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5. DISCUSION.

5.1. ESTUDIO DE LAS MUTACIONES DE LA REGION
DEL PROMOTOR BASICO DEL GEN PRECORE-CORE
DEL VHB: RELACION CON LAS MUTACIONES DE LA
REGION PRECORE Y LOSGENOTIPOSVIRALES.

5.L.1.ESTUDIO DE LAS MUTACIONES DE LA REGION DEL
PROMOTOR BAS CO DEL GEN PRECORE-CORE DEL VHB.

En la infeccidn crénica por el VHB, la no deteccion de HBeAg en suero y la presencia de anticuerpos
anti-HBe, se ha asociado con el aclaramiento de ADN-VHB del suero y con la mejoria de la lesion
histologica hepatica (Hoofnagle y col., 1987). Sin embargo, en areas geograficas con una prevalencia
media o alta de infeccion por el VHB, la replicacion viral y la progresion de la enfermedad hepatica
persisten en mas del 10% de los pacientes con hepatitis cronica anti-HBe positivo (Bonino y col., 1981;
Brunetto y col., 1989; Hadziyannis y col., 1983). En estos casos se han aislado secuencias de ADN-VHB
que tienen mutaciones en la region del precore que justifican la no expresion del HBeAg (Carman y col.,
1989). La mayoria de las veces la mutacion consiste en la sustitucion de una G por una A en el nucledtido
1896, convirtiendo el codon 28 (TGG), que codifica para el Trp en un codon “stop” (TAG). De esta forma
la traduccion de la proteina precore, que comienza en el codon de iniciacion del gen C (en la posicion
1814), queda abortada en la posicion 1896, no pudiéndose sintetizar el HBeAg.

Recientemente, se ha descrito que un niumero importante de pacientes anti-HBe positivo con hepatitis
crénica presentan mutaciones en la secuencia del promotor basico del gen precore-core del VHB (PBC)
(Okamoto y col., 1994; Kidd-Ljunggren y col., 1997; Kurosaki y col., 1996). En algunos pacientes estas
mutaciones no estan acompafiadas por los cambios en la region del precore que impiden la expresion del
HBeAg, lo que sugiere que los cambios en el PBC tienen también un papel importante en el aclaramiento
del HBeAg (Okamoto y col., 1994). Las mutaciones del PBC mas frecuentemente detectadas consisten en
el cambio de una A por una T en la posiciéon 1762 y el de una G por una A en la posicion 1764. Sin
embargo, y a diferencia de las mutaciones en el precore, las mutaciones en el PBC se han detectado en
una proporcion elevada de pacientes HBeAg positivo (Lindh y col., 1998; Okamoto y col., 1994), por lo
que la relacion entre los cambios de la secuencia del PBC y el estadio HBeAg necesita ser analizada mas
profundamente.

La mayoria de los trabajos que se han realizado para conocer el significado de las mutaciones en el PBC
han sido efectuados en Asia (Chan y col., 1999: Honda y col., 1999; Kurosaki y col., 1996; Takahashi y
col., 1999), existiendo pocos datos sobre la prevalencia de estas mutaciones en otras areas geograficas.

El objetivo principal de este estudio ha sido conocer la prevalencia y significado clinico de las mutaciones
en el PBC del VHB en pacientes HBsAg positivo de nuestra area geografica, asi como su relacion con la
deteccion de las mutaciones en la region del precore que impiden la expresion del HBeAg y el genotipo
viral. Con esta finalidad se han analizado muestras de suero de 182 pacientes con infeccion por el VHB,
de los que en 129 se obtuvieron secuencias correspondientes a la regiones del PBC (posiciones 1742-
1849), y del precore (posiciones 1814-1900). Las variantes del PBC y de la region precore se han
relacionado con la replicacion del VHB y la lesion histologica hepatica.

5.1.1.1. Distribucion de las mutaciones del promotor basico del gen

precore-coredel VHB.

De las 129 secuencias analizadas se detectaron mutaciones en el fragmento del PBC en 106 (82%) casos.
Al examinar las diferentes zonas funcionales: regiones TA1 (nucledtidos 1750-1755), TA2 (1758-1762),
TA3 (1771-1775), TA4 (1788-1795), 5' ARNprecore (1782-1786) (1791-1796), 5' ARNpregenomico
(1810-1820), Inr del ARNcore o ARNpregenémico (1817-1820) y el nucleétido en la posicion 1764, se
observaron cambios en las regiones TAl, TA2 y posiciones 1764 y 1810-1820. Las mutaciones



encontradas con mayor frecuencia estaban situadas en la posicion 1764 (76% de las secuencias mutadas),
en la region TA2 (68% de las secuencias mutadas), region TA1 (49% de las secuencias mutadas) y
posiciones 1810-1820 (32% de las secuencias mutadas). En las demas regiones del PBC se ha observado
un elevado grado de conservacion, lo que parece indicar la importancia funcional de estas secuencias para
la replicacion del VHB.

Aunque las mutaciones del PBC han sido analizadas previamente en un nimero importante de estudios,
existen escasos trabajos que realicen un reconocimiento minucioso de toda la secuencia, ya que algunos
de ellos han utilizado métodos como la técnica de PCR-RFLP o PCR alelo especifico que tnicamente
posibilitan detectar mutaciones puntuales y, por este motivo, se han limitado a examinar las sustituciones
en las posiciones 1762 y 1764 (Lindh y col., 1998; Takahashi y col., 1995). En nuestro estudio se ha
empleado una técnica de PCR y secuenciacion con la que se ha analizado un fragmento de 107 pb del
PBC. La importancia de estudiar la totalidad de la secuencia del PBC ha quedado manifiesta ya que nos
ha permitido examinar en profundidad todas las regiones funcionales, relacionarlas entre si, asi como
conocer las zonas mejor conservadas. Al correlacionar las diferentes regiones del PBC hemos visto que el
99% de pacientes con mutaciones en la region TA2 tenian siempre mutaciones en la posicion 1762 y que
los cambios en la posicion 1764 precederian a los cambios de la 1762 y a los de la region TA1. Ademas,
la mutacion en 1762 se detectd siempre acompafiada de la mutacion 1764, con lo que esta Gltima posicion
estaba afectada en todos los casos en que lo estaban las zonas mas frecuentemente mutadas. Asi mismo,
en el presente trabajo, al analizar los cambios en la secuencia del PBC y relacionarlos con los del precore
del VHB, se ha visto que las mutaciones de las posiciones 1810-1813 del PBC se encontraron en
pacientes de genotipo A con mutaciones en TA2 que, mayoritariamente, no presentaban mutaciones en la
region precore que impiden la expresion del HBeAg. En un trabajo realizado por Kozak en 1986 se
describe que mutaciones en la regiéon comprendida entre los 4-5 nucle6tidos inmediatamente anteriores a
un codon de inicio de un gen afectan al grado de traduccion de éste por los ribosomas eucaridticos. De
esta manera, los cambios en las posiciones 1810-1813, posiciones anteriores al codon de inicio del gen
precore-core (1814-1816), afectarian negativamente a la traduccion de la proteina precursora del HBeAg.
Por ello hemos considerado las posiciones 1810-1813 mas propias de la region del precore que de la
region del PBC. Sin embargo, es importante destacar que los cambios en estas posiciones se han descrito
y tan solo se han detectado de forma importante en poblacion de raza negra de Sudafrica, donde se han
considerado una variante genotipica (Baptista y col., 1999).

Estudios de secuenciacion similares han sido realizados por Honda y col. en el afio 1999 y por Okamoto y
col. en 1994, en areas geograficas en las que la infeccion hepatica causada por el VHB tiene
peculiaridades diferentes ligadas con la edad del paciente en el momento de la primera infeccion, la
evolucion de la enfermedad y las caracteristicas inmunolédgicas del huésped. En un estudio realizado por
Okamoto y col. en 1994 en Japdn (donde los genotipos mayoritarios son B y C) para conocer si las
mutaciones del PBC afectaban la expresion del HBeAg, se clonaron fragmentos del ADN-VHB obtenidos
de 34 pacientes HBeAg negativo y que posteriormente se secuenciaron, observando, al igual que en
nuestro estudio, que la region TA4 (denominada TA3 por Okamoto) estaba muy bien conservada en todos
los clones que habian obtenido. Resultados parecidas han sido previamente reportados (Kramvis y Kew,
1999), sugiriendo que la region TA4 es un elemento imprescindible para el mantenimiento de la infeccion
por el VHB. Esta hipdtesis esta avalada por estudios in vitro que demuestran que las mutaciones en la
region TA4 disminuyen de forma considerable la sintesis de ARN pregenémico (Yuy col., 1996).

Como se ha indicado previamente, al analizar globalmente los cambios en el PBC, la mutacion mas
frecuentemente detectada ha sido la sustitucion de una G por una A en la posicion 1764 (76% de los casos
mutados). Esta mutacion se acompaiio en el 90% de los casos por la sustitucion de una A por una T en la
posicion 1762. En ninguna secuencia se encontr6 la mutacion 1762 de manera aislada. Las mutaciones
1762 y 1764 han resultado también ser las mayoritariamente observadas en estudios realizados en
diferentes areas geograficas (Erhardt y col., 2000; Honda y col., 1999; Nishizono y col., 1995; Okamoto y
col., 1994; Kidd-Ljunggren y col., 1997), aunque con frecuencias diferentes en funcion de la poblacion
analizada. En nuestro estudio la prevalencia de la mutacion en la posicion 1764 seria todavia mas
importante (95%) si, como se ha explicado con anterioridad, consideramos los cambios en las posiciones
1810-1817 como alteraciones de la region precore. Este dato, y el hecho de que la posicion 1764 esta
mutada siempre que lo estan las otras regiones estudiadas del PBC, indicarian que el andlisis de la
posicion 1764 es el mas sensible para el estudio de las mutaciones en el PBC.



5.1.1.2. Relacion de las mutaciones del promotor basico del gen
precore-core con la expresion de HBeAg, la concentracion de ADN-

VHB, el genotipo viral y lalesion histologica hepatica.

Las mutaciones en las posiciones 1762-1764 del PBC se han asociado preferentemente con la hepatitis
cronica HBeAg negativo, puesto que se han detectado en el 83% de los pacientes HBeAg negativo con
ALT fluctuante y en el 69% de los HBeAg negativo con ALT elevada. Sin embargo, también se han
detectado, mutaciones en los pacientes con hepatitis cronica HBeAg positivo con ALT elevada, y en los
portadores asintomaticos (HBeAg negativo), aunque con una frecuencia menor (47% y 52%,
respectivamente). La asociacion entre las mutaciones del PBC y el fenotipo HBeAg negativo ha sido
descrito ampliamente (Erhardt y col., 2000; Hou y col., 1999; Lindh y col., 1998).

El mecanismo de seleccion de las mutaciones 1762-1764 no esta bien determinado; Gnicamente en un
estudio experimental se ha encontrado una fuerte relacion entre estas mutaciones y la transcripcion del
ARNprecore y en consecuencia la sintesis de HBeAg (Moriyama y col., 1996). Otros estudios han
encontrado una relacion moderada (Buckwold y col., 1996; Buckwold y col., 1997; Gunther y col., 1998),
por lo que sugieren que modulan pero no suprimen la expresion del HBeAg. La implicacion de los
cambios 1762-1764 en la negativizacion del HBeAg ha sido examinado por Lindh y col. en un trabajo
efectuado en el afio 1998 en el que estudiaron las mutaciones 1762 y 1764 en un grupo de pacientes con
hepatitis cronica antes y después de la seroconversion anti-HBe, observando que basicamente en la fase
inicial de la hepatitis cronica la secuencia del PBC de la variante no mutada era la dominante y que las
variantes mutadas eran seleccionadas (haciéndose predominantes) a lo largo de la evolucion de la
infeccion, como resultado de la inmuno activacion durante la seroconversion. Los resultados de nuestro
estudio estan de acuerdo con esta ultima observacion. Estos datos son de sumo interés ya que indicaria
que el VHB puede eludir la respuesta inmune del individuo, mediante la reduccion de la expresion del
HBeAg por dos mecanismos: por medio de las mutaciones en el precore del VHB (actuando a nivel del
mecanismo de traduccién proteica) y también gracias a las mutaciones en el PBC (reduciendo la
transcripcion del ARNprecore). Sin embargo, no hay que descartar que las mutaciones en el PBC puedan
tener otros efectos que no estén relacionados con la regulacion de la transcripcion. Hay que tener en
cuenta, por ejemplo, que las mutaciones en las posiciones 1762 y 1764 son las responsables de los
cambios de los aminodcidos lisina a valina y de metionina a isoleucina en las posiciones 130-131 de la
proteina X, lo que puede tener influencia para la estructura de esta proteina viral cuya funcion no ha sido
totalmente aclarada. Otros efectos de estas mutaciones podrian estar asociados con la alteracion de la
estructura del ARN (Kidd y col., 1996).

En nuestro estudio, y a diferencia de la mayoria de los previamente publicados, la modificacion de la
expresion del HBeAg ligada a los cambios en la secuencia del PBC se ha valorado mediante la
determinacion de las concentraciones séricas de HBeAg utilizando una técnica de RIA cuantitativo. Se ha
observado que los pacientes que presentaban la variante normal, no mutada, en las posiciones 1762 y
1764 del PBC tenian una mediana de concentracion de HBeAg (796 UPE/mL) muy superior a la
detectada en los pacientes con variante mutada (53 UPE/mL). Las diferencias entre los dos grupos eran
proximas a la significacion estadistica. Estos resultados confirman plenamente la observacion de los
analisis realizados in Vvitro, que las mutaciones 1762 y 1764 disminuyen de forma notoria la expresion del
HBeAg, pero que no la anulan.

Es interesante comentar que la prevalencia de mutaciones en el PBC ha sido similar en los grupos de
pacientes con hepatitis cronica HBeAg positivo y en el de portadores asintomaticos HBeAg negativo, a
pesar de que estos dos grupos se pueden considerar que estan en los extremos opuestos respecto a la
evolucion de la infeccion por el VHB. Los pacientes con hepatitis cronica HBeAg positivo presentaban en
general replicacion del VHB alta y un tiempo de infeccion corto, mientras que en los portadores
asintomaticos ocurria lo opuesto, siendo ademas HBeAg negativo. En este momento no tenemos un
razonamiento para explicar la concordancia en este porcentaje, que, por otra parte, hay que destacar que
era significativamente inferior al observado en los pacientes con hepatitis cronica HBeAg negativo tanto
con valores de ALT elevados como con valores de ALT fluctuante. Una menor proporcion de mutaciones
en portadores asintomaticos ha sido también descrita previamente en diferentes areas geograficas, Asia 'y
Africa (Baptista y col., 1999; Chan y col., 2000; Hou y col., 1999). En estos trabajos se observan
diferencias en la prevalencia de mutaciones entre los portadores asintomaticos HBeAg positivo
(mayoritarios en estas areas) y los pacientes con hepatitis cronica HBeAg positivo. Dado que en nuestra
poblacion es poco frecuente la situacion de portador asintomatico HBeAg positivo, en el presente estudio
no se ha podido confirmar los resultados observados por estos autores. Finalmente, a diferencia de las
investigaciones que seflalan que la presencia de mutaciones en el PBC estan asociadas a la hepatitis



cronica, independientemente del caradcter HBeAg (aunque predominan en pacientes HBeAg negativo)
(Orito y col., 2001; Hou y col., 1999) nuestros resultados apuntan a que se ha de tener en cuenta este
caracter para demostrar esta asociacion dado que como se ha indicado anteriormente hemos encontrado
una frecuencia similar de mutaciones en los portadores asintomaticos HBeAg negativo y en los pacientes
con hepatitis cronica HBeAg positivo.

Al determinar las concentraciones de ADN-VHB mediante la técnica de PCR a tiempo real se observo
que la mediana de la concentracion era mayor en el grupo de pacientes con hepatitis cronica con valores
elevados de ALT, tanto en los HBeAg positivo como en los HBeAg negativo (3.8x10° y 6.6x10°
copias/mL, respectivamente), mientras que era mas baja en las hepatitis cronica HBeAg negativo con
valores de ALT fluctuantes (4.5x10" copias/mL) y en los portadores asintomaticos (1.1x10* copias/mL).
Al relacionar las mutaciones en el PBC con la concentracion de ADN-VHB no se observaron globalmente
diferencias entre los pacientes que tenian la secuencia normal y los que tenian la secuencia mutada, en
ninguno de los grupos estudiados. Un hallazgo interesante fue encontrar que en el grupo de pacientes
HBeAg negativo con ALT elevada infectado por el VHB de genotipo A, la presencia de mutaciones
estaba relacionada con una disminucion de la concentracion de ADN-VHB, que era significativa al
analizar aisladamente la posicion 1762.

Existen resultados discordantes en cuanto a la relacion de las mutaciones del PBC con la replicacion del
VHB. Mientras que en algunos estudios in vitro se ha sugerido que estas mutaciones incrementan la
produccion de viriones hasta en dos o tres veces, lo que explican por un aumento en la transcripcion del
ARN pregenodmico (Moriyama y col., 1996) o por un aumento en la encapsulacion del genoma debido a
una menor expresion del HBeAg (Buckwold y col., 1996; Scaglioni y col., 1997), este incremento no se
ha confirmado en una investigacion llevada a cabo posteriormente por Giinther y col., en 1998. Ademas,
al igual que en nuestro estudio, la mayoria de analisis realizados in vivo coinciden en que la variante del
VHB normal y la mutada tienen una replicacion viral similar (Baptista y col., 1999; Bozdayi y col,. 2001;
Chan y col., 2000) y tGnicamente en un ensayo llevado a cabo por Erhardt y col. en el afio 2000 en
pacientes con viremias elevadas candidatos a tratamiento con interferéon se ha encontrado un discreto
aumento de ADN-VHB en los pacientes que presentaban la mutacion 1764. Por ultimo, como se ha
comentado previamente, de los resultados de nuestro estudio se desprenden datos que parecen relacionar
la presencia de mutaciones en el PBC con una menor concentracion de ADN-VHB, observacion que
también ha sido comentada por otros autores (Grandjacques y col., 2000; Chan y col., 2000). De todo lo
anteriormente expuesto se deduce que, aunque los experimentos que se han realizado in vitro sugieren
que las mutaciones en el PBC, a nivel molecular, pueden justificar el aumento de replicacion viral, no
existen resultados concluyentes a este respecto en los trabajos realizados in vivo. La discrepancia
observada podria ser debida principalmente a que en la replicacion del VHB in vivo estan involucrados
otros factores, que no intervienen en los estudios de laboratorio, especialmente la respuesta inmune del
individuo. Aunque también se ha de tener en cuenta que la mayoria de los estudios que se han llevado a
cabo han incluido grupos muy heterogéneos de pacientes con importantes diferencias en el tiempo de
seguimiento, etnia, evolucion de la hepatitis cronica, e incluso en la metodologia empleada para la
cuantificacion de ADN-VHB; de esta manera los resultados presentados son conflictivos en cuanto al
impacto de las mutaciones en la replicacion viral.

Al realizar el genotipado de las secuencias de los 129 pacientes ADN-VHB positivo y analizar
globalmente la prevalencia de los genotipos A y D, observamos que el genotipo D se encontraba en un
porcentaje ligeramente superior al genotipo A (50% vs 43%). Al relacionar los genotipos virales con el
estadio HBeAg, se vio que el genotipo A era el mas frecuente en los pacientes HBeAg positivo (60% de
los casos) mientras que el genotipo D lo era en los pacientes HBeAg negativo con ALT elevada (60%).
La distribucion de genotipos del VHB en nuestra area estd en concordancia con un estudio realizado
previamente en Espaiia (Rodriguez y col., 1995) y con otros llevados a cabo en el drea Mediterranea
donde se ha visto que el genotipo D es el mayoritario en los pacientes con hepatitis cronica HBeAg
negativo (Grandjacques y col., 2000; Lindh y col., 1996). En el presente trabajo llama la atencion que la
frecuencia de pacientes con genotipo D observada en la poblacion HBeAg negativo era inferior a la
esperada por los resultados de estudios previos realizados en areas geograficas proximas. Este hecho
podria ser debido a que en nuestra poblacion HBeAg negativo se han incluido dos grupos de pacientes
con enfermedad hepatica menos severa (HBeAg negativo con ALT fluctuante y portadores asintomaticos
) en los cuales la distribucion de los genotipos A y D del VHB era al 50% aproximadamente. Estos
grupos de pacientes no se han tenido en cuenta en otros estudios (Grandjacques y col., 2000; Lindh y
col., 1996). Estos datos sugieren la necesidad de un estudio epidemiologico a gran escala en el que se
consideren las caracteristicas clinicas de los pacientes.

Al estratificar los pacientes por el genotipo viral y relacionar la presencia de las mutaciones del PBC con
los genotipos mayoritarios A y D, vimos que en general los pacientes infectados por el VHB de genotipo
A tenian mas mutaciones que los infectados por el genotipo D, sin embargo, esta asociacion no era



significativa en ninguno de los grupos de pacientes estudiados, resultado que no nos permitiria descartar
que la presencia de mutaciones del PBC sea dependiente del genotipo viral. Esta falta de correlacion entre
genotipos y mutaciones en el PBC se ha puesto también de manifiesto en un trabajo realizado por
Grandjacques y col. en Francia, en el que observaron que las mutaciones en el PBC estaban distribuidas
por igual en todos los genotipos. Sin embargo, en contraste, un estudio realizado por Chan y col. en China
en 1999 apuntaba a que los cambios de las posiciones 1762-1764 estaban preferentemente seleccionadas
en pacientes que no presentaban las mutaciones en la region del precore del VHB, en particular en los
pacientes con genotipo C en los que es poco habitual la emergencia de la mutacion en la posicion 1896
del gen precore que crea un codon “stop” que impide la expresion del HBeAg. Los autores indican que en
estos casos la mutacion en el PBC seria un sistema alternativo para el aclaramiento del HBeAg. Sin
embargo, en nuestro estudio, a diferencia de lo observado por Chan y col. hemos visto que muchos
pacientes con mutaciones en el PBC también las tenian en la regiéon precore. En cambio nuestra
observacion que pacientes con genotipo A presentaban mutaciones en el PBC y no en el precore, estaria
de acuerdo con lo manifestado por Chan y col. de que en el caso del genotipo C se puede alcanzar el
estadio HBeAg negativo mediante las mutaciones en el PBC. Finalmente, al estratificar los pacientes por
genotipo viral y analizar las mutaciones en toda la secuencia del PBC, encontramos que los cambios en la
posicion 1752 parecen corresponder a una variedad del genotipo D ya que se han detectado en un 19% de
las secuencias de genotipo D y Unicamente en un 2% de las secuencias de genotipo A, y no se han
asociado a ninglin grupo de pacientes ni situacion clinica, por lo que las sustituciones en esta posicion no
se considerarian mutaciones del PBC. El hecho de que algunas alteraciones en la secuencia del PBC
reflejen caracteristicas propias de algunos genotipos, ha sido sugerido por otros autores. Lindh y col. en
1998, en un estudio realizado en Asia (donde los genotipos mayoritarios son el B y el C) encontraron que
las modificaciones en las posiciones 1726-1730 estaban asociados con el genotipo B mientras que las
sustituciones de la posicion 1802 del PBC lo estaban con el B y el C. En otro estudio desarrollado en
Africa del Sur por Baptista y col. se observd que la sustitucion en la posicion 1812 correspondia a una
variante genotipica propia de esta area geografica. Por este motivo estos dos autores consideraron util
conocer estas variaciones en la secuencia de nucleotidos del PBC para distinguir los genotipos virales.

Al valorar la incidencia de las mutaciones en relacion a la lesion histologica hepatica se evidencid que
los pacientes con CH tenian una mayor proporcion de variantes del VHB mutadas en las posiciones 1762
y 1764 (especialmente en la 1762) que los pacientes con HCA. Resultados parecidos han sido
encontrados en otros trabajos realizados en pacientes de diferentes areas geograficas (Baumert y col.,
1998; Chen y col., 1998; Hou y col., 1999; Laskus y col., 1995; Lindh y col., 1999; Pault y col., 1997;
Tahahaski y col., 1995). La relacioén entre las mutaciones y la hepatitis cronica se ha visto también en
estudios longitudinales realizados en pacientes HBeAg negativo, en los que se ha comprobado que las
variantes mutadas emergen en la progresiéon a CH, por lo que ha considerado que su deteccion seria un
marcador de pronoéstico (Lindh y col., 1998; Takahashi y col., 1995). Sin embargo, y en contraste con los
datos anteriores, en otras publicaciones no se ha visto esta asociaciéon (Chan y col., 2000; Chun y col.,
2000).

Existe la certeza de que la respuesta inmune del individuo, tanto celular como humoral, es la principal
causa de la lesion hepatica en la fase replicativa viral en la que los epitopos comunes al antigeno HBeAg
(cuya expresion es controlada por el PBC) y al HBcAg se expresan en la membrana del hepatocito. Un
estudio reciente realizado por Milich y col en 1997 en animales de experimentacion ha demostrado que la
respuesta inmune frente al HBcAg y HBeAg es diferente. Estos autores indican que el HBeAg estimula la
respuesta inmunitaria de tipo TH, caracterizada por la produccion, entre otras, de las interleukinas IL4 y
IL10 que tienen un efecto antiinflamatorio. Mientras que, el HBcAg potencia la respuesta inmune de tipo
TH, en la que se producen, entre otras interleukinas, la IL2 y el interferébn gamma, factores necesarios
para la expresion del MHC de clase 1, que, como se sabe, son imprescindible para la respuesta citotoxica
de los linfocitos T (CD8+/CTL), causa principal de la lesion hepatica. Las respuestas TH; y TH, son
mutuamente inhibitorias y, de esta manera, el HBeAg potenciaria la respuesta antiinflamatoria TH2 y
regularia negativamente la respuesta TH;, por lo que disminuiria la respuesta citotoxica y la eliminacion
viral. Apoyandonos en este hecho se puede suponer que la menor expresion del HBeAg, observada en los
casos con mutaciones en el PBC, disminuiria la estimulacion de la respuesta TH,, e incrementaria la
respuesta TH; y la actividad citotoxica, y por lo tanto la severidad de la lesion hepatica. No obstante, este
mecanismo no explica todos los estadios clinicos relacionadas con la infeccion por el VHB, como es el
caso de los portadores asintomaticos HBeAg negativo, en los que no hay afectacion hepatica a pesar de
que la no expresion del HBeAg. Una posible explicacion de este ultimo fendémeno podria estar en la
diferente distribucion de las subclases de las IgGs que reflejaria una respuesta mediada por células T
diferente a la observada en pacientes con hepatitis cronica (Milich y col., 1997). En el caso de las
hepatitis cronicas HBeAg positivo con ALT elevada, la presencia del HBeAg no parece ser suficiente



para inhibir la respuesta citotoxica, probablemente debido al elevado nivel replicativo viral, que comporta
la sobreexpresion del HBcAg y, en consecuencia, el aumento de esta respuesta.

Dado que los resultados de nuestro estudio indican que las mutaciones en el PBC no afectan a la
replicacion del VHB, ya que, como se ha comentado previamente, las concentraciones de ADN-VHB
eran similares en los pacientes infectados por el VHB con secuencias mutadas y no mutadas, se podria
pensar que el dafio hepatico estaria relacionado principalmente con la respuesta inmune del individuo.
Probablemente, las mutaciones del PBC del VHB emergerian como resultado de la presion evolutiva
ejercida por el sistema inmunologico, lo que representaria para el VHB mecanismo de escape de la
respuesta inmune de forma que la infeccion perduraria en los hepatocitos infectados por las variantes
mutadas.

Al estratificar los pacientes con hepatitis cronica por genotipos virales y estudiar la relacion entre las
mutaciones en el PBC y la lesion histoldgica, vimos que en el genotipo D los pacientes con CH tenian
mas mutaciones en el PBC que los pacientes con HCA, mientras que esta asociacion no se observaba para
el genotipo A. Finalmente, para un tiempo de infeccion conocido determinado (menor de 7.5 afios) se
observd que los pacientes de genotipo A presentaban una proporcion tres veces mayor de casos con CH
que los pacientes con genotipo D, lo que parece sugerir que el genotipo A estd asociado a un desarrollo de
lesion hepatica grave. Este resultado se podria explicar si se tiene en cuenta el mayor nivel replicativo del
genotipo A, que refleja la proporcion superior de pacientes HBeAg positivo. Es interesante puntualizar
que todos los trabajos que han analizado conjuntamente las mutaciones en el PBC, el genotipo viral y la
lesion histologica han sido llevados a cabo en la poblacion asiatica (Lindh y col., 1998; Lindh y col.,
1999; Orito y col., 2001), por lo que resultaria interesante que estos analisis se llevaran a cabo en otras
areas geograficas en la predominen las infecciones causadas por el VHB de otros genotipos. Resultados
analogos en el sentido de que un genotipo determinado esta ligado a lesion hepatica mas severa han sido
obtenidos en un trabajo realizado por Orito y col. en el afio 2001 en el que han analizado pacientes de
genotipo B y C. Estos autores observaron que las mutaciones en el PBC eran mas frecuentes en el
genotipo C, encontrando una asociacion entre las mutaciones en el PBC con el genotipo C y enfermedad
hepatica mas severa. Estos datos estarian de acuerdo con los obtenidos en nuestro estudio para el genotipo
A. Ademas estos autores encontraron que en la poblacion HBeAg positiva, el genotipo C era el
mayoritario, situacion andloga a la de nuestro estudio en relacion con en genotipo A.

Es importante tener en cuenta que a largo de todo este apartado Unicamente hemos valorado las
mutaciones del PBC por lo que no se han considerado las mutaciones en la region precore que, como se
vera mas adelante, se han relacionado con la replicacion del VHB, el estadio HBeAg y el tipo de lesion
histologica hepatica.

5.1.2. ESTUDIO DE LAS MUTACIONES DE LA REGION DEL
PRECORE DEL VHB.

Las mutaciones en la region del precore del VHB se detectan en una proporcion significativa de pacientes
con hepatitis cronica HBeAg negativo, en los que la seroconversion no se acompaiia de la disminucion de
la replicacion viral (Akarca y col., 1994; Lok. y col., 1994). La mutacion mas frecuentemente detectada
ha sido el cambio de una G por una A en la posicion 1896 de la secuencia del genoma del VHB. Esta
mutacion genera la aparicion de una sefial “stop” (TAG) en el codon 28 de la region precore, (Brown y
col., 1992; Carman y col.,1989), que impide la expresion del HBeAg, proteina viral, que, aunque no es
necesaria para la replicacion del VHB o la transmision de la infeccion, es la diana de los anticuerpos anti-
HBe. Por esta razoén, la variedad mutada HBeAg negativo puede eludir la respuesta inmune anti-HBe
manteniéndose la replicacion (Schlicht y col., 1987; Schlicht y col., 1991)

En este apartado las mutaciones de la secuencia del gen precore del VHB (posiciones
1814-1900) se han analizado en 1as muestras de suero de los 129 pacientes ADN-VHB
positivo en los que también se han estudiado las mutaciones del PBC. Al igual que en el
analisis efectuado en la region del PBC, las variantes mutadas se han relacionado con la
deteccion de HBeAg, concentracion de ADN-VHB, genotipo viral y lesion histolégica

hepatica.



5.1.2.1. Distribucion de las mutaciones de la region del precore del
VHB.

Al analizar la secuencia completa de la region precore se detectaron mutaciones que impedian la
expresion del HBeAg en el 63% de las 129 secuencias incluidas en el estudio. Las mutaciones
encontradas correspondian a: la posicion 1896, en la que el cambio de una G por una A producia una
sefial “stop” en el codon 28; posiciones 1814-1816, que alteraban el codon de inicio de la proteina
precursora del HBeAg; y a la posicion 1817, en la que el cambio de una C por una T producia una sefial
“stop” en el codon 2. Otras mutaciones que también impedian la expresion del HBeAg correspondian a
delecciones, inserciones y otros cédones “stop”. Las mutaciones mas frecuentemente detectadas estaban
en la posicion 1896 (73% de las secuencias mutadas) y en las posiciones 1814-1817 (23% de las
secuencias mutadas). La mayor prevalencia de la mutacion de la posicion 1896 ha sido descrita
ampliamente en las publicaciones que tratan de la epidemiologia de las variantes del precore del VHB
(Ballard y col., 2000; Kndll y col., 1999; Lok y col., 1994; Okamoto y col., 1990; Rodriguez y col.,
1995). Ademas de estas mutaciones que impedian la expresion del HBeAg se detectaron otras (entre ellas
las sustituciones en las posiciones 1858, C—T, y 1899, G—A) que no afectaban a la sintesis del HBeAg
pero que se encontraron fuertemente asociadas con la mutacion en la posicion 1896. En estudios
anteriores se ha descrito que las sustituciones en las posiciones 1858 y 1899, juegan un papel importante
en la estabilizacion de la sefial de encapsulacion del ARN pregendémico y en consecuencia en la
replicacion del VHB (Rodriguez y col., 1995; Tong y col., 1993). En nuestro trabajo estas mutaciones se
observaron en el 82% y el 46%, respectivamente, de los casos con mutaciones en la secuencia del
precore. La mutacion principal en la posicion 1896 se acompaiié en el 100% de los casos de una T en la
posicion 1858. Este hecho se justificaria debido a que los nucledtidos de las posiciones 1858 y 1896 se
aparean en la estructura de encapsulacion siendo la complementariedad de las bases (C1858/G1896 o
T1858/A1896) lo que aumenta la estabilidad de esta sefial. Al igual que para estas dos posiciones la
mutacion en la posicion 1899 (G—A) también aumenta la estabilidad de la sefial. (Laskus y col., 1994;
Lok y col., 1994; Tong y col., 1992).

A pesar de la gran variedad de mutaciones que se detectan en la region precore del VHB, la mayoria de
los trabajos publicados se han limitado solamente a seleccionar la mutacion 1896 del precore para valorar
los cambios en toda la region y estudiar su relacion con la hepatitis cronica causada por el VHB. En el
presente estudio, el examen de esta posicion aislada habria supuesto una pérdida de sensibilidad del 27%.
Por este motivo, la secuenciacion de toda la region completa es importante para reconocer todas las
posibles mutaciones. No obstante, si no se dispone de un método de secuenciacion, con el analisis puntual
de las dos mutaciones mayoritarias se tendria una sensibilidad que permitiria la deteccion del 90% de las
secuencias mutadas.

5.1.2.2. Relacion de las mutaciones de la region del precore con el
HBeAg, la concentracion de ADN-VHB, el genotipo viral y la lesién
histol 6gica hepatica.

Se han detectado sustituciones en la region del precore en el 77% de los pacientes HBeAg negativo con
hepatitis cronica y en 65% de los portadores asintomaticos HBeAg negativo, por lo que las sustituciones
en la region del precore se han asociado con éste estadio. La prevalencia de mutaciones en el grupo de
hepatitis cronica es comparable a la observada en un estudio recientemente publicado en Francia con una
casuistica analoga (Grandjacques y col., 2000), y ligeramente superior al observado en dos recientes
estudios en Alemania y Reino Unido (aproximadamente el 60%) (Ballard y col., 2000; Knéll y col.,
1999). Por el contrario, es inferior a la detectada en un trabajo realizado por Brunetto y col. en 1991 en
Italia donde el 95% de pacientes con hepatitis cronica HBeAg negativo presentaban mutaciones en esta
region. En Asia se han realizado numerosos trabajos con resultados dispares en cuanto a la prevalencia de
estas mutaciones, entre un 25% y un 90%, aproximadamente, en trabajos realizados en Japon (Nagasaka y
col., 1998; Okamoto y col., 1994), o en torno al 50% en trabajos realizados en China (Hou y col., 1999;
Chan y col., 2000). En general, los datos que existen en la literatura en relacion con la epidemiologia de
las mutaciones en la region precore son dificiles de comparar debido a que en la mayoria de los estudios
clinicos se han incluido pacientes con patologia hepatica variada y las mutaciones analizadas no han sido
siempre las mismas en todos ellos; en algunos trabajos tan solo se ha valorado la mutacioén principal
correspondiente a la posicion 1896. Ademads, estos resultados reflejan una amplia diversidad en el origen



étnico y, por lo tanto, diferencia entre los genotipos del VHB, que en algunos de estos estudios no han
sido determinados. Hay que tener también en cuenta que la tecnologia empleada en los primeros estudios
(Brunetto y col., 1991) requeria trabajar con concentraciones altas de ADN-VHB, sesgandose la
poblacion y, por lo tanto, obteniéndose resultados que no reflejarian la prevalencia. En contraste, nuestro
estudio incluye un niimero significativo de pacientes con homogeneidad étnica y geografica, con un largo
seguimiento y que no habian recibido previamente terapia antiviral o inmunosupresora, por lo que el
estadio HBeAg negativo refleja la evolucion natural de la infeccion por el VHB.

Es de destacar el hecho de que un 23% de nuestros pacientes HBeAg negativo no tenian mutaciones en la
region del precore, y se podria especular sobre la causa por la cual en estos portadores ADN-VHB
positivo no se detecta el HBeAg. Una razén posible podria ser la presencia de mutaciones en la secuencia
del PBC como las correspondientes a las posiciones 1810-1813 que, como se ha comentado previamente,
estdn situadas en las tres posiciones anteriores al codon de inicio del gen precore y afectarian
negativamente la traduccion de la proteina precursora del HBeAg (Kozak y col., 1986). No deben
descartarse tampoco alteraciones en otras regiones funcionales reguladoras del HBeAg, aunque, y como
se ha indicado con anterioridad (Estudio de las mutaciones en el PBC, apartado 5.1.2.1), los cambios en
estas regiones serian responsables de una disminucion de la transcripcion, lo que provocaria una menor
concentracion de HBeAg suficiente para que fuese indetectable por los EIA convencionales pero no para
impedir completamente su expresion. Otra posibilidad seria que la alteracion de la secuencia de
aminoacidos de la proteina precursora del HBeAg en zonas imprescindibles para su procesamiento
intracelular impidieran el correcto desarrollo del proceso que da lugar a la secrecion del HBeAg (Kramvis
y col., 1997). Finalmente, hay que tener en cuenta que no siempre el estadio HBeAg negativo estd
asociado con mutaciones en el genoma, sino que, en algunos casos, podria ser debido a que el HBeAg no
es detectable utilizando las técnicas convencionales debido a un exceso de anticuerpo anti-HBe vy, de
esta manera, el HBeAg producido se encontraria en forma de inmunocomplejos (Loriot y col., 1995).

En el grupo de pacientes con hepatitis cronica HBeAg positivo, tnicamente el 17% de los casos
presentaban mutaciones en la region del precore; todos ellos tenian una poblacion viral mixta constituida
por la variante mutada y no mutada. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en estudios previos
que han descrito en pacientes con hepatitis cronica HBeAg positivo una prevalencia de entre un 0% y un
34% de casos con mutaciones en el precore (Brunetto y col., 1991; Niitsuma y col., 1997; Cabrerizo y
col., 1998; Nagasaka y col., 1998). La mediana de la concentracion de HBeAg en los casos que
presentaban la variante mutada era de 43 UPE/mL, mientras que en los casos con la variante normal era
de 792 UPE/mL. Estos datos sugerian que aquellos pacientes con la variante mutada podrian estar en una
fase proxima a la seroconversion. Aunque nuestro estudio no permite confirmarlo, esta hipdtesis no
resultaria sorprendente dado que se ha descrito que en la evolucion natural de la infeccidn cronica por el
VHB hay un 3% anual, aproximadamente, de portadores HBeAg positivo que seroconvierten a anti-HBe

de una manera espontanea (Hoofnagle, 1981; Viola y col., 1981).

Finalmente, llama la atencion que la proporcion y el tipo de sustituciones en la secuencia del precore
encontradas en los portadores asintomaticos HBeAg negativo fueran similares a las observadas en las
hepatitis cronicas HBeAg negativo, independientemente de la concentracion de ADN-VHB, lo que indica
que el analisis aislado de la region precore no permitiria diferenciar una hepatitis cronica HBeAg negativa
de un portador asintomatico HBeAg negativo. En este punto se ha de recordar que en la region del PBC, y
a diferencia de lo observado en el precore, los portadores asintomaticos y las hepatitis cronica HBeAg
positivo presentaban un porcentaje similar de mutaciones. Estos resultados sugieren que el analisis
conjunto de las dos regiones permite distinguir a nivel de las caracteristicas gendmicas la hepatitis cronica
del estadio de portador asintomatico.

Como se ha comentado con anterioridad, al analizar la distribucion de los genotipos mayoritarios A y D
hemos observado que globalmente habia una mayor prevalencia de pacientes infectados por el VHB de
genotipo D. Estos datos estan de acuerdo con un trabajo preliminar realizado por nuestro equipo en
Espafia (Rodriguez y col., 1995) y por otros investigadores en el area Mediterranea (Brunetto y col.,
1991; Grandjacques y col., 2000; Lindh y col., 1996). Asimismo, encontramos que el genotipo A era el
mas frecuente entre los pacientes HBeAg positivo mientras que el genotipo D lo era entre los HBeAg
negativo con ALT elevada. La distinta proporcion de genotipos en relacion al estadio HBeAg se ha
descrito también en otros trabajos, tanto entre los genotipos A y D (Grandjaques y col., 200) como entre
los genotipos B y C (Lindh y col., 2000; Orito y col., 2001). Estos resultados se pueden justificar, como
se vera mas adelante, por el distinto mecanismo de seleccion de las mutantes en el precore en cada uno de
los genotipos. Al estratificar los pacientes de acuerdo con el genotipo viral y examinar la relacion con las
mutaciones del precore, se aprecid una clara asociacion en el sentido de que un 80% de pacientes con
genotipo D presentaban secuencias mutadas en el precore mientras que unicamente un 40% de genotipo
A. El hecho de que la proporcion de mutaciones en la posicion 1896 (mayoritaria) sea superior en los
pacientes con genotipo D que en los pacientes con genotipo A se explica, como se ha comentado con



anterioridad, por el apareamiento entre las posiciones 1858 y 1896 (complementariedad C/G o T/A). En el
genotipo D es caracteristica una T en la posicion 1858, por lo que la emergencia de una A en la posicion
1896 permite un correcto apareamiento. En el genotipo A, por lo contrario, en la posiciéon 1858 es
caracteristica una C, por lo que la sustitucion de una A en la posicion 1896 romperia el apareamiento que
ya existe. En el caso del genotipo A, para conseguir un nuevo apareamiento tendria que darse una
segunda mutacion que cambiaria una C por una T en la posicion 1858, fendémeno que resulta mas
improbable (Lok y col., 1994; Tong y col., 1993).

Finalmente, las mutaciones de las posiciones 1814-1817 que también impiden la expresion del HBeAg
eran mas frecuentes en el genotipo A (aproximadamente el doble del genotipo D). Este resultado se
podria explicar por la dificultad, comentada con anterioridad, que representa la emergencia de la variante
mutada 1896 en el genotipo A, por lo que en este genotipo, las mutaciones en las posiciones 1814-1817
representarian un mecanismo alternativo a la mutacioén en la posicion 1896 para no expresar el HBeAg.
La baja proporcion de las mutaciones en las posiciones 1814-1817, en comparacion con las de la posicion
1896, podria estar relacionado con el papel de éstas en la expresion del ARN pregenomico, ya que estas
posiciones forman parte de la region de inicio de la transcripcion de este ARN (Lindh y col., 1996). En
contraste, la mutacion en la posicion 1899, que no impide la expresion del HBeAg, resulté también mas
frecuente en el genotipo D, lo que no era de extrafiar debido a la asociacion que existe entre las
mutaciones de las posiciones 1896 y 1899. Ambas posiciones forman parte de la sefial de encapsulacion
y el correcto apareamiento de las mismas incrementa la estabilidad de esta sefial (Rodriguez y col., 1995;
Tong y col., 1993).

El estudio de la concentracion del ADN-VHB mostr6 diferencias significativas entre los cuatro grupos de
pacientes, con una tendencia lineal decreciente en el sentido HBeAg positivo ALT elevada (mediana
ADN-VHB 3.8x10%copias/mL), HBeAg negativo con ALT elevada (6.6x10°copias/mL), HBeAg negativo
con ALT fluctuante (4.5x10* copias/mL) y portadores asintomaticos (1.1x10* copias/mL). Al
correlacionar las mutaciones en el precore con la replicacion del VHB observamos que en el grupo
HBeAg negativo con ALT elevada, las concentraciones mas altas de ADN-VHB correspondian a los
pacientes con mutaciones en la posicion 1896 aisladamente o acompafiada de cambios en la 1899. En este
grupo, la mayor concentracion de ADN-VHB relacionada con la posicion 1896 se mostré claramente en
los pacientes infectados por el genotipo D, explicandose por el correcto apareamiento de las posiciones
1858 y 1896 que aumenta la estabilidad de la sefial de encapsulacion del ARN pregenémico y en
consecuencia la replicacion del VHB. La elevacion de los niveles de ADN-VHB relacionada con la
posicion 1899 se veia claramente en los pacientes con hepatitis cronica HBeAg negativo, tanto en los que
tenian la ALT elevada como en los que presentaban valores de ALT fluctuantes. Este resultado era mas
evidente en el genotipo D que en el genotipo A. Finalmente, es de destacar la fuerte asociacion entre la
deteccion simultanea de las mutaciones 1896 y 1899 y el incremento significativo de la concentracion del
ADN-VHB en presencia de estas dos mutaciones, resultado observado principalmente en los casos
HBeAg negativo con ALT elevada. La explicacion de este aumento reside en una mejor estabilizacion de
la sefial de encapsulacion por la presencia de mutaciones en las dos posiciones. En el genotipo A no se
evidencié tan claramente este incremento debido, como se ha comentado previamente, al correcto
acoplamiento que ya se da en las secuencias de las variantes del VHB no mutadas en el precore. La
asociacion entre mutaciones en la region del precore del VHB y el incremento en la concentracion de
ADN-VHB ha sido descrita en estudios in Vitro que sugieren que la variante mutada replica mejor que la
no mutada (Guidotti y col., 1996; Lamberts y col., 1993) y por estudios realizados in vivo (Tillmann y
col., 1995). Sin embargo, es de destacar el hecho de que entre los grupos de pacientes HBeAg negativo,
tanto hepatitis cronica como portadores asintomaticos, se observaron diferencias claramente significativas
en la concentracion del ADN-VHB y, no obstante, entre ellos no habia suficientes diferencias en cuanto
al numero y tipo de mutaciones en la region precore que pudiesen justificar los distintos grados de
replicacion. Por lo tanto el analisis aislado de la region precore no permite explicar el distinto nivel de
replicacion del VHB en cada uno de estos grupos, por lo que se han de tener en cuenta otros factores tales
como otras regiones del genoma de VHB o la respuesta inmune del individuo.

Al correlacionar variabilidad genomica y lesion histologica se vio que en el genotipo D la mutacién en la
posicion 1896 podria estar relacionada con la CH. La asociacion entre la severidad de la lesion hepatica y
la mutacion precore ha sido expuesta también por otros autores (Carman y col., 1989; Tillmann y col.,
1995). Sin embargo, existe confusion acerca del impacto de las mutaciones del precore ya que, por un
lado, en nuestro estudio, al igual que en otras investigaciones, se han encontrado mutaciones en
portadores asintomaticos con valores normales de ALT y concentraciones de ADN-VHB bajas o
indetectables (Akarca y col., 1994; Fujiwara y col., 1998; Karayiannis y col., 1995; Karino y col., 2000).
En segundo lugar, hemos observado que todos los analisis histologicos correspondientes a los pacientes
HBeAg negativo con ALT fluctuante presentaban lesiones de HCA, lo que sugiere que en el desarrollo de
la CH existen otros factores ademas de las mutaciones en la posicion 1896.



Como se ha comentado previamente los resultados de los analisis efectuados in vitro (Guidotti y col.,
1996; Lamberts y col., 1993) y alguno de los efectuados en pacientes con hepatitis cronica (Tillmann y
col., 1995), como los obtenidos en el presente trabajo, demuestran que las mutaciones en el precore
incrementan la multiplicacion del VHB, justificandose la patogenicidad de las cepas mutadas (Brunetto y
col., 1993). En nuestro trabajo se observo que los pacientes HBeAg negativo con ALT elevada,
presentaban mayores concentraciones de ADN-VHB en presencia de las mutaciones en las posiciones
1896 y 1899. Por otro lado, se vio una relacion entre las variantes mutadas para la posicion 1899 y la CH,
y que las posiciones 1896 y 1899 estaban relacionadas. La relacion entre las aparicion de la variante
mutada en la posicion 1899 y una enfermedad hepéatica severa también ha sido descrita por Chan y col. en
el afio 2000 y por Tillmann y col. en 1995. Estos resultados sugieren una asociacion entre el nivel
replicativo y la gravedad de la lesion hepatica. En este punto, hay que tener en cuenta que las mutaciones
en la region precore impiden la expresion del HBeAg, antigeno que, como se ha explicado previamente,
modula negativamente la respuesta citotoxica responsable de la lesion hepatica, por lo que la lesion
hepatica parece presentar una etiologia multifactorial que incluye caracteristicas del VHB vy
caracteristicas propias del huésped.

También se observd que el tiempo conocido de infeccion de los pacientes HBeAg negativo con ALT
fluctuante y portadores asintomaticos era superior al de los pacientes HBeAg negativos con ALT elevada
y, sin embargo, la lesion hepatica en este tltimo grupo era mas grave que en los primeros, a pesar de que
los cambios observados en las posiciones 1896 y 1899 eran similares en los tres grupos. Esta situacion se
podria explicar si la gravedad de la lesion hepatica se relacionara con la actividad replicativa del VHB,
reflejada en las concentraciones del ADN-VHB, y en el tiempo en que el virus esta replicando de manera
continuada (presencia de valores elevados de ALT). De esta forma, se podria asumir que el VHB estaria
activo permanentemente en los pacientes con ALT elevada, unicamente activo en los periodos con ALT
elevada en los paciente con ALT fluctuante y no estaria activo en los pacientes con ALT normal, como
es el caso de los portadores asintomaticos.

La explicacion de los diferentes niveles de replicacion asi como el momento en que ocurren, podria venir
determinada por la variabilidad de otras regiones del VHB no analizadas en este estudio, como por
ejemplo la region del core, que codifica los epitopos que estimulan la respuesta citotoxica responsable del
aclaramiento viral.

5.1.3. RELACION ENTRE LAS MUTACIONES DEL PROMOTOR
BASICO DEL GEN PRECORE-CORE Y LAS DE LA REGION PRECORE
DEL VHB.

En el grupo de pacientes con hepatitis cronica HBeAg positivo detectamos mutaciones en el PBC y/o
precore del VHB en el 54% de los casos: 37% s6lo en el PBC, 7% tnicamente en la region del precore y
10% en las dos regiones. Al relacionar deteccion de mutaciones con la concentracion del HBeAg se vio
que la mediana de concentracion de HBeAg era inferior en los pacientes con la variante mutada en el
PBC. Estos resultados confirman la observacion de los analisis realizados in Vitro, que las mutaciones en
el PBC disminuyen de forma notoria la expresion del HBeAg, pero que no la anulan. En relacion con la
deteccion de las mutaciones del precore que impiden la expresion del HBeAg hay que sefalar que en
todos los casos HBeAg positivo en los que se encontraron dichas mutaciones habia una poblacion viral
mixta constituida por las variantes mutada y no mutada en esta region. La presencia de estas dos
poblaciones estaria probablemente relacionada con el proceso de emergencia de la variante mutada, que
no expresa el HBeAg, y la inmuno-eliminacion de la variante del VHB no mutada HBeAg positiva. Un
seguimiento longitudinal de estos casos permitiria confirmar la hipdtesis de la seleccion y establecer la
relacion entre la presencia de mutaciones en la region del precore y el proceso de seroconversion a anti-
HBe.

Al analizar globalmente las secuencias de ADN-VHB obtenidas de los pacientes con hepatitis cronica
HBeAg negativo encontramos que el 96% de los casos presentaban mutaciones en el PBC y/o precore del
VHB, de acuerdo con la siguiente distribucion: el 24% tenian cambios Uinicamente en la region precore,
16% solo en el PBC y el 56% restante presentaban cambios en las dos regiones. Nuestros resultados
indican que la hepatitis cronica HBeAg negativo en nuestra area geografica estd asociada a nivel
molecular con mutaciones en el PBC o en la region del precore del VHB. No obstante, tres pacientes
HBeAg negativo con hepatitis cronica no presentaron mutaciones ni en el PBC ni en la region precore. Al
especular sobre la causa por la cual en estos portadores ADN-VHB positivo no se detectaba el HBeAg se
podria pensar, por ejemplo, en alteraciones en otras regiones funcionales reguladoras del HBeAg, tales



como la URR (“upper regulatory region”) del promotor del gen precore-core o en zonas imprescindibles
para el procesamiento intracelular de este antigeno tales como la secuencia de aminoacidos de la proteina
precursora del HBeAg. Alteraciones en esta tltima region impedirian el correcto desarrollo del proceso
que da lugar a la secrecion del HBeAg (Kramvis y col., 1997). Finalmente, es importante tener en cuenta
al interpretar un resultado HBeAg negativo en los casos con hepatitis cronica con mutaciones inicamente
en el PBC, en los que s6lo hay una disminucion de la expresion del HBeAg, que la ausencia de este
antigeno en suero podria ser debida a su baja concentracion, por lo que un exceso de anticuerpo anti-HBe
lo bloquearia en forma de inmunocomplejos, resultando indetectable por los métodos convencionales
(Loriot y col., 1995).

En el estudio de la relacion entre las variantes del PBC y del precore con los genotipos virales A y D de
los pacientes HBeAg negativo con hepatitis cronica, se encontrd que el 82% de pacientes infectados por
el genotipo A presentaban mutaciones: el 8% solo en el precore, el 38% sdlo en el PBC y el 46% en
ambas regiones; mientras que en el genotipo D todos los pacientes presentaban mutaciones bien en la
region precore (27%), PBC (5%) o en ambas regiones (68%). De nuestros resultados se desprende que en
las hepatitis cronicas con el caracter HBeAg negativo, las mutaciones del PBC son mas frecuentes en los
pacientes de genotipo A y que las mutaciones de la region precore son mas frecuentes en el genotipo D.
Hay que sefialar que la diferencia en la proporcion de mutaciones en el PBC entre estos dos genotipos es
menos evidente que la diferencia en la proporcion de mutaciones de la region del precore.

Las mutaciones en la secuencia de ADN-VHB de los portadores asintomaticos del HBsAg no han sido
bien caracterizadas debido, en parte, a que en un numero significativo de casos el ADN-VHB es
indetectable o bien su concentraciéon es muy baja, por lo que el proceso de caracterizacion mediante
secuenciacion es extremadamente laborioso y en ocasiones dificil de realizar. Este problema se ha
evidenciado en nuestro estudio en el que tan s6lo se han podido secuenciar un 35% de las muestras
obtenidas de los portadores asintomaticos. En estos pacientes la mediana de la concentracion de ADN-
VHB observada fue de 1x10%copias/mL, significativamente inferior a la detectada en los casos con
hepatitis cronica. Al analizar las mutaciones en el PBC hemos visto que su prevalencia era similar en los
portadores asintomaticos HBeAg negativo (57%) y en los pacientes con hepatitis cronica HBeAg positivo
(47%), pero inferior a la proporcion observada en los pacientes con hepatitis cronica HBeAg negativo
(71%). Sin embargo, los pacientes con hepatitis cronica HBeAg positivo presentaban una replicacion del
VHB alta y un tiempo de infeccion corto, mientras que en los portadores asintomaticos ocurria lo opuesto,
siendo ademas HBeAg negativo. Por el contrario, la proporcion y el tipo de sustituciones en la secuencia
del precore encontradas en estos pacientes fueron parecidas a las observadas en las hepatitis cronica
HBeAg negativo, independientemente de la concentracion de ADN-VHB. Estos resultados sugieren que
el analisis conjunto de las dos regiones permite diferenciar a nivel molecular las infecciones por el VHB
en el portador asintomatico y el paciente con hepatitis cronica. En la practica este estudio seria
especialmente util para establecer el diagndstico diferencial entre portadores HBeAg negativo y hepatitis
cronica HBeAg negativo con ALT fluctuante, que presentan una proporcion semejante de mutaciones en
el precore pero diferentes en el PBC (posiciones 1762-1764). En estos dos grupos el estudio de las
posiciones 1762-1764 tendria una sensibilidad del 83% y un valor predictivo negativo del 78%. De esta
manera se clasificarian correctamente la mayoria de pacientes con hepatitis cronica y ALT fluctuante,
83% aproximadamente (este porcentaje alcanzaria el 89% para el genotipo A). Por otro lado, la no
deteccion de estas mutaciones indicaria en un 78% de los casos el estadio de portador asintomatico.
Aunque la existencia de mutaciones en el PBC y en la region del precore en los portadores asintomaticos
ha sido descrita previamente (Akarca y col., 1994; Baptista y col., 1999; Chan y col., 2000; Karino y col.,
2000), el significado y la consecuencia de las mismas es de dificil interpretacion. El portador asintomatico
HBeAg negativo representa la ltima etapa del curso natural favorable de la infeccion créonica por el VHB
(Fujiwara y col., 1998), mientras que la presencia de mutaciones refleja la presion inmunologica y, en
consecuencia, la seleccion de las variantes mejor adaptadas, que mantendrian la replicacion al evadir la
respuesta inmune. Por lo tanto, las mutaciones en este grupo de pacientes, con niveles replicativos tan
bajos, no tendrian un significado claro, aunque se puede suponer que las mutaciones fueron seleccionadas
en fases anteriores al estadio de portador asintomatico (Fujiwara y col., 1998). Se ha de pensar también
que probablemente existen otros factores ajenos a las regiones analizadas del virus y/o caracteristicas
inmunologicas propias de cada individuo que condicionan el estadio de portador asintomatico y al mismo
tiempo la deteccion de mutaciones.

El estudio de la region del ADN del VHB comprendida entre las posiciones 1742 y 1900 en todos los
pacientes incluidos en este trabajo, nos ha permitido observar que en el genotipo A se encontraban
pacientes HBeAg negativo con mutaciones en el PBC pero no en la posicion 1896 del precore y que
todos los pacientes con mutaciones en la posicion 1896 del precore presentaban mutaciones en el PBC,
mientras que en el genotipo D se encontraban pacientes HBeAg negativo con so6lo mutaciones en la
posicion 1896. Estos resultados sugeririan que la aparicion de mutaciones en la region del PBC y de la



posicion 1896 mostraban un distinto comportamiento relacionado con el genotipo viral, de manera que
en el genotipo A las mutaciones en el PBC emergerian antes que las mutaciones en el posicion 1896
mientras que en el genotipo D se daria lo contrario. Estas conclusiones se han obtenido en base al analisis
de las proporciones de mutaciones en las regiones del PBC y del precore, no obstante un estudio
longitudinal permitiria confirmar estas observaciones.

Se ha descrito ampliamente que en los pacientes con hepatitis cronica la emergencia de mutaciones, en
especial las de la region precore del VHB, ocurria durante o en torno al proceso de la seroconversion de
HBeAg a anti-HBe, asumiéndose que este proceso refleja la presion inmunologica que selecciona la
variante mutada del virus (Hamasaki y col., 1994; Okamoto y col., 1990). Sin embargo dos estudios mas
recientes no estan de acuerdo con la suposicion de que la conversion inmunologica y gendémica sean tan
cercanas en el tiempo. Maruyama y col. en un estudio realizado en el afio 1998 en pacientes con hepatitis
créonica con un periodo de seguimiento medio de 3 afios observaron que aunque a menudo la
seroconversion inmunolodgica era un fendmeno anterior a la conversion genomica (deteccion de variantes
en la region precore que impiden la expresion de HBeAg) encuentran en un 14% de pacientes HBeAg
positivo la presencia de variantes mutadas en el precore en forma mixta y concluyen que ambas
conversiones son fendmenos independientes. Posteriormente Bldckberg y col. en una investigacion
llevada a cabo en el afio 2000 en pacientes con hepatitis cronica en la que, a diferencia del trabajo anterior
valoraban las mutaciones en las regiones del PBC y del precore tras la seroconversion, observaron que el
patron de deteccion variaba entre los diferentes genotipos, de manera que en los pacientes con genotipo
A se detectaban en primer lugar las mutaciones en el PBC y después las del precore, mientras que en el
genotipo D no se detectaban mutaciones en ninguna de las dos regiones a pesar de los 17 meses
transcurridos desde el momento en que los anticuerpos anti-HBe eran positivos. Estos autores consideran
que la falta de mutaciones en las muestras de suero de los pacientes infectados por el VHB de genotipo D
pueda ser debida a que el tiempo de seguimiento haya sido demasiado corto como para permitir la
emergencia de una cantidad suficiente de variantes mutadas que posibiliten su deteccion. Aunque en
nuestro estudio la emergencia de mutaciones en relacion a la seroconversion no ha sido analizada, de los
resultados obtenidos en el grupo de pacientes HBeAg positivo se desprende que la seroconversion y la
seleccion de mutaciones son fendmenos separados, puesto que en este grupo se identificaron variantes
mutadas en el PBC y en el precore en el 47% y el 17% de los casos, respectivamente. Estos resultados
estan de acuerdo con los encontrados por Maruyama. Sin embargo en los pacientes HBeAg negativo de
nuestro es tudio la proporcion de casos con mutaciones en el precore era muy superior al observado por
este autor, debido probablemente a que el tiempo transcurrido desde la seroconversion anti-HBe era
mayor. Los resultados del presente trabajo corroboran la apreciacion de Bliackberg de que en el genotipo
A la aparicion de mutaciones en el PBC es anterior a la aparicion de mutaciones en el precore.

El analisis conjunto de las mutaciones en el PBC y en la region del precore y su relacion con la
concentracion de ADN-VHB solo se pudo realizar en las hepatitis cronicas HBeAg negativo con ALT
elevada, debido a que en los demas grupos no habia un numero suficiente de pacientes para llevar a cabo
el estudio. Se observd que el aumento de la replicacion viral estaba asociado tinicamente a la deteccion de
la mutacion en la posicion 1896 de la region precore y era independiente de las mutaciones en el PBC.
Asi mismo, los casos con mutaciones en el PBC que no se acompafaban de la variante mutada en la
posicion 1896 eran los que tenian la concentracion mas baja de ADN-VHB. De todo ello se deduce que el
analisis conjunto de ambas regiones permite una mejor valoracion de los distintos grados de replicacion
viral. Por ultimo, la relacion entre la deteccion simultanea de las variantes del precore en las posiciones
1896 y 1899 y del PBC con la concentracion de ADN-VHB no ha sido estudiada, debido al escaso
numero de pacientes. Sin embargo, al igual que en el analisis aislado de la region precore, es probable
que también se hubiese observado la relacion positiva entre los cambios en las posiciones 1896 y 1899 y
el mayor incremento de la carga viral, que serian independientes de la presencia de mutaciones en el PBC,
puesto que, como se ha indicado, las variantes en esta lltima region no afectan a la replicacion del VHB.
Al valorar conjuntamente las mutaciones en el PBC (posiciones 1762-1764) y en el precore (posiciones
1896 y 1899) y su relacion con la lesion hepatica, se observd que en general habia una asociacion entre la
presencia de las mismas y el grado de lesion histologica. Esta relacion aumentaba su significacion cuando
se analizaban las posiciones 1762 y 1899. De esta manera todos los casos con CH presentaban las
variantes mutadas mientras que todos los casos con variantes normales para estas dos posiciones
presentaban HCA. Aunque no tenemos una explicacion para esta observacion, probablemente esté
relacionada con el hecho de que las variantes en las posiciones 1762 y 1899 estan fuertemente asociadas a
las variantes en 1764 y 1896, y aparecerian posteriormente a estas tltimas. Asi mismo, la mutacién 1899
aumentaria la replicacién viral al incrementar la estabilidad de la sefial encapsulacion del ARN
pregenomico.



5.2. 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
BASICO DEL GEN PRECORE-CORE Y DEL PRECORE
DEL VHB.

Los estudios que se han realizado sobre el modelo de replicacion y las interferencias potenciales de los
distintos virus en las coinfecciones por el VHB, VHC y/o VHD, no arrojan resultados concordantes o
conclusivos para establecer cuales son los factores que afectan al modelo de replicacion viral o el papel
que desempefia cada uno de los virus en su influencia sobre los demas. Al menos en parte, este hecho se
podria explicar si se tiene en cuenta que en los primeros estudios sobre este tema la replicacion viral se
estimaba con determinaciones que no proporcionaban informacion real sobre la actividad de los diferentes
virus, ya que se fundamentaban principalmente en la deteccién de antigenos virales y anticuerpos
antivirales. En este sentido, en un trabajo realizado por Liaw y col. en el afio 1992 a partir de la
determinacion de HBcAg y de HDAg en muestras de biopsia hepatica y de anti-VHC en suero, estos
autores sugerian que el VHC suprimia la replicaciéon del VHB y del VHD. Estudios més recientes que
analizan la relacion entre los diferentes virus, han utilizado tecnologias basadas en el andlisis del genoma
viral; no obstante, la mayoria de estos estudios han empleado métodos cualitativos que no permiten
evaluar correctamente distintos grados de replicacion, o bien han utilizado métodos cuantitativos
relativamente poco sensibles (Koike y col., 1995; Mathurin y col., 2000; Ohakawa y col., 1995; Shih y
col., 1993). El método mas ampliamente difundido esta basado en la cuantificacion de la concentracion de
ADN-VHB mediante la técnica de hibridacion liquida con oligonucledtidos ramificados (branched DNA.
Quantiplex, Chiron). Este método presenta una sensibilidad relativamente baja, ya que su limite inferior
de deteccion es de 7x10° copias ADN-VHB/mL. Actualmente, existen pocos estudios que utilicen
técnicas de PCR cuantitativa, las cuales permiten limites de deteccion inferiores a las técnicas
convencionales, lo que es esencial para establecer el grado de replicacion del VHB y del VHC en
pacientes coinfectados y, por lo tanto, tener un mejor conocimiento de la interaccion entre estos virus.

En este trabajo se ha realizado un estudio del grado de replicacion del VHB y del VHC en pacientes
infectados con estos virus en el que, para la valoracion de la replicacion viral, se han utilizado métodos de
PCR cuantitativa de las concentraciones de ADN-VHB y ARN-VHC. Estas técnicas han presentado unos
limites inferiores de deteccion més bajos (1x10° copias /mL) que los utilizados en otros estudios descritos
previamente (Mathurin y col., 2000), lo que nos ha permitido valorar mas correctamente la interaccion
entre el VHB y el VHC, asi como entre éstos y el VHD.

Los resultados de este estudio mostraron que en el grupo de pacientes coinfectados por el VHB y el VHC,
ambos virus disminuian su replicacion con respecto a la observada en pacientes con infeccion aislada por
uno de ellos, lo que indicaba una clara interaccion entre el VHB y el VHC. Ademas, se observo que la
replicacion del VHB disminuia en mayor grado que la del VHC, lo que parece indicar que el VHC
actuaria como virus dominante. Estos resultados estan de acuerdo con un estudio realizado in vitro por
Shilh y col. en 1993 donde observaron que en ausencia de factores del huésped, la proteina core del VHC
podia unirse a los distintos ARN del VHB provocando un efecto supresor sobre la expresion y replicacion
del VHB. Al producirse esta union a la sefial de encapsulacion del ARNpregenomico del VHB se
impediria la sintesis de particulas del VHB. En este mismo estudio, los autores atribuian la habilidad y
especificidad para esta union a los residuos aminoacidicos 122 N-terminales de la proteina core del VHC.
En un estudio posterior llevado a cabo por Santolini y col. en 1994 se observo que en la proteina core del
VHC se encontraban localizadas tres regiones ricas en aminoacidos basicos (aminoacidos 6-23, 39-74 y
101-122) que, junto con otras evidencias tales como la presencia de tres conocidas sefiales de localizacion
nuclear en esta proteina (Chen y col., 1992) y la identificacion de un motivo putativo de union a ADN
(Suzuki y col., 1989), indicarian la posibilidad de que la proteina core del VHC podria interaccionar con
otros genes. Por otro lado, en un estudio realizado por Birbaun y col. en 1990 se identificé la secuencia
minima requerida para la union especifica de la proteina core del VHB al ARNpregendémico (proceso
imprescindible para la encapsulacion y multiplicaciéon del VHB) en un fragmento de 9 aminodacidos en la



proteina core del VHB (residuos 150 a 158) rica en argininas. Al analizar las homologias entre las
proteinas del core del VHB y del VHC, Pontisso y col. en el afio 1998 detectaron que la secuencia de la
proteina core del VHB comprendida entre los residuos 150 a 158, y la secuencia de la proteina core del
VHC de los genotipos 1 y 3 comprendida entre los residuos 113 a 120, presentaban una importante
region, rica en residuos de arginina, en un orden secuencial similar. Sin embargo, para los otros genotipos
del VHC estos mismos 8 aminoacidos no presentaban un motivo rico en argininas. Los autores sugerian
que estos residuos de arginina son cruciales para conducir la unién y, por tanto, la encapsulacion del
ARN. El conjunto de estas observaciones podria explicar la accion inhibidora observada para la proteina
core del VHC sobre la replicacion del VHB de forma que la replicacion del VHB seria suprimida en el
caso de los genotipos 1 y 3 del VHC, pero no el caso del genotipo 2, puesto que este tltimo no muestra tal
homologia. En el presente trabajo no se pudo establecer esta diferencia en la replicacion viral del VHB en
funcion del genotipo del VHC debido a la baja prevalencia de pacientes infectados con genotipos del
VHC diferentes al 1 6 3.

En los estudios realizados hasta la actualidad no se ha encontrado ningun trabajo que valore la inhibicién
del VHC por el VHB, probablemente debido a la ausencia de modelos in vitro adecuados para el estudio
de la replicacion del VHC. Sin embargo, parece posible que la interaccion entre la proteina core del VHB
y el ARN del VHC ocurra mediante un mecanismo similar al descrito anteriormente, lo que explicaria la
influencia reciproca en la replicacion de ambos virus. Esta hipdtesis se ve apoyada en nuestro trabajo por
el hecho de que la concentracion de ADN-VHB era significativamente inferior en los pacientes con
mayores concentraciones de ARN-VHC que en los pacientes con concentraciones indetectables de ARN-
VHC. En la concentracion de ARN-VHC ocurria lo contrario, es decir, ésta era significativamente inferior
en los pacientes con mayores concentraciones de ADN-VHB que en los pacientes con concentraciones
indetectables de ADN-VHB.

Las concentraciones de ADN-VHB encontradas en los pacientes con coinfeccion por el VHB y el VHD
eran inferiores a las concentraciones observadas en el grupo de pacientes con infeccion aislada por VHB.
Este resultado esta de acuerdo con la observacion de que el VHD inhibe la replicacion del VHB (Rizetto
y col., 1988). Este efecto inhibidor podria ser debido a la participacion de la ARN polimerasa II ADN-
dependiente del huésped en la replicacion del VHB y del VHD, y la inhibicion de este enzima por accion
del antigeno delta de mayor peso molecular (Modahl y col., 2000).

En un estudio reciente Mathurin y col. en el afio 2000, describieron que el VHD en la triple coinfeccion
afectaba negativamente la replicacion del VHB y del VHC, por lo que el VHD tendria un papel
dominante. Sin embargo, estos resultados no estan de acuerdo con los obtenidos por Liaw y col. en 1995,
cuando describieron que en el curso progresivo de la triple coinfeccion el VHC era el dominante. Los
motivos de estas discrepancias podrian ser debidas a la distinta localizacion geografica en la que se
realizaron dichos estudios: Europa y Asia. En estas areas geograficas se han descrito diferencias en
cuanto al momento de inicio y desarrollo de la infeccion por el VHB, las caracteristicas inmunologicas
del huésped, la severidad de la infeccion por el VHD y la distribucion de genotipos virales. En este
sentido es importante indicar que el genotipo I del VHD predomina en el area Mediterranea y se ha
asociado a una evolucion clinica menos favorable que el genotipo II, forma predominante en Asia
(Cotrina y col., 1999). Nuestros resultados, de acuerdo con los obtenidos por Mathurin y col. en un area
proxima a la nuestra, parecen indicar que el genotipo I del VHD es el mas fuerte en términos de
capacidad replicativa puesto que el ARN-VHD presentd un mayor indice de positividad (95%) que el
ADN-VHB (64%) y el ARN-VHC (68%) en la infeccion por los tres virus. Ademas el VHD tenia un
efecto supresor sobre los virus VHB y VHC. Es interesante sefialar que en la triple coinfeccion el VHD
parece ejercer una influencia mas negativa sobre la replicacion del VHC que sobre la del VHB, sin
embargo en este momento no se dispone de datos que permitan explicar el mecanismo involucrado en
este fendmeno.

Al analizar las variantes con mutaciones en la region del precore del VHB capaces de impedir la
expresion del HBeAg se encontrd que la frecuencia de estas variantes era menor en los grupos de
pacientes con coinfeccion por el VHB y el VHC que en el grupo con infeccion aislada por el VHB (21%
vs 53%). En cambio, este fendmeno no se observé en los pacientes coinfectados con el VHB y el VHD.
Aunque no tenemos explicacion para la incidencia similar de variantes mutadas entre los pacientes
coinfectados por el VHB y VHD vy los pacientes con infeccion aislada por el VHB, nuestros resultados
concuerdan con los obtenidos por Wu y col. en el afio 1996, quienes encontraron que el 55% de los
pacientes coinfectados por el VHD y el VHB presentaban este tipo de mutaciones en el precore. Los
autores explican este fenomeno basdndose en que sus pacientes eran antiguos portadores del VHB que ya
habian desarrollado estas mutaciones antes de la superinfeccion con el VHD. En el presente trabajo no se
disponia de datos suficientes para confirmar esta observacion.

Hay pocos trabajos que estudien la presencia de mutaciones en la region del precore del VHB en los
pacientes con coinfeccion dual o triple. En un estudio realizado por Yeh y col. en 1994, en clones del



ADN-VHB obtenidos de un pequefio grupo de pacientes (7 con coinfeccion por el VHB y el VHC, y 2
con triple coinfeccion por el VHB, el VHC, y el VHD) vieron que estas mutaciones no se encontraban en
los pacientes con coinfeccion cronica por VHC y VHB o coinfeccion triple. Més recientemente, en un
estudio multicéntrico con datos apareados realizado en Italia por Sagnelli y col. en el afio 2000, en
pacientes con coinfeccion triple o coinfectados con el VHB y el VHC, encontraron una frecuencia muy
baja de mutaciones del precore (s6lo un 10%). Ambos trabajos relacionan este hecho con el efecto
inhibidor del VHC sobre la replicacion del VHB, puesto que con una menor replicacion del VHB
disminuiria la posibilidad de aparicion de mutantes. Sagnelli y col. proponen otras dos posibles hipdtesis
para explicar sus resultados; en primer lugar, un sistema inmunologico debilitado por la presencia de una
infeccion virica multiple seria menos eficaz a la hora de ejercer una presion selectiva sobre las variantes
del precore. En segundo lugar, argumentan que, el VHC podria realizar una mayor inhibicion sobre las
variantes del VHB con mutaciones en el precore que sobre las variantes no mutadas ya que las primeras
pueden tener una menor capacidad de replicacion. En relacion con estos resultados se han de tener en
cuenta dos consideraciones. Por un lado, en este trabajo no han considerado un grupo de pacientes con
coinfeccion por el VHB y el VHD que, segiin nuestros resultados, a pesar de la inhibicion en la
replicacion del VHB, presentan una proporcion de mutantes del precore similar a la del grupo con
infeccion aislada por el VHB. Por otro lado, el VHC, factor comiin en la coinfecccion triple y en la
coinfeccion por el VHB y el VHC, podria estar relacionado con el origen de esta distinta prevalencia. En
este sentido, un estudio inmunoldgico realizado por Tsai y col. en 1995 en el que se evaluaba la respuesta
proliferativa de las células mononucleares de sangre periférica a distintos antigenos virales del VHB y del
VHC, mostraba que en las hepatitis cronicas por el VHB y el VHC la respuesta inmune del huésped se
dirigia preferentemente a los antigenos del VHC y ejercia una menor presion selectiva sobre el VHB;
aunque en este estudio no se aclara como el sistema inmunitario realiza esta “seleccion”, sefiala que seria
necesario investigar si este fenomeno se debe a mediadores inmunitarios inducidos por el VHC en el
sistema inmune del huésped. De esta manera, las variantes con mutaciones del precore del VHB no
llegarian a ser seleccionadas y la variante no mutada seria la mayoritaria. Con relacion a las variantes en
la region del PBC del VHB, y siguiendo con el razonamiento anterior, una menor presion selectiva
tendria efectos analogos, es decir, se observaria preferentemente la variante no mutada. En nuestro
estudio este fenomeno solo se observd de manera significativa en pacientes coinfectados por el VHB de
genotipo A, genotipo que en el grupo por infeccion aislada por el virus VHB presenta una mayor
proporcion de mutaciones en el PBC.

Actualmente se dispone de poca informacion del efecto biologico de los diferentes genotipos del VHB y
la presencia de mutaciones en el precore y/o PBC sobre la replicacion del VHB o su interaccion con otros
virus en pacientes coinfectados. Acerca de este particular, en el presente trabajo sélo se pudo observar
que en los pacientes HBeAg negativo, tanto en los coinfectados como en los no coinfectados emparejados
a los anteriores, las concentraciones de ADN-VHB se incrementaban con la presencia de mutaciones en el
precore y el PBC, aunque esta asociacion no era significativa en el caso de los pacientes coinfectados. En
este punto hay que sefialar que al analizar los grupos de pacientes HBeAg negativo pertenecientes a los
estadios clinicos comentados en el apartado Discusion 5.1, no se observd relacion entre las mutaciones
del PBC y la replicacion viral. Estos resultados discrepantes, también observados en experimentos in vitro
(Buckwold y col 1996; Giinther y col., 1998), se han comentado en el apartado Discusion 5.1. En
relacion con la carga viral del VHC, en nuestro estudio no se encontr6 asociacion entre ésta y la presencia
de mutaciones en el precore, el PBC y el genotipo del VHB. Este resultado apuntaria a que otros aspectos
tales como factores relacionados con el huésped, el mecanismo especifico de replicacion viral, o el
proceso de penetracion del virus, podrian ser mas importantes para esta interaccion compleja que los
factores inherentes al virus examinados en este estudio.

El estudio de la interaccion viral mediante el analisis cuantitativo de las concentraciones de ARN-VHC y
de ADN-VHB muestra que en la coinfeccion por el VHB y el VHC se produce una inhibicion mutua
entre el VHB y el VHC, con un mayor efecto inhibidor del VHC sobre la replicacion del VHB. El VHD
presenta un papel dominante tanto en la confeccion por el VHB y el VHD como en la coinfeccion por el
VHB, el VHC y el VHD, afectando negativamente a la replicacion del VHB y del VHC. En la triple
coinfeccion el efecto dominante del VHD parece desarrollar una mayor inhibicion en la replicacion del
VHC que en la del VHB. Desde un punto de vista clinico, todos estos datos podrian ser importantes en el
momento de establecer una terapia antiviral en los pacientes coinfectados puesto que las estrategias de
tratamiento antiviral son diferentes segun se trate del VHB o del VHC. En este sentido, seria importante
conocer antes del tratamiento los marcadores virales de infeccidon presentes en los pacientes coinfectados
y conocer los virus dominantes en dichos pacientes. Finalmente, la falta de asociacion significativa
encontrada entre las mutaciones del VHB estudiadas, su genotipo y las concentraciones de ARN-VHC,
asi como entre el genotipo del VHC y la concentracion de ADN-VHB, parecen sugerir que en cuanto a la
replicacion, y por encima de las variantes genomicas estudiadas de cada uno de los virus, la compleja



relacion entre ellos se relaciona con la naturaleza del propio virus (VHB, VHC y/o VHD). A pesar de
todo ello seria interesante la realizacion de nuevos estudios a nivel molecular para identificar la causa de
las interacciones virales.
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1. La secuenciacion de la regién del PBC del VHB ha permitido detectar la presencia de variantes
mutadas en la mayoria (82%) de los pacientes ADN-VHB positivo. Las mutaciones encontradas con
mayor frecuencia estaban situadas en las posiciones 1750-1755 (region TA1), 1762 (regiéon TA2),
1764, 1810-1817. Se observo un elevado grado de conservacion en las regiones TA3 y TA4 del PBC,
lo que parece indicar la importancia funcional de las mismas.

2. La mutacidon mayoritaria en la region del PBC ha sido la sustitucion de una G por una A en la
posicion 1764 (76% de las secuencias mutadas), por lo que el analisis de esta posicion seria el mas
sensible para la identificacion de las mutaciones en esta region. La mutacion 1764 se acompaiio en el
90% de los casos por la sustitucion de una A por una T en la posicion 1762.

3. Las mutaciones 1762-1764 del PBC se han asociado preferentemente con la hepatitis cronica HBeAg
negativo, puesto que se han detectado en el 72% de los casos, aunque también se han detectado en
menor proporcion en portadores asintomaticos (52%) y en hepatitis cronica HBeAg positivo (47%).
En este ultimo grupo, la cuantificacion del HBeAg mostré que los pacientes con la variante mutada
tenian una mediana de concentracion (53 UPE/mL) inferior a la detectada en los pacientes con
variante no mutada (796 UPE/mL). Nuestros resultados confirman plenamente que las mutaciones en
el PBC disminuyen pero no anulan la expresion del HBeAg. Sin embargo, en ninguno de los grupos
estudiados se encontraron diferencias en la concentracion de ADN-VHB entre los pacientes
infectados por la variante mutada y no mutada en el PBC.

4. La distribucion de los genotipos mayoritarios A y D resultd ser diferente en los grupos
estudiados, de manera que el genotipo A era mayoritario en el grupo HBeAg positivo con ALT
elevada (60%), el genotipo D lo era en el grupo HBeAg negativo con ALT elevada (60%) y la
prevalencia de ambos genotipos era similar en los grupos HBeAg negativo con ALT fluctuante y
portadores asintomaticos. En la poblacion HBeAg negativa la frecuencia observada de genotipo D
(55%) era inferior a la esperada por los resultados de estudios previos realizados en areas
geograficas proximas. Estos datos sugieren la necesidad de un estudio epidemioldgico a gran
escala.

5. Al analizar la lesion histologica hepatica en relacion a las variantes del PBC se observo una
asociacion entre la presencia de mutaciones y el dafio hepatico, ya que los pacientes con CH tenian
una mayor proporcion de variantes del VHB mutadas en las posiciones 1762 y 1764 que los pacientes
que presentaban HCA. Asi mismo, entre los pacientes infectados por el VHB de genotipo D, los que
presentaban CH tenian mas mutaciones en el PBC que los pacientes con HCA.

6. Las variantes de la region precore del VHB que impiden la expresion del HBeAg se detectaron en el
63% de los casos, siendo las mas frecuentes las correspondientes a las posiciones 1896 (73% de las
secuencias mutadas) y 1814-1817 (23% de las secuencias mutadas. Las mutaciones en la posicion
1896 estaban fuertemente asociadas con cambios en las posiciones 1858 y 1899, los cuales no
impiden la expresion del HBeAg. En el grupo de pacientes HBeAg positivo tinicamente presentaban
mutacion el 17% de los casos y en todos ellos se detectaba la presencia simultanea de las variantes
normal y mutada en el precore.

7. Al correlacionar las mutaciones en la regién precore con la replicacion del VHB, se observo una
asociacion significativa, de forma que, en los pacientes HBeAg negativo con ALT elevada, aquellos
infectados por el VHB de genotipo D y con mutaciones en las posiciones 1896 y/o 1899 presentaron
las concentraciones mas altas de ADN-VHB. Asi mismo, los pacientes HBeAg negativo con ALT
elevada y con mutaciones en la posicion 1899 tenian una mayor proporcion de CH,
independientemente del genotipo.

8. Del andlisis conjunto de las secuencias del PBC y precore del VHB se desprende que el 96% de los
casos con hepatitis cronica HBeAg negativo y ADN-VHB positivo, estaban asociados a nivel
molecular con mutaciones en estas regiones, ya que el 56% de pacientes presentaban cambios en las
dos regiones, el 24% tenian cambios Uinicamente en la region precore y el 16% restante tan so6lo en el
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PBC. El anélisis molecular conjunto de las dos regiones permite caracterizar las infecciones por el
VHB de los diferentes grupos estudiados, mostrando una especial utilidad para distinguir entre el
portador asintomatico y el paciente con hepatitis cronica HBeAg negativo con ALT fluctuante con un
valor predictivo negativo del 78%.

El estudio conjunto de las secuencias del PBC y del precore permite también una mejor valoracion de
los distintos grados de replicacion viral. El aumento de la concentracion de ADN-VHB estaba
asociado unicamente a la deteccion de mutaciones de la region precore y era independiente de las
mutaciones en el PBC. Asi mismo, los casos con mutaciones en el PBC que no se acompaiiaban de la
variante mutada en el precore eran los que tenian la concentracion mas baja de ADN-VHB.

Al valorar conjuntamente las mutaciones en las posiciones 1762 del PBC y 1899 de la region
precore y su relacion con la lesion histologica hepatica se observo que todos los casos con CH
presentaban las variantes mutadas mientras que todos los casos con variantes normales para estas dos
posiciones presentaban HCA.

Finalmente, el estudio de la interaccion viral mediante el analisis cuantitativo de las concentraciones
de ADN-VHB y ARN-VHC muestra que en la coinfeccion por el VHB y el VHC hay una inhibicion
mutua entre los dos virus, con un mayor efecto inhibidor del VHC sobre la replicacion del VHB. En
la triple infeccion el VHD actia como dominante, afectando negativamente la replicacion del VHB y
del VHC, y su accion parece ser mas intensa sobre la replicacion del VHC que sobre la del VHB. La
interaccidon entre los distintos virus no parece estar influida por los genotipos virales ni por las
mutaciones de las regiones del PBC y del precore del VHB.
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LISTA ALFABETICA DE ABREVIATURAS



INDICE DE ABREVIATURAS

A: Adenina.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADN-VHB: ADN del virus de la hepatitis B.

ADNccc: ADN circular y cerrado covalentemente.

Ala: Alanina.

ALT: Alanina aminotransferasa.

Anti-HBc: Anticuerpo frente al antigeno core del virus de la hepatitis B.
Anti-HBe: Anticuerpo frente al antigeno e del virus de la hepatitis B.
Anti-HBs: Anticuerpo frente al antigeno de superficie del virus de la hepatitis B.
Anti-VHC: Anticuerpo frente al virus de la hepatitis C.

Anti-HD: Anticuerpo frente al virus de la hepatitis delta.

Anti-VIH: Anticuerpo frente al virus de la inmunodeficiencia humana.
Anti-1gG: Anticuerpo frente a la inmonoglobulina G.

ARN: Acido ribonucleico.

ARN-VHC: ARN del virus de la hepatitis C.

ARN-VHD: ARN del virus de la hepatitis delta.

ARNM: ARN mesajero.

Asn: Asparragina.

C: Citosina.

CADN: ADN complementerio.

C/EBP: “CCAAT/enhancer binding protein”

CH: Cirrosis hepatica.

CTL: Linfocito T citotoxico.

COUP-TF1: “Chicken ovoalbumin upstream promoter transcription factor 1.
CURS: “Core upstream regulatory sequence”.

DEIA: ADN enzima inmunoensayo.

Delec: Deleccion.

DR: Repeticion directa corta de una secuencia nucleotidica.

ElA: Enzima inmunoensayo.

G: Guanina.

Gly: Glicina.

GIn: Glutamina.

HBCAQ: Antigeno del core del virus de la hepatitis B.

HBeAg: Antigeno e del virus de la hepatitis B.

HBsAQ: Antigeno de superficie del virus de la hepatitis B.

HC: Hepatitis cronica.

HCA: Hepatitis cronica activa.

HCC: Hepatocarcinoma.

HDAQ: Antigeno delta.

HLA: Antigeno leucocitario humano.

HNF: Factor nuclear del hepatocito.

HRP:anti-1gG: Anti-IgG humana marcada con peroxidasa de rabano.
19G: Inmunoglobulina G.

IgM : Inmunoglobulina M.

IL: Interleuquina.

Ile: Isoleucina.

Inr: Region de inicio.

Inserc: Insecion.

K: Guanina y timina.

K d: Kilodalton.

LEF: “Liver-enriched factor”.

Leu: Leucina.

Lys: Lisina.

M: Adenina y citosina.

Met: Metionina.

nm: Nanémetro.

NRE: Elemento regulador negativo.

n.s.: No significativo.



nt: nucleétido.

ORF: Marco de lectura abierto (“open reading frame”).
pb: pares de bases.

PBC: Promotor basico del gen precore-core.
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
Phe: Fenil-alanina.

Pro: Prolina.

R: Adenina y guanina.

RIA: Radio inmunoensayo.

RNLE: “Rat nuclear liver extract”.

rpm: Revoluciones por minuto.

RT-PCR: Retrotranscripcion y doble PCR.
S: Citosina y guanina.

Sp1l: Proteina Sp1 humana.

T: Timina.

TA: Caja “TATA-like”.

TBP: “TATA binding protein”.

Th: T colaboradora (“T helper”).

Trp: Triptofano.

Ul: Unidades internacionales.

UPE: Unidades Paul Enrich.

URR: “Upper regulatory region”.

Val: Valina.

VHB: Virus de la hepatitis B.

VHC: Virus de la hepatitis C.

VHD: Virus de la hepatitis D.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.
W: Adenina y timina.

Y: Citosina y timina.





