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Resumen

La infeccion crénica por el Virus de la Hepatitis B (VHB) es factor de riesgo de
hepatopatias terminales. El tratamiento permite el control de la infeccion, pero no el
aclaramiento viral y por tanto es necesario el esquema a término indefinido con la
posibilidad de seleccién de mutaciones asociadas a resistencia. En Colombia, Entecavir
es un antiviral de primera linea en el tratamiento de la Hepatitis B cronica.

El objetivo de esta investigacion es caracterizar las mutaciones del Virus de la Hepatitis
B asociadas a resistencia a Entecavir en muestras de pacientes con hepatitis B cronica
sin tratamiento previo.

Se realizd un estudio descriptivo en muestras de 16 pacientes. Se amplificaron las
regiones ORF S y ORF P del genoma del VHB mediante PCR anidada y tiempo real (g-
PCR). Se realiz6 secuenciacion con el método Sanger y se analizé la presencia de
mutaciones con BioEdit, MEGA 11 y Geno2Pheno.

En 3/16 (18,75%) de las muestras se amplifica ORF Sy en 4/16 (25%) el ORF P del Virus
de la Hepatitis B. Se caracterizé el genotipo F en 3 muestras y el genotipo A, en 1
muestra. No se encontraron mutaciones primarias o secundarias asociadas a resistencia
aETV.

El presente estudio permiti6 demostrar la ausencia de mutaciones asociadas a
resistencia Entecavir en muestras de pacientes sin historia de tratamiento antiviral para
hepatitis B crénica. Sin embargo, se identificaron 10 cambios de amino&cidos en la region
RT del ORF P en las 4 muestras secuenciadas.

Palabras clave: Hepatitis B; antivirales; Entecavir; mutacién; hepatitis B cronica.
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Abstract

Chronic infection by Hepatitis B Virus (HBV) is a risk factor for end terminal liver diseases.
The antiviral treatment controls the Hepatitis B Virus infection, but not the viral clearance,
thus requiring an indefinite-term regimen with the possibility of selecting mutations
associated with resistance. In Colombia, Entecavir is a first-line antiviral in the treatment
of chronic Hepatitis B.

The aim of this research is to characterize HBV mutations associated with Entecavir
resistance in samples from patients with chronic hepatitis B without prior treatment.

A descriptive study was conducted on samples from 16 patients. The ORF S and ORF P
regions of the HBV genome were amplified using nested PCR and real-time PCR (g-PCR).
Sequencing was performed using the Sanger method, and the presence of mutations was
analyzed using BioEdit, MEGA 11, and Geno2Pheno.

In 3/16 (18, 75%) of the samples, ORF S was amplified, and in 4/16 (25%) of the samples,
ORF P of the Hepaititis B Virus was amplified. Genotype F was characterized in 3 samples
and genotype A in 1 sample. No primary or secondary mutations associated with
resistance to ETV were found.

This study demonstrated the absence of Entecavir resistance associated mutations in
samples from patients without a history of antiviral treatment for chronic hepatitis B.
However, 10 amino acid changes were identified in the RT region of the P ORF in the 4

sequenced samples.

Key words: Hepatitis B; antivirals; Entecavir; mutation; chronic hepatitis B.
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Introduccién

La infeccion por el Virus de la Hepatitis B (VHB) continta siendo un problema de
salud publica en el mundo. La Organizacion Mundial de la Salud estima 254 millones de
personas con hepatitis B crénica (HBC) a nivel mundial (1), con riesgo de desarrollar
hepatopatias terminales como cirrosis y carcinoma hepatocelular (2). En particular, la
hepatitis viral cronica representa el 80% de todos los casos de cancer hepatico y ésta a

Su vez es la tercera causa mas comun de muerte por cancer en todo el mundo (1).

La hepatitis B es una infeccion viral que puede ser transitoria con resolucién
espontanea o evolucionar a infeccion crénica (2), causada por el virus de la Hepatitis B,
perteneciente a la familia Hepadnaviridae y género Orthohepadnavirus (3). El genoma es
un ADN de doble cadena parcial de aproximadamente 3200 pb con cuatro marcos
abiertos de lectura (ORF, por sus siglas en inglés) superpuestos: Core, S, Py X. El ORF
Core codifica la proteina Core, subunidad estructural de la capside (HBcAQ) y el antigeno
e (HBeAg) con funcién inmunomoduladora; el ORF S codifica las tres isoformas del
antigeno de superficie (HBsAg, S, M, L) que participan en la adhesion, la entrada del
virién a la célula blanco y desencadena la respuesta inmune a través de un determinante
antigénico conocido como determinante “a” que posee epitopes inmunodominantes
reconocidos por anticuerpos monoclonales especificos (4); el ORF P codifica la
polimerasa viral con sus cuatro dominios: TP, espaciador, RT y RNasa H; y el ORF X que
da origen a la proteina X, cuya funcién es esencial en el proceso de replicacion y

regulacion de la transcripcion viral y celular (5-7).

A la fecha se han caracterizado 10 genotipos del Virus de la Hepatitis B,
denominados de la A a la J y 40 sub-genotipos (8) que se encuentran distribuidos
heterogéneamente alrededor del mundo: En Colombia el genotipo predominante es el F,
con los sub genotipos Fla, F1by F3 (6,9) en departamentos de Guainia, Cundinamarca,
Magdalena, Meta, Guaviare, Cauca, Atlantico, Caldas, Boyaca, Cordoba (10), Antioquia,
Cundinamarca, Santander (11) y en poblaciones indigenas del departamento del
Amazonas (12,13), aunque también se ha reportado la circulacion de los genotipos A
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prevalente en poblaciones afrocolombianas, E, D y C en ese orden de frecuencia y de los
sub genotipos: Al, A2, D3y D4 (13-20). El VHB es uno de los virus con tasas de mutacion
mas alta entre los virus de tipo ADN gue infectan humanos, debido principalmente a la
ausencia de actividad correctora de la polimerasa viral, lo que lleva a una alta tasa de
errores (2,3 x 10-5 sitios/afio), generando acumulaciéon de mutaciones y generacion de
cuasi especies que segun las condiciones del hospedero y la interaccion que se dé entre
el virus, el hepatocito y la respuesta inmune y/o tratamiento antiviral, pueden
desencadenar la seleccion de mutaciones de escape o de resistencia a los antivirales
que pueden disminuir la afinidad de los anticuerpos Anti-HBs y generar casos de infeccion
en individuos vacunados (12,21).

El Entecavir (ETV) es un analogo de nucledsido que después de su administracion
oral sufre fosforilacion intracelular y en su forma trifosfato activa, actia como inhibidor
competitivo de la 2"-desoxiguanosina durante la union al cebador, la sintesis de la cadena
negativa de ADN a partir del ARN pre-gendmico y la sintesis de la cadena positiva de
ADN a partir de la cadena negativa por la polimerasa viral (22), una vez se incorpora en
la cadena, detiene el proceso de elongacion al generar restricciones estéricas en el sitio
de unién de dNTPs de la polimerasa viral durante la posterior adicién de nucle6tidos
(23,24).

El ETV ha sido utilizado en el sistema de salud en Colombia desde el afio 2007
como antiviral de primera linea en el tratamiento de la hepatitis B crénica, por su barrera
genética a la resistencia antiviral, su eficacia, seguridad y escasos efectos secundarios
(2,25). Sin embargo, existe la necesidad de esquemas de tratamiento a largo plazo,
debido a que los resultados esperados con el tratamiento antiviral son principalmente el
control de la replicacion viral, reflejada en un carga viral de ADN indetectable y la
normalizacion de los niveles de ALT y no la cura definitiva de la enfermedad, debido a
gue la reserva del ADN circular covalentemente cerrado (ADN ccc) en los hepatocitos no
se ve afectada por la terapia antiviral y puede reactivar el proceso de replicacion viral en
caso de la suspension del tratamiento, aumentando el riesgo de desarrollar mutaciones

de resistencia (5).
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La resistencia viral al tratamiento de Entecavir es un fenémeno que se ha descrito
tanto en pacientes con tratamiento previo como en pacientes “naive" (sin historia de
tratamiento antiviral) a pesar de que estos ultimos presentan alrededor del 1,2% de
probabilidad de desarrollar resistencia a este medicamento luego de los 3 a 6 afos de
tratamiento, de acuerdo a ensayos clinicos y de cohorte realizados en diferentes
poblaciones desde su aprobaciéon en 2005 por la Food and Drug Administration (22,26—
29).

Diversos estudios han permitido la caracterizacion de las mutaciones en el ORF
P, especificamente en la regidon que codifica el dominio transcriptasa reversa (RT, por
sus siglas en inglés), asociadas a la resistencia a ETV (30-33). Se han descrito la
seleccidn inicial de las mutaciones primaria rtM204V/I o rtL180M asociadas a resistencia
al analogo de nucleésido lamivudina, utilizado también para el tratamiento de la hepatitis
B cronica, seguida de las mutaciones secundarias rtT188, rtS202 o rtM250 (30,34). En
estudios in vitro se ha encontrado la necesidad de la coexistencia de las mutaciones para
gue se dé una reduccion significativa de la eficacia; es por esto que la monoterapia con
ETV tiene baja tasa de resistencia viral en pacientes sin tratamiento previo con analogos

de nucledsidos (35).

En este estudio se realiz6 la busqueda de mutaciones asociadas a resistencia en
el dominio RT de la polimerasa del VHB en 16 de muestras de suero de pacientes
colombianos con diagndstico de hepatitis B crénica sin tratamiento previo.
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Materiales y métodos

Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo retrospectivo, cuya poblacién de estudio se
seleccion6 de forma no probabilistica y a conveniencia, dicha seleccion se dio bajo el
criterio médico de los hepatélogos encargados Juan Carlos Restrepo y Mauricio Orrego;

quienes amablemente remitieron a sus pacientes para la realizacion de este estudio.

Poblacion de estudio

Se realiz6 un estudio con 6 muestras de suero obtenidas de pacientes con
diagndstico de hepatitis B cronica, definida por la presencia de HBsAg por mas de 6
meses, de regiones como Chocé y Antioquia, atendidos en el Hospital Pablo Tob6n Uribe
y en la Clinica Las Vegas de Medellin durante el periodo 2021-2023. Ademas, se
incluyeron 9 muestras de casos notificados de Hepatitis B al SIVIGILA durante el periodo
2015-2022 que corresponden a indigenas de los departamentos de Guaviare, La Guajira
y Amazonas obtenidas en el marco del proyecto Caracterizacion serolégica y molecular
de la infeccion por el Virus de la Hepatitis B y Virus de la Hepatitis Delta en comunidades
indigenas de Colombia (36) desarrollado por el grupo de Gastrohepatologia y el grupo de
Epidemiologia de la Universidad de Antioquia. Los criterios de inclusion fueron: ser mayor
de edad y tener diagnostico de Hepatitis B cronica; no tener historia de tratamiento previo
con antivirales (naive) y aceptar de forma voluntaria hacer parte del estudio. Como criterio

de exclusion se define la coinfeccidon con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH).

Toma de muestra

Las muestras de sangre periférica de los pacientes con Hepatitis B cronica fueron
obtenidas mediante puncidn venosa posterior a la firma del consentimiento informado y
el diligenciamiento de la encuesta sobre factores sociodemograficos. El suero se obtuvo

mediante centrifugacion a 3500 rpm por 15 minutos. El suero obtenido se distribuy6 en
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alicuotas y se almacen6 a -70°C para su posterior envio al Laboratorio de
Gastrohepatologia.

Extraccion del ADN viral y amplificacion de los ORF Sy P del genoma de VHB

Para la extraccion del ADN total a partir de las muestras de suero se utilizé un kit
comercial QlAamp DNA Blood mini kit (QIAGEN, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante, con un volumen de elucion final de 80 ul. EI ADN obtenido se distribuyé en
alicuotas de 20uL y fueron almacenadas a -20°C en caja pléstica para viales. El ADN
obtenido se cuantific6 por espectrofotometria (NanoDrop 2000- Thermo Scientific)
considerando los radios de absorbancia (260/280) y (260/230) entre los rangos 1,8-2 y
2,0-2,2, respectivamente, como indicadores de pureza aceptables. Para la PCR anidada
del ORF S se utilizan los cebadores previamente descritos (37) YS1 - YS2 en la primera
ronda (5-GCGGGGTTTTTCTTGTTGA-3" y 5'- GGGACTCAAGATGTTGTACAG-3") vy
S3s - S3as para la segunda ronda (5- TGCCTCATCTTCTTRTTGGTTCT-3) y (5-
CCCCAAWACCAVATCATCCATATAST"); estos cebadores amplifican la region del
nucleétido 422 al nucleétido 758 con respecto al genoma del VHB de referencia
NC_003977.2, que corresponde a un fragmento de 336 pb. Las condiciones de
amplificacion y ciclaje fueron adaptadas de protocolos previamente publicados en la
literatura (37,38) y estandarizadas en el Grupo de Gastrohepatologia de la Universidad
de Antioquia. Las condiciones de la primera ronda de la PCR fueron: buffer 1X, MgCI2
4mM (Thermo Scientific), ANTPs 0,2mM (Promega), cebadores YS1y YS2 0,4 uM, 1,25U
Taqg DNA polimerasa (Thermo Scientific, USA), 5 ul de ADN y agua libre de nucleasas,
para un volumen final de 25 pl. El ciclaje inicié a 94 °C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos
de 94°C por 45 segundos, 53°C durante 1 minuto, 72°C por 1:30 minutos y una extension
final a 72°C por 6 minutos, usando el termociclador C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-
Rad). Las condiciones de la segunda ronda fueron buffer 1X, MgCI2 2mM (Thermo
Scientific), dNTPs 0,2mM (Promega), cebadores S3a y S3as 0,4 uM, 1,25U Taq DNA
polimerasa (Thermo Scientific) y 5 pL de producto de amplificaciéon de la primera ronda.
El ciclaje fue de 94°C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 50°C por
1 minuto y 15 segundos y 72°C por 1:30 minutos, y una extension final de 72°C por 5
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minutos. Para la PCR anidada del ORF P se utilizaron los cebadores disefiados por
Bautista et al, 2023: HBF1 - HBR1 en la primera ronda (5-CTGCTGGTGGCTCCAGTTC-
3"y 5'-GCTCCAAATTCTTTATAAGGGTCAATG-3) y HB F2 - HB R2 para la segunda
ronda (5"-CATCAGGACTCCTAGGACCCCT-3") y (5"- TGCGTCAGCAAACACTTGGCA-
3"); estos cebadores amplifican un fragmento de 1027pb que se ubica entre los
nucleétidos 170 y 1196 con respecto al genoma de referencia NC_003977.2. La
amplificacion se realiz6 segun el protocolo publicado por Bautista-Amorocho y
colaboradores (39). La amplificacion se realizd segun las siguientes condiciones:
cebadores HBF1 y HBR1 0,2 yM, 1X OneTaq Hot Start Master Mix (New England
BioLabs, Inglaterra), agua libre de nucleasas y 11,5 pl de ADN para un volumen final de
25 ul. El ciclaje fue de 94°C por 30 segundos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 20
segundos, 60°C por 30 segundos, 68°C por 1:50 minutos y una extension final a 68°C
por 5 minutos, usando el termociclador C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad). Las
condiciones de la segunda ronda fueron: cebadores HBF2 y HBR2 0,2 uM, 1X OneTaq
Hot Start Master Mix (New England BioLabs) y 2 ul de producto de amplificacion de la
primera ronda para un volumen final de 25 pl. El ciclaje fue de 94°C por 30 segundos,
seguido de 35 ciclos de 94°C por 20 segundos, 60°C por 30 segundos, 68°C por 1:10
minutos y una extension final a 68°C por 5 minutos, usando el termociclador C1000 Touch
Thermal Cycler (Bio-Rad). Los productos de amplificacion de los ORF S y P del genoma
del VHB de 336 pb y 1027 pb, respectivamente se confirmaron con un segundo ensayo
de PCR utilizando una enzima de alta fidelidad (Tag DNA polymerase, Thermo Scientific)
y se visualizaron mediante electroforesis en buffer TAE 1X a 100 voltios por 1 hora en gel
de agarosa al 1,5% tefiido con bromuro de etidio (BrEt 0,5mg/mL) al 0,1% v/v antes de la
corrida. Para la visualizacion se utilizo un marcador de peso molecular de 100pb
(Hyperladder, Thermo Scientific) o un marcador de 1kb (Hyperladder, Bioline). En todos
los ensayos de amplificacién se utiliz6 como control negativo agua libre de nucleasas y
como control positivo ADN de la muestra HPTU-01-005, obtenida de un caso de hepatitis
B con carga viral conocida. Los geles se visualizaron con el equipo UVPUV2
Transiluminator (UVP). Para la PCR en tiempo real (q-PCR) se utilizé un volumen final
de reaccion de 25uL con SYBR Mix 12,5 ul (Thermo Scientific), cebadores S3a y S3as a
0,3 uM, y 2 pL de ADN. El ciclaje fue 50°C por 2 minutos y 95°C por 10 minutos, seguido
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de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 50°C por 30 segundos y extensién a 72°C por 30
segundos, y una extension final de 72°C por 1 minuto. Se amplifica un fragmento de 336
pb (40).

Andlisis filogenético

Los amplicones obtenidos de los ensayos fueron enviados a secuenciar a
Macrogen Inc (Seoul, Korea) utilizando el método de dideoxinucleétidos automatizado de
Sanger (BigDyeTM terminator). Las secuencias se verificaron con BLASTN (NCBI). Se
disefid un dataset con las secuencias obtenidas y las secuencias representativas de
todos los genotipos del VHB disponibles en GenBank. El alineamiento se realiz6 con
Clustal W en BioEdit. Para determinar el modelo de sustituciébn que mas se ajustara, se
utiliz6 MEGA 11. Posteriormente, se realizaron andlisis filogenéticos por el método de
Maxima Verosimilitud con un Bootstrap de 1000 réplicas.

Analisis de mutaciones de resistencia al antiviral Entecavir

Para los analisis de variantes genéticas en el ORF Pol, se realiz6 el alineamiento
de la secuencia de aminodacidos a partir de las secuencias de ADN obtenidas (software
MEGA 11) por secuenciacién. Se buscé identificar variantes y mutaciones asociadas con
la resistencia a Entecavir. Adicionalmente, se utilizaron las herramientas bioinforméticas
HIV-grade HBV Drug Resistance Interpretation (DRI) y Geno2pheno [HBV] (G2P) para la

identificacion de mutaciones previamente reportadas en estas regiones del genoma viral.

Consideraciones éticas

El estudio y los investigadores se acogieron a las normas éticas internacionales
consignadas en la Declaracion de Helsinki, la resolucién 008430 de 1993 del Ministerio
de Salud y Proteccién Social y el decreto 2378 de 2008, los cuales establecen las normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud y las buenas

practicas clinicas. Todos los participantes hicieron parte del estudio de manera voluntaria
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accediendo a firmar un consentimiento informado previo al diligenciamiento de la
encuesta y toma de muestra. La investigacion cont6 con el aval del comité de ética del
Hospital Pablo Tobdn Uribe mediante el acta 14/2021.



CARACTERIZACION DE MUTACIONES DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B ASOCIADAS A RESISTE 17

Objetivos

Objetivo general

Caracterizar las mutaciones del Virus de la Hepatitis B asociadas a resistencia a

Entecavir en muestras de pacientes con hepatitis B cronica sin tratamiento previo.
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Resultados

Caracteristicas sociodemogréaficas

En total se incluyeron muestras obtenidas de 16 pacientes con diagnostico de
Hepatitis B cronica sin historia de tratamiento antiviral. Del total, 7 pacientes, 3 de ellos
procedentes del departamento de Antioquia (18,75%) y 4 del departamento del Choco
(25%) fueron referidos por los hepatologos de la ciudad. Ademas, se incluyeron muestras
obtenidas de 9 pacientes notificados al SIVIGILA, 5 del departamento del Amazonas
(31,25%), 3 del departamento del Guaviare (18,75%) y 1 del departamento de La Guajira
(6,25%), todos pertenecientes a comunidades indigenas. Estas muestras fueron
obtenidas en el marco de un proyecto de investigacion de la infeccion por VHB en

comunidades indigenas en 4 departamentos del pais (40).

La proporcién de hombres fue de 56,25%, con una mediana de edad de 41 afios
(DS +16,0). En cuanto al nivel de escolaridad, el 31,25% cuenta con estudios superiores

y el 50% no tiene familiares con Hepatitis B (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas de los pacientes con diagnéstico de hepatitis

B sin historia de tratamiento, incluidos en el estudio.

Caracteristicas Pacientes con HBC sin tratamiento
previo
Mediana edad, afios mujeres/hombres (xDS) 33/41 (12/16)
Sexo femenino/masculino, n (%) 719 (43,75/56,25)
Proveniencia n (%)
Antioquia 3(18,75)
Amazonas 5(31,25)

Chocé 4 (25)
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Guaviare 3(18,75)
La Guajira 1 (6,25)
Escolaridad n (%)
Primaria 4 (25)
Secundaria 3 (18,75)
Superior 5 (31,25)
Sin dato 4 (25)
Familiares con Hepatitis B n (%)
Si/No 1/8 (6,25/50)
No sabe 2 (12,5)
Sin dato 5 (31,25)

Deteccién del genoma de VHB

En 3/16 (18,75%) de las muestras se amplifica el ORF S del VHB (422 nt -758 nt)
(Figura 1) y en 4/16 (25%) de las muestras se amplifica el ORF P del VHB (170-1196)
(Figura 2). Las amplificaciones se confirmaron con un segundo ensayo de PCR utilizando

una enzima de alta fidelidad (Tag DNA polymerase, Thermo Scientific).

Figura 1. Amplificacion del ORF S del VHB (422nt-758nt) a partir de muestras de suero
de pacientes con diagnostico de hepatitis B cronica sin historia de tratamiento. Gel de
agarosa al 1,5%. MW: Marcador de peso molecular de 100pb. Carril 1 Control negativo
de extraccién. Carril 2 Control negativo de PCR. Carril 3-7 Muestras 01-N, 04-N, 06-N,
08-N, 10—N. Carril 8 Control positivo.
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Figura 2. Amplificacion del ORF P del VHB (170nt-1196nt) a partir de muestras de suero
de pacientes con diagndstico de hepatitis B cronica sin historia de tratamiento. Gel de
agarosa al 1,5%. MW: Marcador de peso molecular de 1kb. Carril 1 Control negativo de
PCR. Carril 2-6 Muestras 01-N, 04-N, 06-N, 08-N, 10-N. Carril 8 Control positivo.
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1000 bp

En 10/16 muestras se amplifica el ORF S del VHB mediante q-PCR. Los resultados
positivos se confirmaron comparando los picos de la curva de Melting de las muestras,
con los picos de los controles positivos que fueron muestras con amplificacion del ORF
S y ORF P del VHB por PCR anidada.

Marcadores seroldgicos y hepaticos

Segun los datos registrados en la historia clinica o los datos del estudio, el 87,5%
(14/16) y el 12,5% (2/16) de los casos eran positivos para HBsAg y/o HBeAg,
respectivamente (Tabla 2). Segun la informacion disponible en la historia clinica, el rango
del nivel sérico de AST en 15 muestras fue de 9,6-131,7 Ul/mL con promedio de 32,78
Ul/ml y desviacion estandar de 29,7; y el rango de ALT fue de 9,4-53,4 Ul/mL con

promedio de 26,52 Ul/ml y desviacion estandar de 13,6.
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Tabla 2. Marcadores serolégicos de los casos de hepatitis B cronica sin historia de

tratamiento, incluidos en el estudio.

Marcador Positivo n (%) Negativo n (%) Sin datos n (%)
HBsAg 14 (87,5) 1 (6,25) 1 (6,25)
HBeAg 2 (12,5) 5 (31,25) 9 (56,25)
Anti- HBc IgM 0 9 (56,25) 7 (43,75)
Anti-HBc Total 9 (56,25) 0 7 (43,75)

Andlisis in silico

Se determind en el programa MEGA 11 que el mejor modelo de sustitucion para
el dataset construido es el modelo Maxima Verosimilitud con distribucion GTR G+l. De
las secuencias obtenidas del ORF P (1027 pb), 3 se agruparon en el genotipo F,
subgenotipo F3, que corresponden a pacientes proveniente de los departamentos de

Antioquia, Guaviare y La Guajira y 1 secuencia en el genotipo A, subgenotipo Al de un

paciente del departamento del Choco (Figura 3).

Figura 3. Analisis filogenético del ORF Pol del VHB.



CARACTERIZACION DE MUTACIONES DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B ASOCIADAS A RESISTE 23

KF922437.1 A1

KUB05540.1 A1
LC519823.1 A1

HE974381.1 A1 Al
AB937796.1 Al

JQ023662.1 A1

w0 — @ HBV-08-N

— ‘J
00

AB486012.1J

100

100 100 ‘FT

100
100 ﬂqm

@® HBV-HPTU-01-005
@ HBV-01-N
@ HBV-100-1-N
@ HBV-THT7S
KP995122.1 F3 F2
KX264498 1 F3
@ HBV-210-1-N
FJ589067 1 F3
100 — MH051987.1 F3
NC 001896.1 woolly monkey

0.050

Nota: Analisis por Maxima Verosimilitud en MEGA 11 con Bootstrap de 1000 con el modelo GTR G+l.

Se analizaron cada una de las secuencias obtenidas del ORF P del VHB, utilizando
el genoma de referencia NC_003977.2, para identificar posibles mutaciones primarias y/o
secundarias asociadas a resistencia a ETV; sin embargo, no se hallaron mutaciones de

este tipo en las secuencias.
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Posteriormente, se realizdé un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de
cada muestra, para verificar de forma manual la presencia de posibles cambios de
aminoacidos. En el dominio RT del ORF Pol del VHB se encontraron los cambios de
aminoacidos rtH35Q y rtS259A en la muestra 01-N; rtT38A, rt126Y, rtF151Y, rtR153W,
rE271H y rtC332S en la muestra 08-N y en las muestras 100-1-N y 210-1-N se
encontraron los cambios rtD134Y y rtN139H, respectivamente (Tabla 3 y Figura 4).

Tabla 3. Sustituciones en el dominio RT del ORF P del VHB identificadas en muestras

de pacientes con diagnostico de hepatitis B crénica sin historia de tratamiento antiviral.

Coédigo | Cambios de Departamento = Edad Sexo Genotipo HBeAg HBsAg ALT AST
de aminoéacidos (afios) (Ul/ml) (Ul/ml)
muestra | enregion RT
del ORF P del
VHB
01-N rtH35Q, rtS259A Antioquia 57 M F3 Positivo Positivo 43 23
08-N rT38A, rtH126Y, Choco 55 F Al Negativo Positivo 19 21
rnF151y,
rtR153wW,
nE271H,
rC332s
100-1-N rtD134Y Guaviare 55 M F3 Negativo Positivo 53,4 131,7
210-1-N rtN139H La Guajira 19 M F3 Positivo Positivo 36,9 37

Nota: Como referencia se utilizé la secuencia NC_003977.2

Figura 4. Alineamiento de secuencias de aminoacidos en MEGA 11 de las muestras

secuenciadas.

W11 Aligneent Expiocer HBV-01 Nfas) - o X
DOota e Seacch Abgiment Web Sequencer Cesplay Heb

(sBS EmEve ri «0XBxG+8apr Q8 32
DNA Sequences  Warislated Proten Sequences

SpecEsAbbry & Y 2 2 > S Y N 2% X a ¢ ne $ M
IVEK X cvq'uL,v o oYY & YA uB o YlC AFEVF

1. ABIJES14 1 Heoattm £ wrus {penctyse F) FNRYY | " ' 4 {4 L
2 ADIMO141 Hageltis B viws (genctyse F) X1 A WiveEK xBcraERLeEvERS | T g - vvu-’nlev Arvege '
3 €OS PolRetSeq Fugyv no K RECrERLE HRE LAErAARTIOCEYBALNRLY AL | At S L
4 FFITRI2 1 Mesats B vius solste Bucsramangs (B F NBY V | HIVEK (KBCFRKLPVERD | B iBraseriac@yY PRt vic AFVF 1
§ BP0t Sesaitn B vrws molite Bogete 14 9 rugy v k-vngﬁwl CrARLAVEERY | LT AARY CRYPALNELYAC AFVE )
& WEV-01.N (1983 ] 3 & HIVEK WBCFRKLEVERE | B B AAPTROCRYRALNEL VliE AFVF L
7 MBV.08.N (15€7) FNRYV L ﬁ'l'ﬂ'.ﬂc‘!‘.l’4 v I8 L 3 CR@YRaLNPLYAL AS.‘ L
B PBV-109- 10 (27 Sa BIVHK KEBCIRNLEY ¥ | IVELLET AsR? clvracwrcvlic ArYY L
8 WBV-215-10 FURYV I HIVHK KBICIRELPVERS | LLEFAAP T ECRYPALNPLYRC | (QBAFVE L
10. HEV-HITU-31-0¢5 (1 976) FURYV I urvni‘i CFRELPV » | LLBFAARF CRYPALENPLYACT | K BAFVF L L
11 NEV-THTS 2] AN LERZ. 82 cl('lﬂv RP LIt AAR? < v'ALIilvAC AFVE L
12 20023063 1 Hepatiss 8 vrss malwe 1159 compelil 7 WY V | WK RRCTAKLE MRSV LB AARTROCRYPALEPLYAC | Arle L
1397 101 1.1 Hepatis O vrus elaio 3627 HIV rugyvi HIVHE  KEBCTAKLEY 2 LLBraARs <@y paLure Ylic ArvVe L
14 KPGE5125 1 Hepattes B virws ielme X14-Choonc {R F NERY V 1 HIVEK  KBCFRELEVERE | ELLEBFAAPFRECRYPALNELYC ) AFVF L
15 NC DO30T7 2 Mepattm B wwus (atram ayw) 12 SAE (5 L IMECTRAN LY 9 (5Y LYY U CRYPALEPLYAL AV L
¥ 1C 0033772 Pepotmis B vius (straim ayw) i A "ot (KECTRELE ® ‘B Braaser CPFALNBLYAC A'|' L

Nota: El cambio rtC332S de la muestra 08-N aparece en recuadro rojo.
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Figura 5. Diagrama representativo del ORF P del Virus de la Hepatitis B.
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Discusion
El desarrollo de hepatopatias terminales como cirrosis hepatica y carcinoma
hepatocelular (CHC), son la principal preocupacion de la infeccidon crénica por el VHB.

De acuerdo con la OMS, en 2022 la infeccion por Hepatitis B fue la causa de 1 millén de

muertes alrededor del mundo, principalmente asociada a hepatopatias terminales (1).

Los analogos de nucledsidos Tenofovir disoproxil fumarato (TDF) y ETV son los
regimenes de primera linea recomendados por la OMS para el tratamiento de pacientes
con HBC (1). En Colombia, desde el afio 2017 (41,42) el antiviral aprobado por el registro
sanitario INVIMA, incluido dentro del Plan Obligatorio de Salud (POS) y de eleccién para
el tratamiento de la Hepatitis B en adultos ha sido ETV, a pesar de que desde el afio 2012
otros paises de Latinoamérica han pasado gradualmente al uso del TDF (43—-46). En este
contexto, el presente estudio se planteé y recibié la aprobacion para su desarrollo por el
programa CODI de la Universidad de Antioquia. Sin embargo, en el afio 2021 el Ministerio
de Salud de Colombia inicié el cambio progresivo al antiviral TDF para el manejo de los
casos de HBC, principalmente por carecer de resistencia cruzada con otros antivirales, a
la similitud en efectividad y seguridad con ETV (27) y a la reduccion de los costos
aproximado de 141.800 millones de pesos por afio, lo que representaria una disminucién

del costo superior al 50% y un aumento en la cobertura (47).

En el presente estudio no se encontraron mutaciones primarias o secundarias de
resistencia a ETV en las posiciones de mutacion clasica rt180, rt202, rt204 y rt250.
Aunqgue, se identificaron 10 cambios de aminoacidos en la secuencia del dominio RT de
la polimerasa viral (rtH35Q, rtS259A, rtT38A, rtH126Y, rtF151Y, rtR153W, rtE271H,
rtC332S, rtD134Y y rtN139H) en las 4 muestras en las que se amplific6 ORF P del VHB
(Figura 5).

El 50% de las posiciones de los cambios de aminoacidos se ubicaron en los
interdominios A-B (rt75-rt175aa) (48) (rtH126Y, rtD134Y, rtN139H, rtF151Y y rtR153W)
que se superponen al determinante “a” del HBsAg (s124-sl147aa) resultando asi los
cambios de aminoacidos en el ORF S: sG118Y, sL131H, sG143Y y sG145W. Ninguno
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de los cambios aminoacidicos hallados estaba dentro del motivo YMDD altamente
conservado de la region catalitica de la transcriptasa reversa del VHB. Es importante
destacar que las secuencias del ORF P y S del VHB se superponen, por lo que las
sustituciones en el ORF P podrian afectar la secuencia del ORF Sy por tanto la estructura
del antigeno de superficie; alterando asi también la interaccion del virus con el receptor

de la célula blanco y la efectividad de la vacuna (28).

La ausencia de mutaciones primarias y/o secundarias de resistencia a ETV en este
estudio (0%, 0/16), son similares a los descritos por estudios similares realizados en
Brasil (0%, 0/100) (46), Italia (1,6%, 11/702) (49) y EE.UU (0,84%, 4/472) (50). Sin
embargo, algunos autores en China (51) y en Brasil (52) reportan frecuencias de 8,9% y
6% respectivamente. Lo anterior se puede explicar por la distribucién geografica y
situacion epidemiolégica de la infeccién por VHB de cada region (53). En Colombia, la
endemia es moderada con un patréon de incidencia heterogéneo que va desde 2,4 hasta
29,8 por 100.000 habitantes segun el informe del Instituto Nacional de Salud entre el
periodo 2010-2021(54).

En el pais, se han realizado dos estudios similares, en 2018 por Peldez-Carvajal
(10), en el que describieron las mutaciones L180M y M204V asociadas con resistencia a
Telbivudina (LdT), Lamivudina (3TC) y ETV y la mutacion 1169L asociada con resistencia
a ETV en muestras remitidas al INS para confirmacion de diagnéstico de infeccién por el
VHB. En 2018, Cortés y Navas (International HBV Meeting, Taormina Italy) describieron
las mutaciones rtL80I, rtM204V, rtQ215H, rtA200V, rtW/R153Q, rtD134N y rtN139H en

muestras de pacientes asintoméaticos y en donantes de sangre.

La mutacion rtN139H también ha sido descrita por Kim et al (55), en un estudio de
cohorte en el que comparan frecuencias y tipos de mutaciones en la secuencia que
codifica el dominio RT de la polimerasa del VHB en pacientes coreanos sin historia de
tratamiento con Hepatitis B cronica o carcinoma hepatocelular (CHC). Los autores
encontraron una asociacion significativa (p<0,001) entre las mutaciones rtL80lI,
rtN139K/T/H y rtM2041/V y la resistencia a los analogos de nucledsidos y a la progresion

de la enfermedad hepética, particularmente en el desarrollo de hepatocarcinoma,
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posiblemente debido al aumento del fithess del VHB o a la alteracién de la eficacia de la

respuesta inmune que facilita la persistencia del virus (55).

Por otro lado, los cambios aminoacidicos rtH126Q/Y, rtT38Ay en rt153 (53) y rt134
(56) se describieron en estudios realizados con pacientes chinos con hepatitis B crénica
sin historia de tratamiento con anélogos de nucledsidos. Y el cambio rtF151Y/L (57) fue

descrito en pacientes tratados con adefovir (ADV) y telbivudina (LdT).

Los cambios rtH35Q, rtS259A y rtC332S no se encontraron reportados

previamente en la literatura, siendo su importancia biologica o clinica aiin desconocida.

La alta tasa de generacion de sustituciones en el genoma del VHB puede propiciar
la aparicion espontanea de mutaciones de resistencia a lamivudina, las cuales son
mutaciones primarias para el desarrollo de resistencia a ETV; aunque en principio en

niveles indetectables por métodos de biologia molecular y bioinforméatica.

Cuando se inicia la terapia con ETV en un paciente, es importante realizar un
monitoreo cuidadoso de marcadores bioquimicos y serolégicos que pudieran sugerir
resistencia al antiviral, puesto que el tratamiento antiviral puede ejercer la presién de
seleccidn necesaria de estas mutantes para el aumento de su proliferacion y posterior
acumulacion de otras sustituciones que sumado a otros factores como la carga viral del
VHB previo al tratamiento, la rapidez de la supresion viral, la duracion y la adherencia al

tratamiento, pueden llevar al desarrollo total de resistencia a ETV (55,58).

El genotipo F ha sido reportado en diversos estudios como el genotipo
predominante en poblacién colombiana (14, 19, 49, 59), lo que concuerda con los
resultados de este estudio. El subgenotipo F3 se ha reportado en el departamento del
Guaviare (10), en donantes de sangre de la regién andina (11, 14, 60) y en secuencias
aisladas de tejido hepatico de pacientes con cirrosis y/o CHC atendidos en el Hospital
Pablo Tobon Uribe en Medellin (15,17). El sub genotipo A1 ha sido reportado por
Alvarado-Mora (20) en poblacion afro del departamento del Chocé, lo que concuerda con
la etnia y lugar de procedencia del paciente 08-N en la que se identifico el genotipo A,
subgenotipo Al.
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Este estudio presenta algunas limitaciones, tales como la seleccién de la poblacién
de estudio, realizada de forma no aleatoria y a conveniencia segun el criterio médico de
los hepatdlogos que refirieron a sus pacientes para la participacion en la investigacion. El
tamafio de la muestra analizado también es una limitacibn. Un mayor numero de
muestras podria proporcionar una imagen mas completa y representativa de las
mutaciones de resistencia en pacientes colombianos. Por otra parte, la muestra de los
pacientes indigenas podria ser considerada representativa de los casos notificados en el
periodo de estudio; sin embargo, estos resultados no pueden ser extrapolados a otros
grupos poblacionales por tener un comportamiento epidemiolégico diferente, con tasas
de prevalencia superiores a la tasa nacional (13,40).

A su vez, se contd con informacion limitada sobre los antecedentes clinicos
completos de todos los participantes. Factores como fecha del diagndstico de infeccién
por VHB, vacunacion, carga viral y coinfeccion con Virus de la Hepatitis Delta podrian

influir en la aparicién y deteccion de mutaciones de resistencia.

La obtencion de una Unica muestra de sangre limita la capacidad para observar la
evolucion dindmica del virus en respuesta al tratamiento antiviral. El seguimiento a largo
plazo permitiria detectar la aparicion de mutaciones de resistencia que pueden surgir
naturalmente en el genoma de VHB, como se menciond anteriormente. Ademas, estudios
longitudinales proporcionaran datos criticos sobre los mecanismos de seleccién y
desarrollo de mutaciones de resistencia, mejorando la comprension de los procesos
moleculares involucrados. Ampliar esta investigacion mediante un monitoreo continuo de
adherencia al tratamiento y marcadores seroldgicos y bioquimicos y multiples puntos de
muestreo podria favorecer la creacion de estrategias clinicas mas efectivas para prevenir

la resistencia antiviral en los pacientes con Hepatitis B crénica.

La deteccién cualitativa del genoma del VHB en 10/16 muestras mediante g-PCR
y de 4/26 muestras amplificadas por PCR anidada puede atribuirse a carga viral por
debajo del limite de deteccion de esta técnica segun descrito por Montoya M. et al, (100
copias/ul) (36). Una carga viral inferior a 2000 copias/ml es un hallazgo usual en el perfil

de los casos de Hepatitis B crénica incluidos en el estudio.
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Aunque la PCR y la secuenciacion directa son técnicas robustas y ampliamente
utilizadas, podrian no ser lo suficientemente sensibles para detectar mutaciones de
resistencia presentes en subpoblaciones virales minoritarias. Técnicas mas avanzadas y
sensibles como la Secuenciacion de Proxima Generacion (NGS por sus siglas en inglés),
ofrecen una mayor profundidad de secuenciacion y la capacidad de detectar variantes de
baja frecuencia que podrian pasar desapercibidas con los métodos tradicionales.
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Conclusiones

En conclusion, en el presente estudio no se encontraron mutaciones primarias y/o
secundarias de resistencia a ETV en muestras provenientes de pacientes con infeccion
cronica sin historia previa de tratamiento antiviral. Aunque si se describieron 10 cambios
de amino&cidos en la region RT del ORF P del VHB en las 4 muestras secuenciadas. Asi
pues, los resultados de este estudio contribuyen a ampliar el conocimiento de la
variabilidad genética y epidemiologia molecular del VHB en Colombia y destacan la

necesidad de investigaciones futuras.
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