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4. RESULTADOS.

4.1. ESTUDIO DE LAS MUTACIONES DE LA REGION
DEL PROMOTOR BASICO DEL_GEN PRECORE-CORE
DEL VHB: RELACION CON LAS MUTACIONES DE LA
REGION PRECORE Y LOSGENOTIPOSVIRALES,

Se incluyeron en este estudio muestras de suero de 182 pacientes HBSAQ positivo. Ciento dieciséis (64%)
presentaban una hepatitis crénica por el VHB y 66 (36%) eran portadores asintométicos del VHB. En €l
grupo de las hepatitis crénicas, treinta (16%) eran HBeAg positivo con ALT persistentemente elevada, 58
(32%) HBeAg negativo con ALT persistentemente elevada y 28 (15%) HBeAg negativo con valores
fluctuantes de ALT durante € seguimiento. Todos los pacientes portadores asintométicos eran HBeAg
negativo.

L as caracteristicas demogréficas, seroldgicas e histoldgicas de los pacientes estudiados se muestran en la
Tabla 3. Se encontraron diferencias significativas en la proporcion de hombres y mujeres entre el grupo
de portadores asintométicos y todos los demés grupos; en el grupo de portadores asintométicos habia un
56% de mujeres frente a un 20% en los HBeAg positivo con ALT elevada (p=0.001), un 21% en los
HBeAg negativo con ALT elevada (p<0.001) y un 29% en el grupo HBeAg negativo con ALT fluctuante
(p=0.015). No se observaron diferencias significativas en la edad de los pacientes entre los grupos
estudiados.

Al evaluar e tiempo transcurrido desde que se conocia la infeccién se observaron diferencias
significativas entre los diferentes grupos (p=0.003). Globalmente se observé una tendencia lineal
creciente en el sentido HBeAg positivo con ALT elevada (mediana=2.8 afios, 1.5-17 afios), HBeAg
negativo con ALT elevada (mediana=6.9 afios, 1.1-28 afios) portador asintomatico (mediana=8.3 afios, 3-
22 afos) y ALT fluctuante (mediana=9.2 afios, 2-15 afios) (tendencia lineal, p=0.002; desviacion de la
linealidad, p=n.s.). Al comparar los diferentes grupos entre si, las diferencias en la duracion de la
infeccion entre los HBeAg positivo con ALT elevaday los ALT fluctuante o |os portadores asintométicos
fueron claramente significativas (p=0.015 y p=0.002, respectivamente). Estas diferencias fueron préximas
alasignificacion al comparar los pacientes con hepatitis crénica HBeAg negativo y ALT elevada con los
portadores asintomaticos (p=0.051), los ALT fluctuante (p=0.099) o con los HBeAg positivo ALT
elevada (p=0.066). Con relacion al valor de la ALT no se observaron diferencias entre los pacientes
HBeAg positivo de ALT elevaday los HBeAg negativo de ALT elevada.

La puncién biopsia hepética se practicé a 56 (49%) pacientes con hepatitis cronica, con un maximo de
mas menos tres afios (mediana=1.3 afios, -1.74 — 2.96) a partir de la fecha en que se incluyeron en €l
estudio, demostrandose lesiones de HCA en 44 (79%) casos y de CH en 12 (21%) casos. Al comparar €l
grado de lesion hepética entre los diferentes grupos se observaron diferencias préximas ala significacion
entre los HBeAg negativo con ALT elevada (70% de HCA y 30% de CH) y las hepatitis cronicas con
ALT fluctuante (100% HCA) (p=0.13). Las diferencias fueron menos proximas a la significacion ente los
HBeAg negativo con ALT elevada (70% de HCA y 30% de CH) y las hepatitis cronica HBeAg positivo
con ALT elevada (88% de HCA) (p=0.2).

Tabla 3. Datos demogr aficos, ser ol égicos e histologicos de los pacientesincluidos en € estudio.
HBeAg (-) HBeAg (-)

HBeAg (+) ALT ALT Portador
ALT elevada devada fluctuante | & ntomatico
N° casos (%) 30 (16%) 58 (32%) 28 (15%) 66 (37%)
Edad afios (rango) 42 (18-70) | 45(22-70) 42 (21-73) 45 (20-64)
Hombres/mujeres 2416 46/ 12 20/8 29/37

a%:)ason delainfeccion | 5 5(1517) | 69(11-28) | 92(2-26) | 83(3-22)

ALT (UI/L) 102 (48-750) | 93 (50-425) | 39 (16-367) | 22 (19-41)




HBeAg (+) 30 0 1 0
ADN-VHB (+) 30 58 23 30
ADN-VHB copias /mL 3.8x10° 6.6x10° 4.5x10* 1.1x10*
(mediana)

Lesion histolégica

HCA/CH 14/2 24/10 6/0

Factores de riesgo:

Transmision sexud 0 2 0 1
Transfusion 4 2 3
Intrafamiliar 6 10 7 15
Intervenciones 6 13 7 7
Quirdrgicas

Desconocido 18 43 17 40

4.1.1. DETERMINACION CUANTITATIVA DEL HBeAg EN LAS
HEPATITIS CRONICA HBeAg POSITIVO.

La cuantificacion del HBeAg se realizd en las muestras de suero de todos los 30 pacientes HBeAg
positivo con ALT elevada. La mediana de la concentracién de HBeAg fue de 518 UPE/mL con un
minimo de 0.12 UPE/mL y un méximo de 17600 UPE/mL.

4.1.2. DETERMINACION CUALITATIVA DEL ADN-VHB.

La determinacién cualitativa del ADN-VHB se realizd en todos los casos mediante la técnica de doble
PCR. El ADN-VHB fue positivo en 141 (77%) de los 182 pacientes; en los 30 (100%) HBeAg positivo
con ALT elevada, en los 58 (100%) de los HBeAg negativo con ALT elevada, en 23 (82%) de los 28
ALT fluctuante y en 30 (45%) de los 66 portadores asintométicos (p<0.001). Mediante la prueba de
tendencia lineal de Mantel-Haenszel se observd que la proporcidon de pacientes ADN-VHB positivo
decrecia de forma lineal siguiendo €l orden indicado anteriormente (p<0.001). Al comparar los diferentes
grupos entre si se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre todos los grupos
excepto entre los HBeAg positivo con ALT elevaday HBeAg negativo con ALT elevada.

4.1.3. DETERMINACION CUANTITATIVA DEL ADN-VHB.

La determinacién cuantitativa del ADN-VHB mediante la técnica de PCR a tiempo real se realizé en
todos los pacientes ADN-VHB positivo por la técnica de doble PCR. Se observé que la mediana de la
concentracion de ADN-VHB en e grupo de los HBeAg positivo con ALT elevada era de 3.8x10°
copias/mL (rango 1.7x10°- 5x10%), en e grupo HBeAg negativo AL T elevada era de 6.6x10° copias/mL
(rango 6.3x10°-3.2x10%, en el grupo de ALT fluctuante era de 4.47x10* copiaymL (rango 1.1x10°—
1.9x10°%) y en los portadores asintométicos era de 1x10* copias/mL (rango 1.1x10°-1.9x10°) (p<0.001).
Se observo unatendencialineal decreciente en €l sentido HBeAg positivo ALT elevada, HBeAg negativo
ALT elevada, ALT fluctuante y portador asintomético (tendencia lineal, p<0.001; desviacién de la
linealidad, p=n.s.). Al comparar las concentraciones de ADN-VHB entre los diferentes grupos las
diferencias fueron estadisticamente significativas en todos los casos (p<0.05) (Figura 14).
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Figura 14. Determinacién cuantitativa del ADN-VHB en los grupos estudiados. Los diagramas de
cajas representan la amplitud intercuartil que contiene e 50% de los valores centrales. Los
"bigotes' son las lineas que se extienden desde la caja hasta los valores mas altos y més bajos,
excluyendo los valores atipicos. Una linea que atraviesa la caja indica la situacion de la mediana.

Al relacionar € grado de lesion histolégica con la concentracion de ADN-VHB en e grupo de las
hepatitis crénicas HBeAg negativo con ALT elevada no se observé diferencia en la concentracion de
ADN-VHB entre los pacientes con HCA (mediana=1.5x10’, 4.4x10°-3.2x10° copias ADN-VHB/mL) y
CH (mediana=1.7x10’, 2.6x10*-1.1x10° copias ADN-VHB/mL). En los demés grupos no se pudo
realizar esta comparacion debido a que en € examen histolégico no habia pacientes que presentasen
lesiones caracteristicas de CH.

4.1.4. GENOTIPADO DEL VHB.

Los genotipos del VHB se determinaron mediante homologia de secuencias en un total de 129 (71%)
pacientes ADN-VHB positivo, 30 (100%) pacientes HBeAg positivo con ALT elevada, 58 (100%)
pacientes HBeAg negativo con ALT alta, 18 (78%) pacientes con ALT fluctuante y 23 (77%) portadores
asintomati cos.

En el grupo HBeAg positivo con ALT elevada, 18 (60%) eran genotipo A, 10 (33%) genotipo D y 2
(7%) genoctipo F. En el grupo HBeAg negativo con ALT elevada 17 (30%) eran genotipo A, 35 (60%)
genotipo D, 2 (3%) genotipo F, 2 (3%) genctipo B y 2 (3%) mezcla de genotipos A y D. En el grupo de
pacientes con ALT fluctuante 9 (50%) eran genotipo A y 9 (50%) genotipo D. Finalmente, en € grupo de
portadores asintomaticos 11 (48%) eran genotipo A, 10 (43%) genotipo D, 1 (4%) genotipo B y 1 (4%)
mezcla de genotipos A y D. Si se consideraran la totalidad de los casos, € genotipo A se encontrariaen el
43% de los pacientes y el genotipo D en un 50%, y dentro de los HBeAg negativo, € genotipo A se
encontrariaen un 37% de casos y € genotipo D en un 55%.

Al considerar Unicamente los genotipos mayoritarios A y D, globamente se encontraron diferencias
significativas en la distribucién de los genotipos entre los distintos grupos (p=0.048). Al comparar los
grupos de pacientes entre si se encontraron diferencias significativas entre los HBeAg positivo con ALT
elevaday los HBeAg negativo con ALT elevada (p=0.007), (60% del genotipo A en los HBeAg positivo
con ALT elevada vs 60% del genotipo D en los HBeAg negativo con ALT elevada). No se encontraron
diferencias significativas en la distribucién de |os genotipos del VHB entre los pacientes HBeAg positivo
con ALT elevada, ALT fluctuante o portadores asintomaticos.

En la Figura 15 se muestra la distribucién de los genotipos del VHB en los grupos estudiados. Como
puede observarse, € genotipo A es mayoritario en los pacientes HBeAg positivo con ALT elevada
mientras que el genotipo D es mayoritario en los HBeAg negativo con ALT elevada. En los grupos de
hepatitis crénica con ALT fluctuante y en los portadores asintométicos la distribucion de genotipos es
similar, y proxima ala observada en €l grupo de los HBeAg positivo con ALT elevada.

La diferente distribucién de genotipos de VHB entre los 4 cuatro grupos estudiados indica la necesidad de
tener en cuenta la variable genotipo del VHB en todos |os estudios posteriores, por lo cua se estratificara
por esta variable para evitar asociaciones erroneas. Los genotipos del VHB se estudiaran en relacién con



la concentracion del HBeAg, del ADN-VHB vy la lesion histolégica hepética; en estos estudios se
incluiran Unicamente los genotipos mayoritarios A y D.
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Figura 15. Distribucion de los genotipos de VHB en los grupos estudiados.

4.1.4.1. Relacion entre los genotipos del VHB y e tiempo conocido de
infeccion.

Al relacionar los genotipos virales con el tiempo conocido de infeccidn, se observd que en €l grupo
HBeAg negativo con ALT elevada los pacientes de genotipo A tenian un mayor tiempo de infeccion
conocida (mediana= 8.7, 1.5-28 afnos) que los pacientes de genotipo D (mediana=5 afios, 1.1-22 afios)
(p=0.032). En los demas grupos no se encontraron diferencias significativas pero en el grupo HBeAg
positivo con ALT elevada los pacientes de genotipo A también tenian un mayor tiempo de infeccion

conocida (mediana=7 afios, 2-17 afos) que los pacientes de genotipo D (mediana=1.9, 1.5-10 afios)
(p=0.18).

4.1.4.2. Relacion entre los genotipos del VHB y la concentracion de

HBeAg en las hepatitis cronicas HBeAg positivo con AL T elevada.

Al relacionar €l genotipo viral con la concentracion del HBeAg se observé que para € genotipo A la
mediana de HBeAg era de 544 UPE/mL (0.12-17600 UPE/mL) y para el genotipo D de 511 UPE/mL
(1.6-8268). Las diferencias entre las dos distribuciones no fueron significativas.

4.1.4.3. Relacion entre los genotipos del VHB y la concentracion de
ADN-VHB.

Al andlizar larelacién entre los genotipos mayoritarios (A y D) del VHB vy la concentracién de ADN-
VHB en los cuatro grupos estudiados, no se encontraron diferencias significativas en la concentracion de
ADN-VHB entre los genotipos (Figura 16).
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Figura 16. Relacién entre los genotipos A y D del VHB y la concentracion del ADN-VHB en cada
uno de los grupos estudiados.

Sin embargo, a estratificar los pacientes por genotipo del VHB se observé una tendencia linea
decreciente en la concentracion del ADN-VHB igua a la observada a estudiar la concentracién del
ADN-VHB independientemente del genotipo (Figura 14). Esta tendencia decrecia en el sentido HBeAg
positivo con ALT elevada, HBeAg negativo con ALT elevada, hepatitis crénica con ALT fluctuante y
portador asintomatico (tendencia lineal, p<0.001 tanto para el genotipo A como para el D; desviacién de
la linealidad, p=ns para € genotipo A y p=ns para € genotipo D). Al comparar ee ADN-VHB de los
grupos estratificados por genotipo, las diferencias fueron estadisticamente significativas en todos los
casos (p<0.05). En la Figura 17 se muestran los resultados de la concentracion de ADN-VHB en los
grupos estratificados por genotipo del VHB.
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Figura 17. Concentracion del ADN-VHB en losgenotiposA y D del VHB.



4.1.4.4. Relacion entre los genotipos del VHB y la lesion histologica
hepética.

La puncion biopsia hepatica se practicé en 56 pacientes con hepatitis crénica, 16 (53%) HBeAg positivo
con ALT elevada (14 HCA y 2 CH), 34 (59%) HBeAg negativo con ALT elevada (24 HCAy 10CH) y 6
(21%) hepatitis cronica con ALT fluctuante (6 HCA). No se observé relacion significativa entre lalesion
histolégicay el genotipo viral.

Los resultados globales de la determinacién de los genotipos del VHB y su relacion con la concentracion
de HBeAg, ADN-VHB asi como con lalesion histol 6gica hepética se exponen en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados globales de la determinacion de los genotipos del VHB en los pacientes con
hepatitis crénicasy en los portador es asintomaticos.

HBeAg (+) |HBeAg (-) ALT |HBeAg (-) ALT | Portadores

ALT elevada elevada fluctuante asintométicos
N° casos 30 58 18 23
Genotipo A

18 (60%) 17 (30%) 9 (50%) 11 (48%)
Genotipo D 10 (33%) 35 (60%) 9 (50%) 10 (43%)
Otros genotipos 2 (7%) 6 (9%) 0 2 (8%)
Examen GenotipoA | 7/2 7/4 1/0
histolégico | Genotipo D
(HCA/CH) 6/0 16/5 5/0
ADN-VHB |Genotipo A |1.5x10° 8.9x10° 6.3x10° 2.2x10"
copiagmL | Genotipo D . ] . .
(mediana) 1.6x10 6.8x10 1.2x10 7.1x10

4.1.5. DETECCION DE MUTACIONES EN LA ZONA DEL PROMOTOR
BASICO DEL GEN PRECORE-CORE DEL VHB.

Como se ha comentado previamente, el PBC (nucledtidos 1742-1849) contiene elementos “ cis-acting”
gue, de manera independiente, dirigen la transcripcién del ARNprecore y del ARNcore. Estos elementos
se solapan parcialmente aunque son genéticamente distintos. Los ARNS cuya transcripcion es controlada
por el PBC presentan puntos de iniciacion diferentes: el ARNprecore en los nuclettidos 1785 6 1786, o
entre los nucledtidos 1791-1797, y el ARNcore entre los nucledtidos 1810-1820. Estas diferencias en los
puntos de inicio de los ARNs son debidas a que en € PBC no existe una Unica cga “TATA-like"
(regionesricas en AT) en el sentido estricto (TATAAA). En su lugar el PBC presenta 3 cgjas TATA-like
que dirigen la transcripcion del ARNprecore: TA1 5-AGATTA-3' (nucledtidos 1750-1755), TA2 5'-
TTAAA-3' (nucledtidos 1758-1762) y TA3 5 -TATTA-3' (nuclebtidos 1771-1775), y una cuarta cgja que
dirige la transcripcion del ARNcore o ARNpregenémico: TA4 5-CATAAATT-3' (nucledtidos 1788-
1795). Esta Ultima cagja presenta una doble funcion ya que contiene e elemento TATA-like para €l




ARNcore 0 ARNpregendémico y también funciona como region de inicio (Inr) para algunos de los
ARNprecore. El Inr del ARNprecore comprende los nucledtidos 1788-1791 (5'-CATA-3'), que se solapa
con €l extremo 5' delacajaTA4. El Inr del ARNcore o ARNpregendmico que comprende los nuclebtidos
1817-1821 (5'-CAAT-3') se solapa con €l sitio de inicio del ARNpregendmico. En este estudio, ademas
de todos los elementos anteriormente citados, se han analizado dos nucleétidos del PBC, las posiciones
1762 (incluida en TA2) y 1764, ya que en estudios previos se ha observado que presentan una elevada
frecuencia de mutaciones.

Se han analizado las mutaciones en la totalidad de la secuencia del PBC en las muestras de suero de los
pacientes con hepatitis cronica y portadores asintométicos ADN-VHB positivo cuyo producto
amplificado tenia la suficiente intensidad como para ser secuenciado, de manera global y separadas por
las diferentes regiones que constituyen e PBC: TAl, TA2 TA3 y TA4, regiones de inicio de la
transcripcién para e ARNprecore (ARNprecore Inr) y ARNpregenémico (ARNpregenémico Inr),
regiones del extremo 5’ del ARNprecorey del extremo 5’ del ARNpregendmico, y también se haincluido
en este andlisis laregion DR1 (region de iniciacion del proceso de replicacion viral), cuya secuencia esta
incluida dentro de la secuencia del PBC. La distribucion de estas mutaciones se ha relacionado con los
genotipo del VHB, las concentraciones de ADN-VHB y HBeAg, y lalesion histol 6gica hepética.

4.1.5.1. Andlisis global de las mutaciones en la secuencia del PBC.

Se estudiaron conjuntamente todas aquellas mutaciones que afectaban las zonas del PBC indicadas
anteriormente, considerdndose como variantes normales aguellas secuencias que no presentaban
alteraciones respecto a la secuencia patron del genotipo correspondiente y variantes mutadas las que si
presentaban alguna alteracion. En las 129 secuencias analizadas se observaron cambios en 106 (82%): 19
(63%) HBeAg positivo con ALT elevada, 53 (91%) HBeAg negativo con AL T elevada, 17 (94%) HBeAg
negativo con ALT fluctuante y 17 (74%) portadores asintomaticos. Al comparar la distribucion de las
variantes normal y mutada entre los grupos se observd que la proporcion de mutaciones no era
significativamente diferente entre los grupos HBeAg positivo con ALT elevada y portadores
asintomaticos, y tampoco entre los grupos HBeAg negativo con ALT elevada y HBeAg negativo con
ALT fluctuante. Se observaron diferencias en la proporcién de mutaciones entre € grupo de HBeAg
positivo con ALT elevaday los grupos HBeAg negativo con ALT elevada (p=0.001) y HBeAg negativo
con ALT fluctuante (p=0.016). También se observaron diferencias en la proporcion de mutaciones entre
e grupo de portadores asintométicos y los grupos HBeAg negativo con ALT elevada (p=0.039), y
HBeAg negativo con ALT fluctuante (p=0.07). Al comparar globalmente |os cuatro grupos se observaron
diferencias entre ellos (p=0.004) con unatendencialineal significativa (p<0.001), en la que aumentaba la
proporcién de secuencias mutadas en € orden HBeAg positivo con ALT elevada, portadores
asintomédticos, HBeAg negativo con ALT elevaday HBeAg negativo con ALT fluctuante (Figura 18).
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Figura 18. Andlisis global de mutaciones en la secuencia del PBC del VHB. Distribucion en los
grupos estudiados.

4.1.5.1.1. Relacion entre las mutaciones en el PBC y los genotipos del
VHB.

Al estratificar los diferentes grupos por genotipo del VHB y comparar la distribucion de variantes normal
y mutada, se observé que las diferencias anteriores se mantenian para el genotipo D. Sin embargo, parael
genotipo A, las diferencias entre el grupo de portadores asintométicos y los grupos HBeAg negativo con



ALT elevaday HBeAg negativo con ALT fluctuante no se mantenian, debido probablemente al aumento
en la proporcion de mutaciones en el PBC en € grupo de portadores asintométicos de genotipo A. Al
considerar los cuatro grupos globalmente, las diferencias seguian siendo significativas para el genotipo D
(p=0.004) y se alejaban de la significacion para el genotipo A (p=0.19). Latendencialineal seguia siendo
significativatanto para el genotipo A (p=0.005) como parael D (p=0.001) (Figura 19).
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Figura 19. Andlisis global de mutaciones en la secuencia del PBC y genctiposviralesA y D. Anélisis
estratificado por genotipos

Al estratificar por grupo de pacientes y comparar la distribucion de variantes normal y mutada, no se
observaron diferencias en la proporcién de mutaciones en el PBC del VHB entre el genotipo A y D dentro
de cada uno de los grupos (Figura 20).
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Figura 20. Andlisis global de mutaciones en la secuencia del PBC y genctiposviralesA y D. Andlisis
estratificado por pacientes.
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Los andlisis de la distribucién de las variantes normales y mutadas en los diferentes grupos de pacientes
efectuados anteriormente, al estratificar por genotipos, y por grupos de pacientes, indican que los grupos
HBeAg positivo con ALT €elevada y portadores asintomdticos presentan una menor proporcion de
mutaciones en la secuencia del PBC que los grupos HBeAg negativo con ALT elevaday HBeAg negativo
con ALT fluctuante; asi mismo, estas diferencias entre los grupos son independientes del genotipo viral,
aungue en el grupo de portadores asintométicos de genotipo A parece apuntarse un comportamiento



distinto al observarse una mayor proporcién de mutaciones que no alcanza a ser diferente con ninguno de
| os restantes grupos.

415.1.2. Relacion entre las variantes del PBC del VHB con la

concentracion de HBeAg.

En e grupo de los HBeAg positivo con ALT elevada se observé que los pacientes que presentaban la
variante normal tenian una concentracion de HBeAg (mediana=800 UPE/mL, 3.3-14400 UPE/mL)
superior a la de los pacientes con variantes mutadas (mediana=127 UPE/mL, 0.12-17600 UPE/mL),
aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa. Cuando se estratificd por genotipo vira las
diferencias se mantuvieron para el genotipo A (mediana=2980 UPE/mL en lo no mutados vs 53 UPE/mL
en los mutados, p=0.15) pero no en el genotipo D (511 UPE/mL vs 510 UPE/mL). En la interpretacion
de este Ultimo resultado se ha de tener en cuenta el escaso nimero de pacientes (n=4) que presentaban
variantes mutadas y genotipo D.

4.15.1.3. Relacion entre las variantes del PBC del VHB con la
concentracion de ADN-VHB.

Al relacionar la distribucion de variantes del PBC con la concentracion de ADN-VHB en cada uno de los
grupos estudiados no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las variantes normal
y mutada. Al comparar dentro de cada grupo y genctipo la concentracién de ADN-VHB entre las
variantes normal y mutada, se observd que en el grupo HBeAg positivo de genotipo A (6 casos con
variante normal y 12 con variante mutada) no se observaron diferencias en la concentracion de ADN-
VHB. Los demas grupos no se compararon dado el escaso niimero de pacientes.

4.15.1.4. Relacion entre las variantes del PBC del VHB con & examen
histol dgico.

La puncién biopsia hepética se practicé en 56 pacientes con hepatitis cronica: 16 (53%) HBeAg positivo
con ALT elevada (14 HCA y 2 CH), 34 (57%) HBeAg negativo con ALT elevada (24 HCAy 10CH) y 6
(33%) hepatitis cronicacon ALT fluctuante (6 HCA). Al analizar globalmente los 56 casos no se observé
relacion entre la lesion histoldgica y la presencia de mutaciones en el PBC. Al estratificar tanto por
grupos de pacientes como por genotipos tampoco se observé esta relacion. Sin embargo, a cuantificar el
ndmero de regiones del PBC mutadas, en general se observé que los pacientes con HCA presentaban
menos regiones mutadas (mediana=2, rango=0-4) que los pacientes con cirrosis (mediana=3, rango 0-4)
(p=0.06). Al estratificar por grupo de pacientes, esta comparacion solo se pudo realizar en e grupo
HBeAg negativo con ALT elevada, donde los casos con HCA presentaron menos regiones mutadas
(mediana=2, 0-4) que los pacientes con CH (mediana=3, rango 0-4) (p=0.19). Al estratificar por genctipo,
en el genotipo A no se encontraron diferencias entre el nimero de regiones mutadas y €l tipo de lesion
histol 6gica mientras que en el genotipo D los casos con HCA (mediana=2, rango 0-4) presentaron menos
regiones mutadas que los casos con CH (mediana=3, rango 2-4) (p=0.05). Estos resultados sugieren que
los pacientes con CH presentan més regiones mutadas en la zona del PBC, aungue este hecho no parece
observarse en €l genotipo A.

4.1.5.2. Andlisis de las mutaciones en las diferentesregiones del PBC.

4.1.5.2.1. Mutaciones en los nucledtidos 1762 y 1764 del PBC.

En los trabajos que se han publicado las mutaciones en las posiciones 1762 y 1764 son las que se han
detectado con mas frecuencia. Por estarazon en este trabajo se analizaran conjuntamente y por separado.



4.1.5.2.1.1. Estudio conjunto de las mutaciones en los nucledtidos 1762 y
1764.

En estas posiciones se considerd como variante normal la que presentaba una A en laposiciéon 1762 y una
G en laposicion 1764 (A G); cualquier modificacién sobre esta secuencia se consideré variante mutada.
L os cambios que se observaron con mayor frecuencia fueron dela A por unaT en laposicién 1762 y de
laG por una A enlaposicién 1764 (TA). Larelacién de las mutaciones observadas en estas posiciones se
muestraen laTablab.

Tabla 5. Mutaciones en las posiciones 1762y 1764 del PBC. Relacion con el genotipo viral.

HBeAg (+)|HBeAg O] ALTJHBeAg ()Portadores
ALT elevada Jelevada ALT asintomaticos
fluctuante

Genotipo VHB |Genotipo VHB Genotipo VHB [Genotipo VHB
Posicon |A D [F |o |AsDB D |[F |A D A |A+D B |D
1762 1764
A A 1 1 2 1 2 1
A C 1
A R 1
DELEC 1
T A 8 |1 11 19 5 3 6 1
W A 1 1
W M 1
W R 1 |3 1 3 1 2 1 1
A G 8 |6 (2 3 |2 1 (10 |2 1 2 4 1 |6
Total 18 |10 |2 17 |2 2 135 |2 |9 9 11 1 1 |10

A=Adenina; C=Citosina; G=Guanina; T=Timina; Y=C/T; R=A/G; M=A/C; K=G/T; S=C/G;
W=A/T; DELEC =De€leccion

Se detectaron secuencias mutadas en 81 (63%) de los casos: 14 (47%) HBeAg positivo con ALT elevada,
40 (69%) HBeAg negativo con ALT elevada, 15 (83%) HBeAg negativo con ALT fluctuante y 12 (52%)
portadores asintométicos. En un 88% de los casos, el cambio en la posicion 1764 se acompai6 de la
variante mutada en la posicion 1762.

Al comparar la distribucién de las variantes normal y mutada entre los grupos se observé que la
proporcion de mutaciones era diferente significativamente entre el grupo HBeAg positivo con ALT
elevaday los grupos HBeAg negativo con AL T elevada (p=0.042) y HBeAg negativo con AL T fluctuante
(p=0.012). También se observaron diferencias en la proporcion de mutaciones entre € grupo de
portadores asintométicos y los grupos HBeAg negativo con ALT fluctuante (p=0.037) y HBeAg negativo
con ALT elevada (p=0.16), aunque en este Ultimo caso la diferencia estadistica estaria més agjada de la
significacion. No se observaron diferencias entre el grupo de HBeAg positivo de ALT elevaday €l grupo
de portadores asintomaticos, ni entre € grupo de HBeAg negativo de ALT elevaday el grupo de HBeAg
negativo con ALT fluctuante. Si se utilizara la presencia de mutaciones en las posiciones 1762 y 1764
para distinguir entre pacientes con hepatitis cronica HBeAg negativo (HBeAg negativo con ALT elevada
y fluctuante) de los portadores asintométicos se obtendria una sensibilidad del 83% y un valor predictivo
negativo del 78%. Al comparar globalmente los cuatro grupos se observaron diferencias entre ellos
(p=0.03) con una tendencia lineal significativa (p=0.004), en la que aumentaba la proporcién de
secuencias mutadas en € orden HBeAg positivo con ALT elevada, portadores asintomaticos, HBeAg
negativo con ALT elevaday HBeAg negativo con ALT fluctuante (Figura 21).
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Figura 21. Distribucion delas mutaciones en las posiciones 1762 y 1764 del PBC.

4.1.5.2.1.1.1. Relacion entre las mutaciones 1762 y 1764 del PBC y los
genotipos virales.

Al estratificar los diferentes grupos por genotipo y comparar la distribucién de variantes normal y mutada
se observd que en general las diferencias anteriores se mantenian aunque sdlo con proximidad a la
significacion. Al considerar los cuatro grupos globalmente, la significacion (p=0.18 para el genotipo A y
p=0.09 para el genotipo D) decrecia con respecto a la observada antes de la estratificacion por genotipo.
La tendencia linea seguia siendo significativa tanto para e genotipo A (p=0.033) como para € D
(p=0.021). (Figura 22).

GENOTIPO A GEMNOTIPO D

Porcentaje

Wiarnanbes
TFEE 174

I Butada
B HHomal

1

e ) Portadcezs HE=%) Fr HE=A E HE =g F) Porksdees =3 ] HE =& Ex
21T gevala asniawsions SLT etz AL Machanis ELT g=vais ssniaTEtons ST Sisvads SLT factums

Figura 22. Mutaciones en las posiciones 1762 y 1764 del PBC y genotipos virales A y D. Andlisis
estratificado por genotipos

Al estratificar por grupo de pacientes, no se observaron diferencias en la proporcidn de mutaciones en los
nucledtidos 1762 y 1764 entre el genotipo A y D dentro de cada grupo (Figura 23).
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Figura 23. Mutaciones en las posiciones 1762 y 1764 del PBC y genotipos virales A y D. Andlisis
estratificado por pacientes.

Los andlisis de la distribucion de las variantes normales y mutadas en los diferentes grupos de pacientes
efectuados anteriormente, al estratificar por genotipos, y por grupos de pacientes, indican que los grupos
HBeAg positivo con ALT €elevada y portadores asintomdticos presentan una menor proporcion de
mutaciones en estas posiciones que los grupos HBeAg negativo con ALT elevaday HBeAg negativo con
ALT fluctuante; asi mismo, estas diferencias entre los grupos son independientes del genotipo viral, y
dentro de cada grupo la proporcién de mutaciones también es independiente del genotipo vira. Es
interesante notar el hecho de que los HBeAg positivo con ALT elevada y los portadores asintomaticas
presentaron una proporcién similar de mutaciones en las posiciones 1762 y 1764.

4.1.5.2.1.1.2. Relacién entre las variantes de las posiciones 1762 y 1764
del PBC con la concentracion de HBeAg.

En € grupo de los HBeAg positivo con ALT elevada, se observd que los pacientes que presentaban la
variante normal tenian una concentracion de HBeAg (796 UPE/mL, 3.3-16000 UPE/mL) superior alade
los pacientes con variantes mutadas (53 UPE/mL, 0.12-17600) con diferencias estadisticas proximas ala
significacion (p=0.085). Cuando se estratifico por genotipo vira las diferencias se mantuvieron para €l
genotipo A (2980 UPE/mL, 23-16000 UPE/mL, en lo no mutados vs 53 UPE/mL, 0.12-17600 UPE/mL,
en los mutados — p=0.076) pero no en el genotipo D (511 UPE/mL, 3.3-800 UPE/mL vs 386 UPE/mL,
1.6-8268 UPE/mL). En la interpretacion de este Ultimo resultado se ha de tener en cuenta el escaso
ndmero de pacientes (n=4) que presentaban variantes mutadas y genotipo D.

4.1.5.2.1.1.3. Relacién entre las variantes en las posiciones 1762 y 1764
del PBC y la concentracién del ADN-VHB.

Al relacionar la distribucion de variantes normal y mutadas en las posiciones 1762 y 1764 con la
concentracién de ADN-VHB en cada uno de los grupos estudiados, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (Figura 24).



1010

o ﬁ
405 | P
Wariantes
17E2 1754
10=] I 4 ool

I meutada

ADN-VHB (coplasimL)

102

HBE=#Ag [+] HEe#fAg (3 HE=ag {- Portadorss
ALTelewada ALT slewad= ALT fluchsante asintomatcos

Figura 24. Relacion entre las variantes normal y mutada en las posiciones 1762 y 1764 del PBC
con la concentracion del ADN-VHB.

Al estratificar por genotipo y relacionar la concentracién de ADN-VHB entre las variantes normal y
mutada paralas posiciones 1762 y 1764, se observd que en €l grupo HBeAg positivo con ALT elevadade
genotipo A, la variante normal presentaba una mediana de 7.9x10° copias ADN-VHB/mL (3.1x10'-
2.5x10°%) y la variante mutada 1.5x10° copias ADN-VHB/mL (1.7x10°-5x10°%) (p=0.18). En & grupo de
HBeAg negativo con ALT elevada de genotipo D, lavariante normal presentaba una medianade 6.3x10°
copias ADN-VHB/mL (7.7x10%-3x10% y la variante mutada 9.5x10° copias ADN-VHB/mL (2.5x10*
2.3x10%, sin observarse diferencia entre ellos. Los demés grupos no se compararon dado e escaso
ndmero de pacientes en algunos de ellos (Figura 25).
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Figura 25. Relacion entre las variantes normal y mutada en las posiciones 1762 y 1764 del PBC con
la concentracién de ADN-VHB en cada uno de los genotipos.

4.1.5.2.1.1.4. Relacion entre las variantes de las posiciones 1762 y 1764
del PBC y e examen histol ogico.
Se observé que 16 (94%) de los pacientes con la variante normal presentaban HCA mientras que 11

(28%) casos con la variante mutada presentaron CH (p=0.06). Al estratificar por genotipo se mantuvo
esta misma tendencia para ambos genotipos aunque con menor significacion, es decir la variante normal



se asocié con HCA (100% en el genotipo A y 100% en el genotipo D) mientras que la variante mutada
present6 una proporcién de casos significativa con CH (35% en el genotipo A y 23% en el genctipo D)
(p=0.16 y p=0.1, respectivamente). Hay que sefidlar que todos los casos con CH presentaron la variante
mutada en las posiciones 1762 y 1764. Al estratificar por grupo de pacientes, en el grupo HBeAg positivo
con ALT elevada no se observd relacion entre la lesion histoldgica y la presencia de mutaciones en las
posiciones 1762 y 1764, aunque en este grupo sdlo habia dos casos con CH, ambos con la variante
mutada. En e grupo HBeAg negativo con ALT elevada se observd que e 89% de los casos con la
variante normal presentaban HCA frente a un 64% de casos con la variante mutada que presentaron HCA
(p=0.16). Al estratificar por grupo de pacientes y genotipo las diferencias no alcanzaron la significacion
en ningln caso, no obstante se observé que todos los pacientes con CH presentaron la variante mutada
mientras que todos los pacientes con la variante normal presentaron HCA. En los 25 pacientes HBeAg
negativo con ALT elevada y mutaciones en las posiciones 1762 y 1764 no se observé relacion entre el
genotipo viral A o D y la lesidn histologica hepética. Estos resultados parecen indicar una asociacion
entre la presencia de CH vy las variantes mutadas en la posicion 1762 y 1764; aunque las diferencias son
sdlo cercanas alasignificacion, tal vez debido a pequefio niimero de casos.

4.15.2.1.2. Mutaciones en € nucledtido 1762 del PBC.

En esta posicién se consideré como variante normal la que presentaba una A en la posicion 1762;
cua quier modificacion se considerd variante mutada. EI cambio que se observd con mayor frecuenciafue
dela A por una T en la posicion 1762. La relacion de las mutaciones observadas en esta posicion se
muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Mutaciones en la posicién 1762 del PBC. Relacion con el genotipo viral.

HBeAg (+)|HBeAg O] ALTJHBeAg ()Portadores
ALT elevada Jelevada ALT asintomaticos
fluctuante

Genotipo VHB |Genotipo VHB Genotipo VHB |Genotipo VHB
Posicion JA D [F Jao [A+D[B D [F |A D A |A+D [B |D
1762
A 9 |6 |2 4 |2 1 |13 |2 |2 4 4 1 |8
DELEC 1
T 8 |1 11 19 5 3 6 1
W 1 |3 2 1 |3 2 2 1 1
Total 18 |10 |2 17 |2 2 35 |2 |9 9 11 1 1 |10

A=Adenina; C=Citosina; G=Guanina; T=Timina; Y=C/T; R=A/G; M=A/C; K=G/T; S=C/G;
W=A/T; DELEC =Deleccion

Se detectaron secuencias mutadas en 71 (55%) de los casos: 13 (43%) HBeAg positivo con ALT elevada,
36 (62%) HBeAg negativo con ALT elevada, 12 (67%) HBeAg negativo con ALT fluctuante y 10 (43%)
portadores asintomati cos.

Al comparar la distribucion de las variantes normal y mutada entre los grupos no se observé que la
proporcidon de mutaciones fuera diferente significativamente entre ninguno de los grupos, aunque se
observaron diferencias proximas a la significacion entre el grupo HBeAg positivo con ALT elevaday los
grupos HBeAg negativo con ALT elevada (p=0.09) y HBeAg negativo con ALT fluctuante (p=0.12).
También se observaron diferencias préximas a la significacion en la proporcion de mutaciones entre €l
grupo de portadores asintométicos y los grupos HBeAg negativo con ALT fluctuante (p=0.14) y HBeAg
negativo con ALT elevada (p=0.13). No se observaron diferencias entre el grupo de HBeAg positivo de
ALT elevada y € grupo de portadores asintomaticos, ni entre € grupo de HBeAg negativo de ALT
elevaday el grupo de HBeAg negativo con ALT fluctuante. Al comparar globalmente los cuatro grupos
no se observaron diferencias entre ellos pero si una tendencia lineal significativa (p=0.05), en la que
aumentaba la proporcion de secuencias mutadas en €l orden: portadores asintométicos, HBeAg positivo
con ALT elevada, HBeAg negativo con ALT elevaday HBeAg negativo con ALT fluctuante (Figura 26).



100
20
a0
qQ 70
ja
-
U =
2
=
'] 40
(N
30 “arantes
1762
m
10 I urana
0| Il oma

Potadores HEBefg [+] HBa#g (-1 HBE&Rg (-3
asnipmetios  AlTdevada ALT elewada ALT fucuanis

Figura 26. Distribucion de las mutaciones en la posicion 1762 del PBC.

4.1.5.2.1.2.1. Relacion entre las mutaciones 1762 del PBC y los genotipos
virales.

Al estrétificar los diferentes grupos por genotipo y comparar |a distribucion de variantes normal y mutada
(Figura 27), en el genotipo A se observaron diferencias proximas ala significacion entre el grupo HBeAg
positivo con ALT elevada y el grupo HBeAg negativo con ALT elevada (p=0.1), no observandose
diferencias entre los demés grupos. En el genotipo D se encontraron diferencias significativas entre el
grupo HBeAg negativo con ALT elevaday € grupo de portadores asintométicos (p=0.017), diferencias
proximas a la significacién entre el grupo HBeAg positivo con ALT elevaday el grupo HBeAg negativo
con ALT elevada (p=0.15) asi como entre el grupo HBeAg negativo con ALT fluctuante y €l grupo de
portadores asintomdticos (p=0.17), no observandose diferencias en las demas comparaciones. Al
considerar los cuatro grupos globalmente, para el genotipo A no se observaron diferencias entre ellosy la
tendencia lineal apuntada anteriormente no era significativa. Para el genotipo D se observaron diferencias
entre los grupos (p=0.09) y latendencialineal apuntada anteriormente era significativa (p=0.03).
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Figura 27. Mutaciones en la posicion 1762 del PBC y genctiposvirales A y D. Andlisis estratificado
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Al estratificar por grupo de pacientes, se observaron diferencias en la proporcion de mutaciones en €l
nucledtido 1762 entre e genotipo A y D en € grupo de portadores asintomaticos, no observandose
diferencias en los demés grupos (Figura 28).
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Figura 28. Mutaciones en las posiciones 1762 del PBC y genotipos virales A y D. Andlisis
estratificado por pacientes.

Los andlisis de la distribucion de las variantes normales y mutadas en los diferentes grupos de pacientes
efectuados anteriormente, a estratificar por genotipos, y por grupos de pacientes, indican que el grupo
HBeAg positivo con ALT elevada presenta una menor proporcion de mutaciones en estas posiciones que
el grupo HBeAg negativo con ALT elevada, independientemente del genotipo viral. En el genotipo D los
portadores asintométicos presentaron menor proporcién de mutaciones gque los grupos HBeAg negativo
con ALT elevada y HBeAg negativo con ALT fluctuante. Por dltimo, en el grupo de portadores
asintométicos se observé un comportamiento relacionado con el genotipo de manera que los de genotipo
A presentaban mayor proporcién de mutaciones.

4.1.5.2.1.2.2. Relacion entre las variantes de la posicion 1762 del PBC con
la concentracién de HBeAg.

En € grupo de los HBeAg positivo con ALT elevada, se observd que los pacientes que presentaban la
variante normal tenian una concentracion de HBeAg (mediana=666 UPE/mL, 3.3-16000 UPE/mL)
superior alade los pacientes con variantes mutadas (mediana=93 UPE/mL, 0.12-17600 UPE/mL) pero la
diferencia no era significativa. Cuando se estratifico por genotipo vira no se observaron diferencias
significativas ni para e genotipo A (2760 UPE/mL, 3.85-16000 UPE/mL, en lo no mutados vs 60
UPE/mL, 0.12-17600 UPE/mL, en los mutados) ni para el genotipo D (510 UPE/mL, 3.3-800 UPE/mL,
vs 386 UPE/mL, 1.6-8268). En la interpretacion de este Ultimo resultado se ha de tener en cuenta el
escaso himero de pacientes (n=4) que presentaban variantes mutadas y genotipo D.

4.1.5.2.1.2.3. Relacion entre las variantes en la posiciéon 1762 del PBCy la
concentracion del ADN-VHB.

Al relacionar ladistribucién de variantes mutaday no mutada en la posicion 1762 con la concentracion de
ADN-VHB en cada uno de los grupos estudiados no se observaron diferencias estadisticamente
significativas.

Al estratificar por genotipo y comparar la concentracion de ADN-VHB entre las variantes normal y
mutada para la posicién 1762 se observo que en e grupo de HBeAg negativo con ALT elevada de
genotipo A, la variante normal (n=4) presentaba una mediana de 6.8x10" copias ADN-VHB/mL
(1.48x10"-2.5x10° copias ADN-VHB/mL) y la variante mutada (n=13) 2.75x10° copias ADN-VHB/mL
(2.6x10*-9.51x10° copias ADN-VHB/mL) (p=0.05). En los grupos HBeAg negativo con ALT elevada de



genotipo D y HBeAg positivo de genotipo A no se encontraron diferencias significativas en la
concentracion de ADN-VHB entre las variantes mutada y no mutada. En los demés grupos no se llevo a
cabo la comparacién dado el escaso niimero de pacientes (Figura 29).
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Figura 29. Relacion entre las variantes normal y mutada en la posicién 1762 del PBC con la
concentracion de ADN-VHB en cada uno de los genotipos.

4.1.5.2.1.2.4. Relacion entre las variantes de la posicion 1762 del PBCy €
examen histoldgico.

En este estudio se observd la misma relacion que la obtenida al analizar larelacién entre las variantes de
las posiciones 1762 y 1764 del PBC del VHB con la lesién histolégica hepética (ver apartado
4.152.1.1.4), pero ademés las diferencias estadisticas resultaban més significativas en todas las
comparaciones. Estos resultados sugieren que la presencia de CH se asocia con la variante mutada en la
posicién 1762.

4.1.5.2.1.3. Mutaciones en € nucledtido 1764 del PBC.

En esta posicion se consideré como variante normal la que presentaba una G en la posicién 1764 (G);
cualquier modificacion se consideré variante mutada. EI cambio que se observd con mayor frecuencia fue
de una G por unaA. Larelacidn de las mutaciones observadas en esta posicion se muestraen laTabla 7.

Tabla 7. Mutaciones en la posicion 1764 del PBC. Relacién con el genotipo viral.

HBeAg (+)|HBeAg O] ALTJHBeAg (-)JPortadores

ALT elevada Jelevada ALT asintomaticos
fluctuante
Genotipo VHB |Genotipo VHB Genotipo VHB |Genotipo VHB
Posicién A D |F A |A+tD |[B |D |[F JA D A A+D B |D

1764
A 9 11 13 1 |21 6 5 6 2




C 1

DELEC 1
M 1

R 1 |3 1 3 1 2 1 1 1
G 8 [6 |2 3 |2 1 |10 2 |1 2 4 1 |6
Total 18 |10 |2 17 |2 2 |35 |2 |9 9 11 |1 1 |10

A=Adenina; C=Citosina; G=Guanina; T=Timina; Y=C/T; R=A/G; M=A/C; K=G/T; S=C/G;
W=A/T; DELEC =De€leccién

Se detectaron secuencias mutadas en 81 (63%) de los casos: 14 (47%) HBeAg positivo con ALT elevada,
40 (69%) HBeAg negativo con ALT elevada, 15 (83%) HBeAg negativo con ALT fluctuante y 12 (52%)
portadores asintométicos. Al seleccionar los casos con mutaciones en el PBC, se encontré la variante
mutada en la posicion 1764 en €l 76% de los casos. Este porcentaje alcanza € 95% si no se consideran
como mutaciones del PBC las posiciones 1810-1817, por las razones que se indicaran mas adelante.

Al estudiar conjuntamente las posiciones 1762 y 1764 se vio que la G en 1764, variante normal parala
posicion 1764, solo se observaba cuando en 1762 habia una A, variante normal parala posicion 1762; es
decir, que la variante normal de la posicion 1764 sdlo se observaba cuando ambas posiciones, 1762 y
1764, presentaban la variante normal. Por otro lado, la variante mutada de la posicion 1764 se observé
con la variante mutada para la posicion 1762 pero también con la variante norma para esta Ultima
posicién. Asi pues, €l estudio de la posicion 1764 como ha sido definido anteriormente dara |os mismos
resultados que el estudio conjunto de las posiciones 1762 y 1764 tal como se definié en el apartado
correspondiente, donde la variante normal presentaba la variante normal para las posiciones 1762 y 1764
conjuntamente, y la variante mutada cualquier cambio en estas posiciones respecto a la variante normal
que, como se puede observar, ocurre sélo en aguell os casos con la variante mutada parala posicion 1764.

La Unica diferencia que parece observarse es que en € grupo HBeAg negativo con ALT elevada, los que
presentaban la variante 1764R tenian una menor concentracion de ADN-VHB, aunque se ha de tener en
cuenta el peguefio tamafio del grupo (n=4).

4.1.5.2.2. Mutaciones en la region TAL1 (1750-AGATTA-1755) del PBC
del VHB.

En estas posiciones se consideré como variante normal la que presentaba la secuencia AGATTA,;
cualquier modificacion sobre esta secuencia se considerd variante mutada. La relacion de las mutaciones
observadas en estas posiciones se muestra en la Tabla 8. Como puede observarse todos los cambios se
producen en las posiciones 1752, 1753 y 1754, conservandose las posiciones 1750, 1751 y 1755. En un
paciente perteneciente al grupo de portadores asintométicos no se pudo realizar €l estudio de mutaciones
en esta region porque la sefial dada por €l secuenciador en estas posiciones era muy débil (Tabla 8).
Tabla 8. Mutacionesen laregion TA1 (posiciones 1750-AGATTA-1755) del PBC del VHB. Relacion
con el genotipo viral.

HBeAg (+) ALTgHBeAg (-) HBeAg (-) Portadores
elevada ALT elevada LT fluctuante asintomaticos
Posicién 1750_|Genotipo VHB lGenotipo VHB lGenotipo VHB lGenotipo VHB
AGATTA-1755 A [D F A |A+D |IB ID [F A D A [A+D |B
1752C 6 1 2
1752M 1
1752T 1
1752T 1753C 1754G 1
1752T, 1753A
1752T, 1753C 1
1752T, 1754G 1
1753A 1 2 1
1753C 2 1 16 9 5 1 1 1
1753G 1 1
1753Y 1




1754C 1

1754G 1

1754K 1

Normal 15 |8 1 10 |2 1 J14 |1 3 7 7 1 |7
Total 18 |10 2 17 |2 2 |35 |2 9 9 11 |1 1 |10

A=Adenina; C=Citosina; G=Guanina; T=Timina; Y=C/T; R=A/G; M=A/C; K=G/T; S=C/G;
W=A/T; DELEC =De€leccién

Se detectaron secuencias mutadas en 52 (40%) de los casos. 6 (20%) HBeAg positivo con ALT elevada,
30 (52%) HBeAg negativo con ALT elevada, 8 (44%) HBeAg negativo con ALT fluctuantey 8 (35%) de
los portadores asintomaticos. Al seleccionar los casos con mutaciones en el PBC, se encontré la variante
mutada en laregion TA1 en el 49% de los casos.

Al comparar la distribucion de las variantes normal y mutada entre los grupos se observo que la
proporcidon de mutaciones era diferente significativamente entre el grupo HBeAg positivo con ALT
elevaday los grupos HBeAg negativo con AL T elevada (p=0.004) y HBeAg negativo con ALT fluctuante
(p=0.05). También se observaron diferencias en la proporcion de mutaciones entre e grupo HBeAg
negativo con ALT elevada y portadores asintométicos (p=0.17), aunque en este caso la diferencia
estadistica estaria més aejada de la significacion. No se observaron diferencias entre e grupo HBeAg
positivo con ALT elevaday el grupo de portadores asintométicos, ni entre € grupo de HBeAg negativo
con ALT elevaday el grupo HBeAg negativo con ALT fluctuante, ni tampoco entre HBeAg negativo con
ALT fluctuante y portadores asintomaticos. Al comparar globalmente los cuatro grupos se observaron
diferencias entre ellos (p=0.034) con unatendencialineal significativa (p=0.004), en la que aumentaba la
proporcion de secuencias mutadas en el orden HBeAg positivo con ALT elevada (20%), portadores
asintomaticos (35%), HBeAg negativo con ALT fluctuante (44%), HBeAg negativo con ALT elevada
(52%). Esta distribucién se representa en la Figura 30.
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Figura 30. Distribucion de las mutaciones en la regién TA1 (posiciones 1750-1755) del PBC del
VHB.

4.1.5.2.2.1. Relacion entre las mutaciones en la region TA1 del PBC de
VHB y los genotipos virales.

Al estratificar los diferentes grupos por genotipo del VHB y comparar la distribucion de variantes normal
y mutada, se mantenian las diferencias para el genotipo A en todas las comparaciones es decir, sblo se
observaron diferencias entre los HBeAg positivo con ALT elevada y los HBeAg negativo con ALT
elevada, con pérdida en lasignificacion (p=0.1), o losHBeAg con ALT fluctuante (p=0.009).

Para el genotipo D se observaron diferencias entre HBeAg positivo con ALT elevaday HBeAg negativo
con ALT elevada (p=0.03). Las diferencias fueron cercanas a la significacién entre e grupo HBeAg
negativo con ALT elevada y los grupos HBeAg negativo con ALT fluctuante (p=0.07) o portadores
asintomaticos (p=0.09). También en €l genotipo D, no se observaron diferencias entre HBeAg positivo
con ALT elevaday HBeAg negativo con ALT fluctuante.



No se observaron diferencias entre HBeAg positivo con ALT elevada y portadores asintométicos para
ambos genotipos, ni entre HBeAg negativo con AL T fluctuante y portadores asintométicos. Hay que tener
en cuenta en este Ultimo resultado el escaso nimero de pacientes que entran en la comparacion (Figura
31).
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Figura 31. Mutaciones en las posiciones 1750-1755 (TA1) del PBC y genotipos virales A y D.
Andlisis estratificado por genotipos.

Al estratificar por grupo de pacientes, no se observaron diferencias en la proporcién de mutaciones en la
TAL entre el genotipo A y D dentro de cada grupo aunque en el grupo HBeAg con ALT fluctuante se
observé un 66% de mutados en el genotipo A frente aun 22% en el genotipo D (p=0.15) (Figura 32).
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Figura 32. Mutaciones en las posiciones 1750-1755 (TA1) y genotipos virales A y D. Andlisis
estratificado por pacientes.

Los andlisis de la distribucion de las variantes normales y mutadas en los diferentes grupos de pacientes
efectuados anteriormente, a estratificar por genotipos, y por grupos de pacientes, indican que el grupo
HBeAg positivo con ALT elevada presentaba una menor proporcién de mutaciones en esta zona que €l
grupo HBeAg negativo con ALT elevada o e grupo HBeAg negativo con ALT fluctuante. Estas
diferencias eran independientes del genotipo viral tanto entre grupos como dentro de cada grupo. Sin
embargo, se observo que en el genotipo D las diferencias se hacian no significativas entre los grupos
HBeAg positivo con ALT elevaday HBeAg negativo con ALT fluctuante. Este resultado posiblemente
esté relacionado con un bajo niimero de casos, pero no se deberia descartar un comportamiento diferente
entre los genotipos A y D en el grupo HBeAg negativo con AL T fluctuante.



4.1.5.2.2.2. Relacion entre las variantes de laregion TA1 del PBC del VHB

con la concentracion de HBeAg.

En contraste con |o observado en el estudio de las posiciones 1762 y 1764, en el andlisisdelaregion TA1
no se observo relacion entre la presencia de mutaciones y la concentracion del HBeAg (488 UPE/mL,
0.12-17600 UPE/mL, en la variante normal y 876 UPE/mL, 60-8268 UPE/mL, en la variante mutada) en
los HBeAg positivo con ALT elevada. No se pudo llevar a cabo la estratificacion por genotipo debido al
bajo nimero de casos con la variante mutada (3 en €l genotipo A y 2 en el genotipo D).

4.1.5.2.2.3. Relacion entre las variantes de laregion TA1 del PBC del VHB
y la concentracién del ADN-VHB.

Al relacionar la distribucién de variantes en la TA1 con la concentracion de ADN-VHB en cada uno de
los grupos estudiados no se observaron diferencias estadisticamente significativas. En e grupo de los
HBeAg negativo con ALT fluctuante |os pacientes con mutaciones tenian una mediana de 3.2x10° copias
ADN-VHB/mL frente alos no mutados de 3.2x10* copias ADN-VHB/mL (p=0.16).

Se compar6 dentro de cada grupo y genotipo la concentracion de ADN-VHB entre las variantes normal y
mutada de laregion TA L. Se observo que en € grupo de HBeAg negativo con ALT elevada de genotipo
A del VHB, la variante normal presentaba una mediana de 2x10" copias ADN-VHB/mL (3.9x10"-
3.2x10°% y la variante mutada 7.9x10° copias ADN-VHB/mL (2.5x10*6.3x10") (p=0.05). En €l grupo de
HBeAg negativo con ALT elevada de genotipo D del VHB, no se encontraron diferencias significativas
entre las concentraciones de ADN-VHB de la variante normal y la variante mutada. L os restantes grupos
no se compararon dado el escaso nimero de pacientes en algunos de ellos (Figura 33).

Figura 33. Relacion entre las variantes normal y mutada de laregién TAL1 del PBC del VHB con la
concentracion de ADN-VHB en cada uno de los genotipos.

4.1.5.2.2.4. Relacion entre las variantes de laregion TA1 del PBC del VHB

y el examen histol dgico.
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No se observo relacion entre las variantes normal y mutada de la region TA1 del PBC y la lesién
histologica. De los pacientes con la variante normal 28 (82%) casos presentaron HCA mientras que 6
(27%) casos con la variante mutada presentaron CH. Al estratificar por genotipo no se observoé relacién
parael genotipo A en e que 10 (71%) de los pacientes con la variante normal presentaban HCA frentea 2
(28%) casos con la variante mutada que presentaron CH. En cambio, en el genotipo D, 16 (94%) de los
pacientes con la variante normal presentaron HCA frente a 4 (27%) de casos con la variante mutada que
presentaron CH (p=0.1). Al redlizar €l andlisis sin tener en cuenta la posicién 1752 se observo que en €l
genotipo D, 20 (95%) de los pacientes con la variante normal presentaron HCA frente a4 (36%) de casos
con la variante mutada que presentaron CH (p=0.02). Al estratificar por genotipo y/o grupo de pacientes
no se observo relacién entre la presencia de variantes en laregion TAL y la lesion histoldgica hepética,
excepto en e grupo HBeAg negativo con ALT elevada de genotipo D que, a no considerar como variante
mutada la posicion 1752, se encontraron 10 (91%) pacientes con la variante norma y HCA frente a 4
(40%) casos con la variante mutaday CH (p=0.15). Estos resultados sugieren una falta de relacion entre
las variantes de laregion TA1y lalesién histoldgica en € genotipo A, mientras que en el genotipo D se
observo una asociacion entre la presenciade CH y la variante mutada de laregion TAL.

4.15.2.2.5. Mutaciones en € nucledtido 1752 dela TA1 del PBC.

Como se ha comentado anteriormente (apartado 4.1.5.2.2. de resultados) las posiciones de laregion TA1
gue presentaron cambios fueron los nucledtidos 1752, 1753 y 1754. Al analizar estas tres posiciones se
observé que la presencia de cambios en la posicion 1752 se relacionaba con el genotipo D, puesto que de
55 casos de genotipo A sélo 1 (2%) presentaba cambios en esta posicion 1752, mientras que de 67 casos
de genotipo D, 12 (19%) los presentaban (p=0.003). Dentro del genotipo D no se observaron diferencias
significativas entre los grupos, aunque €l mayor porcentaje de mutaciones correspondia al grupo HBeAg
negativo con ALT elevada (23%), portadores asintométicos (20%), HBeAg negativo con ALT fluctuante
(11%) y HBeAg positivo con ALT elevada (10%). Al estratificar por grupo de pacientes la mayor
proporcion de secuencias mutadas en el genotipo D que en el A sdlo se mantuvo en e grupo HBeAg
negativo con ALT elevada (p=0.03). Asi pues, parece que la aparicion de cambios en la posicion 1752
seria una caracteristica del genotipo D. Seriainteresante |a posibilidad de que la presencia de mutaciones
en esta posicion se relacionara, dentro del genotipo D, con €l grupo HBeAg negativo con ALT elevada,
pero € tamafio de nuestros grupos no permite obtener un resultado concluyente. En e grupo HBeAg
positivo con ALT elevada sdlo hay un caso con la variante 1752 mutada y su concentracion de HBeAg
(792 UPE/mL) se encuentra préxima a la mediana del grupo (495 UPE/mL). En e grupo de los HBeAg
negativo con ALT elevada de genotipo D no se observo relacion entre la presencia de mutaciones en la
posicion 1752 y la concentracién de ADN-VHB. En los demas grupos de pacientes de genotipo D esta
comparacion no se pudo realizar dado €l escaso nimero de pacientes con mutaciones en la posicién 1752.
En el grupo HBeAg negativo con AL T elevada de genotipo D no se observé relacion entre la presencia
de mutaciones en la posicion 1752 y la lesion histolégica hepética, donde los 3 casos con la variante
mutada presentaron HCA.

4.1.5.2.3. Mutaciones en la region TA2 (1758-TTAAA-1762) del PBC de
VHB.

En estas posiciones se consideré como variante normal la que presentaba la secuencia TTAAA; cualquier
modificacién sobre esta secuencia se consideré variante mutada. La relacion de las mutaciones
observadas en estas posiciones se muestraen laTabla 9.

Tabla 9. Mutaciones en las posiciones 1758-1762 (TA2) del PBC del VHB. Relacion con el genotipo
viral.

HBeAg (+) ALT HBeAg (-) ALT elevada HBeAg (-) AL Po_rtador,e_s
elevada fluctuante asintomaticos
\l/?ggntes Genotipo VHB |Genotipo VHB |Genotip0 VHB |Gen0tipo VHB
TTAAA-1762 |A D F A [A+D |IB |ID |F JA D A |A+D |B |D
1758Y, 1
1762T
1761C 1
1761M,
1762W




1762T 8 1 11 19 5 3 5 1
1762w 1 3 2 1 3 2 1 1

DELEC 1
Normal 9 6 2 4 |2 1 13 |2 |2 3 4 118
TOTAL 18 10 2 17 |2 2 135 |2 |9 9 11 |1 1 ]10

A=Adenina; C=Citosina; G=Guanina; T=Timina; Y=C/T; R=A/G; M=A/C; K=G/T; S=C/G;
W=A/T; DELEC =De€leccién

Se detectaron secuencias mutadas en 72 (56%) de los casos: 13 (43%) HBeAg positivo con AL T elevada,
36 (62%) HBeAg negativo con ALT elevada, 13 (72%) HBeAg negativo con ALT fluctuante y 10 (43%)
de los portadores asintométicos. Al seleccionar los casos con mutaciones en el PBC, se encontro la
variante mutada en la region TA2 en e 68% de los casos. Dado que en los pacientes con variantes
mutadas en la regién TA2 solo se observé un caso que no presentaba mutacién en la posicion 1762 (el
99% de las secuencias con mutaciones en la region TA2 presentaron |la variante mutada en la posicion
1762), los resultados obtenidos en los andlisis de la distribucion de las variantes normal y mutada en los
diferentes grupos de pacientes, al estratificar por genotipos, y por grupos de pacientes, larelacién entre la
concentracién de HBeAg y ADN-VHB con la presencia de mutaciones en la regién TA2, asi como la
relacion con la lesion histologica, coinciden con los obtenidos a estudiar la posicién 1762 (apartado
41521.2).

4.1.5.2.4. Mutacionesen laregion TA3 (1771-TATTA-1775) del PBC del
VHB.

En estas posiciones se consideré como variante normal la que presentaba la secuencia TATTA; cualquier
modificacién sobre esta secuencia se consideréd variante mutada. La relacion de las mutaciones
observadas en estas posiciones se muestra en la Tabla 10. Como puede observarse todas las secuencias
con sustituciones presentan cambios en la posicion 1773, y en tres casos éstas se acompafiaban de
cambios en la posicion 1772. Las demas posiciones se mantenian conservadas.



Tabla 10. Mutaciones en la region TA3 (1771-TATTA-1775) del PBC del VHB. Relacion con el
genotipoviral.

HBeAg (+) ALT HBeAg (-) ALTjPortadores

elevada HBeAg (-) ALT elevada luctuante asintomaticos
Posicion 1771-|Genotipo VHB |Genotipo VHB |Genotipo VHB lGenotipo VHB
TATTA-L75 A o JF Ja [aA+D B [D [F]a D o [a~+D B D
1772C, 1
1773C
1772M, 1
1773Y
1772T, 1
1773C
1773C 1 10 1 1 28 7 9
1773w 1
1773Y 1 2
Normal 17 1 16 |1 2 2 2B 2 11 |1 1 1
TOTAL 18 10 2 17 (2 2 35 |2 |9 9 11 |1 1 10

A=Adenina; C=Citosina; G=Guanina; T=Timina; Y=C/T; R=A/G; M=A/C; K=G/T; S=C/G;
W=A/T; DELEC =De€leccion

Se detectaron secuencias mutadas en 64 (49.6%) de los casos. 12 (40%) HBeAg positivo con ALT
elevada, 35 (60%) HBeAg negativo con ALT elevada, 8 (44.4% HBeAg negativo con ALT fluctuantey 9
(39%) de los portadores asintométi cos.

Al comparar la distribucién de las variantes normal y mutada entre los grupos se observé que la
proporcidn de mutaciones sélo presentaba diferencias préximas a la significacion entre e grupo HBeAg
negativo con ALT elevada y los grupos HBeAg positivo con ALT elevada (p=0.07) y los portadores
asintomaticos (p=0.08). Al comparar los cuatro grupos no se alcanzaron diferencias significativas
(p=0.17) pero se observo una asociacion lineal (p=0.04) en la que aumentaba la proporcién de secuencias
mutadas en €l orden portadores asintométicos (39%), HBeAg positivo con ALT elevada (40%), HBeAg
negativo con AL T fluctuante (44.4%) y HBeAg negativo con AL T elevada (60%). (Figura 34).
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Figura 34. Distribucion de las mutaciones en laregion TA3 del PBC del VHB.

4.1.5.2.4.1. Relacion entre las mutaciones en la region TA3 del PBC del
VHB y los genctipos virales.

Al estratificar los diferentes grupos por genotipo del VHB y comparar la distribucién de variantes normal
y mutada no se observd ninguna diferencia entre los grupos. Tan solo en € genotipo D parecia
diferenciarse e grupo HBeAg negativo con ALT fluctuante (78% de secuencias mutadas) de los grupos
HBeAg positivo con ALT elevada (90% de secuencias mutadas) (p=0.2) y de los HBeAg negativo con
ALT elevada (94% de secuencias mutadas) (p=0.15). Cuando se consideraron los cuatro grupos no se
observé relacién ni asociacion lineal en el sentido descrito anteriormente (Figura 35).
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Figura 35. Mutaciones en la region TA3 del PBC del VHB y genctipos virales A y D. Andlisis
estratificado por genotipos.

Al estratificar por grupo de pacientes se observaron diferencias claramente
significativas en la proporcion de mutaciones en laregién TA3 entre los genotipos A y
D dentro de cada grupo (Figura 36).
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Figura 36. Mutaciones en la region TA3 del PBC del VHB y genctipos virales A y D. Andlisis
estratificado por grupos

Los andlisis de la distribucion de las variantes normales y mutadas en los diferentes
grupos de pacientes efectuados anteriormente, al estratificar por genotipos, y por grupos
de pacientes, indican que la sustitucién observada en la posicion 1773 es caracteristica
del genotipo D. Los pocos casos de mutaciones en otras posiciones de la region TA3
junto con € resultado anterior indican que esta region esta altamente conservada. Como



consecuencia no se pudieron llevar a cabo los estudios de variantes de estaregion y las

concentraciones de ADN-VHB, concentracion de HBeAg y examen histol ogico.

4.1.5.2.5. Mutaciones en la region del extremo 5 ARN-Precore (1782-
TGTAG-1786) del PBC del VHB.

De todos los pacientes estudiados sélo un caso del grupo HBeAg negativo con ALT elevada presentaba
un cambio en la posicion en 1785 (mezcla de nucledtidos A y G). Por esta razon se puede considerar que
esta region esta altamente conservada.



4.1.5.2.6. Mutaciones en la region Precore Inr (1788-CATA-1791) y
region TA4 (1788-CATAAATT-1795) del PBC del VHB.

Estas regiones se estudiaron conjuntamente dado el solapamiento de posiciones. El andlisis mostro una
escasa presencia de mutaciones en ambas regiones: dos pacientes HBeAg positivo con ALT elevada
presentaban sustituciones en las posiciones 1788 y 1790, respectivamente, y un paciente portador
asintomatico presentaba una sustitucion en la posicion 1794. Esta baja frecuencia de mutaciones indica
gue estas regiones estan altamente conservadas.

4.1.5.2.7. Mutaciones en la region del extremo 5 ARN-Precore (1791-
AAATTG-1796) del PBC del VHB.

De todos los pacientes estudiados slo un portador asintomético presenté un cambio en esta zona, una A
enlugar delaT enlaposicion 1794, lo que indicaria que se trata de una region altamente conservada.

4.1.5.2.8. Mutaciones en la region del extremo 5 ARN-Pregenomico

(1810-CACCATGCAAC-1820) del PBC del VHB.

Esta region se solapa con € inicio del gen Precore (1814-ATGCAAG-1820), por lo que en primer lugar
se redlizara un estudio global de la region y en segundo lugar se analizara Unicamente la region 1810-
1813. En estas posiciones se consider6 como variante norma la que presentaba la secuencia
CACCATGCAAC; cuaquier modificacion sobre esta secuencia se considerd variante mutada. La
relacion de las mutaciones observadas en estas posiciones se muestraen la Tabla 11.



Tabla 11. Mutaciones en laregion del extremo 5 ARNpregenomico (1810-CACCATGCAAC-1820)
del PBC del VHB. Relacion con el genotipo viral.

[HBeAg ()
ALT
fluctuante

HBeAg (+)jHBeAg () ALT
ALT elevada jJelevada

Portadores
asintomaticos

Posicién 1810-|Genotipo VHB |Genotipo VHB IGenotipo VHB jGenotipo VHB

CACCATGCAAC- A D [F A |[A+D B D|F JA D A A+D |B
1820

1810A 1811C 1812 T 1

1810T 1

1810T, 1811T, 1817T 1

1810Y 1 1

1810Y 1811C 1812T 1

1810Y, 1811M 1

1810Y, 1812T 1

1811C 1

1811C 1812T 1

1811C, 1812T 1

1811T 1812G 1

1812T 1

1814C 2 1

1814M 1

1814T1 1

1815C 3

1815Y 1

1816K

[

1816T

N
l_\

18171 1 1

1817Y 1

1818M 1

1819M

1819T 1

Normal 14 |10 |2 J11 |2 2 |26|2 |6 5 5 1

TOTAL 18 |10 |2 17 |2 2 (352 9 9 11 |1 1

10

A=Adenina; C=Citosina; G=Guanina; T=Timina; Y=C/T; R=A/G; M=A/C; K=G/T; S=C/G;
W=A/T; DELEC =De€leccién

En laTabla 11 se puede observar como las posiciones 1810, 1811 y 1812 presentaban variantes que sblo
en un caso se asocian con cambios en las posiciones 1814 a 1820. Se encontraron secuencias mutadas en
34 (26.4%) de los casos: 4 (13.3%) HBeAg positivo con ALT elevada, 15 (25.9%) HBeAg negativo con
ALT elevada, 7 (39%) HBeAg negativo con ALT fluctuante y 8 (35%) de los portadores asintomati cos.
Al comparar la distribucion de las variantes normal y mutada entre los grupos se observo que la
proporcion de mutaciones era menor en e grupo HBeAg positivo con ALT elevada que en todos los
demas grupos, con diferencias estadisticamente significativas respecto a grupo HBeAg negativo con
ALT fluctuante (p=0.04), cercanas a la significacion respecto a grupo de portadores asintomaticos
(p=0.06) y no significativas respecto a grupo de HBeAg negativo con ALT elevada (p=0.17). Al
comparar los cuatro grupos estudiados las diferencias no fueron significativas (p=0.17) pero si se observé
una asociacion lineal significativa (p=0.05) en la que aumentaba la proporcion de secuencias mutadas en
e orden HBeAg positivo con ALT elevada (13.3%), HBeAg negativo con ALT elevada (26%),
portadores asintométicos (35%), HBeAg negativo con ALT fluctuante (39%) (Figura 37).
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Figura 37. Distribucion de las mutaciones en la zona del extremo 5 ARNpregendmico (posiciones
1810-CACCATGCAAC-1820) del PBC del VHB.

4.1.5.2.8.1. Relacion entre las mutaciones en laregion del extremo 5 ARN-

pregenomico del PBC del VHB y los genotipos virales.

Se estratificaron los diferentes grupos por genotipo del VHB y se compard la distribucion de variantes
normal y mutada para cada genotipo. En el genotipo D se observaron diferencias proximas a la
significacion entre el grupo HBeAg positivo con ALT elevada, ninguna secuencia mutada, y los grupos
HBeAg negativo con ALT elevada, 26% de secuencias mutadas (p=0.07) o HBeAg negativo con ALT
fluctuante, 44% de secuencias mutadas (p=0.03). No se observaron diferencias entre € grupo de los
HBeAg positivo con ALT elevaday los portadores asintométicos. Cuando se consideraron los 4 grupos
globalmente se observaron diferencias cercanas ala significacion (p=0.08) perdiéndose larelacién lineal.
Este resultado, diferente al encontrado antes de la estratificacidn, podria deberse a un menor porcentaje de
mutaciones en |os portadores asintomati cos.

En el genotipo A tan solo se observaron diferencias proximas a la significacion, entre los portadores
asintomaticos, 55% de secuencias mutadas, y los HBeAg positivo con ALT elevada, 22% de secuencias
mutadas (p=0.1) Al estudiar los cuatro grupos globalmente no se observaron diferencias, no obstante la
asociacion lineal descrita anteriormente se mantuvo cercanaalasignificacion (p=0.1) (Figura 38)
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Figura 38. Mutaciones en la region del extremo 5 ARN-pregendémico (posiciones 1810-
CACCATGCAAC-1820) del PBC del VHB y genctipos virales. Analisis estratificado por genotipos.
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Al edtratificar por grupo de pacientes no se observaron diferencias claramente significativas en la
proporcién de mutaciones en laregion del extremo 5' ARN-pregendmico entre los genotipos A y D dentro
de cada grupo. Si se observaron diferencias cercanas a la significacion en e grupo de portadores
asintomaticos, donde se encontré un 55% de secuencias mutadas en €l genotipo A frente aun 10% en €l
genotipo D (p=0.06) (Figura 39).
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Figura 39. Mutaciones en la region ded extremo 5 ARN-pregendmico (posiciones 1810-
CACCATGCAAC-1820) del PBC del VHB vy genctipos virales A y D. Andlisis estratificado por
grupos

Los andlisis de la distribucion de las variantes normales y mutadas en los diferentes grupos de pacientes
efectuados anteriormente, a estratificar por genotipos, y por grupos de pacientes, indican que la
proporcidn de mutaciones es menor en los HBeAg positivo con ALT elevada que en los HBeAg negativo
con ALT elevada y HBeAg negativo con ALT fluctuante, tendencia que se observa con claridad en el
genotipo D pero no en el genotipo A. Es de destacar que en el grupo de portadores asintométi cos parece
observarse un comportamiento diferente dependiente del genotipo, donde los de genotipo A presentaron
una proporcién de mutaciones superior aladel grupo HBeAg positivo con ALT elevada (55% vs 22%),
mientras que en los de genctipo D la proporcion de mutaciones se aproxima a la observada en €l grupo
HBeAg positivo con ALT elevada (10% vs 0%). Si se tiene en cuenta por un lado, que esta region
contiene € codon de inicio del precore, que es un lugar donde con cierta frecuencia y en asociacion a
carécter HBeAg negativo se observan mutaciones que impiden la expresiéon del HBeAg; y por otro lado
que €l genotipo D tiene una mayor tendencia por razones termodinamicas que el genotipo A para mutar
en otras posiciones, se podria entender la menor proporcién de secuencias mutadas en esta zona en los
pacientes HBeAg negativo de genotipo D. Este hecho sdlo se observd en e grupo de portadores
asintométicos. En el andlisis de laregién precore se analizardn en mayor profundidad estos cambios.

4.1.5.2.8.2. Relacion entre las variantes de la region 5’ARN pregendmico
del PBC del VHB con la concentracion de HBeAg.

La comparacion de la concentracion de HBeAg entre pacientes con mutaciones (mediana=44 UPE/mL,
0.12-127 UPE/mL) y sin mutaciones (mediana = 779 UPE/mL, 1.48-17600 UPE/mL) presentaba
diferencias proximas a la significacion (p=0.07). Cuando se estratifico por genotipo se observé que en el
genotipo A los pacientes con mutaciones presentaban una mediana de concentracién de HBeAg de 44
UPE/mL, 0.12-127 UPE/mL, y los pacientes sin mutaciones presentaban una mediana de concentracion
de HBeAg de 1999 UPE/mL, 1.48-17600 UPE/mL, (p=0.13). En €l genotipo D no se encontraron
secuencias con mutaciones.

4.1.5.2.8.3. Relacion entre las variantes de la region 5’ARN pregenomico
del PBC del VHB con la concentracién de ADN-VHB.

Al relacionar la distribucion de variantes en la region 5° ARN pregenémico con la concentracion de
ADN-VHB en cada uno de los grupos estudiados no se observaron diferencias estadisticamente
significativas, ni tampoco cuando dentro de cada grupo se compararon |0s pacientes con y sin mutaciones



dentro del mismo genotipo. Se obtuvieron los mismos resultados cuando se categorizé la variable para
incluir los no cuantificables (Figura 40).
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Figura 40. Relacion entre las variantes normal y mutada de la region 5 ARNpregendémico del PBC
del VHB con la concentracion de ADN-VHB en cada uno delos genctipos.

4.1.5.2.8.4. Relacion entre las variantes de la region 5’ ARN pregendmico
del PBC del VHB y el examen histol 6gico.

No se observé ninguna relacion entre las variantes de laregion 5° ARN pregendmico del PBC y el examen
histolégico hepético, ni cuando se estratifico por genotipos ni tampoco cuando se estratifico por grupo de
pacientes

4.1.5.2.9. Estudio de las posiciones 1810-1813.

En estas posiciones se consideré como variante normal la que presentaba la secuencia CACC; cualquier
modificacién sobre esta secuencia se considerd variante mutada. La relacion de las mutaciones
observadas en estas posiciones se muestraen la Tabla 12.



Tabla 12. Mutaciones en la region del extremo 5 ARN Pregendmico (1810-CACC-1813) del PBC
del VHB. Relacién con el genotipo viral.

HBeAg (+) ALTJHBeAg (-) [HBeAg () Portadores
elevada ALT elevada ALT fluctuante Jasintomaticos
Posicién 1810-CACC-|Genotipo VHB  jGenotipo VHB |Genotipo VHB |Genotipo VHB
1813 A D |F A |A+D B [D |[F JA D A |[A+D |B |D
1810A 1811C 1812 T 1
1810T 1
1810T, 1811T 1
1810Y 1 1
1810Y 1811C 1812T 1
1810Y, 1811M 1
1810Y, 1812T 1
1811C 1
1811C 1812T 1
1811C, 1812T 1
1811T 1812G 1
1812T 1
Normal 16 10 |2 142 2 13312 7 9 I8 1 10
TOTAL 18 10 |2 17(2 2 |35(12 |9 9 Ill 1 1 |10

A=Adenina; C=Citosina; G=Guanina; T=Timina; Y=C/T; R=A/G; M=A/C; K=G/T; S=C/G;
W=A/T; DELEC =Deleccion

Se encontraron secuencias mutadas en 13 (10%) de los casos: 2 (6.7%) HBeAg positivo con ALT
elevada, 5(8.6%) HBeAg negativo con ALT elevada, 3 (17%) HBeAg negativo con ALT fluctuantey 3
(13%) de los portadores asintomaticos. Al seleccionar |os casos con mutaciones en el PBC, se encontré la
variante mutada en las posiciones 1810-1813 en & 32% de los casos. La posicién 1813 se encontraba
conservada en todas | as secuencias.

Al comparar la distribucién de las variantes normal y mutada entre los grupos no se observaron
diferencias significativas entre ninguno de los grupos. Al comparar los cuatro grupos estudiados las
diferencias no fueron significativas.

4.1.5.2.9.1. Relacion entre las mutaciones en laregion del extremo 5’ ARN-
pregendmico (1810-1813) del PBC del VHB y los genotipos virales.

Al estratificar los diferentes grupos por genotipo del VHB y comparar la distribucion de variantes normal
y mutada para cada genotipo no se observaron diferencias significativas ni para el genotipo A ni para el
genotipo D ni tampoco se observaron diferencias cuando se consideraron los 4 grupos globalmente. Al
estratificar por grupo de pacientes no se observaron diferencias significativas en la proporcion de
mutaciones en la region del extremo 5 ARN pregendmico entre los genotipos A y D dentro de cada
grupo. Por Ultimo se consideraron conjuntamente todos los casos y se compar6 la distribucion de las
mutaciones en esta region en los genotipos A y D observandose que habia un 20% de secuencias con
mutaciones en el genotipo A frente aun 3% en el genotipo D (p=0.003).

Los andlisis de la distribucion de las variantes normales y mutadas en los diferentes grupos de pacientes
efectuados anteriormente, al estratificar por genotipos, y por grupos de pacientes, y a considerar
conjuntamente todos los casos, indican que las mutaciones en esta zona se relacionan con el genotipo A,
independientemente del grupo de pacientes.

4.1.5.2.9.2. Relacion entre las mutaciones en laregion del extremo 5’ ARN-
pregenomico (1810-1813) del PBC del VHB y la concentracion de HBeAg.

Este estudio no se pudo redlizar porque en € grupo HBeAg positivo con ALT elevada s6lo habia dos
casos con mutaciones en estas posiciones. Es de sefidlar que estos dos casos presentaban una




concentracién de HBeAg de 65 y 127 UPE/mL, respectivamente, cuando la mediana para €l genotipo A
de los demés casos fue de 1099 UPE/mL.

4.1.5.2.9.3. Relacion entre las mutaciones en laregion del extremo 5’ ARN-
pregendmico (1810-1813) del PBC del VHB vy la concentracion de ADN-

VHB.

A pesar de que €l nimero de casos con variantes en las posiciones 1810-1813 dentro de cada grupo es
escaso, cabe sefidar que en todos los grupos € percentil 25 de los casos con mutaciones en estas
posiciones estaban en el rango de la mediana de los casos sin mutaciones, o incluso |o superaban. (Figura

41).
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Figura 41. Relacion entre las variantes normal y mutada de la region 1810-1813 del PBC del VHB
con la concentracion de ADN-VHB

Cuando solo se considerd e genotipo A se siguid observando esta misma tendencia (Figura 42).
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Figura 42. Relacion entre las variantes normal y mutada de la region 1810-1813 del PBC del VHB
con la concentracion de ADN-VHB en el genotipo A.



4.1.5.2.9.4. Relacion entre las mutaciones en laregion 1810-1813 del PBC
del VHB y lalesion histol 6gica hepatica.

No se observé ninguna relacion entre las variantes de la region 1810-1813 del PBC y e examen
histol6gico hepatico, ni cuando se estratificod por genctipos ni tampoco cuando se estratifico por grupo de
pacientes.

4.1.5.2.10. Estudio de las posiciones 1814-1817.

Dado que todas las variantes en esta zona impiden la expresién del HBeAg, se estudiaran en el apartado
4.1.6. de resultados.

4.1.5.2.11. Estudio de las posiciones 1818-1820.

Las variantes de esta zona se solapan con laregion ARN-Pregenémico Inr (1817-CAACT-1821), motivo
por el cual se estudiaran en el apartado correspondiente a dicha region (apartado 4.1.5.12. de resultados).

4.1.5.2.12. Mutaciones en la region ARN-Pregenémico Inr (1817-
CAACT-1821) del PBC del VHB.

En estas posiciones se considerd como variante normal la que presentaba la secuencia CAACT; cualquier
modificacién sobre esta secuencia se consideréd variante mutada. La relacion de las mutaciones
observadas en estas posiciones se muestraen la Tabla 13.



Tabla 13. Mutaciones en la region ARN pregenémico Inr (1817-CAACT-1821) del PBC del VHB.

Relacion con el genotipo viral.

HBeAg (+)|HBeAg () [HBeAg () |Portadores

ALT elevada JALT elevada ALT fluctuante asintomaticos
;/gii?f‘tes Genotipo VHB  jGenotipo VHB IGenotipo VHB IGenotipo VHB
CAACT-1821 1A |D F JA |[A+D|B |D |F A D A |A+D B |D
1817T 1
1817Y 1
1818M 1
1819M 1
1819T 1
1821C 1
Normal 18 |10 2 16 |2 2 32 |2 9 8 10 1 9
TOTAL 18 |10 2 17 |2 2 35 (2 9 9 11 1 1 |10

A=Adenina; C=Citosina; G=Guanina; T=Timina; Y=C/T; R=A/G; M=A/C; K=G/T; S=C/G;

W=A/T; DELEC =Deleccién

Dado el escaso nimero de cambios en esta zona no se ha profundizado mas en su

estudio y se consideré como una zona conservada.

4.1.5.2.13. Mutaciones en laregion DR-1 (1824-1829) TTCACC.

Esta region se ha considerado también una zona conservada ya que Unicamente un paciente portador

asintomatico tenia deleccionado un nucledtido entre las posiciones el 1821y 1825 (TTTTT). A pesar de
esta del ecciodn se seguia conservando la secuenciade laregiéon DR 1.






