los dos genotipos
predominantes (A y D), vemos como el genotipo A se asocia
significativamente al area rural (p=0,001). Mientras que en la zona
costera el genotipo D es significativamente mas prevalente (p=0,001).
Ademas se observa una mayor prevalencia de los genotipos no A no D
procedentes de poblacidén inmigrante en el area metropolitana (Tabla
15), que se refleja en un mayor indice de Shannon que en otras areas
geograficas.
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En relacion a los factores de riesgo predominantes en cada area
geogréfica se ha visto que la transmision por via sexual es
significativamente mas prevalente en el area metropolitana (p=0,029).

4.4 DISTRIBUCION DE GENOTIPOS Y FACTORES DE RIESGO EN
GRUPOS DE COINFECTADOS CON EL VHC, VHD Y/o VIH

Estudiamos la distribucion de genotipos y factores de riesgo en
los diferentes grupos de coinfectados: no coinfectados, coinfectados
con el VHC, coinfectados con el VHD vy coinfectados con el VIH
(Tabla 16).

A. Poblacion no coinfectada total: el 81,1% de los infectados
cronicos por VHB del AS eran pacientes no coinfectados. La
mediana de edad de los pacientes no coinfectados fue de 53 afios
(RIC, 66-41).

B. Poblacion coinfectada con el VHC total: un 7,2% de infectados
cronicos por el VHB del AS eran pacientes coinfectados con el
VHC. La prevalencia de infeccion por VHC en nuestra area en
pacientes con HBC es de 0,04%.. La mediana de edad de esta
poblacién fue de 50,5 afios (RIC, 59-44,75).

C. Poblacion coinfectada con el VIH total: un 10,6% de infectados
cronicos por el VHB del AS eran pacientes coinfectados con el
VIH. La prevalencia de infeccion por VIH en el AS en pacientes
infectados cronicamente por VHB es de 0,057%o. La mediana de
edad de los pacientes infectados con el VIH, 47 afios (RIC, 54-
40,5), es mas baja que la de otros grupos.

D. Poblacion coinfectada con el VHD total: un 3,3% de infectados
cronicos por el VHB del AS eran pacientes coinfectados con el
VHD. La prevalencia de infeccion por VHD en pacientes
infectados cronicamente por VHB en nuestra area es de 0,023%o.
La mediana de edad de los pacientes infectados por VHD es de 50
afios (RIC, 60,5-38,5).
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E. Poblacion coinfectada por més de dos virus: 3 pacientes
coinfectados con VHC, VIH y VHD; 3 pacientes coinfectados con
VHC y VIH; 2 pacientes coinfectados con VHD y VHC.

El genotipo D es mas prevalente en pacientes no coinfectados que
en los coinfectados con VIH. Los genotipos G y F fueron
significativamente mas prevalentes en pacientes coinfectados con VIH.

La coinfeccién con VIH fue significativamente méas prevalente en
infectados con el genotipo A que en los infectados con el genotipo D
(p=0,001).

El subgenotipo D3 estd mas asociado a coinfeccion que el
subgnotipo D2 o0 D4 (p<0,001).

El factor de riesgo sexual se asocié de forma significativa con el
grupo de infectados con el VIH (p=0,001). Mientras que la transmision
parenteral presentd una asociacién significativa con la coinfeccion con
VHC (p<0,001). Sin embargo, en el grupo de pacientes con factor de
riesgo vertical predominan claramente los no coinfectados.

De los 8 pacientes con historia de EXUDVP documentada, 7 de
ellos estaban coinfectados con VHC, de éstos 3 lo estaban también
con VHD y 2 con VIH.

Tabla 16. Distribucién de genotipos en los distintos grupos de coinfectados.

. Nocoinf. VHC(
Genotipos (%) )

25,0 20,0 26,3
1,6 0,0 20,0 0,0
2,7 0,0 0,0 0,0
72,9 75,0 40,0 15,8 <0,001**
4,3 0,0 20,0 0,0
1,1 0,0 0,0 21,1 <0,001**
1,6 0,0 0,0 36,8 <0,001**
1,1 0,0 0,0 0,0
Total 188 12 5 19

*8 pacientes con multiples coinfecciones (todo son genotipo D).
**Calculado entre NO y Coinfectados con VHC, VIH y/o VHD.
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4.5 PREVALENCIA DE INFECTADOS CRONICOS POR VHB

La prevalencia de infectados cronicos por cada mil habitantes
(carga de enfermedad por VHB) en el AS, en sus distintas zonas y en
cada localidad aparece representada en las tablas 17, 18, 19 y 20; y en
la figura 10.

45.1 Prevalencia de infectados cronicos en cada area

La prevalencia de infectados cronicos en el AS fue del 0,61%o.
Con respecto a las diferentes zonas que la componen, fue el AC donde
se observé una significativa (p<0,001) mayor prevalencia de
infectados cronicos (1,13%o), seguida del AM (0,50%o0) y AR (0,40%o).
En el AC se observé una mayor prevalencia de infectados cronicos de
hepatitis B coinfectados con VHC (p=0,050). En todas las &reas
residian pacientes infectados cronicos por el VHB.

Tabla 17. Prevalencia de infectados crénicos por cada mil habitantes en el AM,
AC, ARy AS total

Tot. p No coinf

(n) (n)

W 184.853 | 93 0,50 54 0,29 5 00 9 00 4 0,02
JXemm 98.978 @ 112 1,13 78 0,78 8 0,08 4 0,04 4 0,04
Ul 154.165 62 0,40 37 0,24 4 002 5 003 2 0,01

Area Censo

AS  437.996 | 267 0,61 169 0,38 17 0,04 18 0,04 10 0,02

NOTA: Hay pacientes que aunque son seguidos en nuestra area sanitaria residen en
localidades de otra area. n: nimero de pacientes; Tot.: niUmero total de pacientes con HBC;
P: prevalencia; VHC: nimero de pacientes con HBC del estudio coinfectados por VHC; VIH:
numero de pacientes con HBC del estudio coinfectados por VIH y VHD: numero de pacientes
con HBC del estudio coinfectados por VHD.

45.2 Prevalencia de infectados cronicos en cada localidad
del AM

Santiago de Compostela fue la localidad del AM con una mayor
prevalencia de infectados cronicos (0,70%0) seguida por Ames
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(0,62%0), Touro (0,54%0) y Brion (0,53%0). Las localidades mas
alejadas o peor comunicadas con Santiago de Compostela presentaron
una menor prevalencia de infectados cronicos, siendo ésta similar a las
localidades del AR.

Tabla 18. Prevalencia infectados cronicos por cada mil habitantes en cada una
de las localidades del AM.

Cro. p Cré6. no Prev Croé. Prev  Cré.
rev : . . .
tot tot coinf no coinf  coinf coinf
(n) (n) coinf VHC (n) VHC VIH (n)

Poblacion

censada

30.544 | 19 0,62 12 0,39 1 0,03 2 0,07
4.291 1 0,23 1 0,23 0 0,0 0 0,0
7.590 4 0,53 3 0,40 0 0,0 0 0,0
7.420 3 0,40 2 0,27 0 0,0 0 0,0
4.653 2 0,43 1 0,21 0 0,0 0 0,0
95.966 | 67 0,70 37 0,39 2 0,02 6 0,06
18.510 7 0,38 5 0,27 0 0,0 0 0,0
3.703 2 0,54 2 0,54 0 0,0 0 0,0
3.190 0 0,00 0 0,00 0 0,0 0 0,0
3.974 0 0,00 0 0,00 0 0,0 0 0,0
5.012 1 0,20 0 0,00 0 0,0 1 0,20

45.3 Prevalencia de infectados cronicos en cada localidad
del AC

En el area costera se encuentra las localidades con una mayor
prevalencia de infectados crénicos por VHB de todo el AS: Rianxo
(1,61%o0), Ribeira (1,43%o), Noia (1,12%o), Porto do Son (1.07%o), A
Pobra do Caramifial (0,94%0) y Muros (0,91%o).
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Tabla 19. Prevalencia de infectados cronicos por cada mil habitantes en cada
una de las localidades del AC.

Cro. p Cr6.no Prev. Cré. Prev. Cré6. Prev.
rev. . . . . N

total total coinf. no coinf. coinf. coinf. coinf.

(n) (n)  coinf. VHC(n) VHC VIH(n) VIH

Poblacion

censada

18.871
4.170 0 0,00 0 0,00 0 0,0 0 0,0

9.525 9 0,94 6 0,63 0 0,0 0 0,0

8.834 8 0,91 7 0,79 0 0,0 0 0,0
14.337 16 1,12 12 0,84 1 0,07 0 0,0
6.606 2 0,30 1 0,15 0 0,0 0 0,0
9.386 10 1,07 7 0,75 0 0,0 0 0,0
11.188 18 1,61 11 0,98 2 0,18 0 0,0
27.249 39 1,43 30 1,10 0 0,0 0 0,0

454 Prevalencia de infectados cronicos en cada localidad
del AR

En el area rural se encontraron la mayoria de las localidades con
baja prevalencia de VHB crénica. Aquellas localidades situadas entre
el area costera y Santiago de Compostela, como Rois (1,07%o) y
Pontecesures (0,99%o), registraron una mayor prevalencia de
infectados cronicos en relacion a otras localidades del AR. Un dato
interesante es que otras localidades como Santa Comba (1,05%o),
Santiso (1,20%0) y Toques (0,84%o), también registraron altas tasas de
prevalencia a pesar de no estar préximas a nucleos de poblacién
importantes ni a la zona de costa.
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Tabla 20. Prevalencia de infectados cronicos por cada mil habitantes en cada
una de las localidades del AR.

Cro Cré no Cro Prev Cro Prev

Localidades Pé)ebr::ac:;;n t?:?l rc:teavl c?ri‘r;f P::i:./nrfmv;ocirzg ) %):'réf V?I-)Iir(]ri ) c\(/)IiEf
A Bafa 3.645 2 0,55 1 0,27 0 0,0 0 0,0
A Estrada 20.891 5 0,24 1 0,05 0 0,0 2 0,10
A Golada 2.507 0 0,00 0 0,00 0 0,0 0 0,0
Arzua 6.211 1 0,16 0 0,00 0 0,0 0 0,0
Boimorto 2.111 0 0,00 0 0,00 0 0,0 0 0,0
Dodro 2.853 1 0,35 0 0,00 1 0,35 0 0,0
Dozén 1.107 0 0,00 0 0,00 0 0,0 0 0,0
Frades 2.428 0 0,00 0 0,00 0 0,0 0 0,0
Lalin 20.044 2 0,10 0 0,00 1 0,05 0 0,0
Lousame 3.429 0 0,00 0 0,00 0 0,0 0 0,0
Mazaricos 4.087 1 0,24 1 0,24 0 0,0 0 0,0
Melide 7.488 2 027 2 0,27 0 0,0 0 0,0
Mesia 2.700 0 0,00 0 0,00 0 0,0 0 0,0
Negreira 6.911 1 0,14 1 0,14 0 0,0 0 0,0
Ordes 12.669 3 0,24 3 0,24 0 0,0 0 0,0
Padrén 8.581 2 0,23 1 0,12 0 0,0 0 0,0
Pontecesures 3.040 3 0,9 3 0,99 0 0,0 0 0,0
Rois 4.657 5 1,07 1 0,21 0 0,0 0 0,0
Rodeiro 2.644 1 0,38 1 0,38 0 0,0 0 0,0
Santa Comba 9.556 10 1,05 8 0,84 0 0,0 0 0,0
Santiso 1.672 2 1,20 1 0,60 0 0,0 0 0,0
Silleda 8.734 6 0,69 2 0,23 1 0,11 2 0,23
Toques 1.196 1 084 0 0,00 0 0,0 0 0,0
Tordoia 3.522 0 0,00 0 0,00 0 0,0 0 0,0
Valga 6.047 4 0,66 2 0,33 0 0,0 0 0,0
WA EW YOI  5.435 0 0,00 0 0,00 0 0,0 0 0,0
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<0,5 casos/1000 habitantes D
AM
AC 0,5-1 casos/1000 habitantes D
AR == .
>1 caso/1000 habitantes -

Figura 10. Prevalencia de infectados cronicos totales por VHB en el AS.

4.6 DISTRIBUCION DE GENOTIPOS EN LAS DISTINTAS FASES DE LA
ENFERMEDAD

Los pacientes infectados cronicamente por VHB de nuestro area
se distribuian en las distintas fases de la enfermedad del siguiente
modo: Infeccion cronica con HBeAg positivo 6,9%, hepatitis cronica
con HBeAg positivo 15,1%, infeccion cronica con HBeAg negativo
24% y hepatitis cronica con HBeAg negativo 53,3%.

La relacion de las distintas fases de la enfermedad con la
distribucion de genotipos del VHB se representa en la tabla 21. En el
grupo de pacientes infectados con el genotipo A es significativamente
mas prevalente la Hepatitis crénica HBeAg positivo con respecto a la
poblacion general (p=0,001). Mientras, el genotipo D se asocia de
forma significativa a la infeccion cronica HBeAg negativo (p=0,030)
y la hepatitis cronica HBeAg positivo es significativamente menos
prevalente en los infectados con genotipo D (p=0,003).
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Tabla 21. Distribucion de genotipos en las distintas fases de la enfermedad

HBeAg positivo HBeAg negativo

Genotipos p-valor

Infeccion Hepatitis Infeccion Hepatitis
cronica (%) cronica (%)  crénica (%) crénica (%)

0,001*

4,8 2,1 2,5 0,6
9,5 2,1 1,3 2,4
76,2 50,0* 83,5+ 72,2 8’8303**
9,5 0,0 5,1 1,8
0,0 42 0,0 3,0
0,0 42 0,0 47
0,0 2,1 1,3 0,6

Total 21 48 79 169

p-valor calculado con respecto a la poblacion total cronicamente infectada.

El genotipo A se asocid de forma significativa al HBeAg positivo
(p=0,004). Mientras que el genotipo D se asocio de forma significativa
al HBeAg negativo (p==0,002) (Tabla 22).
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Tabla 22. Distribucion de genotipos segun la positividad o no de HBeAg.

HBeAg HBeAg
Genotipo positivo  negativo

p-valor

11,8

0,004

2,9 1,2
4,3 2,0
57,1 76,0 0,002
2,0 2,8
2,9 2,0
2,9 3,3
1,4 0,8
Total 70 246

4.7  ASOCIACION DE LOS DIFERENTES GENOTIPOS CON LA
PROGRESION DE LA ENFERMEDAD

4.7.1 Asociacion de los diferentes genotipos con la
progresion a cirrosis

De los 147 pacientes donde se pudo conocer su estadio hepatico,
un 20,4% se encontraba en estado cirrdtico (F4), observandose una
mayor asociacion con el sexo masculino, la edad avanzada y el
consumo de alcohol (Tabla 23).

Los pacientes cirrdticos estaban infectados por los genotipos: D,
el mas prevalente con un 63,3%, A (33,3%) y G (3,3%). Analizando
por subgenotipos se encontré que los subgenotipos A2 (28%), D2
(24%) y D4 (20%) eran los mas prevalentes. Los pacientes infectados
por los genotipos B y C de nuestro estudio son pacientes jovenes que
todavia no han progresado a cirrosis.
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Tabla 23. Progresion a cirrosis por edad, sexo y consumo de alcohol en el total
de pacientes donde se conocia su estadio hepatico.

Consumo

de alcohol

>50 <50 p-valor| H M p-valor |No exceso Exceso p-valor

N 14,2 4,3 0,003 | 12,8 2,0 0,002 3,9 21,3 <0,001

Total 169 149 219 101 103 80

H: hombres; M: mujeres

4.7.2 Asociacion de los diferentes genotipos con el desarrollo
de carcinoma hepatocelular

De los 277 pacientes donde se pudo conocer la progresion o no a
carcinoma hepatocelular, observamos una mayor asociacion con el
sexo masculino aunque no es estadisticamente significativa, la edad
avanzada y la diabetes mellitus, en ambos casos obteniéndose una
p<0,001. No se ha encontrado asociacion entre el desarrollo de CHC
con el consumo excesivo de alcohol, la obesidad, con el origen no
autoctono del paciente ni con la presencia de cirrosis (Tabla 24). Un
total de 21 pacientes (7,6%) fueron diagnosticados de CHC y en los 9
pacientes que se conocia su estadio de fibrosis, todos ellos estaban en
F4.

Los genotipo mas prevalentes fueron el D (81%) y el A (9,5%),
estando también representados el genotipo C y G cada uno de ellos
por un paciente. Todos los pacientes con CHC infectados por el
genotipo A, lo estaban por el subgenotipo A2. En cuanto a los
infectados por genotipo D, estaban igual de representados el
subgenotipo D2 y D4 (36,4% cada uno) mientras el genotipo D3
representa un 27,3% de las infecciones del genotipo D en pacientes
con CHC.
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Tabla 24. Desarrollo de CHC por edad, sexo y Diabetes mellitus en el total de
pacientes donde se conocia su estadio hepatico.

Diabetes

mellitus

>50 <50 p-valor H M p-valor S NO  p-valor
(o;lom 135 0,8 <0,001 9,6 3,3 33,3 3,7 <0,001

Total 148 129 187 90 30 218

H: hombres; M: mujeres

4.7.3 Asociacion de los distintos genotipos de VHB con la
necesidad de trasplante hepético

Un total de 28 pacientes (9,3%) de los infectados crénicos por
VHB fueron trasplantados, de ellos un 82,1% eran del sexo masculino,
un 70,6% consumian alcohol de forma abusiva y el 75% tenian mas de
55 afios. Se observaron diferencias significativas en la proporcion de
trasplantados en los diferentes grupos de edad, siendo mas prevalente
el trasplante en pacientes de >50 afios, y también se observd una
asociacion significativa entre el consumo excesivo de alcohol y la
necesidad de trasplante hepatico (Tabla 25).

La distribucién de genotipos en los pacientes trasplantados: s6lo
los genotipos A 'y D aparecen representados. El genotipo D fue el méas
prevalente (78,6%) y el genotipo A represento el 21,4%.

Los pacientes infectados con el genotipo A que fueron
trasplantados tenian una mediana de edad en el momento de dicho
trasplante de 41 afios (RIC, 53,5-26), mientras en que los del genotipo
D la mediana de edad fue de 56 afios (RIC, 59,5-44).
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Tabla 25. Necesidad de trasplante hepatico por edad, sexo y consumo de
alcohol en el total de la poblacion donde se conocia su estadio hepatico.

Consumo
de alcohol

>50 <50 p- H M p- No Exceso p-

valor valor exceso valor

14,9 3,1 0,001 | 11,3 5,2 5,0 15,6 0,017
Total 161 140 204 97 101 77

H: hombres; M: mujeres

4.7.4 Distribucion de genotipos en la poblacion total de
estudio versus pacientes cirroticos, pacientes con CHC
y pacientes trasplantados

En la tabla 26 se compara la distribucién de genotipos en la
poblacion total con la misma en pacientes cirréticos, con CHC o
trasplantados para relacionar cada uno de los genotipos con las
posibles complicaciones de la hepatitis B cronica.

En pacientes cirrdticos el genotipo A y concretamente el
subgenotipo Al son significativamente mas prevalentes que en la
poblacién total, con un p-valor de 0,012 y 0,014, respectivamente. Sin
embargo, en la poblacién cirrética del mismo modo que ocurre con los
pacientes con CHC vy los trasplantados, el subgenotipo D4
(predominante en nuestra area sanitaria) es significativamente menos
prevalente que en la poblacion total (p<0,001 en los tres grupos).
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Tabla 26. Distribucion de genotipos en la poblacion total de infectados cronicos
y en los pacientes con cirrosis, CHC y/o trasplantados.

Geno Poblacion Cirréticos p-valor CHC p-valor Trasplantados p-valor

total (%) (%) (%) (%)
A 15,3 33,3 0,012 9,5 21,4
2,2 10,0 0,014 0,0 7.1
12,8 23,3 9,5 14,3
71,6 63,3 81,0 78,6
1,6 0,0 0,0 0,0
15,0 20,0 19,0 17,9
4,4 10,0 14,3 10,7
33,1 16,7  <0,001 19,0 <0,001 21,4 <0,001
- 13,1 3,3 9,5 0,0 0,041
noAnoD
Total 320 30 21 28

p-valor calculado en relacion a la distribucion de genotipos en la poblacion total.

4.8 ASOCIACION DE LOS GENOTIPOS CON LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO

A 31 de diciembre del 2016, recibieron tratamiento el 67,4% (211
pacientes) del total de pacientes cronicamente infectados que habian
sido diagnosticados y/o seguidos en las consultas externas de
Digestivo, Hepatologia y Enfermedades Infecciosas. En el AM sélo el
62,2% fueron tratados mientras que en el AC el 66,1%, llegando a un
Ilamativo 75,4% en el AR, aungque no se observaron diferencias
significativas entre las distintas areas geograficas.

El 69% de la poblacién nativa del estudio habia sido tratada frente
a sblo un 44,2% de los inmigrantes, encontrandose diferencias
significativas entre ambos grupos (p=0,001).

De los 320 pacientes para los que se obtuvieron datos en relacion
al tratamiento recibido el 35% no recibieron tratamiento alguno y los
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restantes siguieron las siguientes pautas de tratamiento antivirico: la
mayoria fueron tratados con NUC (56,3%); el 0,3% (1 paciente) fue
tratado solamente con IFN mientras el 8,4% de los pacientes
recibieron IFN y NUC. En la tabla 27 se representa la proporcion de
pacientes tratados con los distintos antivirales.

Tabla 27. Tratamiento recibido por los pacientes infectados créonicamente por
VHB.

Tratamiento % pacientes

No tto
IFN
LMV
LdT
ETV
ADV
TDF

Total 320

Segin el EASL 2017 Clinical Practice Guidelines on the
management of hepatitis B virus infection (131) el objetivo 6ptimo del
tratamiento de la hepatitis B es la pérdida del HBsAg. Con nuestros
datos observamos que de un total de 211 pacientes crénicos tratados,
solo el 14,1% perdié el HBsAg. Se vio que el genotipo A presentaba
mejor respuesta al tratamiento, en cuanto a pérdida de HBsAgQ se
refiere, que el genotipo D (p=0,009).

Otro objetivo del tratamiento es la supresién de la carga viral que
se consiguio en un 69,6% de los pacientes tratados. Se observé que el
genotipo A presentaba mejor respuesta viroldgica que el genotipo D
(p=0,048).

También es un objetivo del tratamiento la pérdida del HBeAg en
aquellos pacientes con deteccion positiva de dicho antigeno en el
momento del diagnostico. En este estudio, de los 120 pacientes con
HBeAg positivo en el momento del diagnostico fueron tratados 99
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(83,9%) mientras 19 no recibieron tratamiento alguno y en dos casos
no nos consta si fueron o no tratados. Asi, de los 99 pacientes que
recibieron tratamiento y que presentaban HBeAg positivo en el
momento del diagndstico, el 60,2% perdieron el antigeno e. No se
observaron diferencias significativas en la pérdida de HBeAg entre los
genotipos Ay D.

4.9 MUTACIONES DE ESCAPE Y MUTACIONES DE RESISTENCIA

De los 320 pacientes del estudio presentaron mutaciones de
escape 64 de ellos (20%). Mientras en un 5,3% se encontraron
mutaciones de resistencia.

El genotipo D tiene mayor frecuencia de mutaciones de escape
que el genotipo A (24% genotipo D y 4,1% genotipo A).

La resistencia a Lamivudina es mas frecuente en pacientes
infectados por el genotipo A (22,4%) que por el D (10,9%), siendo
esta diferencia estadisticamente significativa (p<0,05).

En la tabla 28 se puede observar el porcentaje de pacientes
tratados con NUC que presentaban mutaciones de resistencia para los
distintos antivirales.

Tabla 28. Proporcion de pacientes con mutaciones de resistencia.

Mutacion RT % pacientes

R_LMV
R_LdT
R_ETV
R_ADV

R_TDF

Total 211
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4.10 TENDENCIAS EN LA DISTRIBUCION DE LOS GENOTIPOS DEL
VHB Y DISTRIBUCION EN LA POBLACION VIRAL CIRCULANTE

La distribucion de genotipos en el total de la poblacion
cronicamente infectada comentada en apartados anteriores incluye
pacientes fallecidos y pacientes con hepatitis B en fase de portador
inactivo (infeccion crénica con HBeAg negativo), por lo que
epidemiologicamente puede ser mas interesante conocer la
distribucion de genotipos en la poblacion viva con carga viral
detectable y cuyos individuos son el reservorio para los nuevos casos
de infeccion (Tabla 29 y 30). Por ello consideramos su célculo
importante ya que tendra consecuencias en la futura distribucion de
genotipos.

El 52,2% (167 pacientes) de la poblacion de infectados cronicos
de hepatitis B del AS seguia presentando CV detectable a 31 de
diciembre de 2016.

No se observaron diferencias significativas en la distribucion de
genotipos en la poblacion crénicamente infectada con VHB analizada
(320 pacientes) y los pacientes con carga viral circulante (167 pacientes),
ni en su totalidad ni en las distintas areas geograficas del AS.

Tabla 29. Comparacion entre la distribuciéon de genotipos en el total de
pacientes diagnosticados de infeccion crénica por el VHB en el AS y la
distribucion de genotipos en la poblacion virémica circulante.

Total (%) Con CV detectable (%)

Total 320 167
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Tabla 30. Comparacion entre la distribuciéon de genotipos en el total de
pacientes diagnosticados de infeccion crénica por el VHB en cada area
geografica y la distribucion de genotipos en la poblacion virémica circulante.

AM AM AC AC con AR AR con

Geno. total con CV p-valor total CV det p-valor total CV det p-valor
(%) det (%) (%) (%) (%) (%)

A 18,3 7,8 NS 8,0 5,1 NS 27,4 23,1 NS
B 3,2 5,9 NS 1,8 0,0 NS 0,0 0,0 NS
C 4,3 2,0 NS 0,9 1,7 NS 1,6 3,8 NS
D 60,2 66,7 NS 83,9 84,7 NS 61,3 61,5 NS
E 2,2 3,9 NS 4,5 6,8 NS 3,2 7,7 NS
F 4,3 3,9 NS 0,0 0,0 NS 1,6 0,0 NS
G 6,5 7,8 NS 0,0 0,0 NS 4,8 3,8 NS
H 1,1 2,0 NS 0,9 1,7 NS 0,0 0,0 NS
Total 93 51 112 59 62 26

Dado que los pacientes infectados por el genotipo A son
proporcionalmente mas tratados que los infectados por genotipo D
(87,5% y 65,9%, respectivamente), es de esperar que la proporcion de
pacientes con genotipo A con carga viral circulante haya disminuido
en relacién a los pacientes no tratados. Para ello, comparamos
nuestros resultados con los trabajos de Echevarria et al. 2005 y
Rodriguez-No6voa et al. 2004 (tabla 31) y vemos que la proporcion de
genotipo A en nuestra poblacion con carga viral circulante es menor
con un 10,8% frente al 25% que obtienen Echevarria et al. y el 14%
de Rodriguez-N6voa et al. en pacientes en su mayoria no tratados,
habiendo en el primero de los casos diferencias estadisticamente
significativas. En el caso del genotipo D no se observan diferencias
significativas en la distribucion de este genotipo en los distintos
grupos de pacientes, estando igualmente representado en todos ellos.
Sin embargo, si se agrupan los genotipo no A no D se observa una
mayor proporcion de éstos genotipos en los pacientes de nuestro
estudio que han sido tratados pero que mantienen la carga viral
detectable en relacién a los grupos de pacientes no tratados de
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Rodriguez-Novoa et al. y Echevarria et al. (p<0,05), lo que refleja
entre otras circunstancias una peor respuesta al tratamiento de los
genotipos no A no D.

El genotipo G muestra una tendencia creciente en nuestro area si
comparamos la proporcion que representa en nuestra poblacion de
estudio (3%) en relacion a los estudios previos de los afios 2004 y
2005, tal y como se ve en la tabla 31.

Tabla 31. Tendencia en la distribucion de genotipos del VHB en Galicia y
Espafia.

Con CV Rodriguez-Névoa Echevarria et
detectable et al. 2004 al. 2005 p-valor

(%) (%) (%)

10,8 <0,001**

1,8 0,0 0,7
2,4 0,0 2,2
74,3 82,0 66,2 >0,05*/**
5,4 0,0 3,7
1,8 3,0 1,9
3,0 1,0 0,0
H 0,6 0,0 0,0
Total 167 101 269

*Rodriguez-Noévoa et al. 2004
**Echevarria et al. 2005
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4.11 COMPARACION ENTRE LOS GENOTIPOS MAYORITARIOS EN
NUESTRO AS: GENOTIPOSAY D

Tabla 32. Comparacion de las caracteristicas principales de los genotipos Ay D,
predominantes en nuestra AS

Genotipo A Genotipo D p-valor
Sexo Hombre* Mujer** 0,002*/ 0,003**
Edad * >50 afnos** NS*/ 0,001**
Historia natural HC HBeAg+* IC HBeAg-** 0,001*/ 0,030**
':I;fzceﬂggﬁgg‘)g e 73,3% 31,5% <0,001
CV diagnéstico 37 millones 23 millones
Pérdida HBsAg 22,7% 6,1% <0,001
Tratamiento 87,5% 62,3% 0,001
:‘;’i‘i’m”?g/‘l’:gg}g)‘ca 62,5% 45,1% 0,029
:‘:gf;ﬁ:ﬁ;‘:;"gl;’g‘ca 40% 24,8% NS
Transmision vertical 4.1% 14,4% 0,048
Coinfeccion VHC 6,8% 8,6% NS
Coinfeccion VIH 13,5% 5,6% NS
Coinfeccion VHD 2,3% 3,2% NS

Los pacientes infectados cronicamente con VHB del genotipo D se
pertenecen principalmente al grupo de edad de mayores de 50 afios.

Los pacientes infectados cronicamente con VHB se asocian de forma
significativa a distintas fases de la enfermedad. EIl genotipo A se
asocia a la hepatitis B cronica con HBeAg positivo mientras el
genotipo D lo hace con la infeccion crénica con HBeAg negativo.
Ademas, de forma general el genotipo A se relaciona con la presencia
de antigeno e de forma significativa mientras que con el genotipo D
ocurre lo contrario.
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La carga viral en el momento del diagnostico es mayor en los
pacientes infectados por el genotipo A que por el D.

Los pacientes infectados con el genotipo A son significativamente
més tratados que los infectados por el genotipo D y ademas la
respuesta virologica es mayor. Sin embargo, la respuesta serologica
(pérdida de HBeAg) no presenta diferencias significativas entre ambos
genotipos.

La infeccion por genotipo D se asocia de forma significativa a la
transmision vertical a diferencia de la infeccion por genotipo A.

En la relacion a la coinfeccion con otros virus, no se han encontrado
diferencias significativas entre los genotipos Ay D.

4.12 ESTUDIO FILOGENETICO

4.12.1 Clasificacion de los genotipos de VHB encontrados en
nuestra serie.

Los andlisis filogenéticos implementados en este estudio
consistieron en una serie de etapas de diferente nivel de complejidad
que aportaban diferentes inferencias epidemiolégicas, evolutivas o
filodindmicas. La primera fase consistia en clasificar las secuencias
que teniamos por genotipos. Segun el arbol de maxima verosimilitud
mostrado en la figura 11, de las 122 secuencias incluidas en el estudio,
43 fueron genotipo A (distribuidos en 3 secuencias como genotipo Al
y 40 secuencias como genotipo A2) y el resto genotipo D, siendo
todas ellas clasificadas como D4. Si bien estos son los genotipos mas
prevalentes en Europa y Espafia, lo sorprendente es que todas las
secuencias del genotipo D, pertenecian al subgenotipo D4, el cual esta
muy poco representado en los bancos de secuencias, probablemente
debido a una baja prevalencia de este subgenotipo.
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Figura 11. Genotipado del virus de la hepatitis. Alineamiento de 345
nucleétidos con secuencias de referencia. Arbol de maxima verosimilitud
GTR+I+G obtenido con PhyML. Se indican valores de boostrap >70% y las
muestras pertenecientes a Santiago de Compostela

El inesperado hallazgo de la alta proporcién de subgenotipo D4
en nuestra serie, sugeria que habia ocurrido una Unica entrada de esta
variante en el entorno de Santiago de Compostela, desde los sitios
descritos con una mayor prevalencia de esta variante. Para ello se
realiz6 un anélisis filogeogréfico, diferenciando el origen de las
secuencias obtenidas que estaban disponibles en las bases de datos
mundiales. Como se observa en la figura 12, la mayoria de las
secuencias estas estrechamente relacionadas con cepas de Sudamérica,
sin embargo, 3 cepas estan mas relacionadas con los subgenotipos
descritos en Africa (posible origen de este subgenotipo) y 5 secuencias
mas relacionadas con variantes encontradas en Asia. Estos resultados,
excluyen la posibilidad de un unico punto de entrada de las secuencias
de subgenotipo D4 encontrados en nuestra serie. Es destacable como 8
secuencias se localizan en el arbol en una posicion filogenética entre
las secuencias de origen africano y las secuencias descritas en
Sudameérica, sugiriendo la posibilidad de una transmisién de Espafia a
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Sudamérica o al menos una transmision bidireccional de los casos de
infecciones por subgenotipo DA4.

@ Galicia
© Caribe y Sudameérica

@ Africay Oriente Medio
® Oceania

O Asia

© Europa no Galicia

O Ameérica del Norte

Figura 12. Filogeografia VHB para subgenotipo D4. Arbol de maxima
verosimilitud GTR+I+G obtenido con FastTree, basado en el analisis de 345
nucleoétidos incluyendo 85 secuencias de referencia. Se indican soportes >80%.

Por su parte, el analisis filogeografico de las secuencias
clasificadas como genotipo A. Los resultados para el subgenotipo Al
(solo 3 secuencias) permiten inferir un patron de vias de entrada
similar al comentado en subgenotipo D4 (figura 13a). Sin embargo, no
se pueden inferir ninguna conclusién para el subgenotipo A2, debido a
Ser una secuencia muy corta para un subgenotipo muy ampliamente
distribuido a nivel mundial. Puede observarse en figura 13b, como el
arbol no tiene resolucion para diferenciar entre secuencias de
maultiples origenes.
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Figura 13. Filogeografia VHB tipos A. Arbol de maxima verosimilitud GTR+I+G
obtenido con FastTree. Se indican soportes >75%. A) Analisis para subgenotipo
A1y B) Analisis para subgenotipo A2.

El hallazgo de un alto porcentaje de secuencias pertenecientes al
subgenotipo D4, que no parecen estar relacionado con una entrada
Unica en Galicia, excluye la posibilidad de un brote epidémico de
subgenotipo D4 en nuestro entorno, pero no excluye la posibilidad de
ser el subgenotipo D4 el responsable del incremento en el numero de
casos observados en Galicia en el periodo de estudio (1 de enero de
2000 vy el 31 de diciembre de 2016). Para comprobar esta hipdtesis,
realizamos un estudio sobre la variacion del tamafio poblacional
efectivo a lo largo del tiempo comprendido en un intervalo de 20 afios
(desde 1995-2015). En la figura 14a, se observa como en el periodo
comprendido entre finales de 2004-2007 se observa un claro
incremento del tamafio poblacional de VHB, en Santiago de
Compostela. Sin embargo, el nuevo reanalisis separando por
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subgenotipos, vuelve a presentarnos una nueva sorpresa. EI cambio de
tendencia en el tamafio poblacional no esta asociado al subgenotipo
D4 (tamafo poblacional estable), segun figura 14b; sin embargo el
incremento estuvo asociado al subgenotipo A2 (figura 14c),
coincidiendo en el tiempo el incremento de este subgenotipo con el
incremento global observado para VHB.

A) B)

1E4 1E

1E3

1E2 C)

1E \/——
.‘mi

1E0 T T T ¢ 20025 2005 20075 = 2o

1995 2000 2005 2010 015 =3

Time

Figura 14. Analisis demografico de la epidemia de VHB en Santiago de
Compostela. Variacion del tamano de la poblacién efectiva (eje Y) a lo largo del
tiempo asumiendo una variacion de la poblacion constante y el método Bayesian
Skyline. La linea indica el valor de la mediana y los valores inferior y superior
del intervalo al 95%. A) variacion del VHB en Santiago de Compostela. El cambio
de tendencia se observa entre el dltimo trimestre de 2004 y ultimo de 2007 B)
Variacion del VHB tipo D4. C) Variacién del VHB tipo A2. El cambio de tendencia
se observa entre el ultimo trimestre de 2005 y el ultimo de 2007

Segun se deduce de los diferentes analisis realizados hasta el
momento, el hallazgo del subgenotipo D4, escasamente referenciado
en la bibliografia, con una alta presencia en Galicia, podria haber
estado circulando desde hace tiempo en nuestro entorno. Para
comprobar esta hipdtesis, realizamos un arbol bayesiano con datacion
(figura 15). Segun este nuevo arbol (y con el sesgo de la temporalidad
de las secuencias disponibles) se puede inferir que el subgenotipo D4
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pudo aparecer en nuestro entorno sobre 1981 (con un intervalo de
confianza entre 1970-1998), si bien su expansion en la poblacion no
ocurrio antes de 1996 (en un intervalo entre 1985-2000). Por el
contrario, como era esperable la presencia de subgenotipos de A es
anterior a la fecha propuesta para el subgenotipo D4. Sin embargo, la
expansion del subgenotipo A2 se observa desde 2004, coincidente con
los resultados obtenidos en el analisis anterior (figura 14).

11985-2000) -
D4 (1970-1508) % §
—

A2

— Al

1981 1996 2001
2003

2004

Figura 15. Filogenia datada de VHB tipos A y D4. Arbol Bayesiano usando el
modelo GTR+I+G y una tasa de mutacion relajada segin un modelo logaritmico
obtenido con BEAST. La probabilidad posterior de cada nodo se indica con un
gradiente de color entre azul (0) y rojo (1). Se indica la datacién con su
intervalo de confianza al 95 % de todos los nodos de transmisién con una
probabilidad posterior >80%
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5 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Se han encontrado 15 casos de posibles coinfecciones con varios
genotipos que no se han podido confirmar mediante hibridacion o
NGS.

De los 320 pacientes genotipados, s6lo en 263 se consigui6é conocer
el subgenotipo.

El factor de riesgo asociado a la infeccion por VHB se desconoce
en la mayoria de los casos (78,4%).

Los fragmentos secuenciados son demasiado pequefios para el
subtipado del VHB, siendo el “gold estandar” para dicho subtipado
del virus la secuenciacion completa del genoma. En consecuencia
los resultados y sus conclusiones deben de ser consideradas
cautelarmente.

El analisis filogenético basado en la secuenciacion parcial del
genoma puede conllevar la clasificacion erronea de diversos
subgenotipos. Algunos autores remarcan la necesidad de realizar
los analisis filogenéticos en el genoma completo para evitar dichos
errores (245).

Dificultad para encontrar datos de los pacientes por estar las

historias incompletas, especialmente en los pacientes no
monitorizados en las consultas de hepatologia.
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6 DISCUSION

Esta tesis doctoral se centra en el estudio de la epidemiologia
molecular relacionada con la distribucién de genotipos del VHB
procedentes de 320 pacientes infectados cronicamente con dicho virus
y que han sido diagnosticados entre el afio 2000 y 2016 en el area
sanitaria de Santiago de Compostela. Se han recogido multiples
variables clinicas, viroldgicas y terapéuticas de forma retrospectiva en
un grupo heterogéneo de pacientes todos ellos con hepatitis B crénica.
El ndmero de pacientes incluidos en el estudio permite extraer
conclusiones muy interesantes y novedosas, pues son pocos los
trabajos publicados de hepatitis B cronica en nuestro entorno y
ninguno de ellos reciente.

La influencia de los genotipos del virus de la hepatitis B (VHB)
en la historia natural de la enfermedad y su respuesta al tratamiento
antiviral se ha abordado en muchos estudios. Este estudio a nivel
regional proporciona la descripcion méas completa de la distribucién
de genotipos del VHB en nuestra area sanitaria, Galicia y Espafia,
realizada hasta la fecha y refleja el origen y la pluralidad de la
poblacién residente en el AS de Santiago de Compostela, al igual que
ocurre en otras regiones de Espafia como muestra el estudio GEHEP
010 (116).

Ademas del genotipado de VHB en los 320 pacientes se ha
llevado a cabo un estudio filogenético en 122 de éstos pacientes que
permite reconstruir parte de la historia de la infeccion por VHB en
nuestra rea sanitaria.

El conocimiento de la circulacion de genotipos a nivel local
proporciona informacion relevante para futuras politicas de vigilancia
epidemioldgica molecular para identificar y controlar la dispersion
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viral, especialmente la importacion y diseminacion de nuevos
genotipos en un area geogréfica (180).

Distribucién de genotipos

La distribucion global de genotipos del VHB en el total de la
poblacién estudiada es la siguiente: genotipo D representa el 71,6%
siendo el mas prevalente en nuestra area y el genotipo A con un 15,3%
es el segundo mas prevalente, quedando los demas genotipos
representados minoritariamente. Estos datos arrojan resultados
similares a otros trabajos anteriores realizados en Espafia (12, 36, 108,
114). Si bien, Rodriguez-Frias et al en el afio 2006 observaron que el
genotipo A y el D eran los més prevalentes, ambas proporciones
estaban mas igualadas (39,5% y 48,1%, respectivamente). Y en el
trabajo de Sanchez-Tapias et al en el afio 2002 se obtuvo la siguiente
distribucion de genotipos: 52% para el genotipo A, 35% de genotipo
Dy 7% genotipo F.

De forma general en toda Espafia y particularmente en nuestra
AS, los genotipos A y D son los mayoritarios en la poblacion
autoctona aunque su proporcion varia entre las distintas areas
geograficas consideradas y también con respecto a otros paises.

Por otra parte, Espafia es una puerta de entrada de inmigrantes en
Europa por lo que la emergencia de genotipos del VHB propios de
otras areas geograficas puede ocurrir en nuestro pais de forma cuanto
menos similar al resto del continente europeo (36). Los resultados
obtenidos en este trabajo apoyan esta hipétesis, por un lado la
distribucion de genotipos en la poblacion nativa es diferente a la
distribucion observada en inmigrantes. De forma general, los
genotipos B, C y E son significativamente mas prevalentes en la
poblacién inmigrante mientras el genotipo D es significativamente
mas prevalente en poblacion nativa. En segundo lugar, se observé que
los pacientes inmigrantes infectados eran mas jovenes que los nativos,
lo que indica la reciente entrada de genotipos no autctonos en nuestro
pais. Y finalmente, la proporcion de genotipos no A no D (genotipo B
(1,6%), C (2,5%) y E (3,1%)) es mayor en nuestro estudio que en
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otros estudios espafoles realizados hace mas de diez afios (12, 36, 98,
108, 114), lo que refleja un cambio en la distribucién de genotipos del
VHB en Espafia relacionado con la inmigracion.

Un 3,4% de los 268 pacientes nativos de nuestro estudio estaban
infectados por genotipo G. Hasta el momento, el genotipo G solo se
habia reportado en dos paises europeos, Francia y Alemania (179,
246). Echevarria et al. en el estudio realizado en 2005 concluian que
no identificaran ningdn paciente infectado por dicho genotipo (36).
Por tanto, es la primera vez que se describe la presencia del genotipo
G del VHB en Espafia. Ademas, nuestros datos reflejan una asociacion
significativa del genotipo G del VHB con la coinfeccion por VIH
como ya ha sido descrito con anterioridad (247).

En lo referente a la distribucion de genotipos de VHB en Europa
pocos son los estudios que reflejan la prevalencia de genotipos y
subgenotipos de VHB (102, 105, 106).

Globalmente los genotipos del VHB predominantes en el
continente europeo son el genotipo A y el D. Sin embargo, los
patrones de distribucién de los genotipos varian entre las distintas
zonas geograficas como demuestra un estudio de prevalencia de
genotipos en el centro y este de Europa. Ademas este estudio concluy6
que la proporcion de genotipos E y F eran menor a la observada en el
sur de Europa (98, 248) debido a la menor afluencia de inmigrantes
procedentes del continente africano hacia las regiones del Centro y
Este de Europa (249).

De forma general en el continente europeo, los datos
epidemioldgicos disponibles en la literatura sugieren un cambio en el
genotipo del VHB predominante en el centro del continente donde
hasta el momento predominaba el genotipo A del VHB que esta
dejando paso al avance del genotipo D (105), reflejandose en una
menor representacion del genotipo A en los pacientes mas jovenes.
Esto se explica por el flujo migratorio creciente hacia paises
centroeuropeos en los Gltimos afios (105).

Comparando la proporcion que representa el genotipo D en otros
paises europeos como Alemania, Francia y Suiza (58%, 53% y 58%,
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respectivamente) (250-252) con los resultados obtenidos en nuestro
estudio (71,6%), se puede concluir tal y como figura en la literatura
que el genotipo D es el mas prevalente en el area mediterranea, en
paises como Grecia con un 98% de genotipo D en poblacion nativa
(102) y Espana.

En relacion a la distribucion de subgenotipos del VHB en Europa,
al contrario de lo encontrado en nuestra area el subgenotipo D4 no
esta representado en la poblacion objeto de estudio de Vratnica et al
en Montenegro en el afio 2015 (106). En este estudio se observo una
mayor proporcién de subgenotipo D2 (36,8%), D3 (32,3%) y A2
(19,8%) (106). Tanto los resultados obtenidos en el presente trabajo
como los obtenidos por Costa et al. (109) en nuestro AS muestran que
el subgenotipo D4 es el predominante; 40,7% y 59%, respectivamente.

Sexo

Con respecto a las caracteristicas epidemioldgicas, un 68,4% eran
hombres. Tanto en el estudio de Echevarria et al (36) como en el de
Basaras et al (114) la proporcidn de sexos es equivalente a la encontrada
en nuestro grupo de pacientes al igual que en otros estudios en Europa
(102, 105, 106). Sin embargo, Sanchez-Tapias et al encontraron una
mayor proporcion de pacientes del sexo masculino (81%).

Se observaron diferencias significativas en la distribucion de
genotipos entre sexos, el genotipo A fue significativamente mas
prevalente en hombres mientras el genotipo D fue significativamente
mas prevalente en mujeres. Del mismo modo el subgenotipo D4 vy el
D1 son maés prevalentes en mujeres mientras que el subgenotipo A2 se
ha visto que es méas prevalente en hombres. La distinta distribucion de
genotipos en funcion del sexo puede relacionarse con los factores de
riesgo implicados en la transmision del virus.

Edad

La media de edad de los 320 pacientes es de 52 afilos mientras que
en todos los estudios esparioles previos la media de edad de los
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pacientes era menor; 43,5 afios en el estudio de Echevarria et al (36);
46,57 afos en el trabajo de Basaras et al (114); 36 afios en los
pacientes estudiados por Sdnchez-Tapias et al (98). Esto puede reflejar
una disminucién en el niumero de nuevos casos de hepatitis B en
nuestro pais, pues los estudios referenciados datan del afio 2005, 2007
y 2002, respectivamente. Por tanto, la probable disminucién del
numero de casos unida al curso de la historia natural de la enfermedad
y al efecto del tratamiento que disminuye la progresion de la
enfermedad aumentando la supervivencia de los pacientes, puede
explicar que los pacientes de nuestro estudio sean de mayor edad en
relacién a estudios previos realizados en Espafia.

Las medianas de edad de los pacientes infectados crénicamente
por VHB en Europa son menores (41 afios en Montenegro (106); 45,5
afios en Grecia (102) y 37 afios en Alemania(105)) que la obtenida en
nuestro estudio (52 afios). Esto se puede explicar al menos en parte
por la mayor proporcion de pacientes inmigrantes incluidos en esos
estudios (105).

Al contrario de lo que ocurre en otros estudios realizados en
hepatitis C, en nuestro estudio los hombres con hepatitis B cronica
tenian una mediana de edad de 55 afios (RIC, 65-43) mientras las
mujeres tenian una mediana de edad de 45 afios (RIC, 63-35), es decir,
éstas eran mas jovenes.

Por otra parte, nuestros datos también reflejan que los pacientes
con hepatitis B cronica infectados por genotipos no A no D son mas
jévenes que los infectados por los genotipos autdctonos, lo que parece
indicar una reciente entrada de nuevos genotipos en nuestro pais que
esta estrechamente relacionado a su vez con que la poblacion
inmigrante sea mas joven.

Analizando la proporcién de genotipos en los distintos grupos de
edad, que se establecen en base al descubrimiento del VHB vy
posteriormente de la vacuna para combatirlo, se observd que los
genotipos autdctonos disminuyen proporcionalmente en favor de los
genotipos B, C y E, que infectan fundamentalmente poblacion
inmigrante, en los grupos de menor edad. Ademas, los inmigrantes
con HBC son mas jovenes que los pacientes nativos. Esto parece
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indicar, tal y como apuntaron otros autores previamente (36), que el
aumento de la inmigracion esta cambiando la epidemiologia del VHB
en Espafia.

Se ha visto, al igual que ocurria en otros trabajos (108), que el
genotipo D es significativamente mas prevalente en el grupo de
pacientes de mayor edad. En general, el genotipo D presenta una
tendencia directamente proporcional a la edad. Mas especificamente,
el subgenotipo D4 (el més prevalente en nuestra area) se mantiene en
una proporcién constante en todos los grupos de edad mientras que el
genotipo D1 no esta representado en los pacientes mas jovenes, lo que
indica que es un subgenotipo que estd dejando de circular en nuestra
area geografica.

Sin embargo, el genotipo A representa una proporcion equivalente
en todos los grupos de edad.

Nativos/Inmigrantes

La inmigracion en curso de paises con una alta endemicidad del
VHB a aquellos con una baja endemicidad del VHB merece especial
atencion para evitar la propagacion de la infeccion a la poblacién
nativa (253).

Los genotipos A y D del VHB predominan en los inmigrantes de
Europa del Este, B y C en los de Asia y el genotipo E en los africanos.
El manejo de la infeccion por VHB en poblacion inmigrante es dificil
y requiere de personal experto y estructuras organizadas para su
asistencia (253).

La posibilidad de propagacion a la poblacién nativa del VHB por
parte de esta poblacion inmigrante se ve potenciada por el hecho de
que estas personas no estan siendo tratadas en su mayoria (55,8%), tal
y como reflejan nuestros resultados, y por ello tienen una viremia mas
elevada que hace mas probable la transmision a otras personas.

Del total de 320 pacientes con hepatitis B cronica en los que se ha
estudiado el genotipo, un 16,25% eran inmigrantes. Este dato

142



Discusion

contrasta con lo obtenido en el afio 2015 en un estudio aleman que
referian un 81% de pacientes nacidos fuera del pais (105).

Los pacientes inmigrantes de nuestro estudio eran mas jovenes
que la poblacion autdctona, lo que refiere una infeccion y/o una
llegada a nuestro pais mas reciente. Esto se ve reflejado en la
distribucion de genotipos en los distintos grupos de edad, tal y como
ya se comentd, de modo que los genotipos no autoctonos eran mas
prevalentes en los pacientes de menor edad.

Las caracteristicas moleculares de la infeccién por el VHB en los
inmigrantes reflejan las de sus areas geogréaficas de origen (253). La
distribucion de genotipos en la poblacion inmigrante de nuestro
estudio fue la siguiente: un 15,4% estaba infectada con genotipo A,
9,6% con genotipo B, 15,4% con genotipo C, 36,5% con genotipo D,
17,3% con genotipo E, 3,8% con genotipo F y 1,9% con genotipo G.
El predominio de genotipo D y E se corresponde con los resultados
obtenidos por Rivas et al. en el 2013 en poblacion africana residente
en Espafia (115). Sin embargo, Toro et al. en el 2006 reporté un
predominio de genotipo D seguido de genotipo A y E (113).
Resultados similares obtuvieron Bottecchia et al analizando el
genotipo de VHB en 29 pacientes inmigrantes residentes en Espafia y
obteniendo un 20,7% de subgenotipo Al, un 48,3% de A3, un 6,9%
de D2 y un 24,1% de genotipo E (254).

En los 52 pacientes inmigrantes incluidos en el estudio se observo
una mayor prevalencia de los genotipos B, C y E que en poblacién
autoctona, no pudiendo compararse estos datos con algunos estudios
espafioles que no diferencian segun el origen de los pacientes (36, 98,
114) o bien incluyen solamente poblacion autoctona (108).

Un estudio en poblacion inmigrante del sur de Italia reportd la
siguiente distribucion de genotipos: 68,9% genotipo E, 16,5%
genotipo A, 11,9% genotipo D y 2,7% genotipo C (255). A diferencia
de lo que ocurre en nuestro AS el genotipo E es mayoritario entre la
poblacién inmigrante, lo que esta justificado por una mayor afluencia
de personas originarias de Africa sub-sahariana al sur de Italia.
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La distribucion de genotipos en poblacion inmigrante del sur de
Italia ha demostrado al igual que ocurre en nuestro estudio que los
genotipos B, C y E son més prevalentes que en la poblacién autoctona
lo que indica la llegada de estos genotipos, hasta ahora no presentes,
en Europa (256). Ademéas comparando la distribucién de genotipos en
ambos paises, se observo que los pacientes infectados por genotipos
no D, especialmente B, C y E han aumentado a lo largo de los afios
(12, 253, 257). Esto se observa de forma clara al comparar nuestros
datos con el estudio hecho por Rodriguez-Ndvoa et al en el afio 2004
(12) en nuestro AS y viendo como los genotipos B, C y E pasaron de
no estar representados a constituir una proporcion nada desdefiable.

La presencia de genotipo E y F en poblacion autéctona demuestra
la introduccion de estos genotipos en nuestro pais, tal y como sugerian
algunos autores (36, 104). Este dato también se reflejé en nuestro
estudio, existiendo un 1,9% de poblacion autoctona infectada con
genotipo F y un 0,4% con genotipo E, a diferencia de lo ocurrido con
los genotipos B y C que estaban representados Unicamente en
poblacién inmigrante.

La introduccién de genotipos exoticos en paises con hasta ahora
baja prevalencia de hepatitis B cronica se prevé que modifique la
distribucion de genotipos local y las vias de transmisién, lo que podria
tener un importante impacto en las medidas profilacticas, la capacidad
de diagnostico y las medidas terapéuticas instauradas hasta el
momento (245).

Factores de riesgo

En relacion a los factores de riesgo asociados a la infeccion por el
VHB, se ha documentado que en el 78,4% de los pacientes la via de
transmision era desconocida. Sanchez-Tapias et al. en el afio 2002
también afirmaban la imposibilidad de identificar la via de
transmision de la infeccién en la mayoria de los casos estudiados (98).
Teniendo esto en cuenta, se ha visto que la principal via de
transmision identificada es la vertical (11,9%), seguida de la
parenteral (5,9%) y finalmente la via sexual (3,8%). Sin embargo, el
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factor de riesgo sexual es el predominante en el trabajo de Basaras et
al dato no muy concluyente por el escaso nimero de pacientes
incluidos en este trabajo (114).

Los resultados obtenidos difieren de los encontrado por otros
autores que observan una frecuencia mayor de factor de riesgo
parenteral (46,7%), seguido del sexual (16%) y s6lo un 4,7% vertical
(106).

En relacion a la distribucién de los factores de riesgo asociados a
la infeccion por VHB seguln los grupos de edad en nuestro estudio se
observa una mayor participacion de la transmision vertical en el grupo
de edad de menores de 50 afios, en detrimento del factor de riesgo
parenteral y sexual. Esto se puede deber por una parte a la mejora en
las medidas preventivas para evitar la transmision sexual y de igual
modo las mejoras en el control de las transfusiones sanguineas y la
transmision nosocomial y por otra, al aumento de poblacién,
fundamentalmente inmigrante, que no hace un seguimiento médico
durante el embarazo lo que conlleva un mayor riesgo de transmision
vertical del VHB.

El 4,1% de los infectados por genotipo A se documentd
transmision sexual mientras que s6lo un 1,8% de los infectados por
genotipo D presentaron transmision por esta via. Esto se corresponde
con lo observado por otros autores que concluyen que el genotipo A se
transmite fundamentalmente por via sexual (52) y de forma mas
eficiente que el genotipo D (106, 258). Algunos autores afirman que la
prevalencia del genotipo A es significativamente mas alta en la
poblacion de HSH que en el resto de la poblacién (259). Sin embargo,
en nuestro estudio no se ha podido estudiar este dato debido a la falta
de informacion en relacion a este factor de riesgo.

En los pacientes con genotipo A de nuestro estudio es mas
prevalente el factor de riesgo parenteral que el vertical, mientras que
en los pacientes infectados por el genotipo D se observd una
asociacion significativa con la transmision vertical.

Nuestros datos reflejan una clara asociacion del subgenotipo D3
con el hecho de ser EXUDVP al igual que la literatura previa (106,
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260), aunque no se observan diferencias significativas debido al bajo
numero de casos documentados con este factor de riesgo.

Los genotipos no autdctonos (no A no D) se asocian de forma
significativa con la trasmision sexual del VHB.

Las vias de transmision dependen en gran medida de la
prevalencia de infeccion cronica que haya en cada area (261). Se ha
visto que la transmision vertical predomina en areas de alta
endemicidad (181), pero en nuestro estudio es el principal factor de
riesgo documentado a pesar de existir una baja prevalencia de
hepatitis B crdnica. Esto se puede deber a una mayor facilidad para
documentar la trasmision vertical que otros tipos de trasmision como
la sexual.

Coinfecciones con otros virus gue comparten via de transmision

En nuestro estudio un 7,2% estaban coinfectados con VHC, un
10,6% con VIH y un 3,3% con VHD, resultados similares a los
obtenidos por Rodriguez-Frias et al (8,66% VHC, 5,54% VHD vy
3,46% con ambos virus)(108). Comparando estos resultados con los
obtenidos por Rodriguez-Novoa et al (12) en el afio 2004 se observa
un mayor porcentaje de coinfeccién con VHC y un descenso en el
namero de coinfecciones con VIH.

Sin embargo, en otros estudios las coinfecciones con otros virus
son motivo de exclusion (102), por lo que no se puede comparar la
proporcién de poblacion coinfectada.

Deterding et al. en Europa del Este obtuvo una coinfeccién con
VHC menor al 10%, lo que coincide con nuestros resultados (249).

El genotipo D es mas prevalente en pacientes no coinfectados que
en los coinfectados con VIH mientras que los genotipos G y F fueron
significativamente mas prevalentes en pacientes coinfectados con
VIH.

Comparando los genotipos mas prevalentes en el AS, se observo
que la coinfeccion con VIH fue significativamente méas prevalente en
infectados con el genotipo A que en los infectados con el genotipo D.
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El subgenotipo D3 estda mas asociado a coinfeccion que el
subgnotipo D2 o D4. Esto se debe a la clara asociacion que presenta
este subgenotipo con EXUDVP.

En los pacientes coinfectados con VHC y/o VHD no se ha podido
establecer relacion alguna con la distribucion de genotipos dado el
bajo nimero de pacientes coinfectados con estos virus en el estudio.

El factor de riesgo sexual se asocio de forma significativa con el
grupo de infectados con el VIH, probablemente por el hecho de que
los HSH con VIH tienen mayor riesgo de coinfeccion con VHB por
via sexual (262), y la transmision parenteral presentd una asociacion
significativa con la coinfeccion con VHC. Sin embargo, en el grupo
de pacientes con factor de riesgo vertical predominan claramente los
no coinfectados.

De los 8 pacientes con historia de EXUDVP documentada, 7 de
ellos estaban coinfectados con VHC, de éstos 3 lo estaban también
con VHD y 2 con VIH.

VHD: Especial mencion merece la coinfeccién/sobreinfeccion por
el VHD. En nuestro estudio se ha visto que la tasa de infeccion
cronica por VHD en pacientes con hepatitis B crénica es del 3,3% lo
que refleja la baja prevalencia de esta infeccion en nuestra area, tal y
como demuestran los datos publicados recientemente por nuestro
grupo (166). La infeccion por VHD en Espafa y el resto de Europa
habia disminuido en los Gltimos afios gracias a la introduccién de la
vacuna frente al VHB y también al descenso de la transmision en
usuarios de drogas por via parenteral (166, 167, 263, 264).
Recientemente parece apreciarse un repunte en el nimero de nuevos
casos de infeccion por VHD que se asocia al incremento de
inmigrantes en nuestro pais, al igual que ocurre en otros paises
Europeos (166, 252, 265, 266).

Avreas geograficas

La prevalencia de infectados cronicos en nuestra AS puede estar
infraestimada debido a que s6lo se han incluido aquellos pacientes con
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carga viral detectable en el momento del diagndstico y que por tanto,
ha sido posible el genotipado.

Teniendo en cuenta esta limitacion, se obtiene una prevalencia de
hepatitis B cronica (infeccion crénica por VHB) en el AS del 0,61%o.
Con respecto a las diferentes zonas que la componen, fue el AC donde
se observé una significativa mayor prevalencia de infectados crénicos
(1,13%o), seguida del AM (0,50%0) y AR (0,40%o0). En el AC donde
tradicionalmente la presencia de UDVP es més acusada y la carga de
la enfermedad es mayor, también se observa una mayor prevalencia de
coinfecciones con VHC y VHD. Los pacientes coinfectados con VIH
residian casi en su totalidad en el AC y el AM, no apreciandose
diferencia entre ambas. Estos hallazgos pueden explicarse teniendo en
cuenta las caracteristicas poblacionales de las distintas areas
geogréficas como pueden ser la mayor densidad de poblacién, la
mayor tasa de inmigracion y una poblacion mas joven en el AM vy el
AC en comparacion con el AR.

En cuanto a la prevalencia de genotipos en las distintas zonas del
AS, vemos como el genotipo A se asocia significativamente al area
rural en contraposicion al genotipo D que es significativamente mas
prevalente en las otras areas geograficas. Ademas se observa una
mayor prevalencia de los genotipos no A no D procedentes de
poblacion inmigrante en el area metropolitana, que se refleja en un
mayor indice de Shannon y que esta en relacion con la mayor
prevalencia de poblacion inmigrante en esta area respecto a las demas.

La trasmision sexual se ha visto que es significativamente mas
prevalente en el area metropolitana, la cual también presenta
asociacion con la coinfeccion por VIH.

Historia natural de la enfermedad

Al igual que concluian Sanchez-Tapias et al. en afio 2002 (98), en
nuestro estudio tampoco fue posible analizar diversos factores
relevantes en la historia natural de la enfermedad, como por ejemplo
la duracion de la infeccion antes de la inclusion del paciente en el
estudio.
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En nuestro estudio al igual que ocurre en la mayoria de estudios
previos, se ha visto una asociacion significativa del genotipo A con la
hepatitis cronica con HBeAg + mientras el genotipo D se asocia a
infeccion crénica con HBeAg- o fase de portador inactivo (96, 103,
108).

Presencia de HBeAqg

El 73,3% de los pacientes infectados por el genotipo A son
HBeAg positivo frente a un 31,5% de los infectados por el genotipo
D, esto concuerda con lo encontrado previamente por otros autores
que sugieren que las cepas del genotipo D muestran tendencia a
establecer infecciones cronicas HBeAg negativas debido a la seleccion
de mutantes precore-defectivas (36, 96, 98, 249).

Complicaciones: Cirrosis, CHC, Trasplante y Mortalidad

En cuanto a la tendencia a desarrollar hepatitis crénica en funcion
de los genotipos infectantes, se ha descrito en la literatura que por
ejemplo el genotipo A estda mas asociado a la persistencia de la
infeccion que los demas genotipos (41). Sin embargo, en nuestro
estudio no es posible analizar este dato debido a que s6lo se han
incluido en el mismo los pacientes con hepatitis cronica.

El carcinoma hepatocelular puede estar asociado a varios factores
pero la hepatitis B crénica es la causa en el 50% de los casos en todo
el mundo y en el 70-80% de los casos en paises endémicos (267).

Scotto et al han observado un 6,3% de progresién a cirrosis y un
1,6% de CHC en poblacion inmigrante infectada por VHB que vive en
Italia (256). Nuestros datos reflejan una mayor proporcion de
pacientes con HBC que progresaron a cirrosis (20,4%) y también con
CHC% (7,6%).

El genotipo D es més prevalente en pacientes con CHC mientras
que el genotipo A predomina en los pacientes cirroticos, resultado ya
descrito previamente en la literatura (8, 192, 208, 268). Sin embargo,
en un estudio realizado en Taiwan con 272 pacientes cronicos se ha
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visto tanto la incidencia de cirrosis como de CHC es mayor en los
infectados por el genotipo D que en los infectados por genotipo A (41,
192, 208).

Recientemente, se han publicado varios sistemas de puntuacion
clinica que usan el genotipo del VHB junto a otros factores como la
edad, el sexo o los niveles séricos de ADN del virus, para predecir la
progresion a CHC (179, 269). Por este motivo, conocer el genotipo del
VHB permite mejorar el manejo clinico de los pacientes con hepatitis
B cronica a través de un sistema de vigilancia mas estricto en aquellos
casos en los que se prevé una mayor probabilidad de desarrollar
malignidad. Sin embargo, hasta el momento estos modelos de
prediccion solo se han estudiado en poblacion asiatica por lo que solo
hay datos de genotipo C y B, siendo el primero el que tiene
puntuacion mas alta para el desarrollo de CHC.

Respuesta al tratamiento antiviral

En nuestro estudio, el genotipo A presenta una mayor tasa de
curacion que el genotipo D, esto se refleja en un mayor porcentaje de
aclaramiento de HBsAg (22,7% para el genotipo A y 6,1% para el
genotipo D) y en una mejor respuesta virologica, con una carga viral
indetectable en un 62,5% de los pacientes infectados por genotipo A
frente a un 45,1% de los infectados por genotipo D, resultados
también obtenidos en otros estudios espafioles (98).

El genotipo A presenta una mejor tasa de curacién y una mayor
respuesta seroldgica que el genotipo D en nuestro AS. Sin embargo,
en relacién a la pérdida de HBeAg debido al tratamiento no se han
podido establecer diferencias significativas entre los dos genotipos
mas prevalentes, esto puede ser debido al hecho de que el genotipo D
se asocia la negativizacion del HBeAg por mutaciones en la region
BCP/PC.
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Mutaciones del gen S

Las mutaciones de escape inmune favorecen la transmisién viral
incluso en individuos vacunados, ademas de promover la reactivacion
viral en condiciones de inmunodepresion y de aumentar el fitness de
cepas resistentes a antivirales (49). Por todo ello, es muy importante
conocer la prevalencia de estas mutaciones en nuestra area para poder
disefiar correctamente las estrategias de diagndstico, prevencion y
control de la hepatitis B cronica.

En nuestro estudio hemos observado una prevalencia de
mutaciones de escape del 20%, similar a la encontrada por Colagrossi
et al (49) al analizar 935 secuencias de VHB de pacientes tratados con
NUC procedentes de 15 paises europeos, entre ellos Espafia, donde se
observaron una tasa de mutaciones del 22,1% y donde como en
nuestro caso se observd mayor frecuencia en el genotipo D que en el
genotipo A (24% para el genotipo D y 4,1% para el genotipo A). Sin
embargo, nuestros datos difieren con otros estudios (270, 271) donde
se refieren porcentajes de mutaciones de escape inferiores, lo cual
puede estar en relacion con la diferente distribucion de genotipos y
con las caracteristicas de la poblacion estudiada.

Mutaciones de resistencia

La seleccién de variantes portadoras de mutaciones que confieren
resistencia a NUC era el principal problema del tratamiento
prolongado con estos antivirales de primera generacién. Sin embargo,
la terapia antiviral oral con agentes de mayor potencia y barrera
genética como el ETV y el TDF ha reducido drasticamente la
aparicion de resistencias y se ha convertido en un pilar fundamental
del tratamiento de la hepatitis B cronica. Esto se debe a la potente y
duradera supresion viral que ejercen, la sencillez de dosificacion y la
ausencia de efectos adversos y de generacion de resistencias.

En nuestra AS se ha observado una proporcion de mutaciones de
resistencia del 5,3% frente al 2,2% obtenido en un estudio en Etiopia o
el 3,1% obtenido por otros autores en Italia. Sin embargo, Colagrossi
et al. obtuvieron una tasa mucho mayor de mutaciones de resistencia
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estudiando un total de 935 secuencias provenientes de pacientes
tratados con NUC en 15 paises europeos. Este Gltimo dato puede
explicarse por el hecho de gque estos autores incluyeron en el estudio
solamente pacientes tratados con NUC (49), mientras que en nuestra
poblacion sélo el 64,7% habia sido tratados con analogos de
nucleods(t)idos.

Nuestros datos reflejan que la resistencia a Lamivudina es mas
frecuente en pacientes infectados por el genotipo A (22,4%) que por el
D (10,9%), como ya vieron otros autores (272, 273).

Bottechia et al observaron resistencia a Lamivudina en 6,9% de
los inmigrantes naive, lo que significa que el aumento de la
inmigracion en nuestro pais también puede venir acompafiado de un
aumento de la resistencia a Lamivudina (254).

En resumen, numerosos estudios han demostrado, y el nuestro lo
ha confirmado, que los diferentes genotipos y subgenotipos presentan
diferentes caracteristicas clinicas, virologicas y epidemioldgicas y
constituyen por tanto un elemento clave en la epidemiologia
molecular de la infeccion por el VHB.

En cuanto al significado clinico del genotipo viral en la infeccion
por el VHB, hay que sefialar que el genotipo es una variable que
potencialmente puede influir en el resultado de la HBC por lo que se
refiere a su progresion y pronostico y también en el éxito de la terapia
antiviral, debido a sus diferentes propiedades biologicas. En este
sentido, existen algunas evidencias en términos de progresion de la
enfermedad y respuesta al tratamiento antiviral que se han ido
reconociendo progresivamente.

No obstante, a pesar de estas evidencias y de las timidas
recomendaciones aparecidas en las Gltimas guias, se necesitan mas
datos adicionales, antes de poder recomendar definitivamente su
determinacion en la practica clinica, ya que a diferencia de como
ocurrié con la hepatitis C, el genotipo viral en la hepatitis B posee
todavia un pobre valor predictivo individual y s6lo con él no se deben
tomar decisiones vinculadas al tratamiento. Sin embargo, en la base de
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poder acumular lineas de evidencia, como hemos intentado en este
trabajo, recomendamos que todos los portadores del VHB sean
rutinariamente genotipados para ayudar a identificar a aquellos que
tienen un mayor riesgo de progresion de la enfermedad hepética y
aquellos que puedan beneficiarse de la terapia antiviral optima.

Por otra parte, el genotipado del virus de la hepatitis B, que
comenz6 como una herramienta de investigacion, principalmente para
estudiar su patron evolutivo, ahora estd disponible en cada vez mas
laboratorios clinicos. En este sentido, la necesaria disponibilidad del
genotipado del VHB en los laboratorios de microbiologia clinica junto
a su potencial utilidad, posibilitardn su incorporacion a la practica
médica habitual en un futuro cercano.
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7 CONCLUSIONES

A continuacion se presentan las conclusiones més interesantes de
los resultados de esta Tesis Doctoral:

1. Distribucion y prevalencia global de los genotipos del VHB: En el
Area Sanitaria de Santiago de Compostela en infectados cronicos
por VHB se observa un claro predominio del genotipo D con un
71,6% seguido del genotipo A con un 15,3%. Los genotipos no A
no D representan el 13,1% observandose en estos una tendencia
creciente en relacién a estudios previos en nuestro area debido
principalmente al incremento de la inmigracion. Por otra parte, en
nuestro estudio reportamos por primera vez en Espafia la presencia
de la infeccion por el genotipo G del VHB.

2. Caracteristicas poblacionales globales: El 68,4% de los 320
pacientes con hepatitis B cronica del estudio eran hombres y el
31,6% mujeres con diferencias significativas en las medianas de
sus edades (55 afios vs 45 afios). Se ha encontrado que el genotipo
A es mas prevalente en hombres mientras el D lo es en mujeres.
En cuanto a la edad, la prevalencia en los genotipos D, B, CyE
del VHB fue dependiente de ésta de manera directamente
proporcional para el D e inversamente para el resto.

3. Procedencia: La distribucién y prevalencia de genotipos, asi como
las caracteristicas poblacionales son diferentes entre la poblacion
gallega autoctona e inmigrante. Poblacion gallega autdctona que
representa el 83,8%: edad 56 afios (RIC, 66-44), 70,1 % hombres,
11,1% coinfectados con VIH, 8,2% con VHC, 3,2% VHD Yy via
predominante de transmision desconocida (79,1%). Distribucion
de genotipos: 78,4% genotipo D, 15,3% genotipo A, 3,4%
genotipo G, 1,9% genotipo F, 0,7% genotipo H y un 0,4%
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genotipo E. Poblacion gallega inmigrante (16,3%): edad 37 afios
(RIC, 42-28,5), 59,6 % hombres, 8,7% coinfectados con VIH,
2,1% con VHC, 4,1% VHD vy via predominante de transmision
desconocida (75%). Distribucion de genotipos: 36,5% genotipo D,
17,3% genotipo E, 15,4% genotipo A, 15,4% genotipo C, 9,6%
genotipo B, 3,8% genotipo F y un 1,9% genotipo G.

Vias de transmision: En conjunto la via de transmision mas
frecuente fue la categorizada como de origen de desconocido,
seguida de la vertical, parenteral y sexual. En este apartado el
genotipo D en su conjunto se asocia a la transmisién por via
vertical, mientras que el subgenotipo D3 lo hace con la
transmision parenteral. Por otra parte los genotipos no A no D se
asocian al factor de riesgo sexual.

Distribucion geogréfica: La distribucion de genotipos y su
prevalencia varia entre las distintas areas geograficas del AS de
Santiago de Compostela, encontrandose un indice de Shannon
mayor en el area metropolitana, lo que refleja una mayor
diversidad de genotipos. Mientras el genotipo A se asocia al area
rural, el genotipo D es mas prevalente el area costera y
metropolitana. Por su parte, la carga de la enfermedad es mayor en
el AC (1,13%o), seguida del AM (0,50%o.) y del AR (0,40%o.).

Coinfeccidn con VIH: En los pacientes coinfectados con el VIH la
prevalencia de los genotipos A, G y F fue mayor que en los
pacientes no coinfectados, mientras que en el caso del genotipo D
fue significativamente menor.

Diferencias entre los genotipos mayoritarios: Al comparar las
diferentes caracteristicas epidemiologicas, clinicas y viroldgicas
entre los genotipos mas prevalentes, el A y el D, entre la
poblacion gallega autoctona hemos encontrado numerosas
diferencias significativas. Asi, el genotipo A es méas prevalente en
hombres, en el area rural, en pacientes con HC HBeAg positivo, es
proporcionalmente mas tratado y se asocia a presencia de antigeno
e y carga viral mas alta en el momento del diagnostico. Como




Conclusiones

contraste, el genotipo D es mas prevalente en mujeres, en mayores
de 50 afos, en el area costera, en la fase de IC HBeAg negativo y
se asocia a transmision vertical.

. Filogenia: El estudio filogenético confirma dentro del genotipo D
un inesperado predominio del subgenotipo D4 en nuestro area que
no se debe a un brote epidémico y por otra parte confirma respecto
al genotipo A un aumento en el nimero de casos en los Gltimos
afios debido al incremento del subgenotipo A2.

Resumen: Este estudio confirma que en nuestra area sanitaria, la
distribucion de genotipos del VHB varia con la edad, el sexo, la
procedencia, en las diferentes fases de la historia natural de la
HBC, en la respuesta al tratamiento y en la coinfeccién con el VIH
y el VHC y también dentro de las diferentes areas geogréaficas y
grupos epidemiolégicos.
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