4.1.6. DETECCION DE VARIANTES EN LA REGION DEL PRECORE
DEL VHB.

Laregion del precore abarca desde el nucledtido 1814 hasta el 1900 del genomadel VHB. En este
fragmento se encuentra el codon deinicio de la proteina del precore (nuclettidos 1814 a 1816), proteina
precursoradel HBeAg, asi como lamayor parte de la sefial de encapsulacion (épsilon) (nuclettidos 1846
a1908). En este estudio las variantes de laregién del precore del VHB se analizaran de dos maneras, en
primer lugar considerando toda la regién de forma conjuntay posteriormente analizando de forma aislada
aquellas posiciones de mayor interés.

4.1.6.1. Analisisglobal delaregion del precoredel VHB.

En esta region se consideraron variantes mutadas aquellas cuyas mutaciones impiden la expresion del
HBeAg. Larelacion de estas variantes mutadas se muestra la Tabla 14.

De las 129 secuencias analizadas se encontraron cambios en 81 (63%) de los casos: 5 (17%) HBeAg
positivo con ALT elevada, 48 (83%) HBeAg negativo con ALT elevada, 13 (72%) HBeAg negativo con
ALT fluctuante y en 15 (65%) de los portadores asintomaticos. En los cinco casos de pacientes HBeAg
positivo en los que se detectaron cambios en esta regién se observo la presencia simultanea de la variante
normal y mutada. Un 23% de los casos HBeAg negativo no presentaron ninguna mutacion en €l precore
que impide la expresion del HBeAg. Si se consideran solo estas 81 secuencias con cambios que impiden
la expresion del HBeAg, las mutaciones mas frecuentes se observaron en la posicion 1896 (73%) y en las
posiciones 1814-1817 (23%).

Al comparar la distribucion de las variantes normal y mutada entre los grupos se observo que la
proporcién de cambios era menor en el grupo HBeAg positivo con ALT elevada que en todos los demas
grupos (p<0.001); entre el grupo HBeAg negativo con ALT elevaday el grupo portadores asintométicos
las diferencias fueron cercanas ala significacion (p=0.08). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre el grupo HBeAg negativo con ALT fluctuante y los grupos HBeAg negativo con
ALT elevaday portadores asintométicos. Al comparar los cuatro grupos estudiados |as diferencias eran
significativas (p<0.001), con una asociacion lineal significativa (p<0.001) en la que aumentaba la
proporcion de secuencias mutadas en €l orden HBeAg positivo con ALT elevada (17%), portadores
asintométicos (65%), HBeAg negativo con AL T fluctuante (72%) HBeAg negativo con ALT elevada
(83%) (Figura 43).

Tabla 14. Variantesen laregion de precore del VHB queimpiden la expresion del HBeAg.

variantes mutadas en HBeAg (+) HBeAg (-) HBeAg (-) ALT Portadores

la region del precore [ Codon precore afectado} ALT elevada | ALT elevada fluctuante asintomaticos TOTAL
1897A 28 (TGG—TGA) 1 1
1896A 28 (TGG—>TAG) 33 7 8 48
. 2 (CAASTAA)-
1817T-1896A 28(TGGTAG) 2 2
. 1 (ATGHATT)-
1816T-1896A 28(TGGTAG) 2 2
1896R 28 (TGG—TRG) 3 2 5
28 (TGG—TAG)-
_ *
1896-INSERC A 1840 33(GACTGA) 1 1
] 1 (ATGCTG)-
1814C-1896A 28(TGGTAG) 1 1
DELEC 1825** 8 (CTA>TAA) 1 1
DELEC 1845t 71 (TTASTAG) 2 2
INSERC A 1839* 33 (GAC—HTGA) 1 1 2
INSERC T 1839* 33 (GAC—HTGA) 1 1
1815C 1 (ATG—ACG) 3 3
1816K 1 (ATG—>ATK) 1
1816T 1 (ATG—ATT) 2 1 3
1815Y 1 (ATG—AYG) 1 1




1814C 1 (ATG—CTG) 2 2
1814M 1 (ATGHMTG) 1 1
1814T 1 (ATGHTTG) 1 1
1817T 2 (CAASTAA) 1 1
1817Y 2 (CAASYAA) 1 1
1874W 21 (A AG—>WAG) 1 1
Normal 25 10 5 8 48
TOTAL 30 58 18 23 129

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; INSERC=Insercion

*Cambio en la pauta de lectura a partir del codon 9y aparicion de “stop” en codon 33.
** Cambio en la pautadelecturaa partir del codon 5y aparicion de “stop” en codon 8.
T Cambio en la pauta delectura a partir del codon 11y aparicién de “stop” en codon 71.
Lasvariantes se han identificado por la posicion y € nucleétido alterado.

400 |
o0
a0
70

o

W

Rl

=

@ s0

o

E =

O =0

o
30

Wamanies

20 Precore
10 st a=
o | Il Homal

HBefg (s  Poradores  HBekg i HE=ekg -
ALT elevada  asi aticos AT fu ALT elewada

Figura 43. Distribucion delas variantes en laregién del precoredel VHB.

Al tener en cuenta la distribucion de genotipos entre los diferentes grupos de pacientes, en general se
observo una clararelacion entre la presencia de mutaciones en el precorey el genotipo viral, de manera

que en €l genotipo A se encontraron un 40 % de mutados mientras que en el genotipo D un 80%
(p<0.001) (Figura 44).
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Figura 44. Relacion entrelasvariantes del precorey losgenotiposA y D.




4.1.6.1.1. Relacion entre las mutaciones en la region precore del VHB y

los genotipos virales.

Al estratificar los diferentes grupos por genotipo del VHB y comparar la distribucién de variantes normal
y mutada, se observg, tanto en el genotipo A como €l D, que el grupo HBeAg positivo con ALT elevada
presentaba menor proporcién de mutaciones que |os otros tres grupos, con diferencias significativas en
todos las comparaciones, y que no habia diferencias significativas en la proporcién de mutaciones entre
los grupos HBeAg negativo con ALT elevada, HBeAg negativo con ALT fluctuante y portadores
asintomaticos. Al considerar |os cuatro grupos se observaron diferencias significativas entre ellos (p=0.02
para el genotipo A y p<0.001 para el genotipo D) y también una asociacion lineal significativa (p=0.008
parael genotipo A y p<0.001 para el genotipo D) en el sentido descrito en el apartado anterior (Tabla 15
y Figura 45).

Tabla 15. Variantesen laregion del precoredel VHB que impiden la expresion del HBeAgy
genotipos virales.

HBeAg (+) ALT HBeAg (-) HBeAg (-) Portadores
elevada ALT elevada ALT fluctuante asintomaticos

Genotipo VHB Genotipo VHB Genotipo VHB Genotipo VHB

A | D F A|A+D|B| D | F A D A |A+D| B | D

1897A

1896A 6] 1 |1] 24 1 2 5 2 6

1817T-1896A

1816T-1896A

1896R 2 1

1896-INSERC A 1840 1

1814C-1896A 1

DELEC 1825 1

DELEC 1845 1 1

INSERC A 1839 1 1

INSERC T 1839

1815C 3

1816K

1816T 2 1

1815Y 1

1814C 2

1814M 1

1814T 1

1817T 1

1817Y 1

1874W 1

Normal 16 | 8 1 71 1 2 5 5 1 1 1

TOTAL 18 | 10 2 171 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
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Figura 45. Variantes en la region precore del VHB y genctipos virales. Andlisis estratificado por
genotipos.

Al estratificar por grupos de pacientes se observo que en el grupo HBeAg positivo con ALT elevada no
habia relacién entre el genotipo y la presencia de variantes mutadas en laregién del precore, a pesar de
gue se observo un 11% de variantes mutadas en el genotipo A frente a un 20% en €l genctipo D. En €l
grupo de los HBeAg negativo con AL T elevada se observd un 59% de casos con variantes mutadas en el
genotipo A frente aun 94% en el genotipo D (p=0.002). En los pacientes HBeAg negativo con ALT
fluctuante se encontraron un 44% de casos con variantes mutadas en el de genotipo A frente a un 100%
en el genotipo D (p=0.03). En los portadores asintométicos se observo un 54% de casos con variantes
mutadas en el genotipo A frente a un 90% en el genotipo D (p=0.15). Por tanto, en general los resultados
parecen apuntar a que €l genotipo D presentaria mutaciones en el precore en el doble de casos que €
genotipo A, independientemente del grupo de pacientes. (Figura 46).
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Figura 46. Variantes en la regién del precore del VHB y genotipos 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 € grupo
HBeAg negativo con ALT elevada, HBeAg con ALT fluctuante y portadores asintomaticos presentaban



una proporcién similar de variantes mutadas en el precore, proporcién siempre superior ala observada en
el grupo HBeAg positivo con ALT elevada. Esta diferencia entre los grupos se percibia con mayor
claridad al tener en cuenta el genotipo viral, observandose que dentro de cada grupo de pacientes, el
genotipo D presentaba el doble de casos con variantes mutadas que el genotipo A.

4.1.6.1.2. Relacion entre las variantes de la region precore del VHB con

la concentracion de HBeAg.

En el grupo HBeAg positivo con ALT elevada los casos con variantes mutadas en laregion del precore
presentaban mezcla de variantes que no expresan € HBeAg con variantes que si expresan €l HBeAg. Se
observo que los pacientes que presentaban la variante normal (n=25) tenian una concentracion de HBeAg
(mediana=792 UPE/mL, 1.48-17600 UPE/mL) superior ala de los pacientes con variantes mutadas (n=5)
(mediana=43 UPE/mL, 0.12-765 UPE/mL) (p=0.07). La estratificacién por genotipo vira no se pudo
realizar dado €l pequefio nimero de secuencias mutadas para cada genotipo (2 de genotipo A y 2 de
genotipo D).

4.1.6.1.3. Relacion entre las variantes de la region precore del VHB con

|a concentracion de ADN-VHB.

Al relacionar la distribucion de variantes en laregion precore con la concentracién de ADN-VHB en cada
uno de los grupos estudiados no se observaron diferencias significativas. En el grupo HBeAg positivo con
ALT elevada se observé que habia diferencias cercanas ala significacion en la concentracion de ADN-
VHB entre |as variantes mutada (mediana=1.5x10° copias ADN-VHB/mL, 1.7x10°3.8x10% y no mutada
(mediana=5.3x10® copias ADN-VHB/mL, 2.5x10°-1.5x10°%) (p=0.17), aunque se ha de tener en cuenta
gue solo habia 5 casos con variante mutada y siempre en poblaciones mixtas. En €l grupo HBeAg
negativo con AL T elevada se observé que también habia diferencias cercanas ala significacion en la
concentracion de ADN-VHB entre |as variantes mutada (n=48) (mediana=1.2x10" copias ADN-VHB/mL,
6.4x10°%3.2x10% y no mutada (n=10) (mediana=1.6x10° copias ADN-VHB/mL, 2.5x10%2.4x10%
(p=0.10). En los demés grupos no se observaron diferencias significativas (Figura 47).
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Figura 47. Relacién entre las variantes normal y mutada del precor e con la concentracién de ADN-
VHB.

Se compar6 dentro de cada grupo y genctipo la concentracion de ADN-VHB entre las variantes mutada y
no mutada, comparacién que no se pudo realizar con todos los grupos debido al peguefio tamafio de
algunos de los grupos.

Se observd que en el grupo HBeAg negativo con ALT elevada de genotipo A no habia diferenciaen la
concentracion de ADN-VHB entre las variantes mutada (n=10) y no mutada (n=7). Para el genotipo D la
significacion fue de 0.02 aunque solo habia 2 casos no mutados (mediana=3.3x10* copias ADN-



VHB/mL, 2.5x10*4.5x10% frente a 32 mutados (mediana=8.9x10° copias ADN-VHB/mL, 7.8x10*
3.1x10°). Por otro lado, dentro de los HBeAg negativo con ALT elevada con mutaciones en el precore no
se observaron diferencias significativas en la concentracién de ADN-VHB entre los genotipos A y D.
Finalmente, en los HBeAg negativo con AL T elevada no mutados, la concentracion de ADN-VHB en el
genotipo A eramayor que en e genotipo D (mediana=3.9x10° copiassmL ADN-VHB, 4.2x10*2.5x10°,
vs mediana=3.3x10" copias ADN-VHB/mL, 2.5x10%4.5x10") aunque e nimero de casos era pequefio (7
VS 2, respectivamente).

En e grupo HBeAg positivo con ALT elevada de genotipo A se observaron diferencias préximas ala
significacién en la concentracion de ADN-VHB entre la variante no mutada (mediana=4.7x10° copias
ADN-VHB/mL, 8.3x10°-5x10% y las variantes con mutaciones (mediana=1.6x10’ copias ADN-VHB/mL,
1.2x10°-2.5x10°) (p=0.12), aunque se ha de tener en cuenta el tamario de los grupos, 16 y 2 casos
respectivamente. En €l genotipo D no se observaron diferencias en la concentracion de ADN-VHB pero
sblo habia 2 mutados frente a 8 no mutados. Por otro lado, dentro del grupo HBeAg positivo con ALT
elevada sin mutaciones en €l precore no se encontraron diferencias significativas en la concentracion de
ADN-VHB entrelos genotipo A y D. Finalmente, en los HBeAg positivo con ALT elevada con
mutaciones en el precore solo habia dos casos de genotipo A (mediana=1.6x10’ copias ADN-VHB/mL,
1.2x10:-2.5x108) y otros dos casos de genotipo D (mediana=1.7x108 copias ADN-VHB/mL, 7.1x10'-
3.9x10°).

Aunque se han de tomar con cautela estos resultados debido el pequefio tamafio de algunos grupos,
apuntarian a que en el grupo HBeAg negativo con ALT elevadala aparicidn de mutaciones en el precore
se asociaria con un aumento en la concentracién de ADN-VHB, aumento observable en el genotipo D
(aunque tan solo habia dos pacientes de genotipo D no mutados) pero no en e A (7 no mutados frente a
diez mutados). En los HBeAg positivo con ALT elevada la aparicion de mutaciones en el precore se
asociaria con una disminucion en la concentracion del ADN-VHB observable en el genotipo A pero no €l
genotipo D (Figura 48).
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Figura 48. Relacion entre las variantes normal y mutada de la regién precore del VHB con la
concentracion de ADN-VHB en cada uno de los genotipos.

4.1.6.1.4. Relacion entre las variantes de la region precore del VHB con

el examen histol égico.

No se observé relacion entre lalas variantes normal y mutada de laregion precore del VHB y lalesion
histolégica. De los pacientes con lavariante normal, 13 (76%) casos presentaron HCA mientras que 8
(20%) casos con la variante mutada presentaron CH. Al estratificar por genotipo no se observo relacion
parael genotipo A, 8 de los pacientes con la variante normal presentaban HCA frente a 2 (22%) casos con
la variante mutada que presentaron CH. Tampoco se observo relacion en el genotipo D, 5 (100%) de los
pacientes con la variante normal presentaron HCA frente a5 (18%) de casos con la variante mutada que
presentaron CH. Al estratificar por grupo de pacientes, en el grupo HBeAg positivo con ALT elevada no
se observé relacidn entre lalesion histologicay la presencia de mutaciones en laregion precore del VHB,



aunque en este grupo sblo habia dos casos con CH, ambos con la variante normal. En el grupo HBeAg
negativo con AL T elevada tampoco se observé relacién entre lalesion histologicay la presencia de
mutaciones en laregion precore del VHB. Al estratificar por grupo de pacientes y genotipo las diferencias
no alcanzaron la significacion en ninguin caso. Tal vez lo Unico resefiable fue que cuando se estratifico por
las variantes normal y mutada del precore del VHB, se observo que en aquell os pacientes que presentaron
lavariante normal, 4 (33%) de los 12 pacientes de genotipo A presentaron CH mientras quelos 5
pacientes de genotipo D presentaron HCA. En aquellos pacientes con la variante mutada no se observo
relacion entre el genctipo viral y lalesion histoldgica. Estos resultados sugieren que no hay relacion entre
las variantes de laregién del precorey lalesién histol 6gica hepética, aunque la proporcién de CH en
aquellos pacientes con lavariante normal de laregion del precore era superior en los casos de genctipo A
y que e 77% de los pacientes con HC presentaban variantes mutadas en laregion del precore.

4.1.6.2. Andlisisindividual delasvariantesdelaregion del precorede
VHB.

En este apartado se estudiaran |as posiciones de la secuencia del precore del VHB donde con mayor
frecuencia se producen cambios que impiden la expresion del HBeAg: posiciones 1896 y regién 1814-
1817 (c6dones primero y segundo del precore). Las mutaciones en la posicion 1896 se han descrito como
€l lugar donde con mayor frecuencia se producen cambios que impiden la expresion del HBeAg debido a
laaparicién de un codon “stop”. La posicion 1896 se encuentra emparejada con laposicion 1858 en la
sefial de encapsulacién (estructura secundaria del ARN pregendémico). Lavariante del VHB mutadaen la
posicion 1896 (1896G por 1896A) presenta un aumento en la estabilidad de la sefiad de encapsulacion
cuando en laposicién 1858 hay una T (caracteristica propia del genotipo D pero no del genctipo A, en €l
cual hay una C en esta posicién). En una proporcion considerable de casos, ala mutacion en 1896 sele
asocia un cambio en la posicién 1899; este Ultimo no impide la expresion del HBeAg pero parece
incrementar todavia més la estabilidad de la sefial de encapsulacion.

Las posiciones 1814-1816 corresponden al codon de inicio de la proteina precore cuya alteracién impide
¢ inicio de latranscripcién. En las posiciones 1817-1819 se ha descrito la aparicion de un codon “stop”.

4.1.6.2.1. Variantes de la posicion 1896 del precore del VHB

En esta posicion se considerd variante normal la que presentaba una G y como variante mutada cual quier
cambio de lamisma. En latotalidad de los cambios observados la sustitucion fue de la G por una A dando
lugar aun codon “stop”. Se detectaron secuencias mutadas en 59 (46%) de |los casos: 3 (10%) HBeAg
positivo con ALT elevada, 39 (67%) HBeAg negativo con ALT elevada, 8 (44%) HBeAg negativo con
ALT fluctuante y 9 (39%) de los portadores asintomaticos. Se detectaron cambios en la posicién 1896 en
59 (73%) de los 81 casos que presentaron cambios en laregién del precore del VHB que impiden la
expresion del HBeAg.

Al relacionar la presencia de mutaciones en esta posicion 1896 con los genotipos virales mayoritarios (A
y D), se observé que 10 (45%) de los 22 casos de genotipo A con mutaciones que impiden la expresion
del HBeA( presentaban la variante mutada en la posicion 1896 frente a 45 (85%) de 53 en el genotipo D
(p<0.001). Latotalidad de los casos de genatipo A con mutaciones en la posicién 1896 presentaban una T
en laposicion 1858 mientras | os restantes casos de genotipo A con mutaciones en €l precore que impiden
laexpresion del HBeAg distintas de las variantes de la posicion 1896 presentaban una C en la posicion
1858 (p<0.001). En los pacientes con mutaciones en €l precore que impiden la expresion de HBeAg,
incluidos 5 pacientes HBeAg positivo con poblaciones mixtas, no se observa relacion entre el grupo de
pacientesy la proporcion de mutantes en la posicion 1896.

En el grupo HBeAg positivo con ALT elevada se encontraron 5 casos con poblaciones mixtas de las
variantes normal y mutada. Tres de ellos presentaban mutaciones en la posicion 1896. Larelacién entre la
concentracién de HBeAg y la presencia de mutaciones en la posicion 1896 no se pudo realizar debido a
pequefio nimero de casos.

Con €l objetivo de estudiar €l efecto diferencial de la variante mutada en la posicion 1896 y lareplicacion
viral respecto alas otras variantes en laregion del precore que impiden la expresién del HBeAg, se
relaciond la distribucion de variantes en la posicion 1896 con la concentracion de ADN-VHB, en aquellos
casos con mutaciones en el precore que impiden la expresion del HBeAg, en cada uno de los grupos
estudiados. No se observa relacién en ninguno de los grupos excepto en |os portadores asintométicos
donde |a presencia de mutaciones en la posicion 1896 se asociaba con una mayor concentracién de ADN-
VHB (mediana=1.3x10* copias ADN-VHB/mL, 1.9x10-6.8x10*, vs mediana=1.9x10° copias ADN-
VHB/mL, 1.2x10*-5x10% (p=0.033). En este tltimo resultado se ha de tener en cuenta el bajo niimero de



casos (6 con lavariante normal y 9 con la variante mutada). En este punto habria que tener en cuenta el
escaso porcentaje de pacientes con mutaciones en la region precore diferentes de la posicién 1896 que, tal
vez, podriajustificar lafalta de asociacion entre la presencia de la mutacién en la posicion 1896 y una
mayor concentracion de ADN-VHB, que era de esperar dada la capacidad estabilizadora de esta mutacion
sobre la sefial de encapsulacion. Cuando se consideraron todos |os pacientes, solo se observaron
diferencias significativas en el grupo HBeAg negativo con ALT elevada, en €l que la variante mutada
presentaba una mediana de 1.4x10’ copias ADN-VHB/mL (6.3x10°3.2x10%) frente alano mutada que
presentaba una mediana de 2.7x10° copias ADN-VHB/mL (2.5x10%2.5x10°%) (p=0.04). En este mismo
grupo, al estratificar por genotipo se observé que en € genotipo A las diferencias se hacian no
significativas mientras que en el genotipo D la significacién todavia era mayor (p=0.002): lavariante
mutada presentaba una mediana de 1.3x10’ copias ADN-VHB/mL (7.9x10*3.2x10°% frente ala variante
normal que presentaba una mediana de 7.9x10* copias ADN-VHB/mL (2.5x10%6.3x10°).

En €l estudio de larelacion entre las variantes de la posicidn 1896 del precorey lalesidn histolégica
hepatica no se observo relacion estadisticamente significativa, ni al estratificar por genotipos ni al
estratificar por grupo de pacientes. Hay que sefidlar que para el genotipo D se observé que 8 (100%) de
los pacientes con la variante normal presentaban HCA frente a5 (21%) de los casos con lavariante
mutada que presentaban CH (p=0.16); asi mismo al estratificar por las variantes normal y mutada de la
posicion 1896 del precore, se observo que en aquellos pacientes que presentaban la variante normal 5
(29%) de los 17 pacientes de genotipo A tenian CH mientras que los 8 pacientes de genctipo D
presentaban HCA (p=0.14). Estos resultados sugieren una posible relacién entre las variantes de la
posicién 1896 y lalesion histol 6gica hepatica de forma que, en los pacientes de genotipo D la presencia
de CH se asociaria con la variante mutada de la posiciéon 1896. Este resultado no se observo en el
genotipo A. Por otro lado, entre |os pacientes con la variante normal paralaposicion 1896 la presencia
de CH se asociaria con el genotipo A.

4.1.6.2.2. Variantes de las posiciones 1814-1819 de la region del precore
del VHB.

Se encontraron secuencias mutadas en 19 (15%) de los 129 casos incluidos en el estudio: 2 (7%) de los
pacientes HBeAg positivo con ALT elevada (ambos con presencia simultanea de las variantes normal y
mutada), 10 (17%) de los HBeAg negativo con ALT elevada, 4 (22%) de los HBeAg negativo con ALT
fluctuante y 3 (13%) de los portadores asintométicos. Se detectaron cambios en las posiciones 1814-1817
en 19 (23%) de los 81 casos que presentaron cambios en laregién del precore del VHB que impiden la
expresion del HBeAg (Tabla 16).



Tabla 16. Variantes en la region 1814-1819 del precore del VHB que impiden la expresion del
HBeAgy genotiposvirales.

HBeAg(+) ALT HBeAg (1) ALT elevada HBeAg (-) ALT F’_ortad(/)r_es
elevada fluctuante asintomaticos
Genotipo VHB Genotipo VHB Gf/”ﬁtl'apo Genotipo VHB
A D F A A+D |B| D F A D A A+D |B| D
1817T-1896A 2
1816T-1896A 2
1814C-1896A 1
1815C 3
1816K 1
1816T 2 1
1815Y 1
1814C 2
1814M 1
18141 1
1817T 1
1817Y 1
Normal 16 10 | 2§ 14 2 28 9 5 8 1 |1] 10
TOTAL 18 10 | 2 17 2 12|13 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

Cuando se consideraron sdlo los 81 casos con mutaciones en € precore que impiden la expresion del
HBeAg no se observaron diferencias a comparar ladistribucién de las variantes normal y mutada entre
los grupos. Cuando se consider6 latotalidad de los casos, al comparar la distribucion de las variantes
normal y mutada entre los grupos no se observaron diferencias significativas en ninguna de las
comparaciones. Tan solo se encontraron diferencias proximas la significacion entre € grupo HBeAg
positivo con ALT elevada (7% de casos con mutaciones) y € grupo HBeAg negativo con ALT elevada
(17% de casos con mutaciones) (p=0.17) y HBeAg negativo con ALT fluctuante (22% de casos con
mutaciones) (p=0.12). Al comparar los cuatro grupos estudiados no se encontraron diferencias
significativas.

4.1.6.2.2.1. Relacion entre las mutaciones en las posiciones 1814-1819 del

precore del VHB y los genotipos virales.

En general, considerando los 129 casos, no se observo relacion entre la presencia de mutaciones en las
posiciones 1814-1819 del precorey el genotipo viral (15% de mutados en el genotipo A frente aun 17%
en el genotipo D). Sin embargo, cuando se seleccionaron todos aquell os casos con mutaciones en €l
precore que impiden la expresion del HBeAg de los genotipo A o D (75 casos), se observo que en €
genotipo A se detectaron 8 (36%) casos con mutaciones en laregion 1814-1819 mientras que en €l
genotipo D se encontraron 11 (20%) casos que presentaban estas mutaciones (p=0.16).

Al estratificar por genotipo del VHB los 129 casos en los diferentes grupos y comparar la distribucién de
las variantes normal y mutada, se observé que en el genctipo A no habia diferencia entre los grupos,
mientras que en el genotipo D se observaron diferencias significativas entre el grupo HBeAg negativo con
ALT fluctuante (45% de secuencias con mutaciones) y los grupos HBeAg positivo con ALT elevada
(ninguna secuencia con mutaciones) (p=0.03) y portadores asintomati cos (ninguna secuencia con
mutaciones) (p=0.03). También en el genotipo D se observaron diferencias més algjadas de la
significacion entre el grupo HBeAg negativo con ALT elevada (20% de secuencias mutadas) y |os demas
grupos, HBeAg positivo con ALT elevada (ninguna secuencia mutada) (p=0.12), HBeAg negativo con
ALT fluctuante (45% de secuencias con mutaciones) (p=0.13) y portadores asintométicos (ninguna
secuencia mutada) (p=0.12).

Cuando se consideraron los cuatro grupos no se observaron diferencias significativas entre ellos para el
genotipo A pero si parael genotipo D (p=0.03). En €l genotipo D, en los grupos HBeAg positivo con
ALT elevaday portadores asintométicos no se observé ninglin caso con mutaciones en esta region,



mientras que el grupo HBeAg negativo con ALT elevada presentaba un 20% de casos mutadosy el grupo
HBeAg negativo con AL T fluctuante presentaba un 45%.

Al estratificar por grupos de pacientes, en el grupo HBeAg negativo con ALT fluctuante se observo
relacion entre el genotipo y la presencia de mutaciones en esta region (p=0.08), observandose secuencias
no mutadas en el 100% de los casos del genotipo A frente aun 55% del genotipo D. En los otros grupos
no se observa relacion.

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 en los
pacientes de genotipo A no hay relacién entre la presencia de estas mutacionesy €l grupo de pacientes.
En €l genotipo D los grupos HBeAg positivo con ALT elevaday portadores asintomaticos no presentaban
cambios en laregion 1814-1819 frente alos grupos HBeAg negativo con ALT elevada (20% de
secuencias mutadas) y HBeAg negativo con ALT fluctuante (45% de secuencias mutadas). El grupo
HBeAg negativo con ALT fluctuante de genotipo D presentaba una mayor proporcion de mutaciones en
las posiciones 1814-1819 que los pacientes de genotipo A del mismo grupo.

Con objeto de analizar €l efecto diferencial dela presencia de mutaciones en las posiciones 1814-1819
respecto alas otras mutaciones en el precore que impiden la expresién del HBeAg, serepitid el estudio
anterior pero tomando sdlo los 81 pacientes con mutaciones en laregion del precore que impiden la
expresion del HBeAg. Al estratificar por genotipos los grupos quedan reducidos a un niimero pequefio de
casos no observandose relacion entre ellos y la presencia de mutaciones en las posiciones 1814-1819.
Cuando se consideraron los cuatro grupos se observaron diferencias proximas ala significacion entre
ellos parael genotipo A (p=0.09) y para el genotipo D (p=0.1). Al estratificar por grupo de pacientes se
observaron diferencias significativas en el grupo de portadores asintométicos donde el 50% de los casos
de genotipo A (3 casos) presentaron mutaciones en laregion 1814-1819 del precore del VHB frente a
ningun caso (n=9) en el genotipo D (p=0.04). En los demés grupos se observé una mayor proporcién de
mutaciones en el genotipo A que en el genotipo D pero &l escaso nimero de pacientes en algunos de los
grupos no permitié un andlisis concluyente.

Un examen mas detallado de esta regién mostrd que de los 8 casos de genotipo A con cambios en esta
region, 7 mostraban cambios en las posiciones 1814 (3 casos) 6 1815 (4 casos), mientras que en €l
genotipo D delos 11 casos con cambios en esta region, 9 mostraban cambios en las posiciones 1816 (6
casos) 0 1817 (3 casos). Larelacion fue significativa (p=0.005).

4.1.6.2.2.2. Relacion entre las mutaciones en |las posiciones 1814-1819 del

precore del VHB y la concentracion de HBeAg.

Con relacion ala concentracién de HBeAg solo habia dos casos con estas mutaciones en €l grupo HBeAg
positivo con ALT elevada los cuales presentaban una concentracion de HBeAg de 0.12 UPE/mL y de 43

UPE/mL, mientras que € percentil 25 de |los casos con la variante normal era de 34 UPE/mL y lamediana
653 UPE/mL.

4.1.6.2.2.3. Relacion entre las mutaciones en |las posiciones 1814-1819 del

precore del VHB y la concentracion de ADN-VHB.

Debido ala baja frecuencia de mutaciones en esta region, este analisis solo se efectud en el grupo de
HBeAg negativo con ALT elevada en el que se encontraron 9 casos con mutaciones en laregion 1814-
1819 (6 casos de genotipo D y 3 de genotipo A) no encontrandose diferencias significativas.

4.1.6.2.2.4. Relacion entre las mutaciones en las posiciones 1814-1819 del
precore el VHB y lalesion histol 6gica hepética.
No se observé relacion estadisticamente significativa entre las variantes de las posiciones 1814-1819 de la

regiéon del precore del VHB y el examen histoldgico hepético, ni a estratificar por genotipos ni tampoco
a estratificar por grupo de pacientes.



4.1.6.2.3. Variantes de la posicion 1899 en la region del precore del VHB.

En los trabaj os publicados las variantes descritas de esta posicién no se han asociado con la aparicion de
un codon “stop” u otro tipo de alteraciones que impidan la expresion del HBeAg. Sin embargo, los
cambios en esta posicion son frecuentes y favorecen un aumento en la estabilidad de la sefial de
encapsulacion. En esta posicién se consideré como variante normal la que presentaba una G en la
posicién 1899; cualquier modificacion se considerd variante mutada. Larelacion de las mutaciones
observadas en esta posicion se muestraen laTabla17.

Tabla 17. Mutaciones en las posiciones 1899 del precore del VHB. Relacion con € genotipo viral.

HBeAg (+) HBeAg (-) HBeAg (-) portadores

ALT elevada ALT elevada ALT fluctuante asintomaticos

Genotipo VHB Genotipo VHB Genotipo VHB Genotipo VHB
A D F| A |A+tD|B| D |[F| A D A A+D |B|D
1899G 17 9 2 | 12 2 |2|14 1| 5 5 10 1 115
1899A 1 5 16 1 4 1 3
1899R 1 5 11| 3 2
TOTAL 18 10 2 | 17 2 213512 9 9 11 1 1(10

A=Adenina; C=Citosina; G=Guanina; T=Timina; R=A/G

Se detectaron secuencias mutadas en 43 (33%) de los 129 casos: 2 (6.7%) HBeAg positivo con ALT
elevada, 27 (46%) HBeAg negativo con AL T elevada, 8 (44%) HBeAg negativo con AL T fluctuantey 6
(26%) portadores asintométicos. Se detectaron cambios en la posicion 1899 en 38 (46%) de los 81 casos
gue presentaron cambios en laregion del precore del VHB que impiden la expresion del HBeAg.

Al comparar ladistribucién de variantes normal y mutada entre |os grupos se observé una proporcion
significativamente menor de variantes mutadas en €l grupo HBeAg positivo con ALT elevada que en
todos los demés grupos, es decir HBeAg negativo con ALT elevada (p<0.001), HBeAg negativo con ALT
fluctuante (p=0.002) y portadores asintométicos (p=0.005). No se encontraron diferencias entre estos tres
ultimos grupos, HBeAg negativo con ALT elevada, HBeAg negativo con ALT fluctuante y portadores
asintomaticos.

4.1.6.2.3.1. Relacion entre las mutaciones de la posicion 1899 del precore

del VHB vy los genotipos virales.

Al estratificar los diferentes grupos por genotipo y comparar la distribucién de variantes normal y
mutada, en el genotipo A se observaron diferencias significativas entre el grupo HBeAg positivo con
ALT elevada, 1 caso mutado (6%), y los grupos HBeAg negativo con ALT elevada, 5 casos mutados
(30%), (p=0.05), HBeAg negativo con ALT fluctuante, 4 casos mutados (45%), (p=0.03), pero no con &l
grupo de portadores asintomédticos, 1 caso mutado (9%). En el genotipo D se encontraron diferencias
significativas entre el grupo HBeAg positivo con ALT elevada, 1 caso mutado (10%), y €l grupo HBeAg
negativo con AL T elevada, 21 casos mutados (60%), (p=0.005) y diferencias més algjadas de la
significacion con los grupos HBeAg negativo con ALT fluctuante, 4 casos mutados (45%), (p=0.14) y
portadores asintomaticos, 5 casos mutados (50%) (p=0.14). Tanto en el genotipo A como en el genotipo
D no se observaron diferencias significativas entre los grupos HBeAg negativo con ALT elevada, HBeAg
negativo con AL T fluctuante y portadores asintométicos, aunque se observé en el genotipo A una
diferencia més a ejada de la significacion entre e grupo HBeAg negativo con ALT fluctuante y
portadores asintoméaticos (p=0.13).

Al estratificar por grupo de pacientes, se observaron diferencias en la proporcion de mutaciones en la
posicion 1899 entre el genotipo A y D en los grupos HBeAg negativo con ALT elevada (p=0.04) y
portadores asintométicos (p=0.06), no observandose diferencias en los demés grupos.

Los andlisis de la distribucion de las variantes normal y mutada en los diferentes grupos de pacientes
efectuados anteriormente, al estratificar por genotipos, y por grupos de pacientes, indican que €l grupo
HBeAg positivo con AL T elevada tiene una menor proporcion de mutaciones que los grupos HBeAg
negativo con ALT elevaday HBeAg negativo con ALT fluctuante, independientemente del genotipo
viral. Se observé un comportamiento relacionado con el genotipo en los grupos HBeAg negativo con
ALT elevaday portadores asintométicos, donde la proporcidn de mutaciones era superior en el genotipo
D queen el A, de maneraque en €l grupo de portadores asintomaticos de genotipo A la proporcién de



mutaciones es comparable alade HBeAg positivo con ALT elevada. No se observa relacion con el
genotipo en los grupos HBeAg positivo con ALT elevada ni HBeAg negativo con ALT fluctuante.

4.1.6.2.3.2. Relacion entre las variantes de la posicion 1899 del precore del

VHB con la concentracion de HBeAg.

En e grupo HBeAg positivo con ALT elevada sélo se encontraron dos casos con mutaciones en esta
posicion, los cuales presentaban una concentracion de HBeAg de 3.75 UPE/mL y 8268 UPE/mL. Como
se ha comentado previamente la variante mutada de esta posicién no impide la expresién del HBeAg 'y,
por tanto, no es de extrafiar estos dos resultados tan dispares.

4.1.6.2.3.3. Relacion entre las variantes en la posicion 1899 y la
concentracion del ADN-VHB.

Al relacionar ladistribucién de variantes normal y mutada de la posicion 1899 con la concentracion de
ADN-VHB en cada uno de los grupos estudiados se observé unarelacion significativa entre la presencia
de lavariante mutada'y una mayor concentracion de ADN-VHB en los grupos HBeAg negativo con ALT
elevaday HBeAg negativo con ALT fluctuante. En el grupo HBeAg negativo con ALT elevada los casos
con lavariante normal presentaban una mediana de 2.8x10° copias ADN-VHB/mL (6.5x10°%2.5x10°%)
mientras que |os casos con la variante mutada presentaban una mediana de 3.98x10’ copias ADN-
VHB/mL (2.5x10%3.2x10°% (p=0.02). En & grupo HBeAg negativo con ALT fluctuante los casos con la
variante normal presentaban una mediana de 5x10* copias ADN-VHB/mL (1.5x10%3.6x10°) mientras
que los casos con la variante mutada presentaban una mediana de 1.3x10° copias ADN-VHB/mL
(3.2x10%3.6x10° (p=0.05). Al estratificar por genotipos, en el grupo HBeAg negativo con ALT elevada
de genotipo A no se encontraron diferencias entre los grupos, aunque la mediana de la variante normal
fue de 3.3x10° copias ADN-VHB/mL y la mediana de la variante mutada fue de 7.4x10’ copias ADN-
VHB/mL; se hade tener en cuenta que sdlo hay cinco casos con la variante mutada. En €l grupo HBeAg
negativo con AL T elevada de genotipo D se abservaron diferencias proximas ala significacion entre la
variante normal (mediana=3.3x10° copias ADN-VHB/mL, 2.5x10%-2.3x10°%) y la variante mutada
(mediana =3.8x10" copias ADN-VHB/mL, 3.98x10*3.2x10°% (p=0.08). El bajo nimero de casos en los
demas grupos impidié hacer esta comparacion.

4.1.6.2.3.4. Relacion entre las variantes en la posicion 1899 y la lesién
histol 6gica hepatica.

Se observo una fuerte relacion entre la distribucion de las variantes normal y mutada de la posicion 1899
delaregion precore del VHB y lalesion histoldgica; de los pacientes con la variante normal, 2 (6%)
casos presentaron CH frente a 10 (43%) casos con la variante mutada que presentaron CH (p=0.001). Al
estratificar por los genotipos mayoritarios A y D se sigui6 observando la mismarelacion. En el genotipo
A, 2 (13%) de los 15 pacientes con la variante normal presentaban CH frente a4 (67%) de los 6 casos con
la variante mutada que presentaron CH (p=0.03). En el genotipo D, ninguno de los 16 pacientes con la
variante normal presentd CH frente a5 (31%) de los 16 casos con la variante mutada que presentaron CH
(p=0.015). Al estratificar por grupo de pacientes, en e grupo HBeAg positivo con ALT elevada se
observo unarelacion mas agjada de la significacion entre la presencia de mutaciones en la posicion 1899
delaregion precore del VHB y lalesion histol6gica, aunque en este grupo sdlo hay dos casos con CH; de
los 15 casos con la variante normal tan solo uno presenté CH frente a Unico caso con la variante mutada
que presentd CH (p=0.12). En el grupo HBeAg negativo con AL T elevada se observo relacion entre la
presencia de mutaciones en la posicién 1899 de laregion precore del VHB y lalesion histol6gica, de los
15 casos con lavariante normal, 1 (7%) presenté CH frente a9 (47%) de los 15 casos con la variante
mutada que presentaron CH (p=0.01). Al estratificar por grupo de pacientesy genotipo las diferencias no
se alejaron de la significacién tanto para el genotipo A como para el genotipo D, manteniéndose la
relacién entre la presencia de la variante mutaday CH. Estos resultados sugieren que independientemente
del grupo de pacientes, tanto en el genotipo A como en el genotipo D lapresenciade CH seasociacon la
variante mutada de la posicién 1899.



4.1.7. RELACION ENTRE LAS VARIANTES DE LAS DIFERENTES REGIONES DEL PBC DEL
VHB.

4.1.7.1. Relacion entrelasvariantesdelaregion TAly TA2.

En €l estudio conjunto de estas dos regiones se observaron 41(32%) pacientes sin cambios en ninguna de
las dos regiones, 36 (28%) pacientes con cambios en TA2 pero no en TA1, 16 (12%) con cambiosen TA1
pero no en TA2y 35 (27%) con cambios en ambas regiones.

Al relacionar la presencia de cambios en laregion TAL con la presencia de cambios en la TA2 se observé
unarelacion significativa (p=0.015) de manera que el 50% de los pacientes con mutaciones en laregion
TA2 también presentaban cambios en TA1y un 72% de pacientes sin mutaciones en TA2 tampoco las
tenian en TA1. Al tener en cuenta que la posicion 1752 se asociaba con el genotipo D (apartado 4.1.5.3.
de resultados), se consideré que los cambios en esta posicién no eran variantes mutadas de laregion TA L.
Al no considerarse la posicion 1752 se observé que larelacidn entre estas dos regiones aumentaba, de
manera que el 46% de los pacientes con mutaciones en laregion TA2 también presentaban cambios en la
region TA1 mientras que un 82% de pacientes sin mutaciones en TA2 tampoco las tenianen TA1
(p<0.001). Al estratificar por genotipo estarelacién se hizo més intensa para el genotipo A, de manera
que el 53% de los pacientes con mutaciones en laregion TA2 también presentaban cambiosen TAly un
95% de pacientes sin mutaciones en TA2 tampoco las tenian en TA1 (p<0.001). Ademas, se observé que
tan solo un caso presentaba mutaciones en TA1 pero no en TA2. Todo ello pareceindicar que las
mutaciones en laregion TA1 ocurren cuando laregién TA2 presenta mutaciones, es decir que las
mutaciones en TA1 ocurren con posterioridad alas mutacionesen TA2.

En cuanto a genotipo D, esta relacion desaparecia en un primer andlisis en el que los cambiosen la
posicion 1752 se tomaban como mutaciones. Al tener en cuenta que la posicion 1752 se asoci6 con €
genotipo D (apartado 4.1.5.3. de resultados), se considerd que los cambios en esta posicion no eran
variantes mutadas de laregion TA 1. Al repetir el andlisis sin tener en cuenta esta posicion se observé una
relacion igualmente significativa que para el genotipo A. No obstante, al considerar esta variacion como
caracteristica del genotipo D, se observé que 11 de los 12 pacientes con cambios en esta posicion no
presentaban cambios en TA2 frente a 33 de los 52 pacientes sin cambios en la posicion 1752 que si
presentaban cambios en laTA2 (p=0.001).

Todo €ello parece indicar que si no seincluye laposicién 1752 en los pacientes de gencotipo D, lasregiones
TAly TA2 estarian relacionadas de manera que |os cambios en laregién TA1 se producirian
posteriormente a los cambios en laregion TA2, independientemente del genotipo viral. En cuanto a
aquellos casos de genotipo D con la variante genotipicade la posiciéon 1752 se relacionarian con la
ausenciade cambiosen laTA2.

En el grupo HBeAg negativo con ALT elevada debido a mayor nimero de casos se estudio larelacion
entre la presencia de mutaciones en lasregiones TA1y TA2y el tiempo conocido de infeccion por €
VHB. Se observé que € tiempo transcurrido de infeccion para aquell os pacientes con mutacion en la
region TA2 pero no en TA1 (mediana=2.4 afios, 1-27 afios) era significativamente inferior (p=0.009) al
tiempo conocido de infeccién para aquellos pacientes con mutaciones en ambas regiones (mediana=8.6
afos, 1.8-22 afos). Al estratificar por genotipos, en el genotipo A se observé que la mediana del tiempo
transcurrido de infeccién para aquellos pacientes con mutacion en TA2 pero no en TA1 (mediana=6.23
afios, 1-19 afios) erainferior (p=0.17) a tiempo transcurrido de infeccidn para aquell os pacientes con
mutaciones en ambas regiones (mediana=16 afios, 4.7-22 afios). En el genotipo D se observé que la
mediana del tiempo transcurrido de infeccidn para aquellos pacientes con mutacion en TA2 pero no en
TA1 (mediana=1.85 afios, 1-14 afios) era significativamente inferior (p=0.01) al tiempo transcurrido de
infeccion para aguellos pacientes con mutaciones en ambas regiones (mediana=8 afios, 1.8-22 afios).

Al relacionar la presencia de mutaciones en estas dos regiones con la concentracion de HBeAg, se
observo que en € grupo HBeAg positivo con ALT elevada habia diferencias préximas ala significacion
(p=0.1) entre los pacientes sin cambios en ninguna de las dos regiones (mediana=667 UPE/mL) y los
pacientes con mutaciones en laregion TA2 pero no en laregion TAL (mediana=7 UPE/mL). Los
pacientes con mutaciones en ambas regiones presentaron una concentracion de HBeAg (mediana=543
UPE/mL) superior alade los pacientes con mutaciones en laregién TA2 pero no en TA1 (p=0.16),
aunque se ha de tener en cuenta que sélo se encontraron cuatro pacientes con mutaciones en estas dos
regiones.

No se observé ninguna relacién entre la presencia de variantes en lasregiones TALly TA2 con la
concentracién de ADN del VHB.



4.1.7.2. Relacion entre las variantesde laregion TA1y lasvariantes de

las posiciones 1762y 1764.

Cuando se consideré todo cambio respecto a una secuencia patron como variante, larelacion entre la
region TA1ly las posiciones 1762 y 1764 es la misma que la observada entre laregion TALly laposicién
1764, tal y como se ha sefidlado en €l apartado correspondiente (apartado 4.1.5.2.1.3. de resultados).
Puesto que los cambios aparecen en la posicién 1764 antes que en la 1762, y esta Ultima forma parte de la
region TA2, es de esperar que entrelaregion TAly laposicion 1764 existaunarelacion similar ala
encontrada entre las regiones TA1y TA2. De lamisma manera que en el apartado anterior, en e genotipo
D los cambios en laposicién 1752 no se han tenido en cuenta. Se observaron 41 (32%) secuencias sin
cambios ni en laregion TA1 ni en laposicién 1764, 47 (36%) con cambios en la posicién 1764 pero no
en TA1, 7 con cambios en TA1 pero no en 1764 y 33 (25%) con mutaciones en ambas regiones
(p=0.002). Esta es lamisma relacion observada en el apartado anterior pero, como era de esperar, con un
mayor porcentaje de casos con la variante mutada en laposicién 1764. La mismarelacion se mantuvo al
estratificar por los genotipos A y D (p=0.05 y p=0.03, respectivamente).

En el grupo HBeAg negativo con ALT elevada debido a mayor nimero de casos también se estudié la
relacién entre la presencia de mutaciones en laregion TALly laposicién 1764 con el tiempo conocido de
infeccion por e VHB. Se observé que el tiempo transcurrido de infeccidn para aquell os pacientes con
mutacion en 1764 pero no en TA1 (mediana=2.7 afios, 1-19 afios) era significativamente inferior
(p=0.004) al tiempo transcurrido de infeccion para aguellos pacientes con mutaciones en ambas regiones
(mediana=8.6 aflos, 1.8-22 afios). Al estratificar por genotipos, en el genotipo A se observé quela
mediana del tiempo transcurrido de infeccion para aguellos pacientes con mutacion en 1764 pero no en
TA1 (mediana=6.25 afios, 1-19 afios) erainferior (p=0.2) a tiempo transcurrido de infeccién para
aquellos pacientes con mutaciones en ambas regiones (mediana=16 afios, 5-22 afios). En el genotipo D se
observé que lamediana del tiempo transcurrido de infeccion para aquellos pacientes con mutacion en
1764 pero no en TA1 (mediana=2.04 afos, 1-14 afios) era significativamente inferior (p=0.01) al tiempo
transcurrido de infeccién para aquellos pacientes con mutaciones en ambas regiones (mediana=8.47 afos,
1.8-22 afos). Aunque era de esperar que los tiempos de infeccidn fueran menores que paralarelacion
entre TAly TA2, las diferencias no fueron significativas.

Al relacionar la presencia de mutaciones en estas dos regiones con la concentracion de HBeAg se observé
gue en el grupo HBeAg positivo con ALT elevada habia diferencias significativas (p=0.04) entre los
pacientes sin cambios en ninguna de las dos regiones (mediana=792 UPE/mL) y los pacientes con
mutaciones en la posicién 1764 pero no en laregién TAL (mediana=5.46 UPE/mL). Los pacientes con
mutaciones en ambas regiones presentaron una concentracion de HBeAg (mediana=543 UPE/mL)
superior aladelos pacientes con mutaciones en 1764 pero no en TA1 (p=0.14), aungque se ha de tener en
cuenta que solo se encontraron cuatro pacientes con mutaciones en estas dos regiones. No se observo
ninguna relacion entre la presencia de variantes en lasregiones TA1y laposicion 1764 con la
concentracion de ADN del VHB.

4.1.7.3. Relacion entre las variantes de las regiones TA1, TA2, las

variantes dela posicion 1764 con las posiciones 1810-1813.

Dehbido a que los cambios en |as posiciones 1810-1813 se han relacionado mayoritariamente con €l
genotipo A (ver apartado 4.1.5.9.5. de resultados), solo se tendran en cuenta en este andlisis los pacientes
con genotipo A. Se observaron 11 secuencias con cambios en las posiciones 1810-1813 y todas ellas
presentaban también cambios en laregién TA1y/o TA2 (p=0.017) y TA1 y/o laposicién 1764 (p=0.03).
Es decir, todas |l as secuencias que no presentaron cambios en TA1, TA2 0 1764 tampoco presentaron
cambios en las posiciones 1810-1813. No se encontrd relacion entre la presencia de cambios en las
posiciones 1810-1813 y un mayor grado de mutacion en TA1 relacionada con TA2 o con laposicion
1764. Estos resultados sugieren que las mutaciones en |as posiciones 1810-1813 aparecerian o bien
después del cambio en la posicion 1764, o bien simultaneamente, hecho bastante improbable.
Larelacién con e tiempo de infeccion, la concentracion de HBeAg o la concentracion de ADN-VHB no
se pudo realizar debido al escaso nimero de pacientes con cambios en las posiciones 1810-1813.



4.1.7.4. Relacion entre las variantes de las posiciones 1810-1813 y las

variantes de las posiciones 1814-1817.

Ninguno de los casos de genotipo A con cambios en las posiciones 1810-1813 presentaban cambios en las
posiciones 1814-1817 (p=0.12). El estudio de la concentracién de HBeAg y ADN-VHB no serealizd
debido al pequefio nimero de casos en algunos de |os grupos.

4.1.7.5. Relacion entre las variantes de las regiones TA1, TA2 y las
variante de las posiciones 1762 y 1764, con las variantes de las
posiciones 1814-1817.

Las mutaciones en las posiciones 1814-1817 no parecen asociarse alas mutaciones en las regiones TA1,
TA2y posiciones 1762 'y 1764 del PBC. Tan solo se observé que en el genotipo A, de los 8 casos con
mutaciones en |as posiciones 1814-1817, 4 (50%) también presentaban mutaciones en la posicion 1764,
mientras que de los 47 casos sin mutaciones en las posiciones 1814-1817, 35 (75%) tampoco presentaban
mutaciones en las posiciones 1814-1817 (p=0.16). Por otro lado, la presencia de cambios en las
posiciones 1814-1817 en casos sin mutaciones en la posicién 1764 podria hacer pensar que los cambios
en esta region ocurren antes que los cambios en el PBC pero el bajo nimero de casos con datos de tiempo
de infeccion conocido y presencia de estas mutaciones no permitié comprobar esta hipétesis.

En relacion ala concentracion de HBeAg cabe decir que el Unico caso HBeAg positivo con ALT elevada
con mutaciones en laposicion 1764 y las posiciones 1814-1817 (siempre como poblacién mixta)
presentaba una concentracion de HBeAg que se correspondia con €l valor minimo de la concentracion de
HBeAg (0.12 UPE/mL). Cuando se agruparon las mutaciones de las posiciones 1810-1813 con las de las
posiciones 1814-1817 y se asociaron con la posicion 1764, se observo que la concentracion de HBeAg era
inferior en aguellos casos en |os que se observaron mutaciones en las posiciones 1810-1817 con
mutaciones en la posicion 1764 frente a aguellos casos que solo tenian mutacidn en laposicion 1764 o
gue no tenian mutaciones en ninguna de |as regiones sefial adas (Figura 49).
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Figura 49. Relacion entre la concentracién de HBeAg y las variantes normal y mutada de las
posiciones 1764 y 1810-1817 del PBC del HBeAg.

En relacion ala concentracion de ADN-VHB, se estudio larelacion entre éstay la presenciade
mutaciones en |as posiciones 1814-1817 conjuntamente con la posicion 1764. Debido al escaso nimero
de pacientes en algunos de los grupos solo se pudieron comparar las concentraciones de ADN-VHB entre
los pacientes sin cambios en las posiciones 1764 y 1814-1817 y los pacientes con cambios en 1764 pero
no en 1814-1817. No se observaron diferencias en ninguno de los grupos (Figura 50).



17&4 18141817

- Mesrrual § Morrmal

= ,
1 i ‘ I:I Flarmial ¢ PMutada

Il r#utadc ¢ pausa o

ADN-VHE (coplasimL)

10 I:I Bubads 7 B ool

FHBwdg [+} HiE s E HBs& g (-1 B 4
ALTelevedn H.I.T:Ii-n-l;ﬂl.l ALT Pustumsris “.,:.::“:r,r::.

Figura 50. Relacion entre la concentracion de ADN-VHB con las variantes de las posiciones 1764 y
1814-1817 del PBC.

Al estratificar por genotipo solo se pudieron comparar, dado el escaso nimero de pacientes, las
concentraciones de ADN-VHB entre |os pacientes sin cambios en las posiciones 1764 y 1814-1817 y los
pacientes con cambios en 1764 pero no en las posiciones 1814-1817 en los grupos HBeAg positivo con
ALT elevaday HBeAg negativo con ALT elevada. No se observaron diferencias en ninguno de los casos.
Para el estudio de la concentracién de ADN-VHB en el genotipo A seincluyeron los cambios en las
posiciones 1810-1813 con los cambios en las posiciones 1814-1817 y se asociaron alos cambios en la
posicién 1764. En los HBeAg positivo de ALT elevada se observé una mayor concentracion de ADN-
VHB en los casos sin mutaciones (mediana=1.3x10° copias ADN-VHB/mL, 3.4x10°-2.8x10°) que en
aquellos con cambios en la posicién 1764 pero no en 1810-1817 (mediana=1.3x10° copias ADN-
VHB/mL, 8.3x10%6.4x10% (p=0.05) (Figura 51).
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Figura 51. Relacion entre la concentracion de ADN-VHB con las variantes de la posiciones 1764 y
1810-1817 del PBC, en € genotipo A.



4.1.8. RELACION ENTRE LAS DISTINTAS VARIANTES DE LA REGION
DEL PRECORE DEL VHB.

4.1.8.1. Relacion entre las variantes de las posiciones 1896 y 1899 en la

region del precoredel VHB.

Como se ha comentado en los apartados correspondientes, la variante normal parala posicién 1896
presenta una G y la variante normal parala posicion 1899 también presenta una G. Considerando los 129
casos se observé una fuerte asociacion entre estas dos posiciones, 60 (70%) casos con la variante normal
paralaposicion 1896 también presentaban la variante normal en la posicion 1899 frente a 33 casos (76%)
con variantes mutadas en ambas posiciones (p<0.001). Esta misma asociacién se mantenia tanto para el
genotipo A, 39 (84%) casos con la variante normal en ambas posiciones frente a 5 (45%) casos con
mutaciones en ambas posiciones (p=0.009), como para el genotipo D, 15 (45%) casos con lavariante
normal en ambas posiciones frente a 27 (87%) casos con mutaciones para ambas posiciones (p=0.004)
(Tabla 18).

Tabla 18. Relacion entre las variantes de las posiciones 1896 y 1899 en la region del precore del

VHB y los genotipos virales.

Posicién 1899
GENOTIPO VHB Posicion 1896 A G R
Genotipo A A 3 5 2
G 5 39 1
Genotipo D A 20 18 6
G 3 15 1
R 1

A=Adenina; G=Guanina; R=A/G

No se observé relacion entre la presencia de mutaciones en ambas posiciones y la concentracién de
HBeAg, mediana=541 UPE/mL (0.12-17600 UPE/mL) en los pacientes HBeAg positivo con ALT
elevada con la variante normal en ambas posiciones frente a 495 UPE/mL (1.6-8268 UPE/mL) en los
pacientes HBeAg positivo con ALT elevada con variantes distintas de la normal.

Cuando se compard la concentracion de ADN-VHB entre los casos con la variante normal y variantes
distintas de la normal, no se observaron diferencias significativas en ninguno de los grupos. Al comparar
lavariante normal con la variante con ambas posiciones mutadas por adenina, en € grupo HBeAg
positivo con ALT elevada no se pudo realizar la comparacién debido alafalta de casos con lavariante
mutada en |as posiciones 1896 y 1899. En & grupo HBeAg negativo con AL T elevada se observé una
mayor concentracion de ADN-VHB en el grupo con la variante mutada (mediana=6.3x10’ copias ADN-
VHB/mL, 3.1x10°-3.2x10% que en el grupo con la variante normal (mediana=2.7x10° copias ADN-
VHB/mL, 2.5x10%2.5x10% (p=0.006). Al estratificar por genotipos dentro de este grupo, en el genotipo
A se observo que los pacientes que presentaban la variante no mutada (n=8) presentaban una menor
concentracion de ADN-VHB (mediana=3.2x10° copias ADN-VHB/mL, 4.17x10%2.5x10°) que aquellos
casos que presentaban la variante mutada, aungue con esta variante solo se encontraron dos pacientes que
presentaban una concentracion de ADN-VHB de 7.58x10” y 3.2x10° copias ADN-VHB/mL (p=0.18). En
el genotipo D se encontraron cuatro casos con la variante normal (mediana=7.4x10° copias ADN-
VHB/mL, 2.5x10%*6.3x10°% y 14 con la variante mutada (mediana=4.3x10" copias ADN-VHB/mL,
3.1x10°-3.1x10% (p=0.1). En el grupos HBeAg negativo con ALT fluctuante sélo habia un caso con estas
mutaciones (2.5x10° copias ADN-VHB/mL)y cinco con lavariante normal (mediana=1.2x10° copias
ADN-VHB/mL, 1.5x10°-3.6x10°). En el grupo de portadores asintométicos se encontraron cuatro casos
con mutaciones en adenina en ambas posiciones (mediana=7.4x10° copias ADN-VHB/mL, 1.2x10°
2.8x10% y 8 casos con la variante normal (mediana=9.1x10> copias ADN-VHB/mL, 1.1x10%1.9x10°).



4.1.8.2. Relacion entre las variantes de las posiciones 1896 y 1814-1817
en laregion del precoredel VHB.

Globamente, a relacionar las variantes de la posicién 1896 con las de las posiciones 1814-1817 se
observé que de los 19 casos con mutaciones en las posiciones 1814-1817, 14 (74%) presentaron la
variante normal en la posicion 1896; mientras que de los 110 pacientes sin cambios en las posiciones
1814-1817, 54 (49%) presentaron la variante mutada en la posicion 1896 (p=0.06). Al seleccionar
aquellos casos que presentaban variantes de laregién del precore que impiden la expresion del HBeAg
(n=81), se observé que de los 62 casos con la variante normal en las posiciones 1814-1817, 54 (87%)
presentaban la variante mutada en la posicion 1896 mientras que de los 19 casos con la variante mutada
en laregion 1814-1817, 14 (74%) presentaban la variante normal en la posicion 1896 (p<0.001). Para
comparar €l efecto del genotipo viral con la aparicion de mutaciones en el precore que impiden la
expresion del HBeAg se tomaron en primer lugar aquellos casos con mutaciones en las posiciones 1814-
1817 y se observo que en el genotipo A todos los casos (n=8) presentaron la variante normal en la
posicién 1896 mientras que en € genotipo D 6 (55%) de los 11 casos presentaron la variante normal en la
posicién 1896 (p=0.04); ademés, los 8 casos del genotipo A presentaban en la posicién 1858 una citosina
mientras que los de genotipo D presentaban una timina (p<0.001). En segundo lugar se tomaron aquellos
casos con la variante normal en las posiciones 1814-1817 y se observé que en el genotipo A, 37 (78%) de
47 casos presentaban la variante normal en la posicion 1896 mientras que en el genotipo D s6lo 13 (30%)
de 43 casos presentaban la variante normal en la posicion 1896 (p<0.001); ademas, los diez casos del
genotipo A con lavariante mutada en la posicion 1896 presentaban en la posicién 1858 unatimina (en los
restantes 37 casos, 34 presentaba citosinay 3 timina) mientras que en el genotipo D presentaban timina
(p<0.001). Si en este andlisis se toman sdlo los pacientes HBeAg negativo, para aquellos casos con
mutaciones en |as posiciones 1814-1817 los resultados eran précticamente |os mismos y para aquellos
casos con la variante normal en las posiciones 1814-1817 en el genotipo A un 67% de los casos
presentaban la variante normal en laposicién 1896 y para el genotipo D tan solo un 11% (p<0.001). Se
detect6 lavariante con una T en la posicion 1858 en un 82% de los 81 casos que presentaron cambios en
laregion del precore del VHB que impiden laexpresién del HBeAg. Ademés, el 100% de |os casos con
una A en laposicion 1896 presentaron una T en la posicion 1858.

Estos resultados parecen indicar que en el genotipo A la aparicion de la variante mutada en la posicion
1896 viene determinada por la presencia en la posicion 1858 de una timina, mientras que la aparicién de
las variantes mutadas de las posiciones 1814-1817 ocurriria cuando en la posicion 1858 no se encuentra
unatimina (el genotipo A en su secuencia consenso presenta citosina en la posicion 1858). En el genctipo
D, en laposicion 1858 se encuentra unatiminay, aun asi, se dala aparicion de variantes mutadas en las
posiciones 1814-1817 en aproximadamente un 20% de los casos, de los cuales la mitad también presentan
lavariante mutada en la posicion 1896. Con un comportamiento andlogo a del genotipo A, en el genotipo
D seriade esperar que el nimero de casos con mutaciones en las posiciones 1814-1817 fuera mucho
menos frecuente, sin embargo la presencia de este 20% indicaria la posible intervencion de algin otro
factor que hasta ahora no se hatenido en cuenta. Asi pues, se observé unarelacién entre las posiciones
1814-1817 y la posicién 1896 dependiente del genotipo viral.

Al relacionar la presencia de estas mutaciones con la concentracién de HBeAg se encontraron dos casos
con lavariante mutada en las posiciones 1814-1817 y la variante normal en la posicion 1896 (dos casos
de genotipo A) que presentaron unas concentraciones de HBeAg de 0.12 y 43 UPE/mL ; dos casos con la
variante normal paralas posiciones 1814-1817 y con la variante mutada para la posicién 1896 (dos casos
de genotipo D) que presentaron una concentracion de HBeAg de 1.6 y 765 UPE/mL. Los 26 casos
restantes, con la variante normal para ambas posiciones, presentaban una mediana de 666 UPE/mL (1.48-
17600 UPE/mL). Se ha de sefialar que las variantes mutadas tanto de las posiciones 1814-1817 como de
la posicion 1896 siempre se encontraron en poblaciones mixtas junto con la variante normal.

No se encontro relacion entre la presencia de las variantes de | as posiciones 1814-1817 relacionadas con
laposicion 1896 del precorey la concentracion de ADN-VHB. Este estudio solo se pudo realizar en €l
grupo HBeAg negativo con AL T elevada dado el nimero de casos. Parecié observarse una menor
concentracién de ADN-VHB en aquellos casos con la variante mutada en |as posiciones 1814-1817 y
normal en laposicién 1896, pero el bajo nimero de casos (n=6) no permitid establecerlo con seguridad.
(Figura 52).
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Figura 52. Relacién entre las concentraciones de ADN-VHB con las variantes de las posiciones
1814-1817 del PBC y 1996 del precoredel VHB.

Al estratificar por genotipos, ademas de observarse |a tendencia sefial ada anteriormente, también parece
observarse que en el grupo HBeAg negativo con ALT elevadalos casos con la variante normal paralas
posiciones 1814-1817 y 1896 presentaron menor concentracion de ADN-VHB pero, de nuevo, €l
pequefio nimero de casos (n=3) no permitié asegurarlo (Figura 53).
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Figura 53. Relacién entre la concentracién de ADN-VHB con las variantes de las posiciones 1814-
1817 del PBC y 1896 del precore del VHB en & grupo HBeAg negativo con ALT elevada,
estratificado por genotipos

No se observé relacién entre lalas variantes de las posiciones 1814-1817 asociada con la posicion 1896 y
lalesién histol 6gica hepatica.

4.1.8.3. Relacion entre las variantes de las posiciones 1814-1817 y las

variantes de la posicion 1899.

No se observé relacién entre las variantes de las posiciones 1814-1817 y las variantes de la posicion
1899. Esimportante sefidlar que a seleccionar agquellos pacientes con mutaciones que impiden la
expresion del HBeAg en el precore, en los casos de genotipo A, 7 de los 15 pacientes con la variante



1899G presentaban la variante mutada de las posiciones 1814-1817 mientras que 6 de los 7 pacientes con
lavariante mutada en la posicion 1899 presentaban la variante normal en las posiciones 1814-1817
(p=0.2). Larelacion no llegd a ser significativa pero de estos 6 Ultimos casos, 5 presentaban la variante
mutada en la posicion 1896, observandose la relacion descrita al estudiar las posiciones 1896 y 1899
(apartado 4.1.8.1. de resultados). Es decir, la posicion 1899 no se relacionaria con las posiciones 1814-
1817 sino con la posicion 1896 la cual, a su vez se relacionaria con las posiciones 1814-1817.

4.1.8.4. Relacion entre las variantes de las posiciones 1810-1813 y las

variantes de las posiciones 1814-1817.

En el apartado 4.1.7.4. ya se estudié esta relacion puesto que todas estas posiciones forman parte de la
secuenciadel PBC, y se observo que ninguno de los casos de genotipo A con cambios en las posiciones
1810-1813 presentaban cambios en las posiciones 1814-1817 (p=0.12), y que el estudio de la
concentracién de HBeAg y ADN-VHB no serealizé debido al pequefio nimero de casos en algunos de
los grupos. Al tener en cuenta que variantes en las posiciones 1810-1813 podrian dificultar el
reconocimiento del codon deinicio ATG (1814-1816) vy, por tanto, disminuir la capacidad de traduccién
parael HBeAg, estas posiciones 1810-1813 también podrian considerarse integrantes funcionales de la
regién precore. Las variantes de estas posiciones se asociaron a genotipo A (apartado 4.1.2.9. de
resultados) por lo que se estudiaran solo los casos de este genotipo. Se observé que, a igual que en las
posiciones 1814-1817, la presencia de |la variante mutada para las posiciones 1810-1813 se da en aquellos
casos con citosina en la posicion 1858. Este comportamiento se encontré en 8 de los 11 casos que
presentaban estas variantes. En los 3 casos restantes se observo unatimina en la posicion 1858 y también
lavariante mutada en la posicion 1896, 2 de los cuales presentaban |a variante mutada en la posicion
1899. Puesto que las variantes mutadas en las posiciones 1810-1813 se dan en aquellos casos con la
variante normal en las posiciones 1814-1817 el posible efecto conjunto sobre la concentracién de HBeAg
0 de ADN-VHB no se puede estudiar.



4.1.9. RELACION ENTRE LAS DISTINTAS VARIANTES DEL PBC Y LAS
VARIANTES DEL PRECORE DEL VHB.

En el grupo de pacientes HBeAg positivo con AL T elevada se detectaron mutaciones en el PBC y/o
precore en el 54% de los casos: 37% solo en el PBC, 7% Unicamente en €l precorey 10% en ambas
regiones. En el grupo de pacientes con hepatitis cronica HBeAg negativo (HBeAg negativo con ALT
elevaday con ALT fluctuante) se detectaron mutaciones en el PBC y/o precore en el 96% de los casos: €l
16% solo en €l PBC, 24% Unicamente en €l precore y 56% en ambas regiones. En este mismo grupo de
hepatitis cronica HBeAg negativo, a estratificar por genotipo del VHB se observo que € 82% de
pacientes infectados con VHB de genotipo A presentaban mutaciones en el PBC y/o precore: 38% s6lo en
el PBC, 8% Unicamente en el precorey 46% en ambas regiones. En |os pacientes con hepatitis crénica
HBeAg negativo infectados con VHB de genotipo D se observé que todos (100%) presentaban
mutaciones en el PBC y/o precore: 5% solo en € PBC, 27% Unicamente en el precorey 68% en ambas
regiones. En este andlisis se consideré la posicion 1764 del PBC para valorar la presencia de mutaciones
en estaregion.

4.1.9.1. Relacion de las variantes de la regiéon precore mas frecuentes
gue impiden la expresion del HBeAg (posicion 1896 y posiciones 1814-
1817) con lasvariantesdel PBC: regiones TAl, TA2y posiciones 1810-
1813, 1814-1817,y 1764 del VHB.

Como se ha comentado previamente, las posiciones 1814-1817 son €l inicio de laregion del precorey
también forman parte del PBC. Las variantes mutadas de estas posiciones impiden la expresion del
HBeAg bien por la alteracion del codon deinicio ATG (posiciones 1814-1816), o bien por la aparicién de
un codon “stop” en el segundo triplete. Por tanto, las posiciones 1814-1817 seran consideradas en
relacion con laexpresion del HBeAg.

Al analizar ladistribucién de las variantes normal y mutadas entre las posiciones 1896 y 1810-1813, no se
observaron diferencias significativas. Se observo asociacion entre la presencia de cambios en laregion
TA1ly laposicion 1896 (p=0.02), en la que se encontraron 30 (50%) de los 59 casos con la variante
mutada en la posicién 1896 que también presentaban la variante mutada en laregion TA1 frentea 21
(30%) de los 69 casos con lavariante normal en la posicién 1896 que presentaban la variante mutada en
laregion TAL. Estarelacion se mantuvo al estratificar por genotipo (p=0.01 en el genotipo A y p=0.06 en
el genotipo D). En el genotipo D no se observo relacion entre la variante genotipica de laposicién 1752 y
las variantes de la posicion 1896.

Se observé asociacion entre la presencia de mutaciones en laregion TA2 y la posicion 1896 (p=0.15), 37
(62%) de los 59 casos con cambios en ambas regiones frente a 35 (50%) de los 70 casos con la variante
normal paralaposicion 1896 y la variante mutada paralaregion TA2. Al estratificar por genotipo la
relacion desaparecia para €l genotipo A pero no parael genotipo D (p=0.02).

Asi mismo se observé asociacion entre la presencia de mutaciones en la posicion 1764 y la posicion 1896
(p=0.03), encontrandose 43 (72%) de los 59 casos con cambios en ambas regiones frente a 32 (45%) de
los 70 casos con la variante normal en laposicién 1896 y la variante mutada en la posicion 1764. Al
estratificar por genotipo larelacién se manteniaparael genotipo A (p=0.15) y para el genotipo D
(p=0.006).

No se observé asociacion entre las variantes de las posiciones 1814-1817 y lasregiones TALy TA2ni la
posicién 1764 del PBC. Al estratificar por genotipos tampoco se observé relacion alguna. Cuando se
seleccionaron aguellos casos que presentaban variantes que impiden la expresiéon del HBeAg, incluidas
las posiciones 1810-1813, se observé unarelacion proximaalasignificacion entre las posiciones 1814-
1817y laregién TA2 del PBC en la que 46 (66%) de los 70 casos con la variante normal en las
posiciones 1814-1817 presentaron la variante mutada en la region TA2 frente a 11 (57%) de los 19 casos
con lavariante mutada en las posiciones 1814-1817 que presentaron la variante normal en laregion TA2
(p=0.06). Al estatificar por genotipo esta relacion se mantuvo para el genotipo A en el que, ademéas, se
observo relacion entre las variantes de las posiciones 1814-1817 y la posicion 1764 de manera que 21
(95%) de los 22 casos con la variante normal en las posiciones 1814-1817 presentaban la variante mutada
delaposicion 1764, mientras que 4 (50%) de los 8 casos con la variante mutada de las posiciones 1814-



1817 presentaban la variante normal de laposicién 1764 (p=0.01). En el genotipo D larelacion con TA2
disminuia aunque se observo que 26 (62%) de los 42 casos con la variante normal de las posiciones 1814-
1817 presentaban la variante mutada en laregién TA2 frente a7 (63%) delos 11 casos con lavariante
mutada en las posiciones 1814-1817 que presentaban la variante normal en laregion TA2 (p=0.17). Enel
genotipo D no se observo relacion entre las variantes de las posiciones 1814-1817 y la posicién 1764.
Estos resultados parecen sefialar a que en aquellos casos con variantes que impiden la expresion del
HBeAg, los que presentan las variantes mutadas en las posiciones 1814-1817 mutarian con mayor
dificultad en laregién TA2. En el genotipo A, ademés, esta misma situacion se daria con la posicion
1764. Al analizar larelacion de las distintas regiones del PBC se observé que las variantes mutadas en la
posicién 1764 serian |as primeras en aparecer. Este mismo razonamiento nos llevaria a pensar que la
aparicion de mutaciones en las posiciones 1814-1817 podria ser anterior ala aparicion de variantes
mutadas en la posicion 1764 y, ademés, por algunarazon, las dificultarian.

Cuando se asociaron las mutacionesen TA1y TA2 0 TAly laposicién 1764 y se relacionaron con los
cambios en la posicion 1896, se observaron asociaciones significativas. Esta asociacién también se
observo cuando se estratificd por genotipos. En € genotipo A no se encontrd ninglin caso con cambios en
la posicion 1896 que no tuviera cambios en laregion TAL, TA2 o 1764, por o que en este genotipo se
podria pensar que las mutaciones en la posicion 1896 son posteriores ala aparicion de mutaciones en €l
PBC. En €l genotipo D, si no se consideralaposicion 1752, de los 21 casos sin cambios en el PBC 10
tenian cambios en la posicién 1896; mientras que a considerar la posicion 1752, de los 15 casos sin
cambios en €l PBC, 5 presentan cambios en la posicién 1896. Por tanto, estos resultados parecen indicar
que, al contrario que en el genotipo A, parece que en € genotipo D los cambios en la posicion 1896
podrian ocurrir antes que los cambios en el PBC.

4.1.10. RELACION ENTRE LAS VARIANTES DE LAS REGIONES DEL
PBC Y DEL PRECORE DEL VHB CON LA CONCENTRACION DE ADN-
VHB.

En €l estudio de las relaciones entre las variantes genémicas del PBC y precore con la concentracion de
ADN-VHB, € pequefio tamafio de algunos de los grupos obtenidos no ha permitido realizar todas las
comparaciones debido a elevado nimero de variables que se tienen en cuenta.

4.1.10.1. Relacion entrelasvariantesdelasregionesdel PBC TAL, TA2
y 1764 con la concentracion de ADN-VHB.

Dehido al escaso nimero de pacientes en algunos de estos grupos este andlisis se pudo efectuar en €l
grupo de los HBeAg positivo con ALT elevaday en el grupo HBeAg negativo con ALT elevada. En el
primero de ellos el andlisis se realiz6 entre aquellos casos que no presentaban ninglin cambio en estas tres
regionesy los que presentaban cambios en laregién TA2 y laposicion 1764, no observandose diferencias
(p=0.3). En el grupo HBeAg negativo con ALT elevada se compar6 el grupo sin cambios en ninguna de
estas tres regiones con el grupo con cambios en laregion TA2 y laposicion 1764 y con el grupo con
cambios en las tres regiones; no se observaron diferencias en la concentracion de ADN-VHB en ninguno
delos casos (Figura 54).
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Figura 54. Relacion delaconcentracién de ADN-VHB con lasvariantesdelasregionesTAL1, TA2y
posicion 1764 del PBC en los grupos HBeAg positivo con AL T elevada y HBeAg negativo con ALT
elevada

4.1.10.2. Relacion entre las variantes de la posicion 1896 del precore
del VHB vy las variantes de la region TAL1 del PBC del VHB con la

concentracion de ADN-VHB.

En e grupo HBeAg positivo con ALT elevada no se observo diferencia en la concentracion de ADN-
VHB entre el grupo sin cambios en ninguna de las dos posicionesy €l grupo con cambios en laregion
TAL. En €l grupo HBeAg negativo con ALT elevada se observd que los grupos con la variante mutada en
laposicién 1896 (grupo TA1 no mutado — mediana=8.3x10° copias ADN-VHB/mL y grupo TA1 mutado
—mediana= 2.39x10’ copias ADN-VHB/mL) presentaban concentraciones de ADN-VHB
significativamente superiores a grupo con la variante normal en la posicién 1896 con la variante mutada
enlaregion TA1 (mediana= 9.3x10° copias ADN-VHB/mL) (p=0.06 y p=0.009, respectivamente). Estos
resultados parecen indicar que las variantes en laregion TA1 con relacion ala posicion 1896 no influyen
en la concentracion de ADN-VHB (Figura 55) Al estratificar por genotipo estas comparaciones no se
pudieron realizar por € escaso nimero de pacientes en cada grupo.
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Figura 55. Relacion de la concentracién de ADN-VHB con lasvariantesdelaregion TA1del PBCy
la posicién 1896 del precore en los grupos HBeAg positivo con ALT elevada y HBeAg negativo con
ALT elevada

4.1.10.3. Relacién de la concentracion de ADN-VHB con las variantes
de la posicion 1896 del precore del VHB relacionada con las variantes
delaregion TA2 del PBC del VHB.

En el grupo HBeAg positivo con ALT elevada no se observaron diferencias en la concentracién ADN-
VHB entre el grupo sin cambios en ninguna de las dos posicionesy € grupo con cambiosen TA2. En €
grupo HBeAg negativo con ALT elevada se observé que los grupos con la variante mutada en la posicion
1896 (grupo TA2 no mutado — mediana= 1.2x10’ copias ADN-VHB/mL- y grupo TA2 mutado —
mediana= 3x10’ copias ADN-VHB/mL) presentaban concentraciones de ADN-VHB significativamente
superiores al grupo con cambios en TA2 pero no en 1896 (mediana = 9.3x10° copias ADN-VHB/mL)
(p=0.04 y p=0.01, respectivamente). Se observaron diferencias cercanas a la significacién entre el grupo
HBeAg negativo con ALT elevaday sin cambios en TA2 ni en 1896 (mediana=6.9x10° copias ADN-
VHB/mL) y el grupo HBeAg negativo con ALT elevada con solo cambios en TA2 (p=0.11) (Figura 56)
Al estratificar por genotipo estas comparaciones no se pudieron realizar por €l escaso nimero de
pacientes en cada grupo.
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Figura 56. Relacién dela concentracion de ADN-VHB con las variantes delaregion TA2 del PBC
y la posicion 1896 del precore del VHB en los grupos HBeAg positivo con ALT elevada y HBeAg
negativo con ALT elevada

4.1.10.4. Relacion entre las variantes de la posicion 1896 del precorey
la posicion 1764 del PBC del VHB con la concentracion de ADN-VHB.

En e grupo HBeAg positivo con ALT elevada no se observaron diferencias entre €l grupo sin cambios en
ningunade las dos posiciones y el grupo con cambios en 1764. En €l grupo HBeAg negativo con ALT
€elevada se observo que los grupos con la variante mutada en la posicion 1896 (grupo 1764 no mutado —
mediana= 1.5x10’ copias ADN-VHB/mL- y grupo 1764 mutado —mediana= 1.3x10’ copias ADN-
VHB/mL) presentaban concentraciones de ADN-VHB significativamente superiores a grupo con la
variante mutada en la posicién 1764 pero no en 1896 (mediana = 1.6x10° copias ADN-VHB/mL) (p=0.08
y p=0.02, respectivamente). Se observaron diferencias cercanas ala significacién entre el grupo HBeAg
negativo con ALT elevaday lavariante normal en 1764 y en 1896 (mediana=6.9x10° copias ADN-



VHB/mL) y el grupo HBeAg negativo con AL T elevada con solo la variante mutada en la posicion 1764
(p=0.19) (Figura57) Al estratificar por genotipo estas comparaciones no se pudieron redlizar por €l
escaso nimero de casos en cada grupo.
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Figura 57. Relacion de la concentracion de ADN-VHB con las variantes de las posiciones 1764 del
PBC y 1896 del precoredel VHB en los grupos HBeAg positivo con ALT elevaday HBeAg negativo
con ALT elevada.

Por tanto, parece que en € grupo HBeAg negativo con ALT elevada la concentracion de ADN-VHB es
menor en |os pacientes que presentan variantes mutadas en el PBC sin variantes mutadas en la posicién
1896.

4.1.10.5. Relacion entre las variantes de las posiciones 1896 y 1899 del
precorey las variantes de las regiones 1810-1813, 1814-1817 del PBC
del VHB con la concentracion de ADN-VHB.

En € grupo de los HBeAg negativos con ALT elevada se observé una menor concentracion de ADN-
VHB en aquellos casos con tan solo lamutacion en la posicion 1896 (mediana=1.6x10° copias ADN-
VHB/mL) que en aquéllos con cambios en |as posiciones 1896 y 1899 conjuntamente (mediana=4.7x10’
copias ADN-VHB/mL) (p=0.043) (Figura 58).
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Figura 58. Relacion dela concentracion de ADN-VHB con las variantes de las posiciones 1810-1813,
1814-1817 del PBC y 1896 y 1899 del precore del VHB en & grupo HBeAg positivo con ALT
elevada.

4.1.11. RELACION ENTRE LA REGION TA2 DEL PBC, LA POSICION
1899 DEL PRECORE DEL VHB Y LA LESON HISTOLOGICA
HEPATICA.

Se escogieron estas dos variantes de la zona del genoma estudiado del VHB dada su mayor relacién con
lalesion histoldgica. Se observé unarelacion significativa entre la presencia de variantes mutadas en la
regiéon TA2y laposicion 1899 con laCH (p=0.007) de manera que todos los casos con CH presentaban
lavariante mutada de laregion TA2 y/o laposicion 1899. Los 16 casos con la variante normal en la
regién TA2 y posicion 1899 presentaban HC; de los 2 casos con la variante normal en laregion TA2 y la
variante mutada en la posicion 1899, uno presentaba HC y otro CH; de los 17 casos con la variante
mutada en laregion TA2 y lavariante normal en laposicion 1899, 15 presentaban HCy 2 CH; y delos 21
casos con variantes mutadas en las dos zonas, 12 presentaban HC y 9 CH. Entre aquellos pacientes con la
variante normal en ambas zonasy |os pacientes con solo mutaciones en TA2 larelacién con lalesion
histol dgica no alcanzd la significacion estadistica (p=0.16). Si se observaron diferencias significativas
entre |os pacientes con mutaciones para ambas zonas y |os pacientes con solo mutaciones en TA2
(p=0.036) y los pacientes con lavariante normal en ambas zonas (p=0.003).

Al relacionar lalesién histol 6gica con € tiempo de infeccién conocido se observd que los pacientes con
CH presentaban mayor tiempo de infeccion conocido (mediana=6.8, 1.15-22 afios) que los pacientes con
HC (1-27 afios) (p=0.11). Con un tiempo de infeccién conocido menor de 7.5 afios se observo que 4
(33%) de los 12 pacientes de genotipo A presentaban CH frente a 2 (11%) de 18 de genotipo D (p=0.18).
Se escogi6 este valor para poder incluir lamitad de los casos con biopsia. No se encontraron diferencias
en el tiempo conocido de infeccion en los casos con CH entre |os pacientes de los genotipos A y D a pesar
de que el valor de lamediana para el genotipo A erade 6.8 afiosy para el genotipo D de 9.2 afios.



4.2. VALORACION DE LA REPLICACION DEL VHB Y
VHC EN LA COINFECCION POR EL VHB, VHC Y/O
VHD. RELACION CON LA DETECCION DE
MUTACIONES EN LAS REGIONES DEL PROMOTOR
DEL PRECORE_Y DEL PRECORE DEL VHB.

Se incluyeron en este estudio muestras de suero de 65 pacientes con hepatitis crénica HBsAg positivo
con coinfeccion por el VHB, el VHC y/o el VHD. Veinte cinco (38%) presentaban una coinfeccion por el
VHB y el VHC, 18 (28%) una coinfeccién por losVHB y VHD, y 22 (34%) una coinfeccion por los tres
virus. Ademas se incluyeron 110 pacientes como grupo control, 55 estaban afectos de una hepatitis
cronicapor € VHB y los otros 55 por una hepatitis cronica por el VHC.

La determinacién cualitativa de ADN-VHB se realizé en todos | os pacientes HBSAg positivo. La
determinacién cualitativa de ARN-VHC se realiz6 en todos |os casos que presentaban anticuerpos anti-
VHC. En los casos ADN-VHB positivo se determiné la concentracion de ADN-VHB y se estudiaron las
mutaciones en las regiones del PBC y del precore del VHB, asi como los genotipos virales. En los casos
ARN-VHC positivo se determind la concentracion de ARN-VHC y los genctipos del VHC. En los
pacientes anti-HD positivo se determiné cualitativamente el ARN-VHD, y en los casos ARN-VHD
positivo se identificaron los genotipos virales del VHD.

L as caracteristicas demogréaficas y serologicas de |os pacientes estudiados se muestran en la Tabla 19. No
se encontraron diferencias significativas en la proporcion de hombres y mujeres entre los 5 grupos de
paci entes estudiados. La edad fue significativamente mayor en |os pacientes con coinfeccién por € VHB
y & VHC (mediana=51, 23-56 afios) que en los pacientes con coinfeccién por € VHB y VHD
(mediana=38, 18-50 afios) (p=0.015), pacientes con triple coinfeccion (mediana=40, 26-53 afios)
(p=0.023) y con infeccién cronica aislada por € VHC (mediana=34, 18-54 afios) (p=0.021); no se
observaron diferencias significativas en cuanto ala edad entre los otros grupos estudiados.

Al evaluar €l tiempo transcurrido desde que se conocia lainfeccion se observo que era significativamente
mayor en el grupo con triple coinfeccion (mediana=13, 1-23 afios) que en el grupo con infeccidn por el
VHB (mediana=9.8, 1-37 afios) (p=0.008), coinfeccion por el VHB y e VHD (mediana=7, 1-17 afios)
(p=0.04) y grupo con infeccién por el VHC (mediana=5.3, 1-23 afios) (p<0.001). También se observo que
el tiempo transcurrido desde que se conocia la infeccion fue significativamente menor en el grupo de
pacientes con infeccién cronica por VHC que en los otros grupos (p<0.05). No se observaron diferencias
significativas entre los restantes grupos.

Seroldgicamente, 27 (15 %) de los 175 pacientes con hepatitis cronica eran positivo parael HBeAg: 7
(28%) de los casos con coinfeccion VHB y VHC, 1 (6%) de las coinfecciones por € VHB y VHD, 3
(14%) de las coinfecciones por VHB, VHC y VHD, y 16 (30%) de |as hepatitis crénica VHB. Los
anticuerpos anti-VIH se detectaron en 17 (9.7 %) de los casos: 2 (8%) de las coinfecciones por € VHB y
VHC, 2 (12 %) de las coinfecciones por €l VHB y VHD, 12 (55 %) de los casos con infeccién tripley 1
(2%) de los casos con hepatitis cronica por e VHC. Ninguno de los pacientes anti-VIH positivo
presentaba evidencia de enfermedad. Cada paciente con infeccion multiple se apared por sexo, edad y
duracion de lainfeccién con un paciente del grupo control.

El valor delaALT erasignificativamente mas elevado en pacientes con triple coinfeccion que en los
pacientes con coinfeccion por € VHB y el VHD (p=0.027) y que en la infeccién crénica aislada por €l
VHC (p=0.006); asi mismo el valor dela ALT erasuperior en lainfeccion aislada por € VHB queenla
infeccion crénicaaislada por €l VHC (p<0.001) y que en la coinfeccion por el VHB y e VHD (p=0.04).

Tabla 19. Caracteristicas epidemiolégicas, biogquimicasy virolégicas de los pacientes incluidos en €l
estudio.

Hepatitis ;%K;]?ég's g%?\?zg' s Hepatitis crénica (I;:«(ajrr)]?g;s
. a d
cronica VHB VHB/VHC? VHB/VHD® VHB/VHC/VHD VHC®
N° 55 25 18 22 55
Edad (afios) 45 (20-60) 51 (23-56) 38 (18-50) 40 (26-53) 34 (18-54)




Hombre/mujer 30/25 15/10 17 13/9 29/26
Duracion de la infeccion | 9.8 (1-37) 8.2 (2-36) 7(1-17) 13 (1-23) 5.3(1-23)
ALT (UI/L) 85 (32-397) 79 (19-220) 57 (25-250) 89 (21-178) 79 (11-241)
HBeAg (+) 16 (30 %) 7 (28 %) 1(6%) 3(14 %) 0
Anti-VIH (+) 0 2(8%) 2 (12 %) 12 (55 %) 1(2%)
Factoresderiesgo
Transfusion 4(7 %) 8(32%) 1(6%) 1(5%) 17 (31 %)
ADVP 0 5(20%) 3(17 %) 14 (64%) 4(7 %)
Antecedentes familiares | 15 (27 %) 4(16%) 4(22%) 3(14%) 5(9 %)
Otros 19 (35 %) 3(12%) 3(17 %) 1(5%) 9(16 %)
Desconocido 17 (31 %) 5 (20 %) 7(39%) 3 (14%) 0

Edad: b vsc, d, e p<0.05
Duracién delainfeccion: evsa, p=0.001; evsh, p=0.004; evsc, p=0.041; evsd; p<0.001; d vsa,
p=0.008; d vsc, p=0.04

4.2.1. DETERMINACION CUALITATIVA DEL ADN-VHB, ARN-VHC Y
ARN-VHD EN LA COINFECCION Y EN HEPATITIS CRONICA AISLADA
POREL VHB O POREL VHC.

4.2.1.1. Deter minacion cualitativa de ADN-VHB.

La determinacién cualitativa de ADN-VHB se realiz en todos los casos HBSAg positivo mediante la
técnica de doble PCR. EI ADN-VHB fue positivo en 22 (88 %) de |los 25 pacientes con coinfeccion por el
VHB y VHC, en 13 (72%) de los 18 casos con coinfeccion por €l VHB y VHD, y en 14 (64%) de los 22
pacientes con coinfeccion triple por e VHB, VHC y VHD. En el grupo control con hepatitis crénica por
el VHB el ADN-VHB fue positivo en 53 (96 %) de los 55 casos (Figura 59). Mediante |a prueba de
tendencialineal de Mantel-Haenszel se observé que la proporcién de pacientes ADN-VHB positivo
decreciade formalineal siguiendo el orden: infeccién cronica por el VHB, coinfeccion por el VHB y
VHC, y coinfeccién por el VHB, VHCy VHD (p<0.001). Al comparar los diferentes grupos entre si se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo con infeccién cronicapor € VHB y
los grupos con coinfeccion por el VHB y VHD (p=0.008), y coinfeccion triple (p<0.001), pero no asi
entre cada uno de los grupos con coinfeccion, aunque las diferencias entre el grupo con coinfeccion por el
VHB y VHCy e grupo con coinfeccién por el VHB, VHC y VHD fueron préoximas ala significacion
(p=0.08).

4.2.1.2. Determinacion cualitativa del ARN-VHC.

Ladeterminacion del ARN-VHC serealizé en todos |os casos anti-VHC positivo mediante la técnica de
RT-PCR. EI ARN-VHC fue positivo en 20 (80%) de los 25 pacientes con coinfeccion por € VHB y
VHC, y en 15 (68 %) de los 22 pacientes con coinfeccién por € VHB, VHC y VHD. En el grupo control
de hepatitis crénica por el VHC el ARN-VHC fue positivo en 47 (85%) de los 55 casos (Figura 59).
Mediante la prueba de tendencialineal de Mantel-Haenszel se observé que la proporcién de pacientes con
ARN-VHC positivo decrecia de formalineal siguiendo el orden: infeccion crénicapor el VHC,
coinfeccién por € VHB y VHC, y coinfeccién por el VHB, VHC y VHD (p=0.08). Al comparar los
diferentes grupos entre si se observaron diferencias proximas ala significacion estadistica Unicamente
entre el grupo con infeccion crénicapor € VHC y el grupo con coinfeccion por €l VHB, VHCy VHD

(p=0.12).
4.2.1.3. Deter minacion cualitativa del ARN-VHD.

La determinacién cualitativa de ARN-VHD se realizd en todos | os casos anti-HD positivo mediante la
técnicade RT-PCR. El ARN-VHD fue positivo en 37 (93%) de los 40 pacientes que presentaban
anticuerpos anti-HD. En 16 (89%) de los 18 pacientes con coinfeccion por losVHB y VHD, y en 21 (95
%) de los 22 pacientes con coinfeccion triple (Figura59). Al comparar estos dos grupos no se observaron
diferencias significativas.
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Figura 59. Deteccion cualitativa de ADN-VHB, ARN-VHC y ARN-VHD en cada uno de los grupos
estudiados.

4.2.2. DETERMINACION CUANTITATIVA DEL ADN-VHB Y ARN-VHC.
4.2.2.1. Determinacion cuantitativa de ADN-VHB.

La determinacion cuantitativa del ADN-VHB mediante latécnicade PCR atiempo real serealiz6 en
todos los pacientes ADN-VHB positivo por latécnica de doble PCR. Se observé que la medianade la
concentracion de ADN-VHB en el grupo con coinfeccién por e VHB y VHC era de 8.2x10* copias
ADN-VHB/mL (9.5x10%1.7x10°%), en el grupo con coinfeccion por el VHB y VHD erade 2.5x10" copias
ADN-VHB/mL (3.1x10%5x10° y en el grupo con coinfeccion por e VHB, VHC y VHD erade 1.2x10°
copias ADN-VHB/mL (3x10°-1.3x10°). En e grupo control con infeccion crénica por € VHB lamediana
de la concentracion de ADN-VHB fue de 1.2x10” copias ADN-VHB/mL (2.5x10%3.9x10%). Al comparar
las concentraciones de ADN-VHB obtenidos en los 4 grupos estudiados se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre e grupo con infeccion crénica por € VHB y cada uno de los grupos
con coinfeccién, pero no asi entre |0s grupos de pacientes con coinfeccién (Figura 60). Al relacionar la
concentracién de ADN-VHB con ladeteccion de HBeAg dentro de cada grupo, se observo que la
mediana de la concentracion era mayor en los pacientes HBeAg positivo que en los HBeAg negativo
tanto para el grupo control de infeccién por e VHB (p=0.002) como para el grupo con coinfeccion por el
VHB y VHC (p<0.001). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas al comparar la
concentracién de ADN-VHB entre los pacientes HBeAg positivo del grupo con infeccion crénica aislada
por el VHB y los HBeAg positivo del grupo con confeccién por el VHB y VHC. El escaso nimero de
pacientes HBeAg positivo de los 2 grupos restantes no permitio realizar esta comparacion (Figura 61). Al
comparar la concentracién de ADN-VHB entre los pacientes anti-VIH positivo y negativo no se
encontraron diferencias significativas.

4.2.2.2. Deter minacion cuantitativa de ARN-VHC.

La determinacion cuantitativa de ARN-VHC se realiz6 en todos | os pacientes ARN-VHC positivo. Se
observé que la mediana de la concentracion de ARN-VHC en el grupo con coinfeccion por €l VHB y
VHC erade 7x10° copias ARN-VHC/mL (1x10° 2.1x10°), y en el grupo con coinfeccion por el VHB,
VHCy VHD erade 1.9x10° copias ARN-VHC/mL (1.3x10%2.6x10°). En € grupo control con infeccion
crénica por e VHC lamediana de la concentracion de ARN-VHC era de 1.7x10° copias ARN-VHC/mL
(2.8x10°1.4x10") (Figura 60). Al comparar |as concentraciones de ARN-VHC obtenidos en los 3 grupos
estudiados se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo con infeccién crénica
por VHC y cada uno de los grupos con coinfeccion, pero no asi entre los grupos de pacientes con
coinfeccién. No se encontrd relacién entre la deteccién de HBeAg y las concentraciones de ARN-VHC.



Al comparar la concentracién de ARN-VHC entre los pacientes anti-VIH positivo y negativo no se
encontraron diferencias significativas.
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Figura 60. Determinacion de las concentraciones de ADN-VHB y ARN-VHC en cada uno de los

grupos estudiados.
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Figura 61. Relaciéon entre las concentraciones de ADN-VHB vy la deteccion de HBeAg en los
diferentes grupos estudiados.

4.2.3. VALORACION DE LA INTERACCION ENTRE LA REPLICACION
DEL VHB Y EL VHC EN LAS COINFECCIONESDUAL Y TRIPLE.

Para evaluar lainteraccion entre el VHB y el VHC en la coinfeccidn por estos dos virus en cuanto al
efecto inhibitorio mutuo en su capacidad parareplicarse, se calcul 6 para cada paciente lamediana
relativa de copias de cada virus (cociente de la concentracién de ADN-VHB o ARN-VHC de cada
pacientey del paciente del grupo control apareado con é). De esta manera se establecié para cada
paciente las veces que se multiplicael VHB o e VHC con respecto a su correspondiente paciente
apareado. Se utilizé lamediana relativa para poder hacer comparables |os valores de viremia de ambos



virus ya gue los pacientes con infeccion por VHB muestran, generalmente, mayores concentraciones que
los pacientes con infeccién por VHC. El valor de lamediana relativa de la concentracion de ADN-VHB
erade 9.8x10°, mientras que en el VHC erade 4.3x10™%; lo que significariaque el VHB presentariaun
valor medio de copias unas mil vecesinferior a grupo control, mientras que en el caso del VHC el vaor
medio de copias seriadiez vecesinferior. Estos resultados apuntarian a unainhibicion de lareplicacion
del VHC sobre el VHB. La comparacion de estas dos distribuciones era significativa (p=0.04). Esta
diferencia se hacia més notable si solo se consideraban los pacientes HBeAg negativos (p=0.03).

Asi mismo, para determinar la posible inhibicién reciprocaentre el VHB y VHC, los pacientes con dua y
triple coinfeccion fueron agrupados en seis categorias de acuerdo con la concentracion de ADN-VHB y
ARN-VHC (<10°, 10*-<10*10%<10°10°-<10°, 10°-<10’ y >10’ copias/mL). Tanto en la coinfeccién dual
como en latriple se detect6 unarelacion inversa entre la concentracion de ADN-VHB y ARN-VHC
(p=0.002 y p=0.05) en la que se observé que a medida que aumentaba el valor de la concentracion de
ARN-VHC disminuiala proporcion de casos con valores elevados de concentracién de ADN-VHB. Esta
relacion también se observé en el sentido inverso, es decir a medida que aumentaba el valor dela
concentracién de ADN-VHB disminuia la proporcion de casos con valores el evados de concentracion de
ARN-VHC. Estos resultados sugieren la existencia de unainhibicién reciproca entre la replicacién del
VHB y del VHC. Estarelacién inversa de concentraciones de ADN-VHB y ARN-VHC eramés evidente
en el caso de la coinfeccion triple, en la que mediante la prueba de tendencialineal de Mantel-Haenszel se
observo unarelacion lineal entre ambas variables (p=0.02). En las coinfecciones por el VHB y d VHC la
tendencialineal de la prueba estadistica utilizada anteriormente no fue significativa, sin embargo se pudo
observar que cuando la concentracion de ARN-VHC era superior a 10° copias ARN-VHC/mL, la
concentracion de ADN-VHB no supera en ninguin caso las 10° copias ADN-VHB/mL.

4.2.4. DETERMINACION DEL EFECTO DE LA INFECCION POR VHD
EN LA REPLICACION DE LOS VHB Y VHC EN LA COINFECCION
TRIPLE.

Paraevaluar € efecto que lainfeccion del VHD tiene en lareplicacion del VHB y VHC en latriple
infeccion se calcul 6 para cada paciente €l porcentaje de copias de genomade VHB y VHC con respecto a
total de copias de estos dos virus (VHB mas VHC) en estainfeccién. Este porcentaje se calcul 6 también
en las coinfecciones por VHB y VHC, comparandose posteriormente los resultados. Puesto que la
infeccion dual por VHC y VHD no existe, se seleccioné este método por considerarlo el mas apropiado
paravaorar lainteraccion entreel VHD y el VHC. Se observé que la proporcion de genomas para el
VHB eradel 83% en lainfeccién tripley del 17% en ladual, mientras que parael VHC erade 17%y
83% respectivamente. Estos resultados sugieren que en lainfeccion triple e VHD inhibe en un mayor
grado lainfeccion por e VHC (Figura 62).
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Figura 62. Efecto de la infeccién por el VHD en la replicacion del VHB y VHC en la coinfeccion
triple.



4.2.5. DETECCION DE LAS MUTACIONES EN LAS REGIONES DEL
PBC Y PRECORE DEL VHB EN LA INFECCION AISLADA POREL VHB
Y EN LAS COINFECCIONES. RELACION CON LA DETECCION DEL
HBeAg Y LOSNIVELESDE ADN-VHB Y ARN-VHC.

En todos los casos ADN-VHB positivo por la técnica de doble PCR se procedi6 ala secuenciacion del
fragmento amplificado para el estudio de las mutaciones en las regiones del PBC y precore del VHB, asi
como para la determinacion del genotipo del VHB.

4.2.5.1. Pacientes con infeccion por el VHB.

Entre los pacientes con infeccion aislada por el VHB, ADN-VHB positivo, las mutaciones en laregion
del precore que impiden la expresién del HBeAg se detectaron Gnicamente en los pacientes HBeAg
negativos, en 28 (76%) de los 37 casos. Las mutaciones en laregién del PBC se identificaron en 9 (56%)
de los pacientes HBeAg positivos y en 23 (62%) de los HBeAg negativo (Tabla 20). Al estudiar la
presencia de mutaciones en relacion con la concentracion de ADN-VHB, se observo que globalmente no
habia una relacion significativa entre la presencia de mutaciones en € PBC y la concentracion de ADN-
VHB. Sin embargo, al relacionar la deteccidn de mutaciones con la deteccion del HBeAgy la
concentracion de ADN-VHB, se observé que en los pacientes HBeAg negativo |os casos con mutaciones
en laregion del precore presentaban mayor concentracion de ADN-VHB (mediana=6.3x10°, 5x10™
3.1x10° copias ADN-VHB/mL) que los casos con la variante normal (mediana=1.6x10°, 2.5x10%2.4x10°
copias ADN-VHB/mL) (p=0.02). Asi mismo, se observé que |os pacientes que presentaban mutaciones
en ambas regiones (PBC y precore) tenian las mayores concentraciones de ADN-VHB (mediana=1.2x10’
copias ADN-VHB/mL), aunque no habia diferencias significativas con los pacientes que slo presentaban
mutaciones en el precore (Figura 63).
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Figura 63. Mutaciones en las regiones del PBC y precore en pacientes con infeccion aislada por €l
VHB. Relacion entrela concentracion de ADN-VHB y la deteccién de HBeAg.

4.2.5.2. Pacientes con coinfeccion dual otriple.

Al determinar las mutaciones en laregién del precore en los pacientes con coinfeccion dual y triple
observamos que, en la coinfeccion por el VHB y VHC y en latriple coinfeccidn, la proporcion de estas
mutaciones fue menor que la detectada en el grupo control con infeccién aislada por € VHB (p=0.01y
p=0.02, respectivamente). Este menor porcentaje de mutaciones se acompariaba de un predominio de la
variante normal sobre la mutada. Sin embargo, al comparar la prevalencia de mutaciones en el precore



entre los pacientes con coinfeccion por € VHB y VHD y los pacientes con infeccion aislada por €l VHB,
no se observaron diferencias significativas (Tabla 20) (Figura 64).
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Figura 64. Distribucion de las mutaciones en el precore en los distintos grupos estudiados.

En relacion con la deteccion de mutaciones en laregion del PBC, global mente, la distribucion de
mutaciones era similar entre los pacientes con coinfeccién y el grupo con infeccion aislada por € VHB
(Figura 65).
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Figura 65. Distribucién delas mutacionesen el PBC entrelosdistintos grupos estudiados.

Sin embargo, a analizar la deteccion de mutaciones en relacion con la deteccion de HBeAg, se observo
que en los pacientes HBeAg negativo coinfectados por el VHB de genotipo A, la prevalencia de
mutaciones en laregion del PBC fue menor que la observada en pacientes con infeccion aislada por €l
VHB (p=0.05), siendo la diferencia significativa en la coinfeccién por el VHB y VHC (p=0.01) pero no
asi en lacoinfeccion por € VHB y VHD, ni en latriple coinfeccion. Hay que hacer notar que en la
interpretacién de estos resultados se ha de tener en cuenta el escaso niimero de pacientes, sobre todo en la
triple coinfeccion (n=4) (Figura 66).
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Figura 66. Distribucién de las mutaciones del PBC y dél precore en los pacientes HBeAg negativo
con genotipo A del VHB.

Finalmente, aunque la media de las concentraciones de ADN-VHB fue superior en los pacientes HBeAg
negativo con mutaciones en las regiones del PBC y del precore que en los pacientes que no las
presentaban, y a diferencia de lo observado en los pacientes con infeccion aislada por €l VHB, las
diferencias en las concentraciones de ADN-VHB entre los grupos estudiados no fueron significativas. La
distribucién de las mutaciones en laregién del PBC y del precore en los pacientes con coinfeccion se
presenta en la Tabla 20. Al relacionar la presencia de mutaciones en e PBC y precore con la
concentracion de ARN-VHC no se encontrd asociacion significativa.



Tabla 20. Distribucion de los genotipos del VHB y mutaciones en lasregiones del PBC y precore en
los grupos de pacientes estudiados estr atificados por el caracter HBeAg.

Infeccion Coinfeccion | Coinfeccion Coinfeccion
VHB? VHB/VHC® | VHB/VHD® | VHB/VHC/VHD®

n 55 25 18 22
HBeAg (+) 16 (30%) 7 (28 %) 1 (6%) 3 (14%)
ADN-VHB (+) |16 (100 %) 7(100%) [1(100%) |3 (100 %)
VHB genotipo A |9 (56 %) 3 (43 %) nd 1 (33 %)
VHB genotipoD | 6 (37 %) 4 (57 %) nd 2 (67 %)
VHB genotipo F |1 (6 %) 0 nd 0

5 & [Normal |16 (100 %) 7(100%) |nd 3 (100 %)

3 [Mutado |0 0 nd 0

X 5 |Mixto 0 0 nd 0

o o |[Norma |7 (44 %) 5 (71 %) nd 2 (67 %)

20 [Mutado [6(38%) 2 (29 %) nd 1 (33 %)

T c |Mixto |3 (19 %) 0 nd 0
HBeAg (-) 39 (71%) 18(72%) [17(94%) |19 (86 %)
ADN-VHB (+)  |37(95 %) 15(83%) [13(76%) |11 (57 %)
VHB genotipo A | 6 (16 %) 5 (36 %) 4 (31 %) 4 (36 %)
VHB genotipoD | 29 (78 %) 10 (67 %) 9 (69 %) 7 (64 %)
VHB genotipoF |2 (5 %) 0 0 0

g o Norma  [9(24 %) 9 (60 %) 5 (69 %) 7 (64 %)

'S utado 0 0 0 0

8’§ Mutado |25 (68 %) 5 (33 %) 6 (46 %) 4 (36 %)

X 5 Mixto |3(8%) 1 (7 %) 2 (15 %) 0

c |Norma |14 (38 %) 8 (57 %) 5 (38 %) 4 (36 %)

% Q Mutado |21 (57 %) 6(40%) |5(38%) 5 (46 %)

% [Mixto 2 (5 %) 1 (7 %) 3 (23 %) 2 (18 %)

Para € célculo estadistico los casos que presentaban una mezcla de las variantes normal y mutada
(mixtos) se consideraron mutados.

4.2.6. GENOTIPOS DEL VHB, VHC Y VHD. RELACION CON LAS
MUTACIONES EN LAS REGIONES DEL PBC Y PRECORE Y CON LAS
CONCENTRACIONES DE ADN-VHB Y ARN-VHC.



4.2.6.1. Relacion entre el genotipo del VHB con las mutaciones en las
regiones del PBC y precorey con las concentraciones de ADN-VHB vy
ARN-VHC.

Los genotipos del VHB se determinaron en todos los casos ADN-VHB positivo mediante latécnica de
PCR, secuenciacion del producto amplificado y comparacién de la secuencia obtenida con secuencias
patron de los distintos genotipos obtenidas del Genebank. En €l grupo con infeccién aislada por VHB, de
los pacientes HBeAg positivo, 9 casos (56%) eran del genotipo A, mientras que de los pacientes HBeAg
negativo 29 (78%) eran del genotipo D (p=0.002). El estudio de las variantes normal y mutada de las
regiones del PBCy del precore del VHB en el grupo de pacientes con infeccién aislada por € VHB
mostré que los cambios en el PBC eran més frecuentes en pacientes infectados con el genotipo A, ya que
12 (80%) pacientes de genotipo A presentaban la variante mutada del PBC frente a 20 (57%) en €l
genotipo D, aunque las diferencias no fueron significativas (p=0.12). En el grupo de los HBeAg negativo,
los 6 casos de genotipo A presentaron la variante mutada del PBC mientras que en el genotipo D
presentaron esta variante 17 (58%) (p=0.05). En el grupo HBeAg positivo no se observo relacién entre la
presencia de mutaciones en laregién del PBCy el genotipo del VHB, aunque tal vez €l nimero de casos
fuerainsuficiente dado que 6 (67%) de los casos de genotipo A presentaban la variante mutada del PBC
frente a 3 casos (50%) del genotipo D. Los cambios en laregion del precore fueron mas frecuentes en
pacientes infectados con el genotipo D, ya que 2 (13%) pacientes de genotipo A presentaban la variante
mutada del precore frente a 28 (80%) del genotipo D (p=0.01). En la Tabla 20 se muestralarelacion entre
€l caracter HBeAg con € genotipo del VHB y la presencia de mutaciones en las regiones del PBCy del
precore en los distintos grupos de pacientes estudiados.

Al relacionar € genotipo del VHB con las concentraciones de ADN-VHB y ARN-VHC no se observaron
diferencias significativas en ninguna de las comparaciones ef ectuadas.

En ninglin caso se observaron diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de genotipos
del VHB entre los distintos grupos de pacientes estudiados (Figura 67)

GENOTIPCO VHB

m A
[ D
H -

PORCENTAJE DE PACIENTES

Figura 67. Distribucion de los genotipos del VHB en los grupos estudiados.

4.2.6.2. Relacion entre el genotipo del VHC con las mutaciones en las
regiones del PBC y precorey con las concentraciones de ADN-VHB y

ARN-VHC.

En €l grupo con infeccién aislada por el VHC y en la coinfeccion por VHB y VHC, el genotipo de VHC
mas frecuente fue el 1b, detectandose en 27 (57%) casos en el grupo con infeccion aislada por VHC y en



15 (75%) casos en €l grupo con coinfeccién por el VHB y VHC. No se encontraron diferenciasen la
proporcién de los genctipos virales del VHC entre estos dos grupos. Sin embargo, se observé que en la
triple infeccién el genctipo de VHC mas frecuentemente detectado fue el genotipo 3, encontrandose en 7
(46%) de los casos (Figura 68). Para estudiar la distribucién de los genotipos del VHC entre los distintos
grupos, los pacientes se agruparon como genotipo 1 y genotipo distinto de 1. De esta manera se
observaron diferencias significativas entre el grupo con infeccion aislada por €l VHC y los grupos con
triple infeccién (p<0.001) y con coinfeccion por el VHB y e VHC (p=0.001). No se observaron
diferencias significativas entre el grupo con infeccién aislada por el VHC y el grupo con coinfeccion por
el VHBy el VHC.

En €l estudio de larelacion entre las variantes de laregion del PBCy el precore del VHB con los
genotipos virales del VHC no se observo relacion entre el genotipo del VHC y las variantes normal y
mutada de las regiones del PBC y del precore. Al realizar esta comparacion teniendo en cuenta el tipo de
coinfeccién se observd que en la coinfeccion por el VHB y VHC, de los 17 pacientes sélo habiatres con
genotipo del VHC distinto del 1, mientras que de los 8 casos con confeccion triple se encontraron 2 de
genotipo 1. No se observaron diferencias significativas en ningin caso, aungue este hecho podria ser
debido al bajo nimero de pacientes. No se encontro relacion entre el genotipo del VHCy las
concentraciones de ADN-VHB o ARN-VHC, pero este Ultimo resultado podria estar relacionado con el
bajo nimero de casos en los que se pudo realizar esta comparacion (Tabla 21).
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Figura 68. Distribucion de los genotipos del VHC en los grupos estudiados.

4.2.6.3. Genotiposdel VHD.

El estudio del genotipo del VHD en los 37 pacientes ARN-VHD positivo mostré que todos pertenecian al
genotipo 1, resultado que era de esperar ya que es el genotipo prevalente en nuestra area geogréfica
(Tabla21)

4.2.7. PACIENTES ANTI-VIH POS TIVO.

Entre los pacientes anti-VIH positivos y 10s negativos no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas ni en las concentraciones de ADN-VHB, ni en las de ARN-VHC, ni en ladeteccion del
ARN-VHD.



Tabla 21. Resultados de la determinacion de ADN-VHB, ARN-VHC, ARN-VHD, genoctipos del

VHC y genctiposdel VHD en los grupos de pacientes estudiados.

Infeccion | Coinfeccion | Coinfeccion Coinfeccion Infeccion
VHB? VHB/VHC® | VHB/VHD® | VHB/VHC/VHDY | VHC®
n 55 25 18 22 55
ADN-VHB (+) 53 (96%) 22 (88%) 13 (72%) 14 (64%) nd
ADN-VHB copiamL (mediana) 1.2x10’ 8.2x10* 2.5x10* 1.2x10° nd
ARN-VHC (+) nd 20 (80%) nd 15 (68%) 47 (85%)
ARN-VHC copias/mL (mediana) nd 7x10° nd 1.9x10° 1.7x10°
GENOTIPO VHC
la nd 2 (10%) nd 1(7%) 9 /19%)
1b nd 15 (75%) nd 3 (20%) 27 (57%)
2 nd 0 nd 0 2 (4%)
3 nd 1 (5%) nd 7 (46%) 5 (11%)
4 nd 2 (10%) nd 4 (27%) 4 (9%)
ARN-VHD (+) | nd nd | 16(89%) | 21 (95%) nd
GENOTIPO VHD
1 | nd nd | 16(100%) | 21 (100%) nd

ADN-VHB (+): avsc, d; p<0.05

ADN-VHB (copias/mL): avshb, c, d; p<0.05

ARN-VHC (+): evsd; p<0.05

ARN-VHC (copias ARN-VHC/mL): evshb,d; p<0.05

VHC genotipo 1b: d vse, b; p<0.05
VHC genotipo 3: d vse, b; p<0.05







