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1. ABREVIATURAS

€ Sefial de encapsidacién épsilon

3¢ Extremo 3’ de la sefial de encapsidacién épsilon

ANT Primer de cuatro nucledtidos TGAA

5'-€ Extremo 5’ de la sefial de encapsidacién épsilon

A

Al1-A7 Subgenotipos del genotipo A del virus de la hepatitis B

aa Aminodcidos

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNbc ADN bicatenario

ADNccc ADN del virus de la hepatitis B circular covalentemente cerrado

ADNmc ADN monocatenario

ADNpol/RT Actividad ADN polimerasa y retrotranscriptasa de la proteina P del virus de la
hepatitis B

ADNTrc ADN del virus de la hepatitis B relajado circular

ADN-VHB Genoma del VHB

ADV Adefovir

AG Aparato de Golgi

ALT Alanina aminotransferasa

ARNpc ARN preCore

ARNpg ARN pregendmico

Ag Antigeno

anti-HBc Anticuerpos contra la proteina core del virus de la hepatitis B

anti-HBe Anticuerpos contra el antigeno e del virus de la hepatitis B

anti-HBs Anticuerpos contra las proteinas de superficie del virus de la hepatitis B

ARNm ARN mensajero

AS Sitio aceptor para el primer 4NT

B

B1-B9 Subgenotipos del genotipo B del virus de la hepatitis B

BER Base excision repair

C

Ci1-Ci6 Subgenotipos del genotipo C del virus de la hepatitis B

C Region core del genoma del virus de la hepatitis B

cB Células B del Sistema Inmune

cccADN ADN circular cerrado covalentemente

CD Célula dendritica

Cp Promotor del preCore/pregenémico

cT Células T del Sistema Inmune

Ct Extremo carboxi terminal

CURS Core upstream regulatory sequence

D

D1-D9 Subgenotipos del genotipo D del virus de la hepatitis B

DAAs Direct acting antivirals

del deleciones

DDB1 DNA damage-binding protein 1

DNMTs ADN Metiltransferasas



D

dNTPs
DR1/DR2
dsIADN
DVHB

emPCR
ERH
ESLD
ETV

F1-F4
FT

Gen/A
Gen/B
Gen/C
Gen/D
Gen/E
Gen/F
Gen/G
Gen/H
Gen/I
Gen/)
GRE

H

HBC
HBcAg
HBeAg
HBsAg
HBSP
HBx
HBwx
HCC
HCC-VHB
HR
HSC
HTAs

11-12
IFNa
indel
Inr
ins
10B

desoxinucledsidos trifosfato

Repeticiones directas 1y 2

ADN lineal de doble cadena

Virus de la hepatitis B del pato (del inglés Duck)

PCR en emulsidn

Elementos de respuesta a hormonas
End-stage liver disease

Entecavir

Subgenotipos del genotipo F del virus de la hepatitis B
Factor de transcripcion

Genotipo A del virus de la hepatitis B
Genotipo B del virus de la hepatitis B
Genotipo C del virus de la hepatitis B
Genotipo D del virus de la hepatitis B
Genotipo E del virus de la hepatitis B
Genotipo F del virus de la hepatitis B
Genotipo G del virus de la hepatitis B
Genotipo H del virus de la hepatitis B
Genotipo | del virus de la hepatitis B
Genotipo J del virus de la hepatitis B
Elementos de respuesta a glucocorticoides

Hepatitis B Crénica

Antigeno core del virus de la hepatitis B

Antigeno e del virus de la hepatitis B

Antigeno de superficie del virus de la hepatitis B
Hepatitis B spliced protein

Proteina X del virus de la hepatitis B

Proteina X completa del virus del virus de la hepatitis B
Hepatocarcinoma

Hepatocarcinoma asociado a la infeccion por el virus de la hepatitis B
Recombinacién homdéloga

Hepatic Stellate Cells

Host targeting agents

Subgenotipos del genotipo | del virus de la hepatitis B
Interferén a

variantes con inserciones y/o deleciones

Elementos iniciadores de la transcripcidon

inserciones

Infeccién oculta por el virus de la hepatitis B
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Kb Quilobases

kDa Kilodalton

L

LAM Lamivudina

LdT Telbivudina

LTC Linfocitos T citotdxicos

LHBs Proteina de superficie del virus de la hepatitis B grande

M

MEC Matriz extracelular

Mf Frecuencia de mutacién

MHBs Proteina de superficie del virus de la hepatitis B mediana

MHR Major hydrophilic region

miARN Micro ARNs

MIR Major Immunodominant Region

MMPs Metaloproteasas de matriz

MVB Cuerpos multivesiculares

N

NGS Next generation sequencing

NNGS Next-next generation sequencing

NK Células Natural Killer

NRE Negative regulatory element

NRREs Nuclear receptor-responding elements

nt Nucleétido

Nt Extremo amino terminal

NTPs Nucleésidos trifosfato

NUCs Antivirales orales inhibidores analogos de nucleds(t)idos

0]

OMS Organizacion Mundial de la Salud

ORF Marco de lectura abierto

P

P Proteina codificada por el ORF P

PCB Promotor basico del core

PC Region preCore del genoma del virus de la hepatitis B

PC/C Regidn preCore/Core del genoma del virus de la hepatitis B

PCR-RFLP Analisis de fragmentos de restriccion de longitud polimérfica

PEG-IFN Interferdn pegilado

Pi Diversidad nucleotidica

PKC Protein kinasa C

PPi Pirofosfato inorganico

PRE Elemento regulador post-transcripcional

preS/S Regidn preS/superficie del genoma del virus de la hepatitis B

PT Dominio que codifica la proteina terminal de la polimerasa del virus de la
hepatitis B

PTP PicoTiterPlate
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RE

RH

RN

RP
ROS
RT

RT pol
RVS

SHBs
Sl

SLN

Sn
spVHB
SV

TDF
TDP
TEM
Th
TLR
™
TOP

UDPS
URR

VBK
VIH

VHB
VHC
VHD

Cuasiespecies del virus de la hepatitis B

Redundancia terminal de la hebra(-) del ADNrc

Reticulo endoplasmatico

Dominio Ribonucleasa H de la polimerasa del virus de la hepatitis B
Superfamilia de los receptores nucleares

Ribonucleoproteina

Especies reactivas de oxigeno

Retrotranscriptasa

Dominio retrotranscripasa de la polimerasa del virus de la hepatitis B
Respuesta viroldgica sostenida

Proteina de superficie del virus de la hepatitis B pequefia
Sistema inmune

Sefial de Localizacién Nuclear

Entropia de Shannon normalizada

Variantes de splicing del VHB

Particulas subvirales

Tenofovir disoproxil fumarato
Tirosil-ADN fosfodiesterasas
Transicidn epitelio-mesénquima
Linfocitos T helper

Toll like receptor
Transmembrana
Topoisomerasas

Ultra-deep pyrosequencing
Upper regulatory region

Particulas virales completas del virus de la hepatitis B
Virological Breakthrough

Virus de la Inmunodeficiencia Humana

Virus de la Hepatitis B

Virus de la Hepatitis C

Virus de la Hepatitis D

Region X del genoma del virus de la hepatitis B

Residuo de tirosina en el dominio PT del virus de la hepatitis B
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2. INTRODUCCION

2.1 VIROLOGIA DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B

2.1.1 HISTORIA

El virus de la hepatitis B (VHB) fue descrito por primera vez por Alter y Blumberg en
1965 con la deteccién de un nuevo antigeno en sangre de un aborigen australiano y que fue
llamado antigeno Australia [1], posteriormente se supo que ese antigeno correspondia al
antigeno de superficie (HBsAg) del VHB [2]. En 1970, Dane et al. detectaron las particulas
virales mediante microscopia electrénica [3] y en 1979 el genoma viral fue secuenciado en su

totalidad [4].

2.1.2 CLASIFICACION

El VHB es un miembro de la Familia Hepadnaviridae, género Orthohepadnavirus (Hepa;
infectan al higado y dna; virus de acido desoxirribonucleico), cuyo hospedador natural es el ser
humano aunque se han aislado virus similares en simio, marmota (woodchuck hepatitis virus
[WHV]), ardillas (ground squirrel hepatitis virus [GSHV]), garzas (heron hepatitis B virus), patos
(duck hepatitis B virus [DVHB]), gansos (goose hepatitis B virus) y grullas (crane hepatitis B

virus) [5].

2.1.3 LA PARTICULA VIRAL

Las particulas virales circulantes en sangre, de entre 40-42 nm de didmetro, estdn
compuestas por una envuelta externa lipidica y una capside interna proteica de entre 30-32
nm, dentro de la cual se encuentra el ADN viral (ADN-VHB), la polimerasa viral y otras
proteinas del hospedador que participan en el ciclo replicativo (Figura 1). La envuelta, derivada
de la célula a la que infecta, estd formada por una bicapa de fosfolipidos y contiene el HBsAg,
que engloba tres tipos diferentes de glicoproteinas de superficie; grande (LHBs), mediana
(MHBs) y pequefa (SHBs) [6]. La nucleocapside esta compuesta por 180-240 mondmeros de
una Unica cadena polipeptidica de 20 kDa, el antigeno core (HBcAg) del VHB vy tiene una
conformacion icosaédrica [7].

Ademas el HBsAg se puede ensamblar en particulas lipoproteicas sin nucleocapside,
llamadas particulas subvirales (SV), no infecciosas y que pueden tener dos morfologias;
esféricas o filamentosas (Figura 2). Una particula esférica de 22 nm puede contener hasta 100

mondmeros de HBsAg, que se ensamblan en las membranas del compartimento post-Reticulo

15



endoplasmatico (RE), pre-Aparato de Golgi (AG)[8] y que en el suero de una persona infectada
pueden ser entre 10%-10° veces mas abundantes que las propias particulas virales. Las
particulas filamentosas, de unos 22 nm de didmetro y longitud variable, son menos

abundantes que las esféricas pero aun asi hay 100 veces mas que de las virales [9].

Figura 1: Viriones de VHB circulantes en sangre. Imagen modificada de © 2002 James A. Perkins, Medical and
Scientific illustrations, http://people.rit.edu/japfaa/infectious.html).

Monémero proteina core

(HBcAg)

Nucleocdpside

ADN-VHB

Polimerasa (P)

Envuelta lipidica

Figura 2: Particulas subvirales (SV) y viriones (V) completos del VHB con microscopia electrénica. Imagen modificada
de http://www.abc.es/salud/enfermedades/abci-virus-hepatitis-dificil-erradicar-organismo-
201603161651 noticia.html.
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2.1.4 ORGANIZACION DEL GENOMA VIRAL Y PROTEINAS CODIFICADAS

El genoma viral consiste en una Unica molécula de ADN circular bicatenario parcial,
constituido por una hebra larga negativa de 3,2 kb y una corta positiva incompleta de longitud
variable (Figura 3). Dentro de la nucleocapside adopta una conformacion relajada circular
(ADNTrc) gracias a una regién cohesiva en los extremos 5’ de ambas cadenas, las repeticiones
directas 1 (DR1) y 2 (DR2). Ademas la polimerasa viral (P) permanece unida covalentemente al
extremo 5’ de la hebra(-) y un pequefio ribonucleétido (RP) al 5’ de la hebra(+). Dentro del
nucleo del hepatocito el ADN viral adopta una conformacion circular covalentemente cerrada
(ADNccc). EI ADNccc se pliega como un minicromosoma junto con histonas y proteinas no
histonas celulares, asi como proteinas virales, y permanece durante toda la vida de la célula

actuando como molde para la sintesis de los ARN virales [10].

Figura 3: Organizacion del genoma del VHB (ADN-VHB) dentro de la particula viral. Se representa la hebra(+) en
negro con el ribonucledtido (RP) unido al extremo 5’ y la hebra(-) en gris con la polimerasa (P) unida al extremo 5’.
Aparecen representados los cuatro marcos de lectura abiertos (ORF), preS/superficie (preS/S) en naranja,
polimerasa (P) en rojo, preCore/Core (PC/C) en verde y X en azul. También aparecen diferentes elementos
reguladores.
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2.1.4.1 ORFs

El genoma del VHB posee cuatro marcos de lectura abiertos (ORF) altamente
solapados; preS/Superficie (preS/S), Polimerasa (P), preCore/Core (PC/C) y X, cuya
transcripcién por la ARN polimerasa Il del hospedador da lugar a cinco ARNm; preS1, preS2/S,
pregendmico (ARNpg), preCore (ARNpc) y X, bajo el control de cuatro promotores virales
(preSip, Sp, Cp y Xp), que se traducen en siete proteinas virales; tres tipos de proteinas de
superficie (SHBs, MHBs y LHBs), la polimerasa viral (P) y los antigenos/proteinas e (HBeAg),
core (HBcAg), y X (HBx) (Tabla 1).

Tabla 1: ORFs, promotores, transcritos y proteinas del VHB. nt: nucledtido en el genoma del VHB.

. . Longitud , PM
ORF Posicion Promotor Posicion ARNm (kb) Proteina (kDa)
preSlp nt 2712-2824 | preS1 2,4 LHBs 39
nt 2854-835 MHB
Sp nt3152-11 |pres2/s| 2,1 - e
SHBs 24
nt 2357-1623 Polimerasa 90
preCore/ | 1613-1849 | ARNPE 32 HBCA 21
nt 1814-2458 | pregendémico g
preCore 3,5 16
nt 1374-1838 X nt 1255-1390 X 0,9 HBx 16,5

2.1.4.1.1 ORF preS/S

El marco de lectura preS/S codifica tres proteinas de superficie diferentes
estructuralmente relacionadas, que son sintetizadas desde tres codones de inicio alternativos
en fase; LHBs desde la posicion nt 2848, MHBs desde la posicion nt 3205 y SHBs desde la
posicion nt 155 asi pues, las tres comparten el mismo extremo carboxi terminal (Ct) pero
tienen diferente longitud en el extremo amino terminal (Nt) (Figura 4). Las proteinas son
traducidas desde dos ARNm subgendmicos, el mas largo (ARNm preS1) codifica la LHBs,
mientras que el ARNm preS2/S codifica las proteinas MHBs y SHBs desde codones de inicio
separados (Figura 4). La sintesis de MHBs y SHBs esta regulada por un potente promotor, no
especifico del higado, Sp, mientras que la transcripcion de la LHBs esta controlada por un
promotor mas débil, hepato-especifico, preSip [11]. Todas tienen la regién principal hidrofilica
MHR (Major hydrophilic region) entre los aminoacidos (aa) 99-169, donde se localiza el
determinante “a” (aa 124-147), principal dominio antigénico diana para la respuesta

neutralizante de anticuerpos de células B (cB) tras una infeccién o la vacunacion [21].
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Figura 4: Representacién de las proteinas de la envuelta del VHB. EI ADN-VHB representado en la parte superior
derecha se transcribe a dos ARNm: ARNm preS1 desde el promotor preS1 (preSlp) y ARNm preS2/S desde el
promotor S (Sp). La traduccidon del ARNm preS1 da lugar a la proteina LHBs, la traduccion del ARNm preS2/S da lugar
a las proteinas MHBs y SHBs. Se muestra el determinante “a” comun a todas ellas.
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ARNm preS1 (2,4 kb)

> AAA
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ARNm preS2/S (2,1 kb)
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preS1 preS2 S
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s
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aa 124-147 SHBs
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w_n

a

Las proteinas de superficie llevan a cabo diferentes acciones durante la morfogénesis y
liberacion de las particulas virales y sus funciones especificas parecen estar estrictamente
relacionadas con su topologia transmembrana (Figura 5). Son proteinas integrales de
membrana ancladas en la superficie de la envuelta de las particulas virales a través del
dominio S, comun a todas ellas. La insercién en la membrana de este dominio se produce
durante su traduccién en la membrana del RE. Se inicia por una secuencia sefal Nt (aa 8-22)
gue no se escinde y que constituye el primer dominio transmembrana (TM1), una segunda
sefial, que forma el segundo dominio transmembrana (TM2) (aa 80-90), dirige la translocacidn
de la cadena creciente a través de la membrana del RE hacia el lumen, hasta que comienza,
alrededor del aa 170, el extremo Ct hidrofébico del dominio S, localizado dentro de la
membrana del RE. La regidon Ct (aa 170-226) se considera como una o dos regiones
transmembrana (TM3/4) (Figura 5). La SHBs es la proteina mas abundante tanto en las
particulas subvirales como en los viriones, LHBs sélo represente el 2% de las proteinas
esféricas subvirales y MHBs junto con LHBs se encuentren en mayor proporcion en viriones y
particulas filamentosas subvirales, pero aun y todo sélo representen aproximadamente el 20%

del total de las proteinas de la envuelta [11].
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La LHBs muestra una biosintesis inusual, resultando en una topologia de membrana
dual para las LHBs maduras. Las secuencias preS1 y preS2 no se translocan co-
traduccionalmente al lumen del RE, y por tanto quedan inicialmente en la cara citosélica del RE
[12]. La sefial que determina la insercidn co-traduccional de esta proteina es el TM2, por tanto
el dominio TM1 no se inserta en la membrana del RE. Después de la traduccién,
aproximadamente el 50% de las LHBs sufren una reorientacién topoldgica post-traduccional
por la que su extremo Nt se transloca al lumen del RE [12]. En estas proteinas LHBs el dominio
TM1 es integrado en la membrana del RE y el dominio preS1-preS2 mira al lumen del RE, y por
lo tanto hacia el exterior de las particulas virales (Figura 5). Dada la orientacion de su dominio
preS, esta forma de la LHBs es responsable del reconocimiento de la célula huésped y de la
infectividad del virus, a través de su receptor especifico identificado recientemente [13], el
péptido co-transportador de sodio-taurocolato (NTCP). Cuando el domino preS1-preS2 es
proyectado en el citoplasma, LHBs juega un papel esencial en la morfogénesis del virus,
interaccionando con la nucleocapside, y esta asociado con la funcidn adicional de preS2 como
proteina reguladora. En esta conformacion citosdlica, el dominio preS2 se une y activa la
protein kinasa C (PKC), resultando en la activacion de la cascada de sefializacion c-Raf/MEK que

controla la expresion de una variedad de promotores celulares y virales.

Figura 5: Esquema de la estructura de las proteinas de superficie del VHB. Se indican los residuos Asn que pueden
ser glicosilados en cada una de ellas [14].
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2.1.4.1.2 0RFP

El gen de la polimerasa (P) es el mas largo del VHB, cubre casi el 80% del genoma, (nt
2357-1623) y tiene una capacidad de codificaciéon de alrededor de 830 aa, solapa con la
totalidad del gen preS/S, la porcién Ct del preCore/Core y la porcion Nt del X (Figura 3).
Codifica una Unica proteina de 90 KDa multifuncional implicada en la encapsidacion,
retrotranscripcion y posterior degradacion del ARNpg y en la sintesis de ADN (ADN pol/RT)
(Ver apartado 2.1.5 Ciclo replicativo). Estd compuesto por cuatro dominios que incluyen un
dominio Nt proteina terminal (PT), una region espaciadora, de longitud variable segun el
genotipo, un dominio ADN polimerasa/retrotranscriptasa (RT pol) y un dominio Ct ARNasa H
(RH) (Figura 3) [15,16]. Pero su estructura tridimensional no ha sido dilucidada, debido a la
dificultad de aislar suficiente cantidad de proteina P pura y soluble, no obstante mediante
analisis genéticos y bioinformaticos se ha demostrado que el dominio RT de Hepadnavirus es
homdlogo a los correspondientes dominios RT de retrovirus. Por eso los modelos propuestos
se basan en esta homologia con la secuencia de la RT del Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH) (Figura 6A) [10,17]. En el dominio RH la homologia de secuencia con el dominio
ARNasa H de transcriptasas reversas de retrovirus y otros retroelementos también es
significativa, aunque baja [18,19].Por otro lado los motivos importantes y residuos criticos para
varias actividades han sido identificados por estudios genéticos y bioquimicos (Figura 6B)

[20,21].

Figura 6: Proteina P del VHB. A: Modelo tridimensional tedrico propuesto para la proteina P del VHB. Los colores
muestran el grado de conservacién, los aa conservados se agrupan en el core catalitico, se indica el motivo YMDD
[22]. B: Se muestra el dominio PT, espaciador, RT pol y RH, los motivos importantes (T3 y RT-1) y residuos criticos.
Los dominios A-F estdn conservados en las diferentes RT virales, las regiones para la unidn al ARN se muestran en
verde [20]. *Funcion verificada en el DVHB pero no en VHB. **El sitio activo YMDD es requerido para el cebado
proteico y la sintesis de ADN.
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Figura 6: Continuacion.
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Dominio PT (nt 2307-2862)

Identificado originalmente por su unién al extremo 5 de la hebra(-) del ADN viral
(Figura 3), se requiere para la unién a la sefial de encapsidacién épsilon (g) (Ver apartado
2.1.4.2.2 La sefial de encapsidacion €), el empaquetamiento del ARN y el cebado proteico (Ver
apartado 2.1.5 Ciclo replicativo) y es una caracteristica exclusiva de las RT de Hepadnavirus
[20]. Localizado en el extremo Nt de la proteina P, proporciona el residuo de tirosina (Y63) al
qgue se une covalentemente el primer nt de la hebra(-) durante el inicio de la replicacion, el
grupo OH fendlico de la tirosina cumple la funcién que de normal realiza el extremo 3’ hidroxil
de un primer de acidos nucleicos [17,21].

El screening genético en el DVHB ha identificado ademds un motivo T3, una secuencia
corta cerca del extremo Ct que forma parte de una region mas larga, expuesta
transitoriamente en la superficie de la proteina tras la activacion por chaperonas dependiente
de ATP, y que se cree contribuye de manera directa a la unién a €. Como el dominio RT pol
también es importante para la unién a g, se cree que el dominio T3 interacciona con el
dominio RT pol en una regién llamada RT-1 (Figura 6B), pero no hay evidencia directa de esta
interaccion. En el VHB se ha comprobado que T3 y RT-1 pueden unirse al ARN y que ambos

contribuyen a la unién proteina P-ARNpg vy a la encapsidacion [23].

Regidn espaciadora (nt 2863-129)

Situada entre el dominio PT y RT pol, gran parte de su secuencia puede sufrir
mutagénesis sin que se altere la funcion de la proteina P, sin embargo tres residuos de cisteina
en la regidon Ct y otro en la regién Nt del dominio RT pol se requieren para el
empaquetamiento del ARN (Figura 6B) [20,21].

La funcidon exacta es desconocida pero, por un lado estas cisteinas podrian ser parte de

un dedo de Zn que coordina la unién a €, por otro podria tener un importante papel
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estructural en las funciones de P, como la formacidn de puentes disulfuro [20], o podria hacer

el dominio PT mas flexible, facilitando el acercamiento de la PT a € [21].

Dominio RT pol (nt 130-1161)

Su estructura ha sido deducida por su alta homologia con la RT del VIH-1 y la
informacidn funcional se basa en los datos de resistencias a farmacos, el dominio RT es la
diana de los antivirales orales inhibidores andlogos de nucleos(t)idos (NUCs) [17,20].

Al igual que la RT del HIV-1, la retrotranscriptasa del VHB tiene una configuracién de
mano derecha con tres subdominios tipicos palma (palm), indice (finger) y pulgar (thumb)
(Figura 7A) [20,24]. La posicion de los subdominios finger y thumb crea una ranura en el
subdominio palm a través del cual pasa la cadena 5’ en extensidon, este subdominio ademas
contiene el motivo catalitico YMDD, comun a todas las RT y que es el sitio activo que cataliza la
adicion de nt al DNA en el proceso de sintesis. Los nt y NUCs se unen adyacentes al extremo 3’
de la hebra naciente. Los subdominios finger facilitan la interacciéon con los nt entrantes vy el
molde al que estan unidos. El subdominio thumb podria tener una funcién en el
posicionamiento, procesado y translocacion del duplex de ADN [25]. Existe una nomenclatura
consenso (rt) de los aa del dominio, el inicio esta en el motivo muy conservado EDWGPCDEHG
y contiene 344 aa en total, asi el dominio catalitico estda en las posiciones rt203-rt206
(Y203M204D205D206) [26]

El dominio RT pol tiene siete dominios funcionales: A-E, mas el G (o subdominio I) y el F (o

1) (Figura 6By 7B).

e Dominio A (rt75-rt90): Forma parte del bolsillo de unién a los dNTPs [27].

e Dominio B (rt159-rt182): Formado por una hélice alfa, tiene un bucle que interviene en
el correcto posicionamiento de la cadena molde dentro del core catalitico [28].

e Dominio C (rt200-rt210): Junto con A participa en la interaccién con los dNTPs y la
formacién del enlace fosfodiéster en la cadena de ADN en el proceso de sintesis.
Incluye el centro activo YMDD [22].

e Dominio D (rt230-rt241): Esta fuera de la regidn de unién a dNTPs pero interacciona
con residuos del dominio A [29].

e Dominio E (rt247-rt257): Contiene la regién de interaccion con el primer de ADN vy es
importante para la replicacion, especificamente actla en la interaccién de P con €y en
la polimerizacién del ADN, interviniendo en el posicionamiento correcto de la cadena
molde en la regién de unién a dNTPs [20]. Su bucle también contacta con el motivo

YMDD y con el segundo residuo desde el extremo 3’ del primer (Figura 7C) [17].
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e Dominio F (rt37-rt47) y G (rt24-rt36): Analogos a los motivos 2 y 1 de la RT del VIH-1, F

no forma parte del bolsillo de unién a dNTPs pero G si [30].

Figura 7: Modelo estructural del dominio RT pol por homologia con la RT de VIH-1. A: Configuracién similar a una
mano derecha con tres subdominios finger (verde), palm (azul) y thumb (salmén). El diplex molde de ADN-primer
en naranja y cCTP (atomos de P, N y O en naranja, azul y rosa, respectivamente). B: Dominios cataliticos
estructuralmente conservados representados en cintas: Dominio A (cian), B (amarillo), C (rosa), D (verde), E (azul), F
(magenta) y G (gris oscuro). C: La secuencia del dominio E forma una horquilla (B12- B13) que hace de nucleo
conector para otros subdominios, coordina la posicion relativa de finger, palm y thumb, su bucle también contacta
con el motivo YMDD y con el segundo residuo desde el extremo 3’ del primer y esto ayuda al posicionamiento del
grupo 3’ OH terminal cerca del sitio catalitico para el ataque nucleofilico del dNTP entrante (primer grip) [17].

Dominio ARNasa H (nt 1162-1623)

Estd localizado en el extremo Ct del gen P y degrada el ARNpg durante la replicacién
viral. En los 100 aa Nt se localiza el motivo DEDD (Figura 6B), la carga negativa de estos aa es
importante para su actividad, coordinando la unién a iones metdlicos. Ademas de la actividad

ARNasa H, este dominio también es importante para el empaquetamiento del ARNpg [17].

2.1.4.1.3 ORF PC/C
El gen preCore/Core (nt 1814-2452) tiene dos codones de inicio ATG en fase, nt 1814 y

nt 1901, la secuencia entre ambos codones se denomina regién preCore (PC) y entre las
posiciones 1901 y 2452 regidn core (Figura 8). Si la traduccidn comienza en el primer codén (nt
1814) se sintetiza un péptido de 25 kDa (p25) que contiene ambas regiones preCore y core. La
region preCore contiene una secuencia sefial que hace que p25 sea dirigido a la via secretoray
que tras protedlisis de los 19 primeros aa Nt (en el lumen del RE) y 34 dltimos aa Ct (en el AG)
da lugar al HBeAg, de 16-17 kDa. Si la traduccion comienza en el segundo codon (nt 1901) se

sintetiza el HBcAg, de 21 kDa, que forma las capsides virales [31-34].
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Figura 8: El ORF preCore/Core tiene dos codones de inicio en fase que sintetizan dos proteinas co-terminales, la
proteina preCore/Core que es la precursora del HBeAg, usando el primer coddn, y la proteina core desde el
segundo. Las dos proteinas son sintetizadas desde diferentes transcritos el ARNpc y el ARNpg, respectivamente. Se
indica el dominio rico en argininas.
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HBeAg

HBeAg es secretado como una proteina soluble no estructural, y aunque no se
requiere para el ensamblaje viral o la replicacion, estd conservado en todos los
ortohepadnavirus y es importante para la infeccion natural in vivo [35].

La funcidn exacta de HBeAg no se conoce pero es una proteina inmunoreguladora e
inmunotolerégena (Ver apartado 2.2.3.3.1 Rol de HBeAg en la inmunopatogénesis).
Clinicamente HBeAg es un indice de replicacidn viral, infectividad, inflamacidn, severidad de la
enfermedad y respuesta al tratamiento y la seroconversion de HBeAg(+) a HBeAg(-)/anti-
HBe(+) normalmente indica el control de la infeccién por el sistema inmune. Sin embargo, la
aparicién de mutaciones en el promotor basico del core (PBC) y PC pueden llevar a infecciones
HBeAg(-) donde la replicacién y la inflamacidn son altas (Ver apartado 2.3.2.4.1 Variantes en el

PCy 2.3.2.4.2 Variantes en el PBC) [35].

HBcAg

Aunque la secuencia de aa de HBcAg es idéntica a la de la proteina HBeAg, ambas se
pliegan y tienen funciones bioldgicas totalmente diferentes. Las proteinas core se ensamblan
formando particulas virales icosaédricas para que tenga lugar la encapsidacion del ARNpg y la

replicacion del genoma (Ver apartado 2.1.5 Ciclo replicativo).
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La estructura de los monémeros core (HBc) estd dominada por una larga horquilla a-
helicoidal (Figura 9A), la asociacién de dos horquillas anfipaticas a-helicoidales resulta en la
formacién de un dimero, unido a través de puentes disulfuro intermoleculares entre cisteinas
(Cys 61) (Figura 9B). Estos dimeros se pueden ensamblar en dos tipos de particulas, grandes y
pequeias, con un didmetro de 34 y 30 nm y una simetria con numero de triangulacién de
empaquetamiento T=4 y T=3, contendiendo 240 y 180 moléculas de HBc, respectivamente. Se
forma entonces un haz de cuatro hélices, dos de cada mondmero, con una protusiéon que
forma una espiculas de aproximadamente 25 A de largo y 20 A de ancho (Figura 9C y 9D), el
extremo Ct de cada HBc, rico en argininas (Figura 8), queda orientado hacia el interior de la
capside e interacciona con las cargas negativas del ARNpg, mientras que el extremo Nt queda
en el exterior, la secuencia de aa 76-81 localizado en la punta de las espiculas constituye la
mayor parte de la regidn inmunodominante principal MIR (Major Immunodominant Region) de
la particula core. La cépside esta fenestrada con poros de didametro 12-15 A, que podrian ser
esenciales para el acceso de los nt al interior durante la sintesis de ADN [36—40].

La proteina HBc también puede interaccionar con el ADNccc, formando parte de la
estructura de los minicromosomas virales [41], puede encontrarse tanto en el citoplasma
como en el nucleo celular o en ambos, en parte segun la fase de la hepatitis B crénica (HBC): se
encuentra preferentemente en el citoplasma durante la inflamacién hepdtica en la fase de
actividad inmune, mientras que incrementa su concentracién nuclear en la fase de tolerancia
inmune (Ver apartado 2.2.2 Historia natural) [42].

Figura 9: Representacion de la estructura de la cdpside y sus componentes [7]. A: Plegamiento de los mondmeros
de la capside. Estructura dominada por una larga horquilla a-helicoidal constituida por aa 50-73 (a3) y aa 79-110
(ad), la hélice a4 esta torcida entre aa 90 y 92, con lo que la parte inferior (a4b) se coloca lejos de a3. La regidon Nt
(aa 1-12) adopta una estructura irregular seguida por una hélice al corta (aa 13-17) y a2 mas larga (aa 27-43),
torcida después del residuo 37, que conjuntamente rodean tres lados de la horquilla. La regién Ct consiste en una
hélice a5 (aa 112-127) seguida de un bucle irregular rico en prolinas (aa 128-136) y una hebra desplegada (aa 137-
142/3). Los aa de al, el bucle que conecta aly a2, a4b y a5 forman un core hidrofébico conservado responsable de
la estabilizar el plegamiento. B: Formacion de los dimeros. Dos mondmeros se asocian para dar lugar a dimeros
compactos en los que la horquilla a-helicoidal se empaqueta para formar un haz de 4 hélices y que forman las
espiculas caracteristicas en la superficie de la capside. En la interfaz del dimero se forma un puente disulfuro entre
las Cys61 (en verde). C: Representacion esquematica de 4 subunidades independientes en cépsides T=4, desde una

cara icosaédrica. La posicion de un haz de 4 hélices aparece en circulos negros. Uno de los dimeros en azul-tojo,
otro en verde-amarillo. D: Vision espacial del empaquetamiento de los dimeros en capsides T=4.
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2.1.4.1.4 ORF X
El ORF X es el mas pequefo con una longitud de 465 pb (nt 1374-1838) y codifica para

una proteina de 16,5 kDa y 154 aa. Su nombre (gen/proteina X) hace referencia a que
originalmente no se conocia su funcién y a su falta de homologia con otras proteinas. La
proteina X (HBx) estad conservada a lo largo de todos los Hepadnavirus de mamiferos, pero
ausente en los aviares, el hecho de que estos ultimos no desarrollen hepatocarcinoma (HCC)
pero si el resto sugirié para esta proteina un papel oncogénico en la infeccién por el VHB que
se ha ido confirmando en estudios posteriores [43]. El gen X se localiza cerca del extremo
cohesivo del genoma viral donde se solapa con el gen P en el extremo Nt y preCore en el Ct
(Figura 3 y 10). Su secuencia nucleotidica también contiene varios elementos reguladores
incluyendo el promotor del preCore/pregendmico (Cp) (nt 1613-1849), el enhancer Il (ENHII)
(nt 1627-1774), las DR1 (nt 1824-134) y DR2 (nt 1590-1600) y las cuatro TATA boxes-like,
ademas contiene una regién de unién a miARN (nt 1362-1383), un motivo tipo BH3 (nt 1719-
1769) de interaccidn con proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 y Bcl-XL y regiones epitdpicas para cB

(nt 1458-1517) y células T (cT) (nt 1719-1754) (Figura 10) [44-47].

Estructura proteica

La proteina HBx no ha sido cristalizada, con la excepcién del dominio de interaccién a
DDB1 (DNA damage-binding protein 1) que ha sido co-cristalizado con la molécula [22], con lo
cual la estructura ha sido caracterizada por ensayos menos precisos como dicroismo circular,
fluorescencia, resonancia magnética nuclear o prediccion in silico con aproximaciones
bioinformaticas (Figura 11A). Estos estudios sugieren que los 30 aa Nt son desestructurados,
mientras que la porcion Ct es estructurada y que hay numerosas estructuras a-helicoidales en
la porcidon central [22]. Mediante la busqueda en la base de datos PDB (Protein Data Bank) se
ha visto que HBx tiene una homologia estructural considerable con los miembros de la familia
MUG de ADN glicosilasas (mismatch-specific uracil DNA glycosylases) (Figura 11B), enzimas
clave en la reparacidn por escision de bases BER (Base excision repair) y se ha confirmado
mediante la modelizacién in silico de la porcidon de HBx que co-cristalizada con DDB1 (Figura
11C), no obstante HBx no se une a la doble hélice de ADN in vivo [22,43,46,48-50]. HBx
contiene 9 residuos de Cys conservados (Figura 12), mas del doble del nimero esperado para
una proteina de mamiferos de su tamafio, que forman cuatro puentes disulfuro y que parecen
ser importantes para su funcién, ya que la mutagénesis dirigida que eliminan especificamente
estos residuos de Cys lleva a la pérdida de las funciones de HBx [45]. También presenta 6 Lys
conservadas que podrian ser diana para la ubiquitinacion [46]. No se han establecido érdenes

superiores de estructura pero existen algunas evidencias de que podria formar dimeros [46].
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Figura 10: ORF X completo y region X del VHB, que incluye el extremo 3’ del ORF X, el extremo 5’ del ORF preCore/Core, el Cp y los elementos reguladores enhancers, DRs y TATA boxes-like
(TA1 nt 1750-1755, TA2 nt 1758-1762, TA3 nt 1771-1775 y TA4 nt 1788-1795). Se detalla también la estructura del Cp.

1623 1814 1901
POLIMERASA preCore CORE
1374 1838
1362 1383 1590 1600 1627 1774 1824 13834 1847 1908

Epitopo ¢B DR2 BH3 ENHII Epitopo T DR1
|

Senal de encapsidacion
miR-15a/16 TAL: 1750-1755 TA1TA2 TA3 TA4 Kozak Sraiion P
TA2: 1758-1762 p
TA3: 1771-1775
TA4: 1788-1795
1613 Promotor preCore/pregenémico (Cp) 1849
URR
NRE _CURS BCP
CURS A CURS B
| a« | [ v | & g | Inr RNApc Inr RNApg
1636 1644 1666 1669 1702 1713 1742

Figura 11: Modelo de la estructura 3D de HBx [22]. A: Modelo de la secuencia ‘ A | Estructures PoS1_BEA

consenso del genotipo D. Rojo, amarillo, azul y verde para las hélices, B
laminas, giros y otros, respectivamente. B: Similitud 3D entre HBx y las ADN
glicosilasas. La similitud estructural estd restringida al dominio central
conservado, los motivos oligopeptidicos flanqueantes, incluyendo el residuo
Asn catalitico critico para la actividad glicosilasa estan ausentes. C: Modelo de
interaccion HBx-DDB1. HBx (aa 88-100) interacciona con DDB1 en un bolsillo
creado por dos dominios hélices-B en DDB1 (BPC y BPA) con el extremo Ct de
HBx saliendo del complejo. HBx en rojo, los dominios A, B y C de DDB1 en
azul, verde y magenta, respectivamente y el dominio a-helicoidal Ct de DDB1
en blanco. El nonapéptido 91KVLHKRTLG99 participa en la superficie de
interaccion, excepto 92V y 99G.
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Dominios funcionales

En lineas generales, HBx tiene un dominio Nt regulador negativo (aa 1-20), separado
por una regién rica en Pro y Ser (Region B aa 31-57) y un dominio Ct transactivador (aa 58-140)
(Figura 12), dentro de este, existen tres regiones altamente conservadas a lo largo de los
Hepadnavirus (aa 58-84, 61-69 y 132-138), que son esenciales para la transactivacion, dos de
esas secuencias (aa 61-69 y 132-138) son homdlogas al dominio Kunitz, una secuencia
funcional esencial de inhibidores de serin-proteasas tipo Kunitz. El extremo Ct (aa 143-154) no
parece ser esencial para la transactivacion, ya que proteinas HBx que pierden una pequefia

region Ct mantienen esta actividad [43,49,50].

Figura 12: Representacidn esquematica de los dominios funcionales de HBx. Se representan el dominio regulador
(aa 1-30), dominio transactivador (aa 58-140), con los dos dominios tipo Kunitz en amarillo, dominio de unién al
proteosoma (aa 82-154) en azul claro, que abarca la regién de unién a DDB1 (aa 88-100) en blanco, y el dominio de
unién a p53 (aa 102-136) en naranja. Se muestran los 9 residuos de Cys conservados (*aa 7, 17, 61, 69, 78, 115, 137,
143y 148) y seis de Lys (A aa 91, 95, 113, 118, 130y 140) [45].
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Localizacién HBx

HBx se localiza mayoritariamente en el citoplasma pero hay una cierta cantidad
detectable en el nucleo, se transporta entre ambos compartimentos a través de la via de
exportacion nuclear dependiente de Crm-1 (chromosome region maintenance 1) gracias a una
sefial de exportacidon nuclear [44,46]. En el citoplasma HBx estimula multiples vias de
sefializacion, en el nucleo, HBx asociada con el ADNccc, regula la replicacion y la expresidn de
genes del VHB e interactiia con componentes de la maquinaria basal transcripcional y factores

de transcripcion (FT) especificos para regular los genes celulares [49,51].

Funciones moleculares de HBx

HBx es una proteina multifuncional que estd implicada en la transactivacion de
promotores celulares y virales, la activacidén de vias de sefializacion, el control del ciclo celular,
la induccidon o prevencion de la apoptosis, la inhibicion de la reparacién del ADN celular, la
proliferacién celular, la autofagia/mitofagia, la degradaciéon proteica, el metabolismo, la
estabilidad genética y la adhesion celular [49,52—54] (Figura 13). A continuacidn se detallan sus

funciones.
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A. FUNCION TRANSACTIVADORA

HBx es un transactivador promiscuo que puede activar una amplia variedad de
promotores y enhancers celulares y virales. No se une directamente al ADN, con lo que la
activacion de la transcripcidn estd mediada por interacciones proteina-proteina. Puede ejercer
su funcién transactivadora tanto en el citoplasma, a través de vias de sefializacién, como en el
nucleo, a través de proteinas de union al ADN (FT y maquinaria basal de la transcripcion). La
activacion transcripcional desencadenada por HBx es esencial para la replicacién viral y estd
implicada en la regulacion de la expresidon de ciertos genes celulares cruciales para la
proliferacién celular, la progresion del ciclo celular, la respuesta inmune, la degradacién de

proteinas, la estabilidad genética, la apoptosis celular y la organizacién de tejidos [52].

B. FUNCION EN LA REPLICACION DEL VHB

HBx tiene un papel fundamental en mantener la replicacién del virus a través de varios
mecanismos, incluyendo la transactivacion de enhancers o promotores del VHB, la inhibicion
del proteosoma, la activacién de polimerasas por una sefializacién dependiente de Ca*, la

induccion de autofagia y las modificaciones epigenéticas [47].

B.1 Implicacion del proteosoma y DDB1 en el papel estimulante de la transcripcidon y
replicacién viral de HBx

Existen experimentos que demuestran que el aumento de la transcripcidon y replicacion
llevada a cabo por HBx es por una via dependiente del proteosoma y que DDB1 podria estar

implicado, de manera dependiente de HBx, en la transcripcidon y replicacion del VHB.

B.1.1 HBx interacciona con el proteosoma a través de DDB1

DDB1 es una proteina multifuncional descubierta originalmente por su implicacién en
el reconocimiento de ADN dafiado por luz uv y el reclutamiento de la maquinaria NER (Nuclear
Excision Repair) en el sitio del dafio, funciona como una proteina adaptadora para el complejo
CRL4 del proteosoma, reclutando y uniendo proteinas denominadas DCAFs (DDB1 Cullin
Accesory Factor) que a su vez reclutan sustratos a CRL4 para la ubiquitinacion y la degradacion
por el proteosoma. DDB1 tiene un papel importante en diversos procesos celulares como la
sintesis de ADN, la expresion génica, la divisién celular y la apoptosis [46,54]. HBx (aa 88-100)
interacciona con DDB1 en la misma regién a la que se unen los DCAFs (Figura 11C), con el
extremo Ct protruyendo del complejo, se une a diferentes FT necesarios para la replicacion

viral. La interaccion HBx-DDB1 estd conservada a lo largo de todos los Hepadnavirus de
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mamiferos lo que sugiere el importante papel de esta interaccion en la replicacidn viral
[46,54].
B.1.2 HBx interacciona con subunidades del proteosoma

Ademads HBx interacciona por su parte Ct con las subunidades del proteosoma PSMA?7,
una subunidad a del proteosoma 20S y PSMC1, una subunidad ATPasa-like en el componente
regulador 19S del proteosoma 26S, y esta interaccidn es necesaria para la transactivacién de

HBx y la replicacidn viral [55].

B.2 Vias de seiializacion dependientes de calcio

HBx estimula la replicacion viral a través de la activacién de vias de sefializacién
dependientes de Ca®*. HBx desencadena la liberacion de Ca®* desde la mitocondrial al
citoplasma al interaccionar con un componente del poro mitocondrial. Los niveles elevados de
Ca”* citoplasmatico activan Pyk2, que une y activa las kinasas Src, Src activa la polimerasa del

VHB estimulando la replicacidn viral a nivel de la transcripcion reversa [51].

B.3 Autofagia

HBx también puede estimular la replicacion desencadenando la autofagia, proceso de
digestidon celular de macromoléculas y orgdnulos durante el ayuno para reciclar componentes
en vias biosintéticas y producir energia. Pero para el VHB, la autofagia no lleva a un aumento
en la tasa de degradacion de proteinas, en su lugar, HBx se une y activa la fosfatidilinositol 3-

kinasa clase Ill y esto up-regula la replicacion del VHB [51].

B.4 Modificaciones epigenéticas

HBx regula parcialmente la replicacién del VHB a través de modificaciones epigenéticas
del ADNccc. Se ha observado que cuando el ADNccc se forma en ausencia de HBx es
transcripcionalmente silente y contiene histonas no acetiladas, histona desacetilasas HDAC1 y
hSiertl y H4 metilada, por el contrario cuando se forma en presencia de HBx, el ADNccc estd

enriguecido en H3/H4 acetiladas, acetiltransferasa p300 y H4 hipometilada [49].

C. FUNCION EN LA APOPTOSIS
Se ha descrito que HBx media en la apoptosis de diferentes maneras [46,49,52].
Existen estudios que demuestran que:
- HBx bloquea la apoptosis mediada por TNFa, Fas, p53 o TGFB en algunas lineas celulares.
- HBx sensibiliza a la apoptosis inducida por TNFa en otras lineas celulares, esto podria implicar

la activacién de MAPK 1 (mitogen-activated-protein kinase 1) y la proteina Myc.
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- HBx inhibe la apoptosis inducida por p53 por asociacién directa con este.

- HBx forma complejos con la proteina anti-apoptética survivina que suprime la accion de las
caspasas y la apoptosis.

- HBx induce agregacidon mitocondrial y liberacién de citocromo c, que es indicativo de
induccion de apoptosis a través de la disfuncidon mitocondrial.

- HBx es anti-apoptética en cultivos primarios de hepatocitos de rata y este efecto estd unido a

la activacion de NF-kB.

D. FUNCION EN EL CICLO CELULAR

HBx puede regular la proliferaciéon celular aunque su impacto varia en funcién del
sistema experimental usado. HBx puede inducir a células en quiescencia a salir de la fase Gy y
entrar en el ciclo celular, actuando a través de la activacion de factores de vias de sefnalizacion

Src, MAPK y JNK [46,49].

E. FUNCION EN LA REPARACION DEL ADN
HBx también puede regular la respuesta a ADN dafiado y la reparacién del ADN (NER)
porque se une directamente a DDB1 y a la helicasa XBP (Xeroderma pigmentosa B) o XPD

(Xeroderma pigmentosa D) en el FT general IIH (TFHII) [49].

F. FUNCION EN EL METABOLISMO CELULAR

HBx altera el metabolismo lipidico interactuando con PPAR-y (peroxisome proliferator-
activated receptor-y) y SREBP1 (sterol regulatory element binding protein 1), que puede llevar
a una acumulacion lipidica en los hepatocitos, y aumenta la B-oxidacién bajo condiciones de
glucosa limitantes. También se ha relacionado con un metabolismo alterado de la glucosa, aay

acidos nucleicos [56,57].

HBx en la infeccién crénicay HCC
Como se puede deducir del punto anterior HBx contribuye a la biologia del VHB

mediante la estimulacidon de la replicacién, pero también a la patogénesis modulando un
amplio numero de procesos celulares e interactuando con una gran variedad de moléculas

(Figura 13).
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Figura 13: Las funciones de HBx en la replicacion del VHB y en la patogénesis de la infeccion crénica y HCC estan
representadas en tres circulos solapantes, ya que muchos de los mecanismos por los que HBx estimula la replicaciéon
viral y protege las células infectadas de la destruccion mediada por el sistema inmune, también contribuyen a la
patogénesis de la HBC y al desarrollo/progresién del HCC [51]. MAVs (mitochondrial antiviral-signaling proteins), Sl:
sistema inmune, ROS: especies reactivas de oxigeno.
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A. HBx Y LA INFECCION CRONICA
A.1 Inflamacién

HBx promueve la inflamacién crénica a través de un feed-back positivo con TNFa, las
células inflamatorias expresan TNFa, que estimulan la secrecidon de HBx y la estabiliza y HBx

up-regula a su vez TNFa [47].

A.2 Fibrosis

HBx promueve la fibrogénesis a través de varios mecanismos:
- Aumentando la actividad transcripcional de TGFB1 (fuertemente pro-fibrogénico en el
contexto de enfermedad hepatica crénica) [51].
- Mediante la activacién y proliferaciéon paracrina y migracidon de células hepaticas estrelladas
HSC (Hepatic Stellate Cells) [58].
- Induciendo la transicién epitelio-mesénquima (TEM) a través de la down-regulacién de E-

cadherina (Cdh1) [51].

A.3 Hipoxia y angiogénesis

En los nédulos cirrdticos se observa una amplia fraccidon de células en proliferacion y
no se observan triadas portales ni vena central, lo que resulta en dreas con una baja tensién de
oxigeno. HBx trans-activa fuertemente la expresion de HDAC1, que fisicamente forma
complejos y estabiliza HIF1 (hypoxia inducible factor 1), un potente FT que promueve la
angiogénesis, a través de desacetilacion, de hecho en los nédulos cirréticos se han detectado

grandes cantidades de HBx [51].

A.4 Células progenitoras/madre hepaticas (CPHs/CMHs)

Aunque no estd claro si el VHB infecta a las células progenitoras hepaticas (CPHs), la
introducciéon de HBx resulta en la down-regulacion de marcadores pro-apoptdticos y la up-
regulacién constitutiva de marcadores anti-apoptéticos. Ademas HBx induce la aparicion de

factores de pluripotencialidad [51].

A.5. Desregulacién respuesta innata

HBx inhibe moléculas importantes en la sefializacion de la inmunidad innata y up-
regula moléculas proinflamatorias como IL-23 (que promueve la expansién de linfocitos T
helper Thy;), ciclo-oxigenasa 2 (COX2), prostaglandina E2, IL-32 e IL-28 (que up-regula FaslL).
Esta desregulacidon de la respuesta inmune promueve la persistencia de los virus en el higado

danado [51].
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A.6 Apoptosis

HBx protege a células infectadas de la apoptosis mediada por TNFa a través de la
activacion de la sefializacion NF-kB, PI3K, SAPK/JNK y B-catenina (todos inhiben la apoptosis) y
por inhibicién de la caspasa 3 y 8, que bloquea la eliminacién de hepatocitos infectados por

linfocitos T citotdxicos (LTC) a través de la via Fas [51].

B. HBx Y HCC

Existen evidencias tanto in vitro como in vivo del papel de HBx en el proceso de
hepatocarcinogénesis, HBx es el antigeno viral mas prevalente en tejidos de HCC de portadores
del VHB, transforma lineas celulares de hepatocitos, ratones transgénicos para HBx con niveles
elevados mantenidos de la proteina desarrollan HCC y en Hepadnavirus que infectan a aves
donde el ORF X no estd conservado no existen evidencias de HCC [44,51]. Pero su papel
oncogénico es controvertido, existen evidencias de que HBx promueve el crecimiento tumoral
alterando la expresidn de genes celulares, modulando la apoptosis, la actividad telomerasa, la
reparacion del ADN dafiado, el ciclo celular, la adhesion celular y las modificaciones
epigenéticas [59]. Para mas detalle sobre el hepatocarcinoma asociada al VHB (HCC-VHB) ver

el apartado 2.2.4 Hepatocarcinoma relacionada con el VHB (HCC-VHB).

B.1 HBx en la expresion de los genes celulares

HBx altera la expresidon de genes celulares que contribuyen al desarrollo de HCC por
una variedad de mecanismos.
B.1.1 Integracién en el ADN celular

En la infeccion crénica por el VHB fragmentos del genoma del virus se integran en el
celular, la mayoria de estas secuencias integradas sintetizan ARNm X que es traducido a HBx
[51]. El gen X con frecuencia es parcialmente delecionado durante el proceso de integracion,
causando el truncamiento Ct de HBx y estas HBx con Ct truncado juegan un papel pro-
oncogénico y pro-metastasico critico en la hepatocarcinogénesis [43,59—61].
B.1.2 Transactivacion

Como se ha visto en los puntos anteriores HBx afecta a promotores y enhancers de una
variedad de genes celulares reguladores del ciclo celular y de la proliferacién, promoviendo la
invasion celular, la angiogénesis y la metdstasis [51].
B.1.3 Mecanismos epigenéticos

En el ndcleo HBx puede estimular o bloquear la expresidon de genes virales a través de

la modulacién de mecanismos epigenéticos [62].
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B.1.3.1 HBx y metilacién de promotores
HBx induce la up-regulacidon de la actividad de las ADN metiltransferasas 1 y 3A
(DNMT1 y DNMT3A) e induce la hipermetilacién del promotor de algunos genes supresores de

INK4A

tumores como pl6 ", E-caderina (CDH1), IGFBP-3 (insulin-like growth factor binding protein
3) y GSTP1 (glutathione S-transferase P1). Por otro lado, HBx aumenta la expresion de
oncogenes a través de la hipometilacion de sus promotores como: ASPP2 (ankyrin-repeat-
containing, SH3-domain-containing, and proline-rich-region-containing protein 2), MT1F
(metallothionein 1F), IL-4R, ALDH1 (retinal dehydrogenase 1), RBP (plasma retinol-binding
protein precursor), CRBP1 (cellular retinol-binding protein I) y CDH6 (cadherin 6) [62].

B.1.3.2 HBx y acetilacidén/desacetilacion de histonas

HBx puede ocupar fisicamente el promotor de sus genes diana y aumentar el
reclutamiento de los complejos reguladores de transcripcién CREB-binding protein (CBP)/p300
(con actividad acetiltransferasa intrinseca), asi induce la up-regulacion de la acetilacién de
histonas y la expresion génica de IL-8 y PCNA. Por otro lado, HBx puede inducir la
desacetilacién de histonas de genes supresores de tumores [62].

B.1.3.3 HBx y miARNs

HBx puede controlar multitud de miARNs de diferentes maneras para promover la

progresion del HCC (Tabla 2) [62].

Tabla 2: miARN regulados por HBx y las dianas de estos [62].

EFECTO DE HBx miARN DIANA
miR-602 RASSF1A
Up-regulacion miR-143 FNDC3B (fibronectin type Ill domain-containing 3B)
miRNA-29a/miR-148a | PTEN (phosphatase and tensin homolog)
miR-661 MTA1
miR-373 CDH1
let-7a STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3)
Down-regulacién miR-101 DNMT3A
miR-152 DNMT1
miR-148a !—|PIP (he.matopoi.etic pre-B cell leukemia transcription factor
interacting protein)
miR-16 CCND1 (ciclina D1)

B.2 Inestabilidad genética

HBx causa una formacidn excesiva de centrosomas y la aparicion de husos mitdticos
multipolares llevando a defectos en la segregacidon cromosdmica y a la inestabilidad genética.
Esto se ha asociado con la unién de HBx a HBXIP (HBx-interacting protein), proteina que es

requerida para el crecimiento y supervivencia de los hepatocitos. HBx también contribuye a la
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inestabilidad genética alterando varias vias de reparacién de ADN, HBx se une y secuestra p53
en el citoplasma, inhibiendo su funcién como supresor de tumores, bloqueando su accién en

NER y evitando su accion apoptdtica [51].

B.3 MMPs, TEM y metastasis
HBx contribuye a los estadios tardios de la tumorogénesis induciendo metaloproteasas
de matriz (MMPs), promoviendo la transicion epitelio-mesénquima (TEM) y facilitando la

metastasis [51].

B.4 Senescencia y telémeros
HBx up-regulan la expresiéon de hTERT (human telomerase reverse transcriptase), a
pesar de su activacion, los teldmeros permanecen muy cortos en células de HCC, lo que

predispone a la inestabilidad de telémeros, inestabilidad cromosdmica y poliploidia.

HBwx (whole HBx)

En 2016 se ha identificado un ORF adicional 168 nt upstream del coddn de inicio
normal del gen X con actividad transcripcional y que puede ser traducido en pauta con el gen X
para formar un gen X completo (wX: whole-X gene) de 630 pb que codifica para una proteina X
completa de 210 aa (HBwx). Se ha encontrado principalmente en pacientes asiaticos con HCCy
genotipo C, con lo que podria estar asociado con la hepatocarcinogénesis, de hecho HBwx
favorece la tumorogénesis y crecimiento in vivo e in vitro asi como migracion celular e invasién

[63].

2.1.4.2 ELEMENTOS REGULADORES
2.1.4.2.1 PROMOTORES Y ENHANCERS

El ADNccc sirve como molde para la sintesis de cinco ARNm; preS1, preS2/S,
pregendomico (ARNpg), preCore (ARNpc) y X, bajo el control de cuatro promotores virales
(preSip, Sp, Cp y Xp) que se traducen en las proteinas virales anteriores. Todos los ARNs tienen
un casquete-5’ o cap, resultado de la adicion de 7-metilguanosina trifosfato, y una cola poliA-3’
(nt 1916-1960) [64]. Ademas de los promotores, regulan la transcripcién los dos enhancers:
ENHI (nt 1180-1198) y ENHII (nt 1627-1774) y los FT que se unen a los promotores y enhancers
(Tabla 3) [49].
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Tabla 3: FT que se unen a promotores y enhancers. El ENHI contiene secuencias de unidn para FT que se expresan
en muchos tipos celulares mientras que el ENHII contiene secuencias reconocidas por FT hepato-especificos [49].

Elemento
regulador

preSlp | OCT1, Spl, HNF1y 3 (hepatocyte nuclear factor), TBP (TATA-binding protein), NF1
Sp Sp1, NF1
ENHII, Cp | Sp1, C/EBP (CCAAT-enhancer-binding protein), HNF3 y 4, PPARa-RXRa

C/EBP, C/ENB, HNF1, 3 y 4, OCT2, PBF, RFX1, NF1, CREB (cAMP response element-binding
ENHI, Xp | protein)/ATF2 (activating transcription factor), AP1, RXRa, PPAR (peroxisome proliferator-
activated receptor), COUP-TF

FT

A. REGULACION DE LA TRANSCRIPCION DEL ARNpg Y ARNpc

El promotor preCore/pregendémico (Cp, nt 1613-1849) dirige la transcripcién de dos
ARNs: el ARNpc, que codifica la proteina preCore (PC) que es la precursora del HBeAg y el
ARNpg, que es bicistronico y codifica para la proteina core y la polimerasa y, ademas, actua
como molde para la transcripcidon reversa que da lugar al ADNrc [65]. Estos ARNs son mas
largos que el propio genoma, contienen una secuencia redundante 3’ (r), que corresponde al
sitio de inicio de la transcripcidon de estos ARNm (nt 1789) hasta el sitio de poliadenilacion (nt
1916-1960), y coincide con la sefial de encapsidacién € [66].

El promotor Cp esta formado por el promotor basico del core (PBC, nt 1742-1849), que
es suficiente para iniciar la transcripcidén, y una secuencia URR (upper regulatory region, nt
1613-1742) que regula su actividad (Figura 10). Esta secuencia URR contiene elementos
reguladores positivos CURS (core upstream regulatory sequence, nt 1636-1742) y negativos
NRE (negative regulatory element, nt 1613-1636) de la actividad del PBC. A su vez el elemento
CURS esta formado por CURS A (nt 1636-1702), que contiene tres dominios reguladores
positivos: box a, yy 6, y CURS B (nt 1702-1742), que contiene un dominio regulador negativo:
box B. Este promotor es muy débil y necesita la activacion por parte del ENHI (nt 1180-1198).
El ENHII (nt 1627-1774), solapado con el promotor, también puede estimular su expresion.
Ademas existen cuatro regiones TATA boxes-like (TA1 nt 1750-1755, TA2 nt 1758-1762, TA3 nt
1771-1775 y TA4 nt 1788-1795), las tres primeras controlan la sintesis del ARNpc y la cuarta la
del ARNpg. De manera homoéloga a los promotores celulares de la ARNpol I, el ARNpc y ARNpg
tienen sus respectivos elementos iniciadores de la transcripcion (Inr), que son elementos

promotores minimos y que potencian el efecto de las TATA boxes-like [65,66].

B. REGULACION DE LA TRANSCRIPCION DEL ARNpreS1 Y ARNpreS2/S
Sp es un potente promotor, no especifico del higado, que dirige la transcripcién de las
proteinas MHBs y SHBs, mientras que preSlp es un promotor mas débil, hepato-especifico,

que dirige la transcripcién de LHBs, es el Unico con una TATA-box cldsica, donde se une TBP
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(TATA-binding protein), que junto con el sitio de unién a HNF1 upstream, son los dos Unicos
motivos necesarios para la actividad transcripcional [11]. El ENHI tiene poco efecto en los

promotores Sp y preS1, pero el ENHII puede estimular ambos [67].

C. REGULACION DE LA TRANSCRIPCION DEL ARNx

Es el ARNm mas pequeiio, controlado por el Xp y el ENHI. Xp carece de TATA-box pero
tiene diferentes secuencias para la unién de FT ubicuos y especificos del higado. El ENHI une
multiples activadores de la transcripcion de la familia basic leucine zipper, incluyendo C/EBP,
AP-1 y ATF. Ademads otros factores implicados en el control del ciclo celular y la apoptosis,
incluyendo p53, c-Abl y RFX-1 se unen especificamente al ENHI y regulan su actividad [90].
También responde a muchos factores extracelulares incluyendo: TPA (12-O-
Tetradecanoilforbol-13-acetato), acido okadaico, IL-6 y estimulos genotdxicos que son
importantes en la respuesta inflamatoria aguda y la proliferacién celular en el higado, ademas
el ENHI (y Xp) es estimulado por HBx, lo que implica que aparentemente el gen X estd bajo

autorregulacion.

2.1.4.2.2 LA SENAL DE ENCAPSIDACION EPSILON (nt 1847-1908)

La sefial de encapsidacion épsilon () es el elemento cis mejor conocido del ARNpg,
corresponde a unas secuencias de 120 pb redundantes en el extremo 5’ y 3’ que adoptan una
estructura de tallo-bucle. Ademas contiene las DRs, dos regiones cortas muy conservadas de
11 pb implicadas en la replicacién viral, DR1 (nt 1824-UUCACCUCUG-1834) en el extremo 5’ de
la hebra(-) y DR2 (nt 1590-UUCACCUCUGC-1600) en el extremo 3’ de la hebra(+) (Figura 14A)
[68].

El extremo 5’ de la sefial de encapsidacion € (5'-€), contiene dos tallos, el basal y apical,
caracterizados por el emparejamiento de pares de bases, y dos protuberancias, la interna y la
apical, que contienen 3 nt (Figura 14B). La alta estabilidad estructural de esta region induce
una alta afinidad de la polimerasa para reconocer esta estructura y esta interaccion del
extremo 5’- con la polimerasa es el primer paso en el inicio de la transcripcion reversa. El
extremo 3’ de la sefial de encapsidacion € (3’-€) contiene la DR1 repetida (DR1*), que incluye el

sitio aceptor (AS) para el primer 4NT (Figura 14C) (Ver apartado 2.1.5 Ciclo replicativo) [69-73].
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Figura 14: Sefial de encapsidacidn € (A), extremo 5’ (B) y 3’ (C).
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2.1.4.2.3 OTROS ELEMENTOS REGULADORES
A. ELEMENTOS DE RESPUESTA A GLUCOCORTICOIDES (GRE)

Corresponden a una secuencia corta entre 10-20 nt, 735 upstream de la diana EcoRl,
qgue activan la transcripcion y la replicacion viral, y explican la reactivaciéon del virus en

tratamientos basados en esteroides [74].

B. ELEMENTO REGULADOR POST-TRANSCRIPCIONAL (PRE)

Corresponde a una secuencia de entre 365-533 nt en la regién 3’ comun a todos los
ARNm, entre el Xp y el Cp. Actla a nivel post-transcripcional inhibiendo el proceso de splicing y
facilitando la exportacion y uso de los ARN subgendmicos (preS1, preS2/S y X), ya que no
necesitan splicing, aunque pueden experimentarlo (Ver apartado 2.2.4.1.2 Proteinas virales y

HCC) [75].

C. ELEMENTOS DE RESPUESTA A HORMONAS (ERH)

Se han identificado varios ERH en el genoma del VHB y funcionan a través de la unién a
miembros de la superfamilia de receptores nucleares (RN). HFN4 (Hepatocyte nuclear factor
4), RXRa (Retinoid X Receptor o) y PPARa (Peroxisome proliferator activated Receptor o) se

unen al mismo ERH localizado en el ENHI y activan la transcripcion [76].

D. NUCLEAR RECEPTOR-RESPONDING ELEMENTS (NRREs)

La superfamilia de los RN tienen efectos en la expresion génica del VHB a través de los
NRREs localizados en la region del ENHI y region ENHII/PC. Los NRREs del VHB se unen sobre
todo a HFN4a, RXRa y PPARa [77].

2.1.5 CICLO REPLICATIVO

El ciclo replicativo del VHB se puede dividir en dos partes, la primera incluye la unién y
entrada del virus, el transporte de las capsides desde el citoplasma al nucleo, la liberacién del
ADNrc en el ndcleo y la formacion del ADNccc. La segunda parte implica la transcripcion y
traduccién de los genes del virus, la encapsidacion del ARNpg, la transcripcién reversa y la

secrecion de los viriones y particulas subvirales [78] (Figura 15A).
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Figura 15: Ciclo replicativo del VHB. (A) Esquema general en un hepatocito. MVB: Multivesicular bodies.
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Figura 15: Continuacion. (B) Unidn polimerasa-€ y sintesis 4NT. (C) Translocacién de 4NT y polimerasa a DR1. (D)
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2.1.5.1 ENTRADA DEL VIRUS

La unién y entrada del virus comienza con la unién de baja especificidad a heparan
sulfato proteoglicanos (HSPG), seguido de la unién altamente especifica de LHB al receptor:
péptido co-transportador de sodio-taurocolato (NTCP) [13]. El NTCP es miembro de la familia
de genes de proteinas transportadoras SLC10, se expresa principalmente en el higado y se
localiza en la membrana basolateral de los hepatocitos [79]. Después de la interaccién las
particulas virales forman un endosoma en el interior de la célula hepatica [80], el
subcopartimento subendosémico desde el que las nucleocapsides son liberadas al citoplasma
todavia no se ha caracterizado, pero se cree que el dominio TM1 de SHBs (comun a la
secuencia de las tres proteinas de superficie) podria ser esencial para la hemifusidon de las
membranas [81]. La nucleocapside es liberada y permanece en el citoplasma con la molécula

de ADNrc en el interior unida a la proteina P covalentemente [20].

2.1.5.2 TRANSPORTE DE LAS CAPSIDES DESDE EL CITOPLASMA AL NUCLEO Y LIBERACION DEL
ADNRC EN EL NUCLEO

La nucleocapside es transportada activamente por microtubulos al complejo del poro
nuclear. Los dimeros de HBcAg tiene una sefial de localizacién nuclear (SLN) que interacciona
con la membrana nuclear, el ADNrc se libera en el nucleo [42], al quedar las nucleocapsides
retenidas en el complejo del poro nuclear [82]. La retencidn en este complejo tiene lugar
mediante la interaccién con la nucleoporina Nup 153 [83], un mecanismo Unico entre los virus

que atraviesan el complejo del poro nuclear.

2.1.5.3 FORMACION DEI ADNccc

Dentro del nucleo el ADNrc sufre une serie de modificaciones hasta convertirse en
ADNccc [84], incluyendo: (1) liberacidn de la proteina P unida covalentemente al extremo 5’ de
la hebra(-) y eliminaciéon del oligonucledtido de ARN en el extremo 5’ de la hebra(+), (2)
eliminacion de una de las redundancias terminales de la hebra(-), (3) finalizacién de la sintesis
de la hebra(+) por la polimerasa y (4) unién covalente de los extremos 5’ y 3’ de ambas
cadenas. Los mecanismos concretos por los que tienen lugar estas modificaciones aln no se
conocen, sin embargo parece claro que el primer paso para la transformacién de ADNrc en
ADNccc consiste en la desproteinizacion del primero [85]. Este proceso podria estar mediado
por la topoisomerasa 2 (TOP2), que introduce cortes de doble cadena en el ADN, con lo cual
podria liberar la polimerasa viral, ella misma quedaria unida al ADN-VHB simulando un aducto,
que podria ser reparado entonces por la maquinaria celular. En concreto el VHB podria utilizar

las enzimas tirosil-ADN fosfodiesterasas (TDPs), los aductos causados por TOP2 serian
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reparados por la tirosil-ADN fosfodiesterasa 2 (TDP2) [86]. Pero estos resultados son
controvertidos, ya que otro estudios han observado que la enzima TDP2 podria no ser
imprescindible para la formacién del ADNccc [87].

El ADNccc puede permanecer como un minicromosoma no integrado y estable,
formando complejos con histonas y proteinas no histonas en el nucleo de los hepatocitos
infectados [78], que tienen una vida media de 10-100 dias [9]. Este hecho explica la dificultad
de eliminar la infeccidn, el riesgo de desarrollar HCC [88], que el control de la estabilidad del
ADNccc y la expresion génica viral sea altamente dependiente de modificaciones epigenéticas
(acetilacién/desacetilacién de H3 y H4, metilacion de sus islas CpG y ARN de interferencia
transcritos desde la propia cadena(+) del cccADN [89]) y que pueda seguir la produccion de

antigenos virales en ausencia de replicacion [84].

2.1.5.4 TRANSCRIPCION VIRAL DEL ADNccc Y TRADUCCION PROTEICA

El ADNccc actia de molde para la transcripcidon de los cinco ARNm por la ARNpol Il
celular, que son transportados al citoplasma y traducidos por los ribosomas celulares para dar
lugar a las siete proteinas virales [66]. El ARNpg hace de ARNm para la traduccion de la
proteina P y las proteinas core [20] y de molde para la transcripcién reversa por la cual se
replica el VHB [44], su sefial de encapsidacidon € es esencial para la replicacién ya que la
proteina P se une a 5’-e y desencadena la encapsidacion del ARNpg, seguido de la sintesis del

ADN dentro de la cdpside [20].

2.1.5.5 FORMACION DE LAS PARTICULAS CORE Y TRANSCRIPCION REVERSA
2.1.5.5.1 Unién polimerasa-€: encapsidacion y cebado proteico (Figura 15B)
La interaccion de 5’-e del ARNpg con la polimerasa se requiere para el cebado proteico

y la encapsidacion.

A. Cebado proteico

La polimerasa cataliza la generacidn de un primer de cuatro nt usando la protuberancia
en 5’-e como molde, la presencia de un grupo -OH en la tirosina 63 de la PT permite afiadir un
residuo dGMP usando el sitio activo YMDD del dominio RT pol y finalmente lleva a la sintesis
de un primer de cuatro nucleétidos TGAA (4NT) unido covalentemente al dominio PT (Figura
14B y 15B) [20]. Para la unidn se requiere la asociacion de la polimerasa con chaperonas y co-
chaperonas como Hsp90, Hsp70, Hsp40, Hop/p60 y p23 para establecer y mantener P en una
conformaciéon adecuada para la interaccién con € en un proceso dinamico dirigido por la

hidrdlisis de ATP [20,21].
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B. Encapsidacion

El complejo ribunucleoproteico polimerasa-ARNpg-chaperonas induce la adicién de
120 dimeros de HBc alrededor del complejo lo que lleva a la formacidn de las nucleocdpsides,
el primer paso es la formacién de los homodimeros HBc por puentes disulfuro entre cys61
[68]. El proceso de encapsidacién depende de fuertes interacciones electrostdticas entre las
cargas negativas del ARNpg y las cargas positivas de los residuos de Arg en el dominio

protamina del extremo Ct de HBcAg (Figura 8) [90].

2.1.5.5.2 Translocacién de 4NT y la polimerasa a DR1* (Figura 15C)

El primer 4NT, unido covalentemente a P, transloca a 5’UUCA en la regidn DR1* en el
extremo 3’ del ARNpg, al sitio aceptor (AS), donde continua la elongacion de la hebra(-) [10].
Como el primer sdlo tiene 4 nucledtidos, podria hibridar inespecificamente en muchos otros
sitios del genoma, por eso existen otros elementos que definen a DR1* como el aceptor
correcto: ¢, una secuencia a 30 nt del extremo 5’ de DR1* [91] y w, secuencia que se solapa

con el extremo 3’ de DR1* [92].

2.1.5.5.3 Sintesis de la hebra(-) por la actividad retrotranscriptasa (Figura 15D)

Dentro de las nucleocapsides, 4NT actia como primer para la sintesis de la hebra(-) a
partir del ARNpg por la actividad retrotranscriptasa de P. Mientras que se sintetiza la hebra(-),
la actividad ARNasa H de P degrada el ARNpg, excepto una pequefa secuencia de 11-16
nucledtidos (11-16NT) [10].

2.1.5.5.4 Translocacién del complejo P+ARN e inicio sintesis de la hebra(+) (Figura 15E y F)

El pequeio fragmento resistente a la ARNasa H, derivado del extremo 5’ del ARNpg y
que incluye 5’-DR1 (11-16NT) y el cap, transloca a la DR2 localizada en el extremo 5’ de la
hebra(-) y actia como primer para la sintesis de la hebra(+) por la actividad polimerasa de P
[21]. Es en este punto donde se origina el ADN lineal de doble cadena (dsIADN) por priming in
situ, el primer de ARN se queda en su posicidn original en vez de translocar a DR2 y se extiende
la hebra(+). Esta forma minoritaria se puede encapsidar y dar lugar a ADNccc, que por
retrotranscripcidn, puede dar lugar a nuevos dslADN [93], y de hecho esta forma del genoma

del VHB se integra con mas frecuencia en el genoma del huésped que la forma de ADNrc [93].

2.1.5.5.5 Elongacion hebra(+) (Figura 15G y H)
El fragmento de ADN(+) en extension transloca al extremo 3’ de la hebra(-) y la sintesis

de la hebra(+) prosigue. Este ultimo paso esta limitado al momento en el que la capside se
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libera y los nt ya no estan disponibles para la replicacion, por eso durante la maduracion de las
capsides la hebra(+) queda incompleta y el genoma del VHB adopta una conformacién de

doble hebra parcial (ADNrc) [21].

2.1.5.6 MADURACION Y SECRECION DE VIRIONES Y PARTICULAS SUBVIRALES

Las cdpsides maduras conteniendo el ADNrc sintetizado de novo pueden ser envueltas
y secretadas o, alternativamente, liberar el ADNrc el nucleo para amplificar el pool de ADNccc
[20]. El transporte nuclear o la formacion de viriones con envuelta parecen ser eventos
competitivos, en la infeccién tardia cuando hay disponibilidad de cantidades suficientes de

proteinas de la envuelta, la amplificacién de ADNccc cesa [94].

2.1.5.6.1 Liberacién de particulas virales nuevas

Sélo las formas maduras de las nucleocapsides pueden envolverse ya que son las
Unicas capaces de interaccionar con el dominio especifico de las proteinas de superficie LHBs.
Parece que el estado de fosforilacion de las argininas de la region protamina de HBc forman
parte de la sefal que indica que una capside es madura [78]. Las capsides adquieren la
envuelta lipoproteica en cuerpos multivesiculares (MVB) y la gemacion depende de la

magquinaria ESCRT (endosomal sorting complexes required for transport) [95,96].

2.1.5.6.2 Reciclaje de las capsides

Algunas de las cdpsides de novo pueden reinfectar el nucleo, aumentando el pool de
ADNccc nuclear y la variabilidad de este, este proceso tiene lugar poco después de la infeccidn,
cuando los niveles de proteinas de superficie aln son bajos y no se han empezado a producir
particulas virales [97]. Los hepatocitos infectados de manera natural por Hepadnavirus
contienen entre una y 50 copias de ADNccc [98], sumado a la vida media larga de los

hepatocitos asegura que el ADNccc no se pierda durante la division celular [94].

47



2.2 IMPLICACIONES CLINICAS DE LA INFECCION POR EL VHB

2.2.1 EPIDEMIOLOGIA

La infeccidn crénica por el VHB es uno de los principales problemas de salud del
mundo, se estima que 2.000 millones de personas han estado infectadas en algin momento
de su vida y que 240 millones los estan en la actualidad. A pesar de la implementacién mundial
de medidas preventivas, incluyendo la disponibilidad de una vacuna efectiva desde 1982, el
VHB sigue siendo una importantisima causa de morbilidad, causa el 30 y 53% de las cirrosis y

HCC, respectivamente, y de mortalidad, con 650.000 muertes al afio [99,100].

2.2.1.1 PREVALENCIA GLOBAL

La implementacidn universal de la vacunacién de los nifios ha causado un descenso
drastico de la prevalencia de la infeccion en muchas partes del mundo, sin embargo, la
cobertura de esta vacunacidn varia entre el 90% en el Pacifico Occidental y el continente
Americano hasta el 56% en el Sudeste Asiatico, de ahi que las tasas de portadores de HBsAg
varien mucho dentro de las diferentes areas geograficas y se hayan establecido tres niveles de

endemicidad: baja (£2%), intermedia (2-8%) y alta (28%) (Figura 16) [100,101].

Figura 16: Prevalencia global de la infeccidn cronica por el VHB [102].

o

TASAS DE INFECCION
CRONICA VHB

. ALTA

[} INTERMEDIA

[ ]BAJA

48



Aproximadamente, el 45% de los individuos infectados viven en areas muy endémicas
(China, Sudeste Asiatico, la mayoria de las islas del Pacifico, Africa subsahariana, parte de
Oriente Medio y la cuenca del Amazonas), el 43% en regiones con endemicidad intermedia
(paises mediterraneos, Europa del este, Asia central, Oriente medio, Rusia y centro y sur de
América) y el 12% restante en areas muy poco endémicas (norte de América, Europa

occidental, Australia y Japdn) [100].

2.2.1.2 TRANSMISION

El VHB es transmitido por exposicién percutanea o de mucosas a sangre u otros fluidos
corporales infectados. También se transmite por via sexual, especialmente en hombres
homosexuales no vacunados y personas heterosexuales con multiples parejas, por la
reutilizacion de agujas y jeringas entre consumidores de drogas inyectables, durante
procedimientos médicos, quirurgicos y dentales y por el uso de agujas para tatuar, cuchillas de
afeitar u objetos similares contaminados con sangre infectada. El VHB puede sobrevivir hasta
siete dias en las superficies por lo que se puede producir el contagio por contacto frecuente
con portadores a través de estas superficies contaminadas [8]. El modo de transmision
predominante varia con la prevalencia, en dreas de alta endemicidad la transmisién es
principalmente vertical (madre-hijo) u horizontal. La transmision del virus madre-hijo puede
ser (1) intra-utero, ocurre en el tercer trimestre del embarazo, posiblemente cuando el VHB de
la sangre materna atraviesa la placenta, y supone <5% de las transmisiones de madres
HBsAg(+)/HBeAg(+) o (2) peri-natal, ocurre en el momento del parto o cerca (desde la semana
28 de gestacion hasta siete dias post-parto) por exposicidon percutdnea o a través de mucosas a
fluidos infectados de la madre en el canal del parto. Entre el 70-90% de neonatos de madres
HBeAg(+) se convertirdn en portadores crénicos dentro de los tres meses después del
nacimiento y sélo lo haran el 10% de los neonatos de madres HBeAg(-) [35]. En areas de baja
endemicidad la infeccién se adquiere en la adolescencia o edad adulta temprana relacionada
con comportamientos de alto riesgo como relaciones sexuales sin proteccidon o el uso de

drogas inyectables [99,100].

2.2.2 HISTORIA NATURAL
El VHB puede dar lugar a infecciones agudas o crdnicas, que pueden ser desde

asintomaticas o leves hasta tener consecuencias severas, raramente fulminantes.
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2.2.2.1 HEPATITIS AGUDA

El periodo de incubacion de la hepatitis aguda por el VHB varia entre 1-6 meses y esta
puede ser asintomatica o sintomatica [103]. La infeccién aguda asintomdtica estd asociada con
enfermedad moderada o subclinica, normalmente pasa sin diagnosticarse y es mas comun en
nifios (<4 afios) que en adultos (>30 afios). Los casos con expresion clinica tiene una fase
prodromica (nauseas, vomitos, astenia, anorexia, fiebre y sintomas parecidos a la gripe), que
puede ser seguida por una fase ictérica (ictericia, heces acélicas, dolor en el cuadrante superior
derecho y hepatomegalia) y los sintomas no son distinguibles de otras infecciones hepaticas
agudas virales [103]. El 1% de las formas ictéricas puede evolucionar a hepatitis fulminantes
[104], que tienen una alta mortalidad (80% sin trasplante hepdtico) [101]. Las manifestaciones
extrahepaticas ocurren hasta en el 20% de los pacientes infectados y pueden implicar el
sistema gastrointestinal, renal y nervioso. El mecanismo que lleva a estas manifestaciones,
incluyendo artralgias, un sindrome parecido a la enfermedad del suero, poliarteritis nodosa y
glomerulonefritis, implica inmunocomplejos circulantes conteniendo particulas virales y al
sistema del complemento. Varios marcadores seroldgicos, incluyendo el ADN-VHB, HBsAg,
HBeAg e IgM anti-HBc, son detectables durante la fase aguda de la infeccidn, al igual que
alteraciones bioquimicas como el aumento de la alanina aminotransferasa (ALT) y la

bilirrubina, la seroconversién anti-HBs indica resolucidn de la infeccién aguda (Figura 17A).

2.2.2.2 HEPATITIS B CRONICA (HBC)

Si el HBsAg persiste mas de seis meses en suero se define la progresion a hepatitis
crénica (Figura 17B) [101], y esta es inversamente proporcional a la edad de adquisicion de la
infeccién: 90% después de una infeccidn perinatal, 30% si se adquiere entre 1-5 afos e inferior
al 5% en adultos inmunocompetentes [104]. Ademds de la edad de la infeccidn, factores
genéticos del hospedador como polimorfismos en el gen de la IL-18, el promotor del TNFa y
variantes en el HLA-DP se han asociado con la persistencia de la infeccion. Los sintomas en la
infeccidon crénica varian desde moderados y no especificos como fatiga y molestias en el
cuadrante superior derecho, con dafio hepatico minimo, hasta ascitis, edema periférico y
encefalopatia en pacientes con enfermedad hepatica avanzada [103]. La HBC es un proceso
dindmico, que resulta de la interaccidn entre la replicacién del virus y la respuesta
inmunoldgica del hospedador, en la historia natural se pueden diferenciar cinco fases, no

necesariamente secuenciales, y por las que no todos los pacientes atraviesan (Figura 18) [117].
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2.2.2.2.1 Fase de tolerancia inmune

Es tipica de pacientes con infeccién adquirida durante la infancia. Estd asociada con la
presencia de HBsAg y replicacidon viral activa (HBeAg(+) y niveles altos de ADN-VHB en suero
~10" Ul/ml), por lo que estos pacientes son muy contagiosos, pero niveles de ALT normales o
poco elevados e inflamacidn minima o ausente en la biopsia hepatica, las concentraciones de
HBsAg también son altas (>10° Ul/ml). En los pacientes con infeccidn perinatal o adquirida en
la infancia esta fase puede durar entre 20-30 afios, mientras que en los que adquieren la
infeccidn en la adolescencia o en la edad adulta esta fase dura poco. Se caracteriza por un
curso moderado, progresion muy lenta, a pesar de la alta carga viral, y tasa de seroconversion
espontdnea, definida como la pérdida de HBeAg con desarrollo de anti-HBe, muy baja

[101,103,104].

2.2.2.2.2 Fase de actividad inmune

Esta fase aparece mas rapidamente en personas infectadas en la edad adulta y su
duracion varia de semanas a afios. Estd caracterizada por la maduracién del sistema inmune
del hospedador, aumento de la inflamacién hepdatica con o sin fibrosis, niveles de ADN-VHB y
ALT altos, reflejando la replicacion activa del VHB, y concentraciones de HBsAg menores (10°-
10* Ul/ml) [101,103,105]. Los pacientes que permanecen durante afios en esta fase, sobre
todo si presentan brotes repetidos de exacerbaciones agudas, tienen riesgo de desarrollar
cirrosis y HCC. En esta fase se produce a menudo la seroconversion espontanea, después la

HBC puede evolucionar a portador inactivo o hepatitis cronica HBeAg(-) [117].

2.2.2.2.3 Fase de portador inactivo

Los pardmetros bioquimicos y viroldégicos se normalizan; niveles muy bajos o
indetectables de ADN-VHB (generalmente <2.000 Ul/ml) y valores de ALT persistentemente
normales. Su prondstico a largo plazo normalmente es bueno y el riesgo de desarrollar cirrosis
o HCC es bajo. En ocasiones se producen reactivaciones de la infeccidn con elevaciones de
ADN-VHB y ALT. La pérdida de HBsAg con desarrollo de anti-HBs puede ocurrir
espontdneamente en el 1-3% de los casos al afio, generalmente tras varios afios de valores

indetectables de ADN-VHB [104,105].

2.2.2.2.4 Hepatitis crénica HBeAg(-)
Estd caracterizada por un estatus HBeAg(-), anti-HBe(+) y bajos niveles de ADN-VHB
(<2.000 Ul/ml). La tasa de seroaclaramiento espontdneo del HBsAg varia entre 0,5% por afio

hasta una tasa tan alta como 40% a los 25 afios del seguimiento [103]. Se caracteriza por
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reactivaciones periddicas con patrones de ADN-VHB y ALT fluctuantes y hepatitis activa,
durante los cuales hay progresion de la fibrosis hepatica. Es la forma mas frecuente de HBC en
Espafia y su curso clinico es muy variable [104]. A veces es dificil diferenciar esta fase de la de
portador inactivo, pero es importante hacerlo, ya que mientras los pacientes en fase de
portador inactivo tiene bajo riesgo de experimentar complicaciones, los pacientes con HBC
HBeAg(-) tienen una enfermedad hepatica activa que puede dar lugar a futuras complicaciones
como cirrosis descompensada y HCC. Se deben realizar determinaciones cada tres meses de

ALT y ADN-VHB durante al menos un afio para catalogar bien a estos pacientes [104].

2.2.2.2.5 Fase de remision

Se define por HBsAg(-) con o sin anti-HBs y se caracteriza por valores muy bajos o
indetectables de ADN-VHB y niveles normales de ALT. Puede persistir una baja replicacion viral
con ADN-VHB detectable en el higado, lo que se denomina infeccidn oculta por el VHB (10B),

aunque la relevancia clinica no esta bien definida [104], en estos pacientes la inmunosupresion

puede dar lugar a la reactivacién de la replicacidn viral [106].
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Figura 18: Historia natural de la infeccién por el VHB.
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2.2.3 INMUNOPATOGENESIS DEL VHB
El sistema inmune ha desarrollado diferentes mecanismos para eliminar virus

extracelulares libres y células infectadas (Figura 19) [107].

2.2.3.1 RESPUESTA INNATA

Los hepatocitos infectados y las proteinas virales son reconocidos por células del
sistema inmune innato, células dendriticas (CD), monocitos, Natural killers (NK), células
endoteliales, HSCs y células de Kupffer, la activacién de la respuesta innata a través de TLRs
(Toll like receptors), induce la produccién de citoquinas como IFN-1, la destruccién de células

infectadas por las NK y el reclutamiento in situ de la respuesta adaptativa (Figura 19) [108].

2.2.3.2 RESPUESTA ADAPTATIVA
Las CD maduras migran a dreas de cT en los érganos linfoides y presentan péptidos en

HLA clase | a LTC y en HLA clase Il a linfocitos T helper (Th) CD4+. Los LTC secretan citoquinas
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antivirales que contribuyen a la lisis y muerte de los virus intracelulares, pueden llevar a cabo
acciones citoliticas (via perforinas o sistema Fas); el hepatocito presentador del antigeno
experimenta apoptosis, y no citoliticas; secretan linfoquinas, que reclutan células inflamatorias
no especificas de antigeno, y citoquinas no citoliticas como IFN-y o TNFa, que inhiben la
expresion de los genes y la replicacidon viral por desestabilizacion del ARN [107]. Los Th2
secretan citoquinas que facilitan la activacion de macréfagos, citotoxicidad mediada por cTy la

produccién de anticuerpos por cB (Figura 19) [107].

Figura 19: Interaccion entre hepatocitos infectados y células del sistema inmune [109].
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2.2.3.3 ESTABLECIMIENTO DE LA INFECCION CRONICA

Los factores virales que facilitan el establecimiento de la infeccién crénica son el
HBeAg vy el exceso de particulas subvirales, ambos implicados en la induccién de tolerancia
inmune. Mientras que HBcAg activa Thl llevando al ataque inmune, HBeAg desencadena la

respuesta Th2 promoviendo la tolerancia inmune, promueve el cambio de respuesta a HBcAg
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de Th1l a Th2, atraviesa la placenta para establecer tolerancia inmune en el feto en desarrollo y

suprime varias vias de sefializacion [110].

2.2.3.3.1 Rol de HBeAg en la inmunopatogénesis

El HBeAg produce una respuesta principalmente humoral dependiente de cT que da
lugar a los anti-HBe ya que induce preferentemente una respuesta tipo Th2. También es capaz
de inducir respuesta tipo Thl (que puede provocar la activacién de macrofagos) segun las
citoquinas del entorno [36]. El HBeAg es capaz de interaccionar con TLRs y moléculas de la
cascada de sefializacién, con lo cual suprime la activacién de factores inflamatorios, induciendo
un estado de inmunosupresién de la respuesta innata que evita la eliminacidn inmunitaria de
la infeccién [111,112]. Se ha visto que HBeAg reduce la expresién de TLR2 en los hepatocitos,
células de Kupffer y monocitos periféricos en pacientes con HBC [108]. En cuanto a la
inmunidad adquirida, HBeAg disminuye la presentacion antigénica down-regulando moléculas
co-estimuladoras de las células de Kupffer y macréfagos, con lo cual bloquea la maduracién de
Th [36]. Puede atravesar la placenta y establecer tolerancia en el Utero Th especifica para
HBeAg y HBcAg, este mecanismo seria el responsable de la alta tasa de cronicidad observada

en recién nacidos de madres HBsAg(+) infectados perinatalmente [113].

2.2.3.3.2 Rol de HBcAg en la inmunopatogénesis

Aunque HBcAg y HBeAg comparten la mayor parte de su secuencia y son altamente
reactivas a nivel de cT, son reconocidas de manera diferente por cB y la respuesta inmune
parece estar regulada de manera independiente. HBcAg es mucho mds inmunogénica que
HBeAg (y HBsAg), de hecho, de los antigenos del VHB, HBcAg induce la respuesta mas fuerte
de cB, cT y LTC y actua como antigeno T dependiente o independiente (Figura 20). Las posibles
causas son: (1) plegamiento 3D unico, (2) la presencia de una regidn que interacciona con
inmunoglobulinas fuera del sitio de unidn antigeno-anticuerpo, (3) la presencia de muchos
epitopos para cT CD4+; puede ser presentado por cB como antigeno primario a las cT,
desencadenan una fuerte respuesta de LTC durante la infeccién que se mantiene décadas
después de la recuperacidn clinica y que aparentemente mantiene al virus bajo control y (4) la

presencia de acidos nucleicos encapsidados [114,115].
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Figura 20: Representacion esquematica de las vias del sistema inmune desencadenadas por la nucleocapside del
VHB. (1) Via cT-independiente: la unidn de nucleocapsides conteniendo ARN (verde) lleva a la secrecion de IgM,
IgG2b/3 y la induccién de Th1ly LTC. (2) Seguida de la unidn y captura de nucleocapsides por cB naive, la interaccion
entre estas y las cT, resulta en secrecidén de 1gG2a e IgG2b dependiente de cT. (3) La captura de nucleocédpsides
conteniendo ARN lleva a la activacion de células presentadoras de antigeno (CPA), secrecion de IL-12 y generacion
de Thl, esto aumenta la secrecion de 1gG2a e IgG2b. (4 y 5) la unién de capsides truncadas, desnaturalizadas o
HBeAg (rojo) a cB, junto con la captura por CPA, resulta en la induccion de Th2 y secrecion de IgG1[114].

Independiente de cT
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Las particulas HBc son muy inmunogénicas y se desarrolla una respuesta humoral anti-
HBc duradera, se producen anticuerpos anti-HBc en todos los pacientes infectados, los del tipo
IgM aparecen temprano en la infeccidn y los titulos fluctdan a lo largo de la infeccién crénica
(Figura 17), su presencia correlaciona con persistencia de la replicacién y pueden ser usados
como indicador de exacerbacidn aguda en pacientes con HBC (sus niveles se relacionan con
dafio hepatocelular inmunopatogénico). Los anticuerpos de tipo IgG pueden persistir durante
afios, con un descenso lento, e incluso de por vida [114]. El principal sitio reconocido por cB en
HBc es el (aa 74-84), que se localiza en la region MIR de HBc y el siguiente mas importante, e2
(aa 126-133), se localiza en la otra regidon expuesta a la superficie. Los epitopos para cT
restringidos por HLA-Il son los péptidos: 1-20, 28-47, 50-69, 72-90, 81-105, 90-99, 108-122,
111-125, 117-131, 120-139, 126-146 y 141-165 y los epitopos para LCT restringidos por HLA
clase | se localizan en aa 18-27, 141-151 y 88-96 (Tabla 4) [37].
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Tabla 4: Posicidn de los aa en HBc que determinan las regiones epitdpicas.

aa HBc CELULA ESTIMULADA
74-84

cB
126-133

1-25

1-20

28-47

50-69*

72-90

81-105

90-99

cT CD4+ (Th) *Principal epitopo
108-122 (Th) P pitop

111-125

117-131

120-139

126-146

141-165

169-183

18-27 Restringido por HLA-A2

141-151 cT CD8+ (LTC) Restringido por HLA-A31 y HLA-Aw68

88-96 Restringido por HLA-A11

2.2.4 HEPATOCARCINOMA RELACIONADO CON EL VHB (HCC-VHB)

El HCC es uno de los tumores sélidos mads frecuentes en todo el mundo y la tercera
causa de mortalidad por cdncer con mas de 250.000 nuevos casos anualmente y 500.000-
600.000 muertes cada afo. La infeccion crénica por el VHB es el principal factor de riesgo para
este cancer, siendo responsable de aproximadamente el 50% de los casos en todo el mundo, y
este porcentaje aumenta hasta el 80-90% en areas de alta endemicidad como China y Corea
del Sur [56]. Se estima que el riesgo de desarrollar HCC es entre 10-25 veces mayor en
portadores de la infeccién crénica por el VHB [116].

El VHB contribuye a la hepatocarcinogénesis directamente, mediante cuatro
mecanismos (1) aumento de la inestabilidad gendmica, (2) mutagénesis por insercion (3)
modulaciéon de la apoptosis y proliferacion y (4) modificaciones epigenéticas por HBx, o
indirectamente, promoviendo el dafio hepatico a largo plazo mediante (1) inflamacién crdnica,
(2) muerte y regeneracién celular y (3) dafio oxidativo del ADN [116]. Ademas existen otros
factores virales, extraviralesy del hospedador asociados con la progresion del HCC-VHB (Tabla

5) [103].
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Tabla 5: Factores asociados con la progresion del HCC-VHB.

FACTOR

Sexo masculino

DEMOGRAFICO Edad (riesgo aumentado con edad avanzada)

Raza

Alcohol
SOCIAL Y AMBIENTALES Tabaco

Aflatoxina

Niveles de ADN-VHB

Presencia de HBeAg

FACTORES VHB
Genotipo (Gen/C mas que Gen/B)
Mutaciones Cp
- ; Cirrosis
DANO HEPATICO
Niveles aumentados de transaminasas
Co-infeccidn con el Virus de la hepatitis C (VHC)
OTROS Historia familiar de HCC

Sobre-infeccidn Virus de la hepatitis D (VHD)

2.2.4.1 MECANISMOS MOLECULARES DE LA HEPATOCARCINOGENESIS ASOCIADA AL VHB
2.2.4.1.1 Integracion del ADN-VHB y hepatocarcinogénesis

La integracion del ADN-VHB en los cromosomas del hospedador se ha detectado en el
80% de los HCC, la integracion celular del ADN-VHB ocurre cerca del extremo 5’ de la hebra(-),
alrededor de la regién cohesiva final entre los nt 1600-1900, que es el sitio de inicio de la
replicacion y transcripcion viral y donde se localiza el extremo 3’ del gen X [50,116], en los
cromosomas, los puntos de integracién son sobre todo intrones, regiones intergénicas, sitios
de fragilidad cromosdémica, regiones ricas en secuencias repetitivas o satélite y regiones
reguladoras como promotores, y la integracién ocurre preferentemente en los cromosomas 3,
10, 11 y 17. Se han encontrado secuencias integradas en el promotor del gen hTERT y MLL4
(mixed-lineage leukemia protein 4), en un intrén de Fas, en genes relacionados con vias de
sefializacion de calcio, en genes que codifican para proteinas del ribosoma 69S (ARHGEF12,
CYP2C8, FN1, PHACTR4, RBFOX1, SMAD5), en el gen PDGF (platelet derived growth factor),
CCNE1 (Cyclin 1), SENPS5 (Sentrin-specific protease 5), ROCK1 (Rho-associated coiled-coil
containing protein kinase 1) y ciclina A y en oncogenes de la familia myc, CCNA, RARB (retinoic
acid receptor 8), MK (Mevalonato kinasa), CPN2 (carboxipeptidasa N), SERCA
(sarco/endoplasmic reticulum ralcium) y human minichromosome maintenance protein 8

[116-118].
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La integracién del VHB en el genoma del hospedador causa mutagénesis insercional;
puede alterar la funcién o regulaciéon de los genes del hospedador, asi como inestabilidad
gendmica, ademas el ADN-VHB integrado sufre alteraciones, como deleciones, duplicaciones
inversas o reordenamientos. A pesar de los reordenamientos, las regiones codificantes de
preS2 y X normalmente estan conservadas y se pueden transcribir, por lo que LHB y HBx han

sido relacionadas con la hepatocarcinogénesis [117-119].

2.2.4.1.2 Proteinas virales y HCC

Las proteinas virales, sobre todo HBx como ya se ha explicado en el apartado 2.1.4.1.4
ORF X. HBx EN LA INFECCION CRONICA Y HCC, pero también LHB y la proteina de splicing del
VHB HBSP (Hepatitis B spliced protein), se han asociado a la hepatocarcinogénesis.

Muchos estudios han asociado deleciones en preS2 con HCC, en experimentos de
transfeccion se ha visto que estas deleciones causan una sobreproduccidon y acumulacion de
LHB en el RE, desencadenando estrés del RE que induce dafio en el ADN, que finalmente lleva
a la progresion del ciclo celular y transformacién [110], ademds estas variantes preS2 activan
directamente vias promotoras de tumores como VEGF/AKT/mTOR y
p27/retinoblastoma/Cdk2/cyclin A, D, entre otras [120].

Aunque no es esencial para la replicacién, el ARNpg puede sufrir splicing y se han
descrito mas de una docena de variantes de splicing (spVHB), las mas frecuente (sp1) es una
variante de 2,2 kb que tiene una delecidn de 1,2 kb entre el extremo 3’ del ORF Cy preS2, que
evita la expresion de la proteina P entera, y codifica la proteina de splicing del VHB HBSP
(Hepatitis B spliced protein), en la que los 46 aa Nt de P se fusionan con 47 aa codificados por
otro ORF. Estas variantes, si se les suministra una proteina P intacta, pueden ser
empaquetadas y replicarse. Se han detectado en sangre en pacientes crénicos, pero no en
pacientes que se recuperan tras una infeccion aguda, y han sido asociadas con enfermedad
hepatica avanzada, un ratio elevado spVHB /virus intactos en sangre correlaciona con fibrosis y
HCC. La patogenicidad podria atribuirse a que promueven la proliferacion y migracion de las
células, a la expresién aumentada de HBc y HBx y al aumento de la replicacion del ADN,
ademas la mayoria de las nuevas variantes de splicing identificadas retienen el gen X, mientras
que el 50% retienen los genes preCore/Core y la mayoria carecen de la region S y RT, lo que
podria suponer una ventaja en términos de escape de la presion del sistema inmune y del

tratamiento [110,121].
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2.2.5 TRATAMIENTOS ANTIVIRALES
2.2.5.1 FARMACOS APROBADOS Y ESTRATEGIAS DE TRATAMIENTO

Los farmacos aprobados para el tratamiento de la infeccién por el VHB se dividen en
inmunomoduladores; interferon a-2b (IFNa, Intron A®, aprobado en 1999) y el interferdn
pegilado 2a (PEG-IFN, Pegasys®, aprobado en 2005) y cinco antivirales orales directos
inhibidores de la polimerasa (DAAs), que se pueden clasificar en analogos de nucledsidos;
Lamivudina (LAM) y Telbivudina (LdT), analogos de nucledtidos; Adefovir dipivoxil (ADV) y
Tenofovir disoproxil fumarato (TDF) y D-ciclopentanos; Entecavir (ETV) (Figura 21) [122]. *De

aqui en adelante se referird a los cinco DAAs como NUCs (andlogos de nucleds(t)idos).

Figura 21: Inhibidores de la polimerasa aprobados para el tratamiento de la infeccion por el VHB, con sus nombres
comerciales y el afio en el que fueron aprobados.
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2.2.5.1.1 IFN o/PEG-IFN

Son citoquinas con actividad antiviral débil e inmunomoduladora que inhiben la
replicacion viral y promueven la eliminacion de hepatocitos infectados por el sistema inmune.
Up-regulan una serie de genes antivirales estimulados por interferon ISGs (interferon
stimulated genes) y la actividad antiviral resulta de la activacidn de células NK, la inhibicién de

la transcripcion del genoma viral a través de la regulacion epigenética del ADNccc, la
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desestabilizacidn de la nucleocapside viral y, recientemente se ha sugerido, la destrucciéon del
ADNccc a través de la activacion de APOBEC3A (apolipoprotein B mRNA editing catalytic
polypeptide 3A) [123].

2.2.5.1.2 NUGCs

Actuan directamente en la replicacion viral, LAM inhibe la elongacion de la hebra(-)
(transcripcion reversa), ADV y TDF evitan el cebado de la transcripcién reversa y la elongacion
de la hebra(-), ETV inhibe las tres actividades sintéticas de la polimerasa evitando la elongacion
de la hebra(+), ademas del cebado y la elongacion de la hebra(-) y hay pocos datos de LdT,

pero también podria inhibir las tres actividades sintéticas de la polimerasa [124].

2.2.5.2 ESTRATEGIAS DE TRATAMIENTO Y OBJETIVO

Existen dos estrategias, el tratamiento de duracién finita con IFN o el tratamiento a
largo plazo con uno o varios NUCs, en la tabla 6 se resumen los tratamientos en adultos y nifios
recogidos en la Guia Clinica del 2016 de la AASLD (American Association for the Study of Liver
Diseases) para el tratamiento de la HBC [125], ambas estrategias tienen ventajas y desventajas
gue se resumen en la tabla 7 [122].

El objetivo del tratamiento es mejorar la calidad de vida y la supervivencia mediante la
prevencion de la progresion de la enfermedad a cirrosis, cirrosis descompensada, enfermedad
hepatica en estadio final ESLD (end-stage liver disease), HCC y muerte. Este objetivo se puede
alcanzar si se inhibe la replicacion del VHB de forma mantenida, lo que se denomina respuesta
viroldgica sostenida (RVS), ya que la reduccién de la actividad histolégica asociada hace que
disminuya el riesgo de cirrosis y HCC. Sin embargo, la infeccidén crdnica por el VHB no puede
erradicarse por completo debido a que la supresién mantenida de la replicacién no lleva a la
eliminacion del ADNccc, que persiste en el nucleo de los hepatocitos infectados. Si el
tratamiento para, la retrotranscripcién y, en consecuencia la replicacidn, puede reactivarse, de
ahi que la duracién de los tratamientos actuales sea indefinida. No obstante algunos
parametros viroldgicos y serolégicos pueden evaluarse para detener el tratamiento, como se

vera en el siguiente apartado [122].
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Tabla 6: Tratamientos antivirales aprobados en adultos y nifios. A: afios, M: meses, S: semana, D: dia, *En personas
con disfuncién renal las dosis tienen que ser ajustadas. “La dosis de ETV en adultos es 1 mg/dia si tratamiento
previo con LAM o LdT o cirrosis descompensada. *La dosis de ETV en nifios >2 afios sin tratamiento previo y 210 kg
son: 0,15 mg (10-11 kg), 0,2 mg (>11-14 kg), 0,25 mg (>14-17 kg), 0,3 mg (>17-20 kg), 0,35 mg (>20-23 kg), 0,4 mg
(>23-26 kg), 0,45 mg (>26-30 kg) y 0,5 mg (>30 kg), con tratamiento previo: 0,30 mg (10-11 kg), 0,4 mg (>11-14 kg),
0,5 mg (>14-17 kg), 0,6 mg (>17-20 kg), 0,7 mg (>20-23 kg), 0,8 mg (>23-26 kg), 0,9 mg (>26-30 kg) y 1,0 mg (>30 kg)

[125].
DOSIS EN o * POSIBLES EFECTOS ”
ADULTOS* USO EN NINOS SECUNDARIOS MONITORIZACION TRATAMIENTO
Sintomas tipo gripe, fatiga, Hemograma (cada 1-3M)
alteraciones de animo, TSH (cada 3M)
PEG-IFN 6 2 . . . e, .
>1A 6x10° Ul/m citopenias, alteraciones Monitorizacidn clinica para
(Adulto) IFN | 180 pg/s : o .
i 3 veces/S autoinmunes en adultos complicaciones autoinmunes,

a (Nifios) . . S s
Anorexia y pérdida de peso en | isquémicas, neuropsiquiatricas e
nifios infecciosas

Amilasa si sintomas
R >2A 3 mg/kg/D Pancreatitis . .. N
Lamivudina | 100 mg/D M3x 100 mg Acidosis lictica Niveles de'a’udo,lzilctlco si
preocupacion clinica
i Ki —
4 CK y miopatia Creatin . ,mas’a §| S|r?tc3mas
A , e Evaluacion clinica si sintomas
Telbivudina | 600 mg/D —_— Neuropatia periférica . L . f o
e Niveles de acido lactico si
Acidosis lactica e e
preocupacion clinica
>2A basad | . . e
. 0,5-1 asada en e .. Niveles de acido lactico si
Entecavir m /D** peso 10-30 kg Acidosis lactica reocupacién clinica
g >30 Kg 0,5 mg/D" preocup
Aclaramiento de creatinina basal
Fallo renal agudo Si hay riesgo de fallo renal,
. Sindrome Fanconi aclaramiento de creatinina, fosfato en

Adefovir | 10 mg/D | 212A 10 mg/D Diabetes insipida nefrogénica | SUero, glucosa en orina y proteinas al

Acidosis lactica menos anualmente
Estudio de densidad dsea basal y
durante el tratamiento en personas
Nef 3 con historial de fracturas o riesgo de
S,eJOpat'aF . osteopenia
Tenofovir | 300 mg/D | 212A 300 mg/D indrome Fancon! Niveles de acido lactico si

Osteomalacia
Acidosis lactica

preocupacion clinica

Tabla 7: Principales ventajas e inconvenientes de PEG-IFN y NUCs en el tratamiento de la HBC.

VENTAJAS

INCONVENIENTES

Duracion finita

Efecto antiviral moderado

Ausencia de resistencia

Tolerabilidad inferior

PEG-IFN Tasas superiores de seroconversion anti-HBe y anti- Riesgo de acontecimientos adversos
HBs con 12 meses de tratamiento Inyecciones subcutdneas
Efecto antiviral potente Duracién indefinida
NUCs | Buena tolerancia Riesgo de resistencia

Administracion oral

Seguridad a largo plazo desconocida
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2.2.5.3 VALORACION DEL TRATAMIENTO

La valoracion ideal del tratamiento es la pérdida del HBsAg asociada con la
seroconversién anti-HBs, lo que llevaria al fin del tratamiento. Sin embargo esto sélo se logra
en una minoria de pacientes [123], la EASL (European associaton for study of liver disease)
propone un criterio mas realista que es la induccién de RVS con normalizacion de los niveles de
ALT (respuesta biogquimica) [122]. Se define RVS en el tratamiento con IFN/PEG-IFN como una
concentracién de ADN-VHB<2000 Ul/ml, que se suele determinar a los 6 meses y al final del
tratamiento, asi como a los 6 y 12 meses una vez finalizado el tratamiento. La RVS en el
tratamiento con NUCs se define como ADN-VHB indetectable mediante un ensayo analitico de
PCR sensible, generalmente se evalla cada 3-6 meses durante el tratamiento, segun la
gravedad de la hepatopatia y el tipo de NUCs. En la tabla 8 se muestran las tasas de RVS con

estos farmacos resumidos en diferentes guias clinicas internacionales [122,123].

Tabla 8: Resultados de los principales estudios del tratamiento de pacientes con HBC HBeAg(+) o HBeAg(-) a los 6
meses y tras 12 meses (48 6 52 semanas) de tratamiento con PEG-IFN y a los 12 meses (48 6 52 semanas) de
tratamiento con NUCs. pt: post-tratamiento, M: meses, A: afios [122].

PEG-IFN 2a LAM LdT ETV ADV TDF
HBe(+) HBe(-) | HBe(+)| HBe(-) | HBe(+)|HBe(-)] HBe(+) | HBe(-)| HBe(+)|HBe(-)] HBe(+) |HBe(-)
S”pre\j":’: ADN- 10-a0% | 20-40% |36-44%|72-73%| 60% | 88% | e0% | 90% |13-21%|51-63| 75% | 90%
Seroconversion| ., 5o0 16-18% 2% 20% 12-18% 20%
anti-HBe
N°'m:1:a°'°" 35-50% 60% |41-72%|71-79%| 77% | 74% | 70-80% |80-90%|48-54%|72-77| 70% | 80%
0, 0, 0, [
Pérdida HBsAg | 27 (BMPUI4% (BMPY) o 1o | g0 | 05% | 0% [3% AP (100 | 0% | 0% |37 AP (9
10% (3A pt)] 6% (3A pt) 5% (2A pt) 8% (3A pt)

La administracion intravenosa y los efectos secundarios del PEG-IFN, ademas de su
dependencia de la eficacia con el genotipo (Ver apartado 2.3.1.6 Implicacion del genotipo en el
tratamiento) limitan el tratamiento a un pequefio porcentaje de casos altamente
seleccionados (pacientes jévenes con genotipo A) [126]. ETV y TDF son los farmacos mas
potentes disponibles actualmente, en monoterapia durante un periodo > 3 afios alcanzan una
RVS en la inmensa mayoria de pacientes y por eso se recomiendan como tratamiento de
primera linea. Los otros tres (LAM, ADV y LdT) pueden usarse solamente si no se dispone de

farmacos mas potentes o los que existen no son los apropiados [122].

2.2.5.4 RESISTENCIAS A NUCs
La principal desventaja de los tratamientos con NUCs es la seleccién de mutaciones en
el gen de la polimerasa que confieren resistencias. Las mutaciones de resistencia se clasifican

en mutaciones primarias, son responsables directas de la resistencia, y mutaciones secundarias
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o compensatorias, asociadas con mejoras en el fitness viral de las variantes con mutaciones
primarias. La seleccién de mutaciones de resistencia primaria pueden reducir el fitness viral, es
decir, la capacidad de un virus para replicarse en un determinado ambiente [127], entonces la
aparicion de mutaciones compensatorias mejoran la eficacia de la polimerasa viral para
restaurar los niveles de replicacion [124]. Otro concepto importante es la barrera genética de
resistencia a un farmaco, que se define como el nimero de mutaciones primarias necesarias
para que aparezca la resistencia, asi un farmaco con una alta barrera tiene baja probabilidad
de desarrollar resistencias o porque necesita multiples mutaciones primarias o porque estas
mutaciones son mas dificiles de seleccionar [124]. Las tasas de resistencias (Figura 22) y el

patrén de mutaciones (Tabla 9) son diferentes para cada NUCs.

2.2.5.4.1 TASAS DE RESISTENCIA
Las tasas de resistencia a los cinco afios de cada uno de los NUCs utilizados en el

tratamiento de la infeccién por el VHB se muestran en la figura 22 [122].

Figura 22: Incidencia acumulada de resistencia del VHB a lamivudina (LAM), adefovir (ADV), entecavir (ETV),
telbivudina (LdT) y tenofovir (TDF) en ensayos clinicos en pacientes con HBC no tratados anteriormente con NUCs
(naive) [122].
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2.2.5.4.2 PATRONES DE MUTACION (Tabla 9)

Las dos mutaciones asociadas a la resistencia primaria a LAM son rtM204V/I en el
motivo YMDD en el dominio funcional C del dominio RT de la polimerasa. La mutacién rtL180M
en el dominio funcional B, que aparece sobre todo en combinacidn con la rtM204V, restaura la
capacidad replicativa a niveles semejantes de la polimerasa intacta y aumenta mas la
resistencia a LAM. A esta combinacién rtL180M/rtM204V se pueden afiadir mutaciones
compensatorias como rtL80V/I, rt1169T, rtV173L, rtL180M, rtT184S/G, rtS2021 y rtQ215S, no
aumentan la resistencia a LAM pero aumentan la eficacia replicativa de la polimerasa, otras
mutaciones compensatorias propuestas son rtV84M, rt214, rtL217P, rtL229M, rtl233V y
rtN238H [128]. La mutacion rt181T/V en el dominio B también da lugar a resistencia primaria a
LAM aungue con una frecuencia muy baja [129].

Las mutaciones rtA181T/V, localizada en el dominio B de la RT, y rtM204V/I también se
han asociado a resistencias primarias a LdT [120,130].

El ETV tiene una alta barrera genética de resistencia, para la resistencia es necesario la
preseleccion de la combinacion de resistencias a LAM rtL180M+rtM204V, junto con
mutaciones adicionales en algunas de estas posiciones: rtl169T, rt184G/S, rtS2021/G vy
rtM250V [131].

La resistencia a ADF esta caracterizada por rtN236T y/o rt181V/T en los dominios Dy B
de la polimerasa, respectivamente [120], la mutacién rtl233V también puede conferir
resistencia aunque los resultados son contradictorios [128].

No se han descrito resistencias a TDF después de tres y cuatro afios de tratamiento
(Figura 22) pero rtA181T/V y rtN236T, las principales mutaciones de resistencia asociadas a
ADF, reducen su sensibilidad [120]. Por otro lado, estudios in vitro han apuntado que la
mutacion rtA194T también podria estar relacionada con la resistencia a TDF [132], sin embargo

no se ha descrito la seleccidn de esta mutacidn en la practica clinica.

Tabla 9: Mutaciones de

resistencia primaria en el gen DOMINIO DE LA POLIMERASA

de la polimerasa. *Numero de Ne
mutaciones necesaria para la A B C D E mutaciones*
resistencia. ETV es el que LAM y rtv1i73L

tiene una barrera mas alta, se LdT rtL180M | rtM204V/I 1
requieren tres mutaciones rt181T/V

para la resistencia (rtL180M, rt1169

rtM204V/l y una mutacidn ETV FtL180M rtM204Vv/| FEM2501/V 3
simple en rtT184, rtS202 o 7184 rts202

rtM250), por el contrario

LAM, LdT o ADV sdlo ADV rtA181T/V rtN236T 1
necesitan una  mutacidn TDF

[124].
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Ademas existen resistencias cruzadas, es decir, resistencia a un farmaco al que el virus
no ha estado expuesto. Este fendmeno se caracteriza por un aumento rdpido y repentino de la
actividad viral conocido como VBK (Virological Breakthrough) y se debe iniciar un tratamiento
de rescate con el antiviral disponible mas efectivo que no tenga resistencias cruzadas (Tabla
10) [124]. En el caso de resistencia a LAM o LdT, se recomienda el cambio a TDF o afiadirlo (o
ADV si no se dispone de TDF). Sélo un 1% de pacientes sin tratamiento previo presentan
resistencias a ETV, comparado con el 40% si ha estado tratado previamente con LAM, cuando
aparecen se debe cambiar a TDF o afiadirlo (o ADV si no se dispone de TDF). En el caso de
resistencia a ADV, si el paciente es naive, no ha recibido NUCs antes, se debe cambiar a ETV o

TDF, si el paciente ha presentado una resistencia previa a LAM, cambiar a TDF o afiadirlo.

Tabla 10: Datos de resistencia LAM | LdT | ETV | ADV | TDF
cruzada para las variantes del Sin resistencias S S S S S
VHB mas frecuent.es. Se M204V R S | | S
mue.stra.r} los ‘ pe:rflles de M2041 R R | | S
sustitucién de aminoacidos en la

L . L180M + M204V R R | | S
columna izquierda y el nivel de
sensibilidad para cada farmaco: A181T/V ' s s R s
S (sensible), | (sensibilidad N236T S S |S R I
intermedia/reducida) y R L180M+ M204V/I £ 1169T + V173L £ M250V | R R R S S
(resistente). L180M+ M204V/1 + T184G * S2021/G R |R |R |S s

2.2.5.5 NUEVAS ESTRATEGIAS PARA CURAR LA INFECCION POR EL VHB

Como se ha dicho anteriormente, actualmente no existe cura para el VHB ya que no se
puede eliminar el ADNccc de los hepatocitos infectados y el tratamiento debe ser mantenido
de por vida en la mayoria de los pacientes. No obstante, los avances recientes en entender la
biologia molecular del ciclo replicativo, incluyendo la identificacion del receptor de entrada del
virus (NCTP), y el desarrollo de modelos in vitro de infeccion, han dado nuevas perspectivas
para el desarrollo de terapias emergentes [126]. Las estrategias se resumen en la tabla 11y se
basan en atacar directamente al virus con DAAs y/o aumentar la respuesta inmune del

hospedador con HTAs (host targeting agents).

2.2.5.5.1 AGENTES ANTIVIRALES DIRECTOS (DAAs)
A. INHIBIDORES DEL ADNccc

Para reducir la aparicion de resistencias, han surgido inhibidores potentes de la
polimerasa como Besifovir (LB80380), analogo de guanosina, con una rapida fosforilacion
intracelular que inhibe la replicacion del VHB independientemente de las resistencias que

tenga a otros NUCs, Tenofovir alafenamida (GS-7340 o TAF), profarmaco de segunda
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generacion de TDF, de metabolizacién intracelular a tenofovir difosfato que, comparado con
TDF, muestra mayores niveles intracelulares del metabolito y menores concentraciones
plasmaticas de tenofovir, ademds no tiene transportador en el rifién con lo que puede reducir
el riesgo de afectacion renal y CMX157, conjugado hexadeciloxipropil de Tenofovir [109,133].
Myrcludex B es un Péptido preS1 miristoilado que inhibe la entrada del virus [133]. Se estdn
modificando nucleasas de unién a ADN que tienen como diana el ADNccc para lograr su
eliminacion fisica, como nucleasas con dedos de zinc, estrategias TALENs (transcription
activator-like effector nucleases) y CRISPR (RNA-guided clustered regulatory interspaced short
palindromic repeats). CCC-0975 y CCC-0346 son sulfonamidas disustituidas que bloquean
directamente la conversiéon de ADNrc a ADNccc. Se estan desarrollando moléculas que tienen
como diana las enzimas modificadoras de histonas para conseguir la inactivacién epigenética
del ADNccc [126]. Derivados fenilpropenamida (AT-61, AT130) y sulfamoilbenzamida evitan la
encapsidacién de ARNpg y heteroarildihidropirimidinas (Bay 41-4109 y GLS4) también inhiben
la replicacion por el incorrecto ensamblaje de la nucleocapside[133]. Existen farmacos en
desarrollo para inhibir factores celulares o virales (HBx y HBc) que contribuyen a la
estabilidad/formacién del ADNccc [133].
B. INHIBICION ARN-VHB

Otra estrategia es inhibir la expresién de los genes virales, ya que los altos niveles de
antigenos pueden llevar al agotamiento y disfuncion de cT especificas, por tanto, la
disminucién de la expresidn génica puede restaurar la respuesta inmune [133]. ARC-520 son
ARNs pequefios de interferencia (siARNs) cuya diana es la transcripcién [133]. REP9-AC (REP
2055) es un polimero de acidos nucleicos (NAPs) de 40 nt poli-citidina anfipatico, que inhibe
tanto la entrada como la liberacidon de HBsAg de los hepatocitos infectados, se ha visto que
evitando la inmunosupresién mediada por HBsAg, se puede restaurar la inmunidad antiviral

[133].

2.2.5.5.2 AGENTES CONTRA EL HOSPEDADOR (HTAs)

El otro gran mecanismo consiste en actuar sobre el sistema inmune del hospedador.
A. ESTIMULACION INMUNIDAD INNATA

Los agonistas del receptor de Linfotoxina-B activan las citidina desaminasas APOBEC3A
(apolipoprotein B mRNA editing catalytic polypeptide 3A) y APOBEC3B en células infectadas
induciendo la degradacidn no citolitica de ADNccc [133]. GS-9620 es un agonista de TLR7 que
en modelos pre-clinicos in vivo estimula la producciéon de IFNa y otras citoquinas, activa los

genes estimulados por interferdn, las células NK y linfocitos [109].
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B. ESTIMULACION INMUNIDAD ADAPTATIVA

Las vacunas terapéuticas intentan romper la tolerancia de cT a las proteinas del virus
(HBsAg y HBcAg) y estimular las cT [126], GS-4774/DV601 pueden estimular cT CD8+, NASVAC
contiene HBsAg y HBcAg y TG1050 codifica tres dominios de antigenos del VHB, core,
polimerasa y superficie y podria inducir células especificas de memoria T CD8+ [109,133]. GI-
13020 es una quimera de los antigenos X, S y C inmunogénica e induce respuesta especifica de
cT [109]. En pacientes con HBC, la alta carga viral lleva a la disfuncién de las cT por induccién
de inhibidores de chekpoints como PD-1 (programmed death-1) y CTLA-4 (cytotoxic T
lymphocyte antigen-4), Nivolumab (BMS-936558) y pembrolizumab (MK-3475) son anticuerpos
monoclonales ant-PD1, al bloquear PD-1 aumentan la proliferacién de cT CD8+ y favorecen la

produccién de IFN en linfocitos intrahepaticos [109,133].

Tabla 11: Terapias emergentes para el tratamiento de la infeccidon crénica por el VHB y su estado actual
[109,126,133].

ESTRATEGIA AGENTE TERAPEUTICO ESTADO
Besifovir (LB770380) Fase Il
NUEVOS NUCs Tenofovir alafenamide (TAF, GS- Fase Il
7340)
CMX157 Fase Il
INHIBICION DE LA ENTRADA Myrcludex B Fase Il
ZFNs (zinc finger nucleases) Preclinico
SITIOS DE CORTE ESPECIFICOS DEL | TALENS (transcription activator-like L
Preclinico
ADN effector nucleases)
INHIBIDORES
ADNcec CRISPR Preclinico
NUCs 0 0
INHIBICION DE LA CONVERSION A CCC-0975/CCC-0346 preclinico
ADNccc
CONTROL EPIGENETICO ADNccc
AT-61/AT-130 Fase |
INHIBIDORES ENSAMBLAJE Bay 41-4109/GLS4 Fase |
NVR-1221 Fase |
UNION ADNccc A PROTEINAS
|NH|B|C|ON KNOCK-DOWN ARC-520 Fase ||/|||
ARN-VHB | |NHIBICION LIBERACION HBsAg REP9-AC (REP 2055) Fase Il
AGONISTAS RECEPTOR preclinico
INMUNIDAD | | INFOTOXINA-B
INNATA
AGONISTAS TLRs GS-9620 Fase Il
GS-4774/DV-601 Fase Il
HTAs VACUNAS TERAPEUTICAS NASVAC Fase lll
INMUNIDAD TG1050 Fase |
ADAPTATIVA - -
ACTIVACION cT ESPECIFICAS GI-13020 Preclinico
INHIBIDORES DE LOS Nivolumab (BMS- preclinico
CHECKPOINTS 936558)/pembrolizumab (MK-3475)
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2.3 VARIABILIDAD GENETICA

2.3.1 GENOTIPOS Y SUBGENOTIPOS
2.3.1.1 CLASIFICACION

El VHB se divide en ocho genotipos confirmados (A-H) y dos propuestos (I y J), basados
en una diferencia >8% en toda la secuencia del genoma [134]. A su vez la diversidad dentro de
los genotipos ha llevado a su divisién en numerosos subgenotipos (A1-A7, B1-B9, C1-C16, D1-
D9, F1-F4 e 11-12) cuando la divergencia esta entre 4-8%, el Genotipo C (Gen/C) tiene 16
subgenotipos y probablemente es el mas antiguo, por el contrario los Gen/E, Gen/G y Gen/H
no tienen subgenotipos, lo que sugiere un origen reciente [110]. La letra/nimero viene dado
por el orden en el que fueron descubiertos y no corresponde con la evolucién, por ejemplo A4
y D5 son los mas antiguos de los Gen/A y D, respectivamente [135]. La clasificacion de los
supuestos Gen/l y J ha sido controvertida, en el 2000 se aislaron tres genomas completos en
Vietnam con una region preS y S correspondiente al Gen/A y G, respectivamente, y el resto de
la secuencia C4, asignar a este recombinante el nuevo Gen/l tuvo oposicidon ya que la
divergencia con el Gen/C era <8%, pero al aislarse virus similares en Laos, sur de China y una
tribu primitiva del este de India, el punto de corte para la divergencia entre genotipos se
redujo a 7,5% vy el Gen/I fue reconocido [110]. El supuesto Gen/J fue aislado en un japonés de
88 afos que probablemente contrajo la infeccion en Borneo, una isla del Sudeste Asiatico,
durante la Il Guerra Mundial, el genoma completo difiere de los genotipos A-I al menos en
9,9%, pero presenta menor divergencia con el genoma del VHB de gibdn y probablemente es
un recombinante entre este virus en los genes Py Sy el Gen/C del VHB en el core [110]. Antes
del analisis molecular la clasificacidn se basaba en la heterogeneidad inmunoldgica del HBsAg,
lo que llevd a la categorizacidon en 10 serotipos (ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adws3,
adw4q-, adr y adrg-), después se ha visto que los cambios de aa en la regién MHR son los
responsables de esta clasificacion (Tabla 12) [135] y estan parcialmente correlacionados con

los genotipos [136].

Tabla 12: Posiciones mas importantes de la SHBs para _
definir los serotipos y subtipos. El determinante “a”

y al
menos dos parejas de epitopos variables y mutuamente 122 Lys d
excluyentes: “d” o “y* y “W” o “r”, permiten la Arg y
identificaciéon de cuatro subtipos antigénicos: adw, ayw, Pro wl*/w2
adr y ayr, la designacion d/y hace referencia al aa 122 de 127 Thr w3
HBsAg (Lys o Arg) y las letras w/r al aa 160 (Lys o Arg). A su Leu wa
vez se dividen en 10 serotipos menores, ayw1, ayw2, ayw3,
ayw4, ayr, adw2, adw3, adw4q-, adr y adrg-, la designacion 134 Tyr ayw2/ayw3
w1-4 obedece a la identidad del aa 127 (Pro, Thr o Leu) y el Phe | aywl/ayw4/adw2/adw4
subtipo g- corresponde al aa 177 (Ala) y aa 178 (Gly) 160 Lys w
[219]. *Reactividad wl también requiere Argl22, Phel34 Arg r
y/o Ala159.
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2.3.1.2 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La distribucion geografica y étnica de genotipos y subgenotipos esta bien caracterizada
(Figura 23, Tabla 13) [110,135-139]. El Gen/A presenta una distribucion global y predomina en
el noroeste de Europa, norte de América, sur de Africa y Brasil. El Gen/B aparece sobre todo en
Asia pero también en Oceania y alrededor del Polo Norte. El Gen/C también aparece en Asia,
sobre todo en las islas del Pacifico, con diferentes tasas de prevalencia en los distintos paises, y
Oceania. El Gen/D es ubicuo, es el mas frecuente en el sur de Europa, paises mediterrédneos,
India y Rusia. El Gen/E esta restringido al Africa subsahariana, siendo el mas prevalente en esta
region. El Gen/F co-circula en poblacién indigena de América del Sur y Centroamérica,
probablemente originado en las poblaciones amerindias en Alaska, América Central y del Sur.
El Gen/G es poco frecuente, pero a pesar de su baja prevalencia estd muy extendido y aparece
en Europa (Francia y Alemania), América (EE.UU), Asia y Africa. El Gen/H se da en
Centroamérica, probablemente originado en las poblaciones amerindias. El Gen/l estd
restringido a Laos, Vietnam, India y China y el Gen/J a Japdn. En algunos casos la distribucion
de genotipos/subgenotipos estd relacionada con el origen étnico, por ejemplo B6 esta
confinado a poblaciones indigenas del Artico canadiense, C4 a los aborigenes australianos, C3 'y
C5-C10 a poblacion indigena de Indonesia y se ha propuesto que los (sub)genotipos han
evolucionado en diferentes corrientes de migraciones humanas [135]. No obstante, la
distribucidn geografica de los genotipos se esta alterando debido a los viajes y a la migracién,
como se demuestra por la aparicion de genotipos europeos, asiaticos y africanos en paises de

baja endemicidad como Australia [110].

Figura 23: Distribucion geografica de los genotipos del VHB [137].
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Tabla 13: Distribucidn geografica de los subgenotipos del VHB.

SUBGENOTIPO

DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Al Restringido a Africa e India. Prevalente en Africa subsahariana
A2 Europa y norte de América
A3 Cameruin y norte de Africa, Gambia y oeste de Africa
A4 Mali
A5 Nigeria
A6 Pacientes africano-belgas
A7 Camerun
B1 Restringido a Japon, sin evidencias de recombinacidn
B2 En el resto de Asia, es un recombinante B/C (gen preCore/core derivado del Gen/C).
Prevalente en Taiwan
B3 Indonesia
B4 Vietnam y Francia
B5 Filipinas
BG En poblacién indigena del Artico, incluyendo Alaska, norte de Canada y Groenlandia, sin
evidencias de recombinacion, y Sur de China
B7 Este de Indonesia (islas Nusa Tenggara)
B8, B9 Indonesia
C1 Este de Asia, Taiwan sobre todo
Cc2 China y Sudeste asiatico
c3 Oceania
c4 Aborigenes australianos
c5 Filipinas
c6 Indonesia
c7 Filipinas, Indonesia
C8-C16 Indonesia
D1 Irdn y paises fronterizos
D2 Europa del este y Rusia
D3 Serbia, Sur de Africa y Alaska
D4 Oceania y Somalia
D5 Este de India
D6 Indonesia
D7 Tlnez
D8 Niger
D9 Este de India
F1 Centroamérica, Argentina, Chile y Alaska
F2 Centro y sur de América, Venezuela y Brasil
F3 Norte de Sudamérica, Panama, Venezuela y Colombia
F4 Sur de Sudamérica, Brasil, Argentina y Bolivia.
11 Laos, Vietnam, noroeste de China
12 Laos, Vietnam

2.3.1.3 RECOMBINACION INTERGENOTIPICA

En todo el mundo se han documentado nuevas variantes generadas por recombinacion
entre diferentes genotipos, por ejemplo, el gen preCore/Core de B2-B5 tiene su origen en el
Gen/C [140], el VHB dominante en el Tibet es un recombinante C/D [141], el Gen/I es un
recombinante A/C/G y se han identificado recombinantes A/D, G/C y D/E en Africa [142],

también hay evidencias de recombinacidn entre genotipos de VHB humanos y VHB de simios,
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como en el Gen/J. Ademas el analisis a gran escala de secuencias completas en bases de datos
ha evidenciado incongruencias en arboles filogenéticos construidos desde diferentes regiones

del genoma del VHB, que han llevado a la deteccion de nuevos genomas recombinantes [138].

2.3.1.3.1 MECANISMO DE RECOMBINACION

El mecanismo exacto no se conoce pero existen una serie de factores bioldgicos y
epidemioldgicos que afectan la probabilidad de recombinacién como (1) la co-circulacién en la
misma darea geografica de varios genotipos, (2) la homologia genética entre genotipos, (3) el
tamanio de la poblacidn viral en el hospedador, (4) la prevalencia de la infeccién por el VHB, (5)
la tasa de co-infeccién, (6) un alto grado de cronicidad del VHB y (7) un bajo nivel de salud
publica, de ahi que la mayoria de recombinantes se hayan descrito en el este de Asia o Africa
[135,143]. Gracias al desarrollo de las técnicas de secuenciacidon masiva NGS (Next Generation
Sequencing) se ha visto que la tasa de infecciones mixtas en pacientes con HBC es mas alta de
lo esperado [144] y esta co-existencia de diferentes genotipos infectando la misma célula
podria llevar al intercambio de material genético, en Asia se ha descrito una alta prevalencia
de infecciones mixtas [145], por ejemplo mezclas Gen/B+C en Taiwan [12], y en Europa Central
y del Este se han descrito infecciones mixtas (Gen/A+D, Gen/A+D+F y Gen/D+F) en el 8% de los
individuos infectados [146]. Parece poco probable que la recombinacién ocurra durante la
transcripcién reversa, ya que el proceso tiene lugar en la nucleocdpside implicando sélo una
molécula de ARNpg, con lo que probablemente ocurre en el nucleo donde la recombinacion
homéloga (HR) ocurriria entre moléculas de ADNccc de diferentes genotipos co-infectantes
[138]. En el mismo estudio donde se sugirid el papel de la TDP2 como la enzima que inicia el
proceso de transformacion de ADNrc a ADNccc [86], ya se propuso el complejo MRN (formado
por MRE11, Rad50 y NBS) como un posible candidato para sustituir TDP2. Este complejo tiene
un papel destacado en vias de reparacién del ADN por HR y vias cldsicas y alternativas de unién
de extremos no homodlogos (NHEJ) [147]. La transformacidon del ADNrc en ADNccc por estos
mecanismos implicaria que una molécula de ADNccc que ya existe en el nucleo podria
proporcionar el fragmento de ADN homodlogo para que tuviera lugar la HR, aunque hoy en dia

no hay evidencias experimentales de esto.

2.3.1.3.2 PUNTOS DE RECOMBINACION (BREAKPOINTS)
Aunque los puntos de recombinacién estan distribuidos a lo largo de todo el genoma,
se han identificado ciertos sitios preferentes entre las posiciones nt 1600-2000 (cerca de la

region DR1), nt 2100-2500 (extremo 3’ del gen core), nt 3000-300 (regidén preS/S) y nt 700-
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1000 (extremo 3’ del gen S) [138]. Ademas se ha visto que el Gen/C tiende a contribuir con su

region preCore/Core en los genotipos recombinantes asociados [148].

2.3.1.3.3 DESCRIPCION DETALLADA DE LOS GENOMAS RECOMBINANTES

Los recombinantes intergenotipicos identificados hasta ahora (Tabla 14) incluyen todos
los genotipos excepto el Gen/H, los recombinante B/C y C/D representan la mayoria de
recombinantes (60%) y los otros intergenotipos incluyen A/B/C, A/C, A/C/G o U/C, A/D, AJE,
A/G, B/C/U, C/F, C/G, C/), D/E, D/F y F/G (U=unknown) [136,138]. En general, los

intergenotipos muestran el mismo patrén de circulacién que los genotipos parentales [138].

Tabla 14: Descripcion detallada de genotipos recombinantes, con la region donde se han aislado [138]. U=unknown.

GENOTIPO PAIS BREAKPOINTS
Filipinas B2 con Gen/A en X
A/B/C .
Sur de Africa B2 con Gen/A en preS1
China, Taiwan Gen/C con Gen/A integrado en preS1/S2, preCore/Core o
region S-X
A/C -
Sur de Africa Gen/A con pequefio fragmento de Gen/C en regiones X y
PC
Argentina A2/D3 (Gen/A en regién S)
India Gen/A con Gen/D en preS/S, Gen/A con Gen/D en
proCore/Core y P-X, Gen/D con Gen/A en preS/Sy S
Italia Gen/D con Gen/A en S-X y recombinantes mas complejos
con 4 breakpoints
A/D Polonia Gen/A con pequefio fragmento Gen/D en X
Rusia Gen/A con Gen/D en preCore/Core
Sur de Africa Gen/A con Gen/D en preS/S
Tlnez Gen/D con Gen/A en preCore/Core
Uzbekistan Gen/D con Gen/Aen S
Camerun A3 con Gen/E en P (nt 874-1062) y X
Guinea Gen/E con A3 en P (nt 908-1026) y X-core. A3 con Gen/E
AJE en preCore/Core. Gen/E con A3 en X
Francia A3 con Gen/E en preCore/Core
Gana A3 con Gen/E en gen core
Brasil Gen/G con Gen/A desde preS2 hasta S (nt 366)
A/G Canada 4y 6 breakpoints
EEUU Gen/G con pequefio fragmento Gen/A en preS1/S2
China, Camboya, Indonesia, Japon, | Gen/B con Gen/C en preCore/Core (son los
Malasia, Filipinas, Suiza, Taiwan, | recombinantes B/C dominantes)
Tailandia, Vietnam
China Gen/C entre preS2 o S-core con Gen/B en el resto. Gen/B
entre preS2 o S-X con Gen/C en el resto. Gen/C con Gen/B
en X, S-X o S. Gen/B con Gen/C en X-core. Gen/B con
B/C Gen/C en gen core-preS2
Indonesia, Taiwdn y China Gen/C con pequefio fragmento Gen/B en P (entre gen
core-preS1). Complejos con 4 breakpoints
Vietnam Gen/C con Gen/B en X
Filipinas Gen/Ccon Gen/BenS
Japén Gen/C con Gen/B en preCore/Core
Taiwan Gen/C con Gen/B en preS1. Gen/C con Gen/Ben S
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Tabla 14: Continuacion.

GENOTIPO PAIS BREAKPOINTS
B/C/U o B2/U | Vietnam B2 (B/C) con Gen/U entre final S-comienzo gen core
Mongolia, China Gen/C con Gen/D en preS2/S
China, Bélgica Gen/C en X-preS1y Gen/D en el resto
/D China Gen/D con Gen/C en S-X y S-PC. Gen/D con pequefio
fragmento Gen/C en preS2-S
India Clasificados como D9 (Gen/D con Gen/C entre nt 1675-
2149)
Bolivia Gen/F con un pequefio fragmento de Gen/C en nt 1630-
C/F
1779
Indonesia Gen/C con Gen/G en preS1
C/G Tailandia Gen/C con Gen/G en S. Gen/G con Gen/C en mosaico en
preCore/Core
c/) Australia C4 con Gen/J en nt 217/330-830
Niger, Gabdn, Gana, Sudan Gen/D con Gen/E en preS1
D/E Irlanda Gen/D con Gen/E en preCore/Core
Niger Gen/E con Gen/D en nt 85-505 y nt 796-1306
D/F Argentina F4 con D2 en X
Argentina Gen/G con Gen/F en gen core-P
F/G Brasil Gen/F con Gen/G en nt 482-1816. Gen/F con Gen/G en nt
1842-2100. Gen/G con Gen/F en preCore/Core
Vietnam Gen/C con fragmentos preS1-X (nt 2866-1800) de Gen/U
I (U/C) China Gen/C en nt 1670-3100 y resto Gen/U, nt 1-1250 similar a
Gen/G
India, Laos 3 breakpoints (1) nt 1400-3000 similar a Gen/C (2) nt
3000-400 similar a Gen/A (3) nt 400-1400 similar a Gen/G
China 4 breakpoints (1) nt 1548-3051 Gen/C (2) nt 3052-295
| (A/C/G) Gen/A (3) nt 296-847 Gen/G (4) nt 848-1547 Gen/A
Vietnam 5 breakpoints (1) nt 1386-3215 Gen/C (2) nt 1-396 Gen/A
(3) nt 396-666 Gen/G (4) nt 666-872 Gen/C (5) nt 872-
1104 Gen/G

2.3.1.4 IMPLICACION DEL GENOTIPO EN LA VIROLOGIA
Los genotipos presentan caracteristicas viroldgicas particulares, que podrian explicar la

diferente patogénesis y respuesta al tratamiento como se vera en el siguiente apartado.
2.3.1.4.1 TAMANO GENOMA

La mayoria de genotipos tienen un genoma de 3215 pb, excepto los genotipos A, D, E,

G y J debido a inserciones (ins) o deleciones (del) en pauta (Tabla 15) [110].

74



Tabla 15: Longitud del genoma de los genotipos del VHB.

GENOTIPO GENOMA (pb)
A 3221 (ins de 6 nt cerca del extremo 3' gen core)
B 3215
C 3215
D 3182 (del de 33 nt en extremo 5' preS1)
E 3212 (del de 3 nt en extremo 5' preS1)
F 3215
G 3248 (ins de 36 nt en extremo 5' gen core y del de 3 nt en 5' preS1)
H 3215
| 3215
J 3182 (del de 33 nt en 5' preS1)

2.3.1.4.2 MODO DE TRANSMISION

El genotipo influye en el modo de transmision, los Gen/B y C son transmitidos
fundamentalmente por via vertical perinatal llevando a una alta prevalencia de infeccién
cronica en el este de Asia, mientras que los Gen/A, D y E se adquieren normalmente por
transmisién horizontal. En el caso del Gen/G suele ocurrir por contacto sexual en hombres
homosexuales [110]. No obstante, este aspecto no estd claro ya que estas son las vias de
transmisién habituales en las regiones donde dichos genotipos son mayoritarios, por lo que no
se puede confirmar que el genotipo sea el responsable de la via de transmisién per se o

simplemente que esté utilizando la via mas comun en el drea correspondiente.

2.3.1.4.3 CARACTERISTICAS GENETICAS PARTICULARES DE LOS GENOTIPOS

La mutacion G1896A, que elimina la expresiéon de HBeAg por una stop en el PC (Ver
apartado 2.3.2.4.1 Variantes en el PC), es rara en los Gen/A, F y H y tiene su maxima
prevalencia en el Gen/D [135], es comun en paises mediterraneos y orientales con alta
prevalencia de Gen/D y B, respectivamente y es menos prevalente en Europa Occidental y
norte de América donde el Gen/A predomina. Esta asociacion con el genotipo se debe a las
secuencias solapadas del PC y la sefial de encapsidacion € (Figura 14B), en la region € las
posiciones 1896 y 1858 estdn emparejadas, la sustitucion G1896A resulta en la estabilizacién
de esta estructura en los Gen/B, D, Ey G en los que la que la posicién 1858 es una T, en cambio
en los Gen/A, C, Fy H hay una C en posicién en 1858 y la sustitucion G1896A resulta en una
pérdida de estabilidad termodinamica, lo que produce una disminucidn de la encapsidacién y
replicacion [149]. El Gen/A tiene alterado el sitio de corte de los 29 aa residuales Ct en p25
para dar lugar al HBeAg, lo que produce formas adicionales de la proteina mas largas, aunque
el significado funcional es incierto [110]. En el Gen/G existen dos codones stop en el gen core y

no secreta HBeAg, esto podria explicar porque la infeccion no ocurre sola sino es asociacion
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con otros genotipos fuente de HBeAg, normalmente Gen/A [120], por otro lado, la insercion de

36 nt en el gen core causa una superproduccién de proteina HBc [135].

2.3.1.5 IMPLICACION DEL GENOTIPO EN LA PATOGENESIS

Cada vez existen mas evidencias del impacto del genotipo en los resultados a corto y
largo plazo de la infeccidn crénica por el VHB [139]. En general, los Gen/A y B muestran
mejores resultados clinicos que los Gen/D y C, respectivamente, incluyendo seroconversion
mds temprana, mayor probabilidad de remisidon sostenida después de la seroconversidn,

menor actividad de la enfermedad en la histologia y riesgo reducido de HCC [135,150].

2.3.1.5.1 GENOTIPOS By C

En general, individuos infectados por Gen/C experimentan seroconversion HBeAg mas
tardia y tiene un riesgo aumentado de inflamacion hepatica, brotes de hepatitis, fibrosis
hepatica y cirrosis y se ha sido identificado como factor de riesgo para el desarrollo de HCC
[120]. Estudios llevados a cabo en China han mostrado que el Gen/C es mas frecuente en la
I0OB, en embarazadas es un factor de riesgo para la transmisién madre-hijo y C2 es un factor
independiente de riesgo de cronificacion [136]. En cuanto al Gen/B, en Japdn B1 se ha
relacionado con hepatitis fulminantes [137], en el este de Asia B2 con HCC o recurrencia de
HCC en pacientes jévenes [137], B6 con una clinica moderada y B1 con infeccidon aguda y

fulminante y desarrollo de enfermedad hepatica a edad mds avanzada que B2-B5 [135].

2.3.1.5.2 GENOTIPOS A,D,FYG

Comparativamente, en Europa el Gen/A esta asociado con infeccidn crdnica y el Gen/D
con infeccidn aguda [110], la infeccidon crénica por el Gen/A presenta tasas significativamente
mayores de remisidon bioquimica sostenida, aclaramiento del ADN-VHB y HBsAg, comparado
con la infeccidn crénica con Gen/D [21]. En India el Gen/D esta asociado con enfermedad
hepatica mas severa y HCC en pacientes mas jovenes comparado con Gen/A [120]. En cuanto
al Gen/A, en Europa pacientes infectados con A2 tienen una clinica moderada y una alta
probabilidad de aclaramiento HBsAg con pérdida de ADN-VHB y en el sur y oeste de Africa
pacientes con Al presentan peor prondstico que pacientes infectados con A2 [135]. Respecto
al Gen/D, en EEUU es un factor de riesgo independiente de hepatitis fulminante [120,135] y en
India se ha asociado con complicaciones hepdticas mds severas que cualquier otro genotipo
[135]. En EEUU, el Gen/G y F estan asociados con un riesgo aumentado de fibrosis [110] y
mayores tasas de mortalidad, respectivamente, que los Gen/A o D [135]. En un estudio se ha

visto que pacientes infectados con F2 o C2 desarrollan mas HCC que aquellos con A2, B6 o
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subgenotipos D [135]. También se ha visto que la muerte por enfermedad hepatica es mds
frecuente en pacientes con Gen/D y F que con Gen/A [139]. Un estudio en Alaska, donde se
encuentran 5 de los 10 genotipos, ha mostrado que las tasas de complicaciones, incluyendo
HCC, de los pacientes infectados con Gen/A son menores que las encontradas en pacientes

infectados con Gen/D, C o F1 [120].

2.3.1.6 IMPLICACION DEL GENOTIPO EN EL TRATAMIENTO
Los genotipos estan significativamente asociados con la RVS a los tratamientos
basados en IFN y cada vez existen mas evidencias de la asociacidon entre el genotipo y la

respuesta a NUCs, aunque existen algunos estudios contradictorios.

2.3.1.6.1 IFN

En general los Gen/A y B muestran una mejor respuesta a IFN que los Gen/D y C [139].
En pacientes HBeAg(+), la incidencia de ALT normalizada mantenida, seroconversion HBeAg
entre 6-12 meses después de parar el tratamiento y la incidencia de aclaramiento HBeAg
duradero después de 3 afios, es significativamente mayor en los Gen/A y B que en los Gen/D o
C [139]. En pacientes con Gen/A HBeAg(-) tratados con PEG-IFN la incidencia de aclaramiento
HBsAg (20%) es mayor que en los Gen/B, Cy D (6, 9 y 6%, respectivamente) [139] y en
pacientes chinos HBeAg(-), el Gen/B parecen responder mejor a IFN que el Gen/C [136]. Por
tanto, pacientes con Gen/A con ALT alta o ADN-VHB bajo y pacientes con Gen/B o C con ALT
alta y ADN-VHB bajo tienen una alta probabilidad de RVS y son candidatos a tratamiento con

IFN [139].

2.3.1.6.2 NUCs

En general el genotipo no tiene un impacto fuerte y claro en la respuesta a NUCs, pero
algunos estudios indican cierta asociacion [136]. Pacientes con Gen/B o C tratados con TDF
presentan una menor probabilidad de alcanzar la RVS que aquellos con Gen/Ay D [136], en un
estudio se demostré que el mejor predictor de pérdida de HBsAg en el tratamiento con TDF
era el Gen/A o D en pacientes de raza caucasica [150]. En un estudio en Tokio en pacientes con
HBC que recibieron tratamiento de rescate con NUCs tras el fallo de LAM, el Gen/A fue
independientemente asociado con la seroconversién HBsAg tanto en pacientes HBeAg(+)
como HBeAg(-) comparado con otros genotipos [136]. Sin embargo, en el estudio BE-LOW
(51% pacientes caucasicos y 49% asiaticos) se encontré que en aquellos tratados con ETV, con
o sin TDF, durante 100 semanas, el Gen/A estaba asociado con un descenso de HBsAg mas

prolongado durante el tratamiento que los genotipos no-A [136]. En otro estudio con
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pacientes en tratamiento con ETV o LAM, la pérdida de HBsAg era mas probable en pacientes
caucasico con Gen/A o D [150]. El Gen/B se ha asociado con deteccion mas temprana de
resistencias a LAM [139] y en un estudio japonés, en el que los pacientes recibieron ADV tras el
fallo de LAM, la respuesta al tratamiento fue mas temprana en pacientes con Gen/B que C

[136].

2.3.1.7 IMPACTO DE LOS GENOTIPOS EN LAS MEDIDAS PROFILACTICAS

La vacuna actual es un péptido recombinante super antigeno del HBsAg que cubre el
determinante “a”. Se considera que un titulo de anti-HBs>10 Ul/I es protector y se desarrolla
en el 95-99% de los nifios sanos y adultos jévenes [151]. A pesar del éxito en la mayoria de los
casos, la vacunacién a veces falla debido al genotipo. Las mutaciones de escape inmune en el
gen S (Ver apartado 2.3.2.1 Variabilidad en el ORF preS/S) varian entre genotipos, de hecho
algunas de estas mutaciones de escape son la secuencia original en otros genotipos [135].
Ademas en Europa dos pacientes desarrollaron infeccién por Gen/F a pesar de tener anti-HBs y

no tenian mutaciones de escape inmune [135].

2.3.2 PRINCIPALES VARIANTES GENETICAS DE INTERES CLINICO EN EL VHB
A continuacidn se describen las principales variantes del VHB en los diferentes

OREFs, asi como su implicacién clinica (Figura 24).

Figura 24: Principales tipos de variantes en los diferentes ORFs del VHB y su significado clinico [120].
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2.3.2.1 VARIABILIDAD EN EL ORF preS/S

Las mutaciones puntuales y/o deleciones en la principal regién hidrofilica MHR del gen
preS/S, pueden llevar al escape inmune y a la IOB [120], ya que es la region donde se localiza el
determinante “a” (aa 124-147), principal diana para la respuesta neutralizante de cB y los
anticuerpos usados en los test serolégicos [128]. G145R es la principal mutacién de escape de
respuesta inmune inducida por vacunacidn [128] y se ha encontrado en nifios que adquieren la
infeccion por el VHB a pesar de la inmunoprofilaxis activa y pasiva [120]. Otras mutaciones de
escape inmune son T116N, P120S/E, I/T126A/N/I/S, Q129H/R, M133L, K141EP142S y D144A/E
[128]. Se han encontrado mutaciones similares en pacientes inmunocomprometidos (M103l,
L1091, T118K, P120A, Y134H, S143L, D144E y S171F) y se consideran responsables de la
reactivacién de la infeccidn en pacientes previamente anti-HBs(+). K122I se ha asociado con la
IOB, ya que elimina la reactividad del HBsAg en todos los inmunoensayos comercializados
[120]. En pacientes que reactivan la infeccion durante la inmunosupresion, ademds de
mutaciones en el epitopo de cB, se han encontrado variantes en los epitopos de cT restringidas
por HLA clase | (C48G, V96A, L175S, G185E y V190A) [128]. Variantes en preS/S también se han
asociado con la capacidad de ensamblaje y replicacién, las sustituciones T123N y A159G
reducen el ensamblaje de los viriones y la sustitucion K160N parece que compensa el efecto
negativo de A159G en la produccion de viriones, W172L y L173F puede aumentar la replicacion
viral [120]. Mutaciones puntuales y/o deleciones en esta region también podrian contribuir a
la hepatocarcinogénesis [128]. La mutacién W4P/R en la regidén preS1 podria estar asociada
con enfermedad hepatica severa (HCC y cirrosis) en hombres con HBC por Gen/C [128]. Se han
detectado grandes deleciones en pauta en la regidn preS, normalmente agrupadas en la region
3’ de preS1y 5’ de preS2 [110], y muchos estudios han asociado estas deleciones, sobre todo
en preS2, con HCC. Al menos tres mecanismos podrian estar implicados en la patogénesis del
HCC asociado a estas deleciones en preS: (1) una respuesta inmune alterada, ya que las
regiones preS1 y preS2 contienen varios epitopos para las cB y cT [120], (2) la acumulaciéon de
LHB en el RE, que desencadena estrés del RE [110] y (3) los mutantes preS2 activan
directamente vias promotoras de tumores como las vias VEGF/AKT/mTOR,

p27/retinoblastoma/Cdk2/cyclin A, D, entre otras [120].

2.3.2.2 VARIABILIDAD EN EL ORF P

Como se ha visto en el apartado 2.2.5.4 Resistencias a NUCs, las mutaciones en el
dominio RT de la polimerasa pueden llevar a la aparicidon de resistencias a los tratamientos
antivirales después del uso de NUCs durante un tiempo prolongado [120]. Como el ORF Py S

se solapan a nivel de los aa 8-236 de RT, algunas mutaciones de resistencias afectan al HBsAg
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solapante. Por ejemplo, el mutante rtA181T seleccionado por ADF, LAM o LdT resulta en un
coddn stop en el gen S (sW172stop) causando un defecto en la secrecion de HBsAg y esta
mutacién se encuentra con frecuencia en HCC [128], las mutaciones de resistencia rtV173L +
rtL180M + rtM204V resultan en las mutaciones sE164D + sI195M en HBsAg que reducen la

union a anticuerpos [120].

2.3.2.3 VARIABILIDAD EN EL CORE

Aunque el gen core es el mas conservado de los genes del VHB, se han encontrado
mutaciones puntuales o deleciones en la mayor parte de su secuencia, la mayoria localizadas
en las regiones epitépicas (Figura 25) [37]. En un estudio se han encontrado que las tres
mutaciones C2288A/T, C2304A y A/G2525C/T correlacionan con enfermedad hepatica severa,
entre estas, tanto C2288A/T (P130T/S) como C2304A (P135Q) se localizan en la region
hipervariable que cubre los aa 130-135 de la proteina core y podrian alterar los epitopos
reconocidos por cB y cT, llevando al escape inmune [120], la otra mutacion A/G2525C/T, en el
promotor preS1, introduce sitios de unidn adicionales a NF-1 y C/EBPa, sugiriendo una mayor
produccién de HBsAg, que podria contribuir a la enfermedad hepatica avanzada [152].
Figura 25: Estructura secundaria del mondmero core con la distribucion de las mutaciones, hélices a en cajas, en
minuscula sustituciones de aa encontradas en sélo una secuencia HBc (compilacidon de secuencias en GenBank y
SwissProt), en rojo sustituciones sugeridas en relacion con un rasgo particular en el curso de la infeccidn. Epitopos

de cB en amarillo y cT en rosa. Flechas azules: supuestos sitios de inserciéon y delecidn. La flecha rosa indica
insercion natural de 12 aa (RTTLPYGLPGLD) dentro del gen core en el Gen/G [37].

éé DrPlas ada
ST Al | TVs/ R
; tfgd Nrs| S]Ap in
-, RTASVGN | Rfwhn/ " -
: v D|ENgk %
: a3 V [t | QY .
-, rW PVl s
m—D h A Nfsctr = 3l
1t tcgS|A vlh ‘ H
B3 R [LVIE -
L Ha riyti|m [EeNIdk lalVw
K tVS|Le _TVDlans 4 aiVv
Elq agKD|E |[TN]THdw SACT amm
E recdé\//‘(’;v g \C//a\l tnlyc hII(S%y ‘El'“s
al "ﬁk ws|C |jsL)/n 9 SP -
7 8a vy o | km T
o P resia | 8 s
v S ne n 1 1
{mfL pv VDM PR [fwi] 7 I
aPocp kG hi|Lss)| LIWim P
dnfAVTHS L rcd|A || W|r/ tsA
nahg . sl Il GlEt AQTS Prs
\'4
$F gﬁH s | |VT/ /P
tLP2x o2a a2b ' hnyt Asw gpc kR
kypATS 30 3% 0 s yT y rY
VRDLLDTASAL|YREALE/SPEHC Lllrh svgbA
=VYAY; 7 oSD S m"T:JM/s s/aNTQPm™
LiEt|eATA HIkv afqg ¢ s o5 8 -
é;;hp;mal»/( Sgp d ag r G = = —
I % 11 X |RETVLEYLVSFGVWIR|
md g q kDV/1Ins avvw G
f yQL Vgf dt p
fs Pi a a
;

80



2.3.2.4 VARIABILIDAD EN LA REGION X

La regién X del VHB hace referencia a la parte del genoma donde se solapan el extremo
3’ del ORF X y el extremo 5 del ORF preCore/Core y que incluye el Cp y los elementos
reguladores enhancers, DRs y TATA boxes-like (Figura 10), a continuacion se detallan las

variantes encontradas en esta region.

2.3.2.4.1 VARIANTES EN EL PC
Son variantes clinicamente relevantes ya que eliminan la expresién de HBeAg, las

principales se resumen en la tabla 16.

Tabla 16: Variantes en el PC y PBC que llevan a la no expresion o niveles reducidos de HBeAg, respectivamente
[128,149]. *Normalmente acompafiando a G1896A, se ha asociado a cirrosis [149].

Region Variante Efecto

Coddn 28 preCore G1896A Coddn stop

Coddn 28 preCore G1897A Coddn stop

Codon 29 preCore G1899A* pcG29D
A1814C Pérdida primer coddn de inicio ATG

Primer coddn del preCore T1815 Pérdida primer coddn de inicio ATG
G1816A Pérdida primer coddn de inicio ATG

Segundo codon del preCore C1817A Coddn stop

PBC A1762T/G1764A | {, expresion ARN preCore

2.3.2.4.2 VARIANTES EN EL PBC

Las mutaciones en el PBC reducen pero no eliminan completamente la expresion de
HBeAg vy estdn asociadas con enfermedad hepatica severa (cirrosis y HCC)
independientemente del genotipo y la carga viral. Un estudio reciente con técnicas de NGS ha
demostrado que pacientes con una alta proporcion de mutaciones en el PBC (245%) un afio
antes de la seroconversién HBeAg tienen una mayor probabilidad de progresar a cirrosis
comparado con los de menor porcentaje (<10%) [110]. Al solaparse con el gen X, las
mutaciones en el PBC producen cambios en HBx, que también explicaria que las mutaciones en
el PBC promuevan el HCC [110]. La mas comun es la doble mutaciéon A1762T y G1764A que
reduce la expresion de HBeAg hasta en un 70%, aumenta la replicacion viral [120], provee de
un mecanismo a los genotipos que no pueden desarrollar la mutacién G1896A para suprimir la
expresion de HBeAg vy lleva a dos cambios en HBx, K130M y V131l, mutaciones mas frecuentes
en el HCC-VHB [47]. La mutacidn T1753C aumenta la replicacidn, su prevalencia es mas alta en
pacientes con HCC o cirrosis y provoca el cambio 1127T en HBx, lo cual provoca un cambio de la

afinidad de HBx para BCL2 y afecta a la apoptosis inducida por el VHB [47]. Las mutaciones
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C1766T y T1768A también reducen la sintesis de HBeAg y aumentan la replicacién, ademas

T1768A induce el cambio F132Y en HBx [110].

2.3.2.4.3 VARIANTES EN LA REGION X/Cp/PC

Estudios en Corea con pacientes con HBC y subgenotipo C2 han reportado que el
riesgo de HCC aumenta en presencia de 26 de 8 de estas mutaciones: G1613A, C1653T,
T1753C, A1762T, G1764A, A1846T, G1896A y G1899A localizadas a lo largo del Cp y la porcién
proximal del PC [120], la doble mutacidn en el PBC podria ser la base para la acumulacién de
estas mutaciones e influenciarian la expresion de HBeAg y la replicacién del ADN-VHB [153]. La
mutacion C1653T, que provoca el cambio H94Y en HBx, se ha descrito recientemente como un
factor predictivo de HCC en Japdn [47], localizada en la box a del Cp, puede aumentar la
afinidad de unién y la actividad del ENHII/Cp [47]. La mutacidon G1613A, a pesar de ser
sindnima en el aa 80 de HBx, se ha asociado con HCC en pacientes chinos infectados con Gen/B
y C [47]. Varios tipos de mutaciones en el motivo tipo BH3 del gen X; T/G1719G/T (cambio en
HBx L/V116V/L), T1724C (sindnima en el aa 117 de HBx), T1727C (sinénima en el aa 118 de
HBx) y T1741C (cambio en HBx L123S), también se han relacionado con HCC, estas mutaciones
podrian interferir en la interaccion de HBx con miembros de la familia Bcl-2 (Bcl-2 y Bcl-xL) y

afectar a la replicacidn viral y la muerte celular [47].

2.3.2.4.4 VARIANTES EN EL ORF X

Debido a las multiples funciones de la proteina HBx, las variantes en el gen podrian
tener importantes consecuencias [149]. De hecho, a través de estudios epidemioldgicos varias
mutaciones se han asociado con la progresiéon de la enfermedad hepatica a cirrosis y HCC
[47,154]. Destaca el aumento continuo en la prevalencia de estas mutaciones relacionadas con
el HCC conforme se acerca al establecimiento del mismo, mostrando el mayor ndmero de
acumulacidon de mutaciones a los 4,5 anos antes del diagndstico de HCC [155]. Existen algunos

hotspots de mutacién como el codén 127, 131 6 133 [156].

A. Mutaciones puntuales en el dominio regulador negativo de HBx (aa 1-50)

La mutacion A1383T (sindnima en el aa 4) se ha asociado con HCC en una cohorte
coreana, en una cohorte de pacientes chinos infectados con Gen/B y C con peor prondstico
después del trasplante hepatico y como factor de riesgo independiente de HCC en el Gen/C.
Esta mutacién puede llevar a una capacidad de unidn reducida de miR-15a/16 a HBx, que
puede inhibir las vias de sefializaciéon celular de Bcl-2, y por lo tanto contribuir a la

hepatocarcinogénesis [47]. La mutacion G1386A/C (V5M/L), también descrita por primera vez
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en una cohorte coreana infectada con el subgenotipo C2, es mds frecuente en pacientes con
HCC y posiblemente juega un papel clave en la progresién desde cirrosis hepatica a HCC.
Recientemente, la combinacién de la doble mutacién en el PBC y V5M o V5L en HBx, ha sido
reportada por aumentar el riesgo de HCC [47]. La mutacidn G1461A/T/C (sindnima en el aa
30), se ha asociado a un riesgo aumentado de HCC en una cohorte china infectada con Gen/By
C [47]. La mutacion C1485T (P38S) ha sido descrita como factor de riesgo independiente de
HCC en una cohorte japonesa con Gen/C y también se ha descrito en coreanos con infeccién
por subgenotipo C2, como esta mutacién estd localizada en la region del epitopo para cB,
podria llevar a la infeccidn persistente por evasidon de la respuesta inmune humoral en el

hospedador [47].

B. Mutaciones puntuales en el ORF X fuera del dominio regulador negativo

La mutacidn T1544A/C (sindnima en el aa 57) se ha asociado a la supervivencia de
pacientes con HCC en una cohorte china infectada con Gen/B y C [47]. En 2016 se ha
encontrado la doble mutacion A10R/S144R en tejidos tumorales y se ha visto que para el ciclo

celular, disminuye la apoptosis y se une menos a p53 que HBx intacta [154].

C. Variantes con inserciones /deleciones (indel)

En 1996, Giinther et al. encontraron en trasplantados renales con HBC inserciones y/o
deleciones (indel) en el Cp/ENHII entre los nt 1760-1780 y la persistencia de estas indel estaba
asociada a enfermedad hepatica severa [157]. En 1997 se detectaron deleciones de 8 pb (nt
1763-1770) entre la TA-2 y TA-3 y de 20 pb (nt 1753-1772) entre la TA-1 y TA-2 en el Cp en
pacientes con HBC [158]. Desde entonces se han encontrado diferentes variantes por indel que

se resumen en la tabla 17.

Tabla 17: Variantes por insercion (ins)/delecidn(del) descritas en la region X. DUP: duplicacion.

Variante indel Cambio aa HBx Referencia
Del: 1396-1403 (8 nt) 135 aa (Hbx truncado) [159]
Del: 1575-1627 Dup: 1660-1666 Ins: 1775 15nt [160]
Del: 1633-1664 + 1725-1749 Dup: 1720-1766 Ins: 1765 TA Doble
mutacion PBC [257]
Del: 1725-1749 Dup: 1720-1766 Ins: 1765 TA Doble mutacion PBC [157]
Del: 1746 + 1756-1763 [161]
Del: 1746 + 1763-1770 [157]
Del: 1746 Ins: 1765 TA [161]
Del: 1747-1757 [161]
Del: 1747-1767 [161]
Del: 1748-1768 Ins: 1674-1675 (DUP 1651-1674) [161]
Del: 1748-1768 Ins: 1678-1679 (DUP 1649-1678) [161]
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Tabla 17: Continuacién.

Variante indel Cambio aa HBx Referencia
Del: 1750-1770 [161]
Del: 1750-1770 Ins: 1832 CT [161]
Del: 1750-1780 [161]
Del: 1751-1770 [161]
Del: 1752-1770 [161]
Del: 1752-1770 Ins: 1668-1669 (DUP 1642-1668) [161]
Del: 1752-1770 Ins: 1668-1669 (DUP 1642-1668) Ins: 1827-1828 (DUP [161]
1822-1827)
Del: 1753+1756 Ins: 1765 TA Doble mutacién PBC [157]
Del: 1754-1755 + 1763-1770 [161]
Del: 1754-1755 + 1763-1770 Ins: 1677-1678 (DUP 1647-1677) [161]
Del: 1754-1755 + 1763-1770 Ins: 1678-1679 (DUP 1649-1678) Ins: 1820 [161]
CT
Del: 1754-1763 [161]
Del: 1755-1773 127 aa (HBx truncado) [159]
Del: 1755-1774 127 aa (HBx truncado) [159]
Del: 1756-1763 [161]
Del: 1756-1772 [161]
Del: 1756-1773 [161]
Del: 1756-1773 Ins: 1669-1670 (DUP 1647-1669) [161]
Del: 1756-1773 Ins: 1673-1674 (DUP 1647-1673) [161]
Del: 1756-1773 Ins: 1678-1679 (DUP 1650-1678) [161]
Del: 1756-1773 Ins: 1676-1677 (DUP 1649-1676) [161]
Del: 1757-1766 [161]
Del: 1758-1766 [161]
Del: 1758-1777 [161]
Del: 1758-1777 Ins: 1659A [161]
Del: 1758-1777 Ins: 1832-1833 (DUP 1828-1833) [161]
Del: 1760-1772 [161]
Del: 1762-1768 [161]
Del: 1763-1770 [157]
Del: 1764-1770 [161]
Del: 1765-1772 [157]
Del: 1768-1775 [161]
Del: 1768-1775 Ins: 1825 TA [161]
Del: 1770-1776 [157]
Del: 1770-1778 137 aa (HBx truncado) [159]
Del: 1825 [161]
Del: 1825 Ins: 1653-1654 (DUP 1642-1653) [161]
Del: 1828-1841 158 aa (HBx mas largo) [159]
Dup: 1641-1668 Del: 1763-1770 [47]
Dup: 1641-1668 Del: 1770-1776 [47]
Dup: 1644-1674 Del: 1763-1770 [157]
Dup: 1648-1663 Del: 1753 + 1763-1770 [157]
Dup: 1648-1663 Del: 1763-1770 [157]
Dup: 1660-1666 Ins 1775 15nt [157]
Dup: 1723-1789 Del: 1763-1770 [157]
Ins: 1577 AGGCCC Mutacion G1633A + G/C/T1637A 154 aa [159]
Ins: 1608-1613 Ins: aa 79-80 GM [159]
Ins: 1650-1661 Ins: aa 93-94 PKLL [159]
Ins: 1653-1654 (DUP 1642-1653) [161]
Ins: 1653-1654 (DUP 1642-1653) Ins: 1768 GTT [161]
Ins: 1668-1669 (DUP 1642-1668) [161]

84




Tabla 17: Continuacién

Variante indel Cambio aa HBx Referencia
Ins: 1674-1675 (DUP 1651-1674) [161]
Ins: 1765 TA [161]
Ins: 1765 TA Doble mutacién PBC [157]
Ins: 1768 GTT [157]
Ins: 1768 GTT Ins: 1827-1828 (DUP 1819-1827) [161]
Ins: 1768-1769 (DUP 1642-1668) [161]
Ins: 1788 TA [161]
Ins: 1824-1825 (2nt) 176 aa (HBx mas largo) [159]
Ins: 1825 TA [161]
Ins: 1827-1828 (DUP 1819-1827) [161]
Ins: 1837 A [161]
Ins: 1924-1832 Ins: aa 151-152 FFN [159]
Ins:1827-1828 (DUP 1821-1827) [161]

2.3.3 ESTRUCTURA EN QUASIESPECIES DE LAS POBLACIONES DEL VHB
2.3.3.1 DEFINICION DE CUASIESPECIE (QS)

Se define cuasiespecie (QS) como un conjunto de genomas virales no idénticos pero
estrechamente relacionados entre si que co-infectan un mismo paciente y que estan
sometidos a un continuo proceso de variacién genética y seleccion por procesos de
competencia y colaboracién entre ellas [162]. El término surgid para referirse a virus ARN que

genéticamente evolucionan como una distribucion compleja de variantes [127].

2.3.3.2 ORIGEN DE LA CUASIESPECIE VIRAL

Los factores que hacen que el VHB circule como una QS son [149]:
1. La replicacidn incluye un paso de transcripcidn reversa, similar a la de retrovirus, llevado a
cabo por la ADN polimerasa viral que carece de actividad correctora de errores exonucleasa 3’-
5’. Los genomas son muy proclives a acumular errores y tienen una alta tasa de mutacion
(3,ZX10'5 —7,9%x10° nt sustituidos/ciclo replicativo), cien veces superior a otros virus ADN.
2. La alta tasa de replicacién viral (10" particulas virales/dia), sumado al pequefio tamafio del

1011 mutaciones puntuales al dia en individuos

genoma (3,2 kb), hace que se produzcan unas 10
con replicacién activa.

3. Factores del hospedador que estan asociados con una hipermutacion del genoma. La
actividad de la familia de citidina desaminasas APOBEC3, que desaminan citidinas a uridinas en

la hebra(-), resulta en una hipermutacién G por A en la hebra(+).
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4. Las nuevas capsides contienen genomas diferentes al que infectd el nucleo y el proceso de
reinfeccion genera una especie de QS intracelular, ademds de la circulante, aumentando la
complejidad del VHB.

5. Una misma célula hepdtica puede ser infectada por multiples viriones simultaneamente o
secuencialmente durante su vida.

6. La presencia de regiones homopoliméricas podria estar asociado con un aumento del riesgo
de error de la polimerasa por sliding, que resultarian en inserciones y/o deleciones [163].

7. El alto grado de solapamiento, por el que la sustitucién en un ORF puede inducir cambios en
otro. No obstante, a diferencia del VIH o el VHC, la variabilidad de la QS del VHB esta limitada

precisamente por el alto grado de solapamiento de los ORFs.

2.3.3.3 IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LA QS

La naturaleza de QS del VHB le permite adaptarse rapidamente a los cambios del
ambiente replicativo, la QS seria una unidad de seleccién, un espectro de mutantes que
poseen diferentes niveles de fitness  en determinados ambientes, aquellas variantes que
suponen una ventaja ante una presion selectiva, como el tratamiento antiviral o el sistema
inmune del hospedador, son seleccionadas durante la replicacion (Figura 26) [149]. Por lo que
muchas de las propiedades importantes del virus no se pueden explicar por una secuencia
consenso y requieren el conocimiento de las variantes presentes en la poblacién viral [164]. El
estudio de la dindmica de QS es importante para entender la adaptabilidad, el poder
patogénico y la persistencia de los virus y asi disefiar estrategias para prevenir y tratar la

enfermedad [149].

*Fitness viral: capacidad de un virus para replicarse en un determinado ambiente [127].
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Figura 26: Representacidon esquematica de la QS y variaciones en el fitness. La evolucidon de la QS esta guiada por el
gradiente de fitness del ambiente, es decir, los mutantes con mayor fitness pueden dominar por replicacion
competitiva [165,166]. A: De manera simplificada se describe una QS con dos espectros de mutantes con su
secuencia consenso en un individuo infectado. Cada linea horizontal representa un genoma y cada simbolo un tipo
de mutacién. Una QS real puede contener miles de genomas continuamente mutando para formar un conjunto
enorme. B: La QS actya como una unidad de seleccidn, las flechas pequefias indican pasos repetidos de cuello de
botella que resultan en un descenso del fitness. La flecha grande representa pasos a poblaciones mas grandes que
generalmente resultan en una ganancia de fitness. Las fluctuaciones en el fitness mostrados a valores altos y bajos
en los angulos del triangulo se han visto experimentalmente y pueden ser interpretados como efectos estocasticos
de las mutaciones en el fitness cuando la ganancia de fitness esta limitada por el tamario de la poblacién o cuando el
fitness es muy bajo.
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2.3.4 COMPLEJIDAD DE QS
2.3.4.1 DEFINCION Y SIGNIFICADO CLINICO

Se define complejidad de una QS como una propiedad que cuantifica la diversidad y la
frecuencia de haplotipos (conjunto de genomas con la misma secuencia nucleotidica),
independientemente del tamafo de la poblacidn viral. La complejidad y diversidad del
conjunto de genomas que constituye la QS (espectro de mutantes) puede influir en el
potencial patogénico, la evolucidn clinica, la seroconversién a anti-HBe o la respuesta al
tratamiento antiviral [165,167-170], con lo cual es importante cuantificarla mediante los
indices de diversidad (Ver apartado 2.3.5 Indices para el estudio de la diversidad de
cuasiespecie). De manera ideal, la complejidad de la QS deberia basarse en todo el repertorio
de mutantes de la poblacidn pero esto no es posible con la metodologia actual y se extrapolan

los resultados del analisis de una muestra limitada [171].

2.3.4.2 EVOLUCION DE LA COMPLEJIDAD DE QS EN LA HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION

La complejidad y diversidad de la QS del VHB varian a lo largo de la historia natural de
la enfermedad hepatica crénica o aguda por diferentes niveles de presion selectiva del sistema
inmune. Se ha visto que la diversidad y complejidad de la QS en pacientes crénicos es mayor
gue en aquellos con infeccién aguda y mayor en las regiones LHB, MHB, HBcAg, P y RT que en
Xy Cp [172]. En pacientes que seroconvierten tienen significativamente mayor diversidad de la
QS en la regién preCore/Core y la diversidad viral es mas extrema justo antes de la
seroconversién HBeAg [170]. Se ha observado que el aumento gradual de la diversidad de la
QS esta asociado con un aumento en las mutaciones de stop del PC, seguido de una reduccion
de los niveles de ADN y HBeAg, asi como la seleccidn positiva de variantes en los aa 13 y 135

de la proteina core [169].

2.3.4.3 EVOLUCION DE LA COMPLEJIDAD DE QS DURANTE EL TRATAMIENTO

En general, la complejidad de la QS y diversidad dentro del dominio RT en
respondedores al tratamiento antiviral es mas baja que en no respondedores durante las fases
tempranas del tratamiento. Ademas los cambios dinamicos dentro de RT en la QS en los
estadios tempranos del tratamiento, muestran diferentes patrones de evolucién de la QS entre
respondedores y no respondedores y se podrian usar para predecir la eficacia del tratamiento
y la aparicidn de resistencias a largo plazo [172]. Por ejemplo, en pacientes en tratamiento con
LAM, la complejidad y diversidad de QS es significativamente menor en respondedores que en
no respondedores en la semana 4, independiente del genotipo y estatus HBeAg [168], en

pacientes tratados con ETV los respondedores muestran un descenso de la complejidad de QS
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durante las cuatro primeras semanas del tratamiento estadisticamente significativo
comparado con los respondedores parciales y los patrones de evolucién de la QS del VHB son

un buen pardmetro para la prediccidn de la respuesta a largo plazo del tratamiento [165].

2.3.5 iINDICES PARA EL ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD DE CUASIESPECIE
La complejidad del conjunto de genomas que constituye la QS se puede calcular con
los indices de diversidad usados en Ecologia [167,171]. Estos indices de diversidad se clasifican

en tres grupos: Incidencia, abundancia y funcidn.

2.3.5.1 INCIDENCIA (total):
Los indices basados en incidencia son aquellos que corresponden al total de entidades
en el alineamiento multiple de los haplotipos, son indices de riqueza, nimero de especies en

una comunidad [171]:

Numero de haplotipos: nimero de secuencias diferentes obtenidas, cada una de las cuales

representa una variante genética [171].

Numero de sitios polimodrficos o de mutaciones: nimero de posiciones en un conjunto de

secuencias alineadas donde se puede observar al menos una mutacién [171].

2.3.5.2. ABUNDANCIA (frecuencias):

Los indices basados en abundancia consideran tanto las entidades observadas como su
frecuencia en la poblacion. Miden diversidad o uniformidad de la distribucién de haplotipos
(n2 y frecuencia de diferentes haplotipos) y varian entre 0 y un maximo de 1, cuando todos los

haplotipos observados tienen idéntica abundancia [171].

Entropia de Shannon (Hg): originalmente desarrollada en el campo de la teoria de la
informacidn, en virologia se usa como medida global de la complejidad de QS, es una funcién

del nimero de haplotipos en la poblacién viral y sus frecuencias relativas [171].

H
Hi(p) = —Zp,loglplﬁ
1=1

p;; frecuencia de cada haplotipo en la QS
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Entropia de Shannon normalizada (Hsy 0 Sn): la entropia de Shannon mide la diversidad o
uniformidad de una QS cuando es normalizada a la diversidad méxima. La Hsy permite medir la
diversidad de la QS teniendo en cuenta la cantidad de haplotipos o variantes que se han
encontrado y la frecuencia relativa entre ellos. Varia entre 0 y 1, valor minimo cuando todas
las variantes son idénticas y maximo cuando todas son diferentes, pero no tiene en cuenta la
heterogeneidad de las diferentes variantes de la QS porque es insensible al nimero de

mutaciones [171].

H
Hy(p) = —Zpllog(p,b/log(H)

1=1

H; nimero de haplotipos, p;; frecuencia de cada haplotipo en la QS

2.3.5.3. FUNCION (diferencias entre haplotipos):

Los indices funcionales son aquellos basados en las diferencias entre haplotipos dentro
de la QS y pueden incluir o no la frecuencia de cada uno de ellos en la poblaciéon. Miden la
heterogeneidad intra-poblacién, como de diferente son los miembros de una poblacién. Se
pueden subdividir entre indices funcionales basados en incidencia o abundancia [171].

INCIDENCIA (total de diferencias): frecuencia de mutacion (Mf)

ABUNDANCIA (frecuencia de diferencias): diversidad nucleotidica (Pi o m)

Frecuencia de mutacidon (Mf): heterogeneidad genética respecto a la variante dominante
(master) o una secuencia consenso de la QS. Proporcién de sitios mutados en una poblacién de
genomas virales con respecto al haplotipo dominante (master) o la secuencia consenso, el
valor es normalizado por el total de nt de la secuencia. Cuanto mayor es el valor mas

diferentes son los individuos de la poblacidn con respecto a la de referencia [171].

h

1 < le . 1,
Mf = mz n,ny; = 72 p:my = 7<P|M1\

i=1 - i=1

I; longitud amplicén, N; tamafio muestra (n2 de secuencias), n;; nimero de haplotipos, my; n2 de sustituciones entre
los haplotipos y la secuencia master, p;; Maximum likelihood estimator (MLE) de p;, h; n2 de haplotipos, M; n2 de
mutaciones

Diversidad nucleotidica (Pi o t): heterogeneidad genética global de la poblacién teniendo en
cuenta la media del nUmero de mutaciones entre cada pareja de variantes de la QS. Mide el
promedio de nucleétidos diferentes entre dos genomas de la QS, da mads informacién que la

Mf porque tiene en cuenta las diferencias entre dos genomas cualesquiera en la poblacion

[171].
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d;; distancia genética entre haplotipos i y j, p; frecuencia de cada haplotipo i en la QS, pj; frecuencia de cada
haplotipo j en la QS

2.3.6 METODOS PARA EL ESTUDIO DE LAS VARIANTES GENETICAS DEL VHB
2.3.6.1 METODOS PARA EL GENOTIPAJE
2.3.6.1.1 METODOS MOLECULARES PARA EL GENOTIPAJE
A. Secuenciacion y analisis filogenético del genoma completo
El andlisis filogenético del genoma completo es el método mas concluyente para el
genotipaje y se considera el gold standard, aunque no puede detectar infecciones mixtas y es

una técnica relativamente cara y laboriosa.

B. Secuenciacidn y andlisis filogenético del gen preS/S
El andlisis filogenético de la region preS1/preS2 (nt 3025-80 desde el sitio EcoRl)
muestra una capacidad para discriminar entre distintos genotipos similar a la del genoma

completo [135].

C. INNO-LiPA [Fujirebio (Innogenetics), Ghent, Bélgica]

Se basa en la hibridacién reversa, fragmentos amplificados biotinilados hibridan en
unas sondas especificas de oligonucledtidos inmovilizadas en lineas paralelas en tiras de
nitrocelulosa (Figura 27) [174]. En términos de coste-beneficio es la mds ventajosa por su bajo
coste, alta especificidad y sencillez y, ademas, es capaz de detectar mezclas de genotipos, la
principal desventaja es la baja sensibilidad si existen mutaciones en la secuencia analizada

[150].

D. PCR-RFLP (Polymerase c
hain reaction-restriction fragment length polymorphism)

En el andlisis de fragmentos de restriccion de longitud polimérfica, la muestra se
digiere con un conjunto de endonucleasa de restriccidn y se analiza el patron de migracion de
los fragmentos resultantes en un gel de electroforesis, especifico para cada genotipo, ya que
debido a las diferencias entre ellos cada uno tiene diferentes dianas, pero se pueden generar

patrones atipicos que requiere re-analisis por secuenciacion y filogénesis [175].
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E. OTRAS TECNICAS

Las técnicas Oligonucleotide Microarray chips, primers especificos de genotipo en
Multiplex-PCR, PCR-invader assay, PCR a tiempo real, Dot blot reverso, FT-RDB (Flow reverse
dot blot) y FRMP (Restriction fragment mass polymorphism), son precisas, baratas y simples,

pero no muy sensibles ya que cualquier mutacién puede afectar al resultado [35].

Figura 27: Representacion grafica de la tira del ensayo de genotipaje INNO-LiPA, las bandas representan sondas de
oligonucledtidos especificas para controles y cada uno de los genotipos. Las sondas estan disefiadas en base a la
secuencia especifica de los motivos de cada genotipo en la region amplificada, que abarca la principal region
hidrofilica del HBsAg entre las posiciones nt 456-798, tres motivos especificos para el Gen/A, dos para Gen/B-F y
uno para el Gen/G. Las lineas se comparan con una tarjeta y se interpretan segun las indicaciones de la casa
comercial, no hay sonda especifica para el Gen/H, pero una combinacion de lineas 11 y 15 se considera especifica
de este genotipo [174].

Linea marcador = = =A == = = == L ==
Control conjugado | =1 == ==n = == = .'_ =
Control de amplificacion 2 -_— - =u -_— =3 = =3 =3
3 == | |
Genotipo A 4 — —1 1 | k | ' =
I 5 = . | . !
== - 6 . = | . |
Genotipo B I 7 = | ) |
_'l 8 bt ] - . |
GenotipaC 9 =n J |
GenotipoD l 10— I : | |
11 1 ] | =
¢ 12 1 | 1 e
Genotipo E I 13 | | == .
Genotipo F I 14— 1 | | =
15— . | ] | P =
= 16 - i . | : -
Genotipa G |
Genotipo A 8 c D 3 F G H

2.3.6.1.2 METODOS ON LINE PARA GENOTIPAR

Existen varias herramientas de genotipaje del VHB basadas en la web NCBI, ademds de
otras desarrolladas por expertos como: Hepatitis B virus database (HBVdb), HBV STAR,
BioAfrica-Oxford HBV Automated Subtyping Tool, HepSEQ Genotyper y Jumping profile Hidden
Markov Model (jpHMM) [35].
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2.3.6.2 HERRAMIENTAS PARA EL ESTUDIO DE LA QS
El estudio de las variantes que forman parte de la QS tiene un gran interés clinico y

viroldgico. A lo largo de los afios se han desarrollado diferentes técnicas.

2.3.6.2.1 TECNICAS MOLECULARES INDIRECTAS

Al igual que para el genotipaje, existen ensayos de hibridacidn reversa INNO-LiPA para
detectar mutaciones en el dominio RT relacionadas con resistencias al tratamiento presentes
en pequefias proporciones (5-10%) [176], también para mutaciones en el PBC y en el PC
relacionadas con la transicion de HBeAg(+) a HBeAg(-) [177]. La técnica PCR-RFLP sirve para
detectar mutaciones previamente caracterizadas [175] y otras técnicas menos frecuentes son
5’-nuclease assays [178)], melting point analysis [179], mass spectrometry [180], DNA chip
technology [181] y PCR a tiempo real con primers especificos de mutacion [182]. Aunque estos
métodos pueden detectar mezclas, no permiten la deteccidn simultanea de sustituciones en el
mismo genoma, con lo que no se pueden estudiar variantes complejas con dos o0 mds cambios

y por lo tanto no sirven para describir correctamente la composicion de la QS [149].

2.3.6.2.2 TECNICAS DE SECUENCIACION
A. Secuenciacidn Sanger

Los primeros métodos para secuenciar el ADN se describieron en los afos 70, los mas
importantes fueron la secuenciacion quimica de Maxam y Gilbert y los métodos de
terminacion de cadena de Sanger. Ambos basados en el marcaje isotépico de oligonucledtidos
y electroforesis en gel de cuatro pools de reacciones para reconstruir la secuencia de ADN. El
primer punto de inflexion en la secuenciacién del ADN se produjo en 1980 cuando Leroy
sustituyd el marcaje radioactivo por fluorescencia y automatizé el método de Sanger, esta
mejora supuso la base para el desarrollo y comercializacion de secuenciadores de
electroforesis capilar [183]. A pesar de su abrumador éxito, las técnicas de primera generacion
o secuenciacién directa no tienen un alto rendimiento, tienen limitada adaptabilidad y no son
coste-efectivas para la secuenciacion de multiples muestras y/o largos genomas [184].
Presentan dos limitaciones principales para el analisis de mezclas complejas: la baja
sensibilidad para detectar variantes minoritarias (>20%) y la imposibilidad del analisis de

haplotipos [149].

B. Clonaje y secuenciacion
Es el método tradicional para estudiar una poblacién genética heterogénea, en ella se

clonan los amplicones obtenidos por PCR en plasmidos con los que se transforman bacterias
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competentes y se analizan cada una de las colonias por secuenciacion directa [185]. Es una
técnica tediosa, que requiere muchos y complejos pasos experimentales y muchos clones, mas

de 100, para el analisis de la QS [149].

C. Secuenciaciéon masiva o next generation sequencing (NGS)

La secuenciacion directa sin clonaje previo ha experimentado una gran revolucidn
gracias a las técnicas de NGS, en las que se generan un nimero muy elevado de reads (lecturas
de la secuencia de una molécula individual de ADN), desde cientos/miles hasta millones [184].
No obstante presentan una serie de limitaciones; (1) la principal es la longitud de los
fragmentos, menor que en la secuenciacién Sanger, (2) las tecnologias de NGS son proclives al
error aleatorio, inserciones, deleciones y/o mutaciones puntuales ocurren durante la
amplificacion por PCR o la secuenciacion en si misma, aunque esta limitacion se puede
compensar secuenciando moléculas diferentes de la misma region varias veces, es decir,
aumentando la cobertura [186] y (3) la PCR previa puede sesgar la frecuencia relativa de las
variantes. Por lo tanto se debe llevar a cabo un buen cribaje de los datos, eliminar las
secuencias de baja calidad y corregir errores para separar las variantes verdaderas de aquellas

debidas a artefactos experimentales [164].

SECUENCIACION DE SEGUNDA GENERACION

En 2004 se introdujeron las técnicas de segunda generacion en la que el material de
partida es fragmentado, amplificado clonalmente y cargado en microchips o pocillos
microscopicos para la secuenciacion masiva en paralelo [183], usan una técnica wash-and-
scan, los datos de la secuencia se van adquiriendo como un conjunto de imagenes
fluorescentes o luminiscentes capturadas en la superficie de una celda de flujo en cada ciclo
repetitivo de secuenciacién [187]. En 2004, 454 Life Sciences (Branford, Connecticut) lanzé el
primer instrumento de pirosecuenciaciéon, que después fue adquirido por Roche (Basel, Suiza);
454™ (454 Life Sciences/Roche, Branford, Connecticut) [184]. En 2005 aparecié la
secuenciacién por sintesis; Genome Analyzer (GA, Solexa, Chesterford, Reino Unido) ahora
llamado Illumina® (lllumina, Inc. San Diego, California) [184]. En 2007 el sistema de
secuenciacién SOLID fue lanzado por Applied Biosystems (Foster City, California) [184]. En 2013
Complete Genomics fue adquirida por el BGI (Beijing Genomics Institute) para ofrecer un
servicio de secuenciacion por la tecnologia Combinatorial Probe-Anchor Ligation™ (cPALTM).
En 2015 se lanz6 GeneReader, que en una Unica plataforma incorpora un sistema de
preparacion de la muestra (QUIcube) y la plataforma Qiagen Clinical Insight para el analisis de

variantes usando la misma aproximacion que lllumina [188].
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SECUENCIACION DE TERCERA GENERACION o NNGS (Next-next Generation Sequencing)

En la tercera generacién de técnicas la sefial se registra en tiempo real directamente
durante la reaccién enzimatica y no es necesaria la amplificacidon clonal previa. En 2011 el
secuenciador SMRT (single molecule real-time) fue introducido por Pacific Biosciences (Menlo
Park, California) [184]. En 2015 Oxford Nanopore Technologies (Oxford, Reino Unido) lanzd un

secuenciador de molécula Unica larga [184].

SECUENCIACION ENTRE SEGUNDA Y TERCERA GENERACION (Sélo cumplen un criterio de los de
tercera generacion)

En 2011 Life Technologies (Carlsbad, California) comercializé la plataforma lon
Torrent™ (lon Torrent/Life Technologies, South San Francisco, California), no utiliza una técnica

wash-and-scan pero requiere amplificacidn previa [184].

SECUENCIACION DE CUARTA GENERACION
Ya se ha descrito la secuenciacién de cuarta generacidn, con métodos que utilizan el
fundamento de los de segunda generacion para secuenciar acidos nucleicos directamente en

células fijadas o tejidos in situ; ISS (In situ sequencing) [183].

En lineas generales todas las plataformas constan de tres pasos en su procedimiento:
1. Preparacidn de la libreria: Se pueden usar tres tipos de librerias [186].
- Libreria de amplicones: se lleva a cabo una PCR con ADN purificado amplificando un
fragmento concreto.
- Libreria shotgun: se lleva a cabo una fragmentacion aleatoria de ADN, de ahi el nombre,
después se afiade un dATP al extremo 3’ de cada fragmento, seguido de la unién de
adaptadores especificos de cada plataforma necesarios para la secuenciacion.
- Libreria mate-pair: se pueden usar secuencias que estdn fisicamente unidas entre ellas pero a
cierta distancia en el mismo fragmento de ADN, para ello, tras una fragmentacion inicial, se
afiaden adaptadores que permiten la circularizacién de los fragmentos de ADN, estas
moléculas circulares son re-fragmentadas como en el shotgun.
2. Captura del ADN y enriquecimiento: a las moléculas cortas se les afiaden adaptadores para
la captura y separacion fisica de cada fragmento Unico en un soporte sélido. Cada molécula
Unica actia como molde para la amplificacion clonal. En la técnicas de tercera generacién no

se requiere este paso de amplificacién previa.
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3. Secuenciacion/Captura de imagen: La secuenciacidn se basa en la polimerizacion del ADN
combinada con la deteccién de los nucleétidos incorporados, que ocurre a la vez en una
multitud de fragmentos.

4. Procesamiento de los datos: Existen softwares desarrollados para las diferentes aplicaciones

de NGS.

2.3.6.3 DESCRIPCION DE LAS PLATAFORMAS DE NGS
A continuacién se describen las aproximaciones para la secuenciacién de fragmentos
cortos y después para largos, haciendo especial énfasis en la tecnologia 454™ usada en esta

tesis.

A. NGS DE FRAGMENTOS CORTOS

Las aproximaciones para la secuenciacion de fragmentos cortos se pueden dividir en:
SECUENCIACION POR LIGACION (sequencing by ligation, SBL)

Una sonda marcada con un fluoréforo hibrida con el fragmento de ADN a secuenciar
(template), a su vez el template es ligado a un oligonucleétido adyacente para la captura de la
imagen. El espectro de emisidn del fluréforo indica la identidad de base o bases
complementarias a la posicidn especifica en la sonda [188].

SECUENCIACION POR SINTESIS (sequencing by synthesis, SBS)

Se usa una polimerasa y la seiial, fluorescencia o cambio en la concentracidn idnica,
identifica la base incorporada. A su vez se diferencian dos aproximaciones [188]:

- Terminadores ciclicos reversible (cyclic reversible termination, CRT)

- Adicidn de nucleétidos individuales (single-nucleotide addition, SNA)
A.1 AMPLIFICACION CLONAL

En ambas aproximaciones el ADN es amplificado clonalmente en una superficie sdlida,

el anclaje se realiza mediante un adaptador en el extremo del template (Figura 28) [188].
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Figura 28: Los adaptadores usados en la tecnologia 454 Roche son primers de 44 nt afiadidos a cada extremo de los
template, las primeras 20 pb en el extremo 5’ son los primers para la PCR (amarillo), las siguientes 20 pb son el
primer de secuenciacion (azul) y las 4 pb en el extremo 3’ AGTC, son una secuencia no palindrdmica “llave” que
contiene los cuatro tipos de nt, muy importante para el procesado final de los datos, para calibrar la sefial. Después
esta la secuencia MID (Multiplex Identifier), un identificador Unico de 10 nt establecida por el fabricante y que se
utiliza durante el analisis bioinformatico para identificar la muestra a la que pertenece cada read. Opcionalmente,
permite mezclar en el mismo experimento los amplicones de diferentes muestras. En el extremo 3’ estad la
secuencia especifica del template. Hay dos clases de adaptadores Ay B, que se diferencian en la secuencia de nty la
presencia de una biotina 5’ en el adaptador B [189].

A: 5'-CCATCTCATCCCTGCGTGTCCCATCTGTTCCCTCCCTGTCTCAG-MB- Secuencia especifica template-3’
B: 5’-/5BioTEG/CCTATCCCCTGTGTGCCTTGCCTATCCCCT! GTTGCGTGTCTCAG--- Secuencia especifica template-3’

A.1.1 emPCR (454™) (Figura 29)

El sistema de amplificacién clonal de la tecnologia de Ultra-deep pyrosequencing
(UDPS), utilizada en los estudios de esta tesis, se basa en la PCR en emulsién (emPCR).
Mediante esta técnica las moléculas de ADN de la libreria se desnaturalizan para obtener el
template monocatenario (ADNmc), esta molécula se hibrida con esferas (beads) cubiertas con
la secuencia complementaria al adaptador de manera que una sola molécula de ADN se une a
cada bead [189]. Para ello previamente la libreria de ADN es purificada, cuantificada y
comprobada su calidad, se diluye para garantizar el ratio: una molécula de ADN por cada bead
[189]. Una vez que la libreria estd inmovilizada en las beads, es emulsionada con los reactivos
necesarios para la amplificacion (dNTPs, primers y la ADNpol) en gotas acuosas embebidas en
aceite (micelas), de manera que cada gota contiene una Unica bead con una Unica molécula de
ADN y actlia como un microreactor para la PCR [189]. Con la emulsificacién se consiguen
aproximadamente 1000 microrreactores de PCR por microlitro y gotas de didmetro 100-150
pm [189], dentro de las cuales se produce la amplificacion por PCR para crear beads
recubiertas con miles de copias de la misma secuencia [190]. Después de la amplificacion se
elimina la hebra complementaria para dejar el template en forma monocatenaria y se lleva a
cabo el enriquecimiento de las beads [190]. Millones de estas beads se inmovilizan en pocillos

de una placa PTP (PicoTiterPlate) (Roche/454) donde tiene lugar la secuenciacién [188,190].
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Figura 29: emPCR.
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EMULSION: AMPLIFICACION SOBRE LAS BEADS: PRODUCTO FINAL:
Gotas de micelas con Los templates hibridan en los primers unidos a las 100-200 mill. beads
primers, template, dNTPs beads y se amplifican, después de la amplificacion se con miles de

y polimerasa disocia la hebra complementaria dejando templates de templates unidos

ADNmc unidos a las beads.

A.2 SECUENCIACION POR LIGACION (SBL) (SOLID, COMPLETE GENOMICS)

La secuenciacién por ligacidon se basa en la hibridacién y ligacién de dos tipos de
sondas al template: (1) sonda marcada y (2) sonda de anclaje. La sonda marcada tienen una o
dos bases conocidas (sonda de una base/sonda de dos bases) y bases degeneradas o
universales y dirigen la unién complementaria entre sonda y template. La sonda de anclaje
tiene una secuencia complementaria al adaptador y aportan el sitio para iniciar la ligacién,
después de la cual se captura la imagen del template y la(s) base(s) conocidas de la sonda son
identificadas. Un nuevo ciclo comienza después de generar un sitio de ligacion por eliminacion
completa del complejo sonda de anclaje-sonda marcada o por eliminacién del fluréforo de la

sonda marcada.

A.3 SECUENCIACION POR SINTESIS (SBS)
A.3.1 TERMINADORES REVERSIBLES CICLICOS (CRT, cyclic reversible termination) (lllumina,
Gene Reader)

Usan moléculas terminadoras similares a las usadas en la secuenciacion de Sanger, en
las que el extremo 3’-OH esta bloqueado evitando la extensidn. Al template se une un primer
complementario al adaptador, que inicia la unidn de la polimerasa. En cada ciclo se afiade una

mezcla de cada dNTP marcado y con el extremo 3’ bloqueado, después de que se afade el
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complementario en la hebra en extension, los dNTPs que no estdn unidos se lavan y se lleva a
cabo la captura de la imagen. El fluordforo y el grupo bloqueante pueden ser eliminados para

gue comience un nuevo ciclo.

A.3.2 Adicion de nucledtidos unicos (SNA, single-nucleotide addition) (454™, lon Torrent)

A diferencia de la anterior se basa en una Unica sefial para marcar la incorporaciéon de
dNTPs, por tanto cada uno de los cuatro nt debe ser afadido alternativamente en cada
reaccion de secuenciacidén. No requiere que los dNTPs estén bloqueados, ya que la ausencia
del siguiente nt complementario bloquea la reacciéon de secuenciacién siguiente y evita la
elongacion, con excepcidn de las regiones homopoliméricas donde se afiaden dNTPs idénticos,
en este caso la identificacion de la secuencia se basa en el aumento de sefial proporcional a los

dNTPs incorporados.

A.3.2.1 Pirosecuenciacion 454™ o UDPS (Ultra-deep pyrosequencing)
La pirosecuenciaciéon es un método no electroforético bioluminiscente que mide la
liberacion de pirofosfato inorganico (PPi) que es convertido proporcionalmente en luz visible a

través de una serie de reacciones enzimdticas [190].

A.3.2.1.1 PASOS PREVIOS A LA REACCION DE SECUENCIACION (Figura 30)

Después de la emPCR se rompe la emulsion y se cuentan las beads, la recuperacion
Optima estd entre el 65 y 85%. Se obtienen dos tipos de beads, beads con ADN amplificado y
beads nulas sin producto amplificado, el proceso de enriquecimiento consiste en capturar las
beads con ADN y eliminar las nulas, para ello se afiade un buffer de hibridacién que contiene
un primer de enriqguecimiento: 5’ Biotin-18-atom hexa-etilenglicol espaciador -
CGTTTCCCCTGTGTGCCTTGCCATCTGTTCCCTCCCTGTC-3’ complementario al adaptador en el
extremo 3’ del template inmovilizado en las beads. Esta mezcla de beads se incuba con beads
paramagnéticas recubiertas de estreptavidina que se uniran al primer de enriquecimiento
biotinilado. El tubo se introduce en un iman para que se unan las beads paramagnéticas y el
sobrenadante con beads nulas se eliminan. A continuacién se libera la hebra no biotinilada y
las beads que permanecen en el iman son usadas como libreria de templates de cadena unica.
A las beads recuperadas se les afiade el buffer de hibridacion y el primer de secuenciacién (5’-
CCATCTGTTCCCTCCCTGTC -3’), se cuantifican y pueden almacenarse a 42C. El enriquecimiento
Optimo estd entre el 5-20% de las 10 millones de beads originales afiadidas a la emulsion
(500.000-2.000.000 beads). Las beads se depositan en una placa de fibra éptica PTP

(PicoTiterPlate), una bead por pocillo. En la placa PTP las fibras son empaquetadas
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hexagonalmente en haces, cada core de fibra éptica tiene un diametro de 29 um rodeado de
un revestimiento de 2-3 um, el grabado de cada core crea pocillos de reacciéon con una
distancia de centro a centro de 34 um, que resulta en una densidad de pocillo de 3,2 millones

en una superficie de 60x60 mm? [189].

Figura 30: Pasos previos a la reaccidn de secuenciacion en el instrumento 454™ [191].
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A.3.2.1.2 PIROSECUENCIACION o UDPS (Ultra-deep pyrosequencing) (Figura 31)

Seguido a la carga de las beads con ADN amplificado en los pocillos de la PTP, se
afiaden beads recubiertas de sulfurilasa y luciferasa y dNTPs fluyen a través de los pocillos,
entonces puede ocurrir la reaccién de pirosecuenciacién que se realiza en cinco pasos [189]:

1. El ADN de cadena simple, amplificado por PCR, hibrida con el primer de secuenciacion y se
incuba con las enzimas ADN polimerasa, ATP sulfurilasa, luciferasa y apirasa, mas los sustratos
adenosina-5’-fosfosulfato (APS) y luciferina.

2. La adicién de uno de los cuatro dNTPs inicia el segundo paso, en el que la ADN polimerasa
cataliza la incorporacién del dNTP al molde si es complementario. Si hay incorporacién se
libera PPi equivalente a la cantidad de dNTPs incorporados.

3. La ATP-sulfurilasa convierte cuantitativamente el PPi en ATP en presencia de APS. El ATP

generado permite la conversion de la luciferina en oxiluciferina por accién de la luciferasa,
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generando luz visible en cantidades proporcionales a la cantidad de ATP presente. La luz

emitida es detectada por una cdmara de alta resolucién CCD (charge-coupled device). Cada

sefial luminosa es proporcional a la cantidad de nucledtidos incorporados.

4. Para continuar con la secuenciacion, es esencial la degradacion de aquellos dNTPs que no

han sido incorporados. La apirasa es la enzima encargada de ello.

5. Nuevos dNTPs pueden ser afiadidos para iniciar un nuevo ciclo.

Figura 31: Pirosecuenciacion [188].
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PIROSECUENCIACION:

Cuando una base complementaria se incorpora en la nueva hebra por
la ADN pol, se libera una molécula de PPi como producto intermedio
de esta reaccién, este PPi junto con la ATP sulfurilasa transforma APS
en ATP. El ATP a su vez es un cofactor para la conversion de luciferina
en oxiluciferina por la luciferasa, cuyo producto intermedio es la luz.
Finalmente, la apirasa degrada las bases que no se han incorporado y
la siguiente base se afiade a los pocillos.
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A.3.2.1.3 CAPTURA DE LA IMAGEN

El instrumento 454™ consiste en tres montajes principales (Figura 32) [189]. La placa
se monta en la cdmara de flujo disefiada para crear un canal 300 um encima de la apertura de
los pocillos a través de la cual fluyen los reactivos de secuenciacion. La parte de abajo de la
placa de fibra dptica estd directamente en contacto con la cdmara CCD que permite la
deteccién de la luz generada cuando tiene lugar la reaccidn de pirosecuenciacién. El orden e
intensidad de los picos de luz se graban en un flowgrama (Figura 31) que revela la secuencia

de ADN [190].

Figura 32: El instrumento de secuenciacion 454™ consiste en tres subsistemas principales [191].(A) Subsistema de
fluidica: dispensa los reactivos, conectado a un suministro de cada uno de los cuatro dNTPs. (B) Camara de flujo:
donde se coloca la placa PTP para ser sometida a flujos iterativos de dNTPs del dispensador de fluidos. (C)
Subsistema optico: formado por una cdmara CDC (charge-coupled device) que capta una imagen de la placa después
de cada flujo de un dNTP.

A.3.2.1.4 ANALISIS DE LA IMAGEN

Cada flujo en cada pocillo resulta en no incorporacion, incorporacién de uno o dos o
tres o mas nt, la intensidad de sefial, calibrada a partir de la secuencia llave (Figura 28), indica
directamente el nimero de nt incorporados, esta linealidad en la seial existe hasta al menos
homopolimeros de ocho nt. La plataforma 454™ dispone de un software (Amplicon Variant
Analyzer, AVA, Roche) que le permite convertir estos datos en reads en un proceso conocido

como asignacion de base (base calling), los parametros de cada imagen (intensidad de sefial,
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ruido de fondo), se analizan por el software que aplica una serie de pasos de normalizacion,
correccion y filtrado de la sefial obtenida y la transforma en una gréfica de flujos (flowgrama)
(Figura 31), el cual da lugar a un read [192]. Pero a veces se requiere de softwares mas
avanzados para la eliminacidon de bases de baja calidad y filtrado de los errores. Un proceso
muy efectivo en reducir la tasa de error es aumentar la cobertura, es decir, cada read se alinea
a una secuencia de referencia con un bajo nivel de exigencia para detectar mutaciones y
variaciones gendmicas, una vez que este alineamiento se ha llevado a cabo, se hace una media
de todas las sefiales de varios reads que corresponden a la misma localizacidn, y se identifica

cada base individual [189].

B. NGS DE FRAGMENTOS LARGOS

Existen dos tipos de tecnologias para secuenciar fragmentos largos, por un lado las
basadas en secuenciacién a tiempo real de molécula Unica (SMRT, Single-Molecule Real-Time
Sequencing), en las que se fundamentan las plataformas Pacific Biosciences (PacBio) y Oxford
Nanopore Technologies (ONT) [188] y por otro lado, las tecnologias basadas en reads largos
sintéticos (SLR, Synthetic Long-Reads), que se fundamentan en tecnologias de fragmentos
cortos para construir reads largos in silico. En realidad no generan fragmentos largos, hacen
uso de librerias de fragmentos cortos preparadas con cddigos de barras que permiten el
ensamblaje computacional en fragmentos largos, esta tecnologia es la usada por la plataforma

Illumina synthetic long-read sequencing y el sistema 10X Genomics (GemCode and Chromium).

2.3.6.4 COMPARACION DE LAS PLATAFORMAS
Cada plataforma presenta unas caracteristicas en cuanto a nimero y longitud de
reads, precision, tiempo por run y coste (Tabla 18), ventajas y desventajas, que hace que

tengan diferentes aplicaciones (Tabla 19).
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Tabla 18: Especificaciones de las plataformas de NGS. LONG; longitud, B; billon, d; dias, h; horas, indel; inserciones y
deleciones, M; millén, ND; no disponible. PE; paired-end sequencing y SE; single-end sequencing, los reads en la

secuenciacion se obtienen secuenciando desde ambos extremos o sélo desde uno, respectivamente [188].

COSTE
LONG THROUGHPUT 2 TIEMPO TASA DE COSTE/Gb
NGS PLATAFORMA READ (pb) | (bases/run) READS RUN ERROR 'NST?J’SNSNTO (Us'$)
SOLiD 5500 Wildfire 50 (SE) 80 Gb ~700 M 6d <0,1% ND $130
75(SE) 120 Gb
SOLID (Thermo 50 (SE) 160 Gb
Fisher) SOLID 5500 I 50 (SE) 160 Gb ~1,48 10d <0,1% $251000 $70
75(SE) 240 Gb
50 (SE) 320Gb
50-100
Complete BGISEQ-500 FCS155 (SE/PE) 8-40 Gb ND 24 h <0,1% $250 ND
Genomics (BGl) 50-100
BGISEQ-500 FCL155 (SE/PE) 40-200 Gb ND 24 h <0,1% $250000 ND
Illumina MiniSeq Mid
output 150 (SE) 2,1-2,4 Gb 14-16 M 17 h <1% $50000 $200-300
Illumina MiniSeq High
output 75(SE) 1,6-1,8 Gb 22-25M 7h <1% $50000 $200-300
75(PE) 3,3-3,7Gb 44-50 M 13 h
150 (PE) 6,6-7,5 Gb 44-50 M 24 h
Illumina MiSeq v2 36 (SE) 540-610 Mb 12-15M 4h 0,10% $99000 $1000
25(PE) 750-850 Mb 24-30 M 55h $996
150(PE) 4,5-5,1 Gb 24-30 M 24 h $212
250 (PE) 7,5-8,5 Gb 24-30 M 39h $142
lllumina MiSeq v3 75(PE) 3,3-3,8Gb 44-50 M 21-56 h 0,10% $99000 $250
300(PE) 13,2-15 Gb $110
Illumina NextSeq Hasta
500/550 Mid output 75 (PE) 16-20 Gb 260 M 15h <1% $250 $42
150 (PE) 32-40 Gb 26 h $40
lllumina NextSeq
500/550 High output 75 (SE) 25-30 Gb 400 M 11h <1% $250 $43
75 (PE) 50-60 Gb 800 M 18 h $41
150 (PE) 100-120 Gb 800 M 29 h $33
lllumina lllumina HiSeq 2500 v2
Rapid run 36 (SE) 9-11 Gb 300 M 7h 0,10% $690 $230
50 (PE) 25-30 Gb 600 M 16 h $90
100 (PE) 50-60 Gb 600 M 27h $52
150 (PE) 75-90 Gb 600 M 40 h $45
250 (PE) 125-150 Gb 600 M 60 h $40
Illumina HiSeq 2500 v3 36 (SE) 47-52 Gb 1,5B(SE) 2d 0,10% $690 $180
50 (PE) 135-150 Gb 3 B (PE) 55d $78
100 (PE) 270-300 Gb 11d $45
Illumina HiSeq 2500 v4 36 (SE) 64-72 Gb 2 B (SE) 29h 0,10% $690 $150
50 (PE) 180-200 Gb 4B(PE)  25d $58
100 (PE) 360-400 Gb 5d $45
125 (PE) 450-500 Gb 6d $30
lllumina HiSeq
3000/4000 50 (SE) 105-125 Gb 2,5B(SE) 1-3,5d 0,10% $740/$900 $50
75 (PE) 325-375 Gb $31
150 (PE) 650-750 Gb $22
lllumina HiSeq X 2,6-3B
150 (PE) 800-900 Gb (PE) <3d 0,10% $1000 $7

Tabla 18: Continuacion.
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COSTE

LONG READ | THROUGHPUT 2 TIEMP TASA DE COSTE/Gb
NGS PLATAFORMA (pb) (bases/run) READS O RUN ERROR INST:?SN;;ENTO (US$)
Quiagen GeneReader Similar a
Gene Reader 12 genes: otros
(Quiagen) 1250 Varios  sistemas $400-
ND mutaciones ND dias SBS ND 600/panel
454 GS Junior Hasta 600,
400 de
media (SE,
PE) 35 Mb 0,1M 10 h 1% ND $40000
454 GS Junior+ Hasta 1000,
700 de
media (SE,
PE) 70 Mb 0,1M 18 h 1% $108000 $19500
454 (Roche) —
454 GS FLX Titanium XLR70 Hasta 600,
450 de
media (SE,
PE) 450 Mb 0,1M 10 h 1% ND $15500
454 GS FLX Titanium XL+ Hasta 1000,
700 de
media (SE,
PE) 700 Mb 1M 23 h 1% $450000 $9500
lon PGM 314 200 (SE) 30-50 Mb 400000 23h 1% $49 $25-3500
400 (SE) 60-100 Mb 550000 3,7h
lon PGM 316 200 (SE) 300-500Mb  2-3M 3h 1% $49 $700-1000
400 (SE) 600 Mb 4,9h
lon PGM 318 200 (SE) 600 Mb 455M  4h 1% $49 $450-800
400 (SE) 1-2 Gb 7,3h
lon torrent lon Proton Hasta 200
(SE) Hasta 10 Gb 60-80 M 2-4h 1% $224 $80
lon 55520 200 (SE) 600 Mb 35M  25h 1% $65 $2400
400 (SE) 1,2-2Gb 4h $1200
lon 55530 200 (SE) 3-4Gb 1520M  25h 1% $65 $950
400 (SE) 6-8 Gb 4h $475
on 85540 200 (SE) 10-15 Gb 60-80M  2,5h 1% $65 $300
Pacific BioSciences RS Il 13% paso
unico, pero
<1% read
PacBio circular
20 kb 500 Mb- 1 Gb 55000 4 h consenso $695 $1000
Pacific BioSciences Sequel g ), 3,5-7Gb 350000  0,5-6h ND $350 ND
Oxford Nanopore MK 1 Hasta 200 Hasta
ONT MinlON Kb Hasta 1,5 Gb >100000 48h 12%, $1000 $750
Oxford Nanopore
PromethlON ND Hasta 4 Tb ND ND ND $75 ND
lllumina Illumina Synthetic long-
lllumina read Ver No se requiere
synthetic long- Ver HiSeq Ver HiSeq HiSeq Ver HiSeq instrumento
read 100 kb 2500 2500 2500 2500 adicional $1000
10X Genomics Ver HiSeq
Ver 2500
10X i
0X Genomics Hasta 100 Ver  HiSeq VerHiSeq HiSeq Ver Hiseq +$500/
kb 2500 2500 2500 2500 $75 muestra
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Tabla 19: Ventajas, desventajas y aplicaciones de las plataformas de NGS [164,187,188,193]. FC; fragmentos cortos,
FL; fragmentos largos, SBL; sequencing by ligation, SBS; sequencing by synthesis, CRT; cyclic reversible termination,
SNA; single-nucleotide addition, SMRT; Single-Molecule Real-Time Sequencing, SLR; Synthetic Long-Reads. Indel:
inserciones y/o deleciones.

NGS VENTAJAS DESVENTAIJAS APLICACIONES
Muy precisas Longitud corta reads y tiempo | Resecuenciacion, trancriptdmica
de run largo. Sustituciones, | cuantitativa, genotipaje
SOLiD (Thermo imprecision regiones ricas AT y
Fisher) GC
SBL
Complete Muy precisas Longitud corta reads.
Genomics (BGI) Imprecision regiones ricas AT
HiSeq X es la | Sustituciones, imprecision | Secuenciacién genoma y exoma,
plataforma de mayor | regiones ricas AT y GC aplicaciones epigendmicas: ChiP-
rendimiento seq (chromatin
actualmente, menos immunoprecipitation followed by
susceptible a errores sequencing), ATAC-seq (assay for
lllumina de homopolimeros transposase-accessible chromatin
using sequencing) y metillseq (DNA
FC CRT . .
methylation sequencing) y
aplicaciones de transcriptémica:
RNA-seq (RNA sequencing)
SBS Similar a  Illumina | Similar a lllumina Miniseq Paneles de genes relacionados con
Gene Reader - .
. Miniseq cancer
(Quiagen)
Reads mas largos Indel, homopolimeros Resecuenciacion dianas
(amplicones), genotipaje
454 (Roche)
SNA
Reads mas largos vy | Alta tasa de error (Indel Paneles de genes y aplicaciones
run rapidos predominante), rendimiento clinicas
lon torrent .
limitado, alto coste
Sin PCR y fragmentos Secuenciacién de novo,
PacBio largos resecuenciacion dianas, muestras
SMRT no amplificables
Portabilidad, no Indel, homopolimeros Respuesta clinica rapida
ONT manipulacién humana
FL Hlumina Se pueden aprovechar | Posible error de cédigo de Como Illumina, pero ademas
. las infraestructuras de | barras fragmentos largos
synthetic long- .
llumina
read
SLR

10X Genomics

Se pueden aprovechar
infraestructuras, poco
ADN de partida

Posible error de cédigo de
barras

Biopsias
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2.4 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.4.1 HIPOTESIS

El VHB exhibe una tasa de mutacién de 3,2x10° — 7,9x10” nt sustituidos/ciclo
replicativo, cien veces superior a otros virus ADN. Resultando en una diversidad genética en
forma de genotipos, subgenotipos, cuasiespecies y variantes en diferentes regiones del
genoma. Existen evidencias de que la diversidad genética influye en las tasas de
seroconversion HBeAg, los niveles de ADN-VHB, el escape del sistema inmune, la severidad de
la lesién hepatica, la respuesta y la aparicién de resistencias al tratamiento antiviral y los
resultados de la vacunacidn [120], lo que evidencia la gran relevancia del estudio de esta
diversidad. Por razones metodoldgicas, hasta hace unos afios el estudio de la variabilidad del
VHB se ha limitado al estudio observacional de ciertas variantes cuando estan presentes en
forma mayoritaria, como las mutaciones de resistencia a NUCs, gracias al desarrollo de las
técnicas de NGS, en la actualidad se puede estimar cuantitativamente la composicidon de una
QS y analizar proporciones minoritarias de variantes. La eleccidn de una tecnologia u otra de
NGS depende del objetivo final, en este caso al requerirse fragmentos relativamente largos y
un elevado numero de reads, es decir, una alta cobertura, se ha utilizado UDPS (Ultra-deep
pyrosequencing). La principal desventaja de esta tecnologia es la alta tasa de error en zonas
homopoliméricas, no obstante en el laboratorio se han desarrollado y validado algoritmos
bionformdaticos que permiten un correcto tratamiento de los datos [185], confirmando el
cardacter cuantitativo de esta tecnologia y su utilidad en el estudio evolutivo de la QS viral.

La dinamica de la QS permite al VHB evolucionar facilmente y adaptarse a situaciones
ambientales cambiantes como la presion del sistema inmune o la aplicacion de un
determinado tratamiento, y su complejidad podria estar asociada con diferente curso de la
infeccidn, la probabilidad de respuesta al tratamiento o la seroconversién anti-HBe. Por lo
tanto, el estudio de las variantes de una QS y su dindmica, asi como la complejidad, es
fundamental para entender la adaptabilidad, el poder patogénico y la persistencia del VHB y
asi desarrollar estrategias para prevenir y tratar la enfermedad que causa.

La variabilidad del VHB se expresa tanto a nivel poblacional (QS) como a nivel
genotipico, en este ultimo caso, ya se ha descrito previamente por nuestro propio grupo la
presencia de mezclas de diferentes genotipos en un mismo paciente [194]. No obstante, estos
datos han sido reportados tras el analisis de unas regiones concretas del genoma viral y no se
han realizado estudios comparativos de genotipaje viral y deteccidn de mezclas en diferentes

regiones. Por otro lado, multiples evidencias recientes indican una alta tasa de recombinacién
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en los genomas del VHB que incluso cuestiona la clasificacién actual genotipica de los mismos
[148], por lo que se puede esperar que el analisis de dos regiones diferentes del genoma
resulte en genotipos diferentes como consecuencia de la posible recombinacién.

Dentro del genoma, la region X y preCore que incluye parte del ORF X, el preCore/Core y
los principales elementos reguladores PBC y ENHII (regidon X/PC/Core/PBC), parece la mas
indicada para los estudios de complejidad y variabilidad genética.

La primera hipodtesis de este proyecto de tesis doctoral, que se desarrolla en el primer
estudio, es que la complejidad de la QS se asocia con caracteristicas clinicas tales como el
proceso de seroconversién HBeAg/anti-HBe, clave en la historia natural de la infeccién, asi
como la respuesta viroldgica al tratamiento antiviral. El estudio de complejidad a nivel de QS
requiere de una regidon que no presente demasiadas restricciones por solapamiento a la
evolucidn, por este motivo se analiza la complejidad en un fragmento de la region
PC/Core/PBC que presenta muy bajo grado de solapamiento y se asume, por tanto, que tiene
una mayor tolerancia a la variabilidad, considerandose 6ptima para el estudio de la evolucién
de la QS que se desarrolla en el primer estudio de esta tesis. En la figura 33 se detalla la region
seleccionada.

La segunda hipdtesis de este proyecto de tesis doctoral es que la complejidad de la
poblacién viral también existe a nivel de los genotipos, es decir, la presencia de mezclas de
diferentes genotipos del VHB en un mismo paciente no es un fenédmeno infrecuente y ademas
existen evidencias recientes de una alta tasa de recombinacién [148], cuestionandose incluso
la actual clasificacidon genotipica del VHB. En este sentido se plantea la hipdtesis de que el
analisis de dos regiones diferentes del genoma viral en una misma muestra puede dar lugar a
resultados genotipicos diferentes. Este hecho iria en la linea de la necesidad de replantear la
clasificacion del genoma del VHB, paso esencial para asociar el genotipo viral con posibles
implicaciones clinicas, resulta poco fundamentado pretender asociar un genotipo u otro con
una consecuencia clinica o la eficacia de un proceso preventivo o terapéutico si la clasificacion
genotipica no es la adecuada. Para el desarrollo de este segundo objetivo de distribucién de
genotipos virales y la posible presencia de mezclas de los mismos, su composicidon y
proporcién, asi como la comparacion en dos regiones diferentes del genoma, se han
seleccionado dos fragmentos con una restriccidn a la evolucion por solapamiento similar, para
asi poder comparar sus complejidades. El primero de ellos corresponde a la regién P/S, donde
el gen Sy el dominio RT de la polimerasa se solapan, y el segundo a la regidn X/PC, también
con un alto grado de solapamiento, que incluye los principales elementos reguladores del ciclo
viral y en la que se han descrito numerosas variantes con relevancia en la patogénesis y la

respuesta al tratamiento, ambos se detallan en la figura 33.
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2.4.2 OBJETIVOS
Para el desarrollo de las hipdtesis indicadas en el apartado anterior se han planteado

los siguientes objetivos:

1. Estudiar mediante técnicas de NGS (Ultra-Deep Pyrosequencing) la variabilidad genética del
VHB a nivel de la QS viral (secuencias de la poblacién que infecta a un individuo concreto)
mediante diferentes parametros de complejidad. Este objetivo se subdivide en dos:

1.1 La caracterizacidon en profundidad de la complejidad de la QS del VHB en la regién
PC/Core/PBC, por ser la region del genoma viral con un menor grado de solapamiento y por lo
tanto con una menor restriccion a la variabilidad, y su evolucién tanto en la dinamica natural
como bajo la presidn del tratamiento antiviral con NUCs.

1.2 Relacionar esta complejidad con el estatus HBeAg y la respuesta al tratamiento antiviral

con NUGCs.

2. Estudiar mediante técnicas de NGS (Ultra-Deep Pyrosequencing) la variabilidad genética y
complejidad del VHB a nivel de genotipos, para detectar la presencia de infecciones mixtas y
estudiar la evolucién de esta complejidad en ausencia y presencia de tratamiento antiviral con
NUCs, comparando los resultados en dos regiones del genoma (P/S y X/PC) con un

solapamiento similar y por tanto, una restriccion a la variabilidad similar.
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Figura 33: Genoma del VHB indicando las regiones de los estudios (A) y de manera detallada para PC/Core/PBC y
X/PC (B).

Fragmento PC/Core/PBC del primer estudio (nt 1757-2152): abarca la regién PC/Core/PBC que incluye el preCore
completo (nt 1814-1900), asociado con la expresidon de la proteina inmunomoduladora HBeAg y con la sefial de
encapsidacion € (nt 1847-1908) esencial para el inicio de la replicacion, los 84 primeros coddnes del core (nt 1901-
2142), que incluyen los dos dominios epitdpicos principales Th 50-69 (nt 2048-2107) y B74-84 (nt 2120-2152) y la
Unica region sin solapamiento del genoma (nt 1838-2357), y la parte Ct del ORF X (nt 1374-1838). Ademas incluye
diferentes regiones reguladoras, la principal el PBC (nt 1742-1849), esencial para la transcripcion del ARNpg, el
extremo 5’ del ENHII (nt 1627-1774), implicado en la replicacion del VHB, 3 de las 4 cajas TATA-like (TA2, nt 1758-
1762; TA3, nt1771-1775; TA4, nt 1788-1795), la regidn de escaneo ribosomal kozaz (nt 1809-1812) y la DR1 (nt
1824-1834), necesaria para la union del primer e inicio de la sintesis de la hebra(-).

Fragmento P/S del segundo estudio (nt 615-969): Cubre un fragmento donde el gen S y el dominio RT de la
polimerasa se solapan.

Fragmento X/PC del segundo estudio (nt 1590-1912): abarca la region X/PC, que cubre la mayor parte del ORF X (nt
1374-1838), incluyendo toda la parte Ct transactivadora, se solapa con el coddn stop del gen P (nt 1623) y con el
incicio del preCore (nt 1814-1900), también incluye un pequefio fragmento del gen core (nt 1901- 2142). Esta region
agrupa los principales elementos reguladores del VHB, parte de la DR2 (nt 1590-1600), donde comienza la sintesis
de la hebra(+), el ENHII (nt 1627-1774) completo, las cuatro cajas TATA-like (TA1, nt 1750-1755; TA2, nt 1758-1762;
TA3, nt1771-1775; TA4, nt 1788-1795), la regidn de escaneo ribosomal kozaz (nt 1809-1812), la DR1 (nt 1824-1834)
y el PBC (nt 1742-1849) completo. Todo ello hace que tenga una gran relevancia clinica.
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3. PRIMER ESTUDIO: Clinical Application of Estimating
Hepatitis B Virus Quasispecies Complexity by Massive
Sequencing: Correlation between Natural Evolution and

On-Treatment Evolution

3.1 Introduccion

La QS del VHB es capaz de modificar su composicién para adaptarse a las condiciones
cambiantes del ambiente como pueden ser la presion del sistema inmune o un determinado
tratamiento antiviral, con lo que su estudio es importante para entender la adaptabilidad, el
poder patogénico y persistencia del VHB y asi optimizar las estrategias en el manejo y
prevencion de la infeccion, para ello existen varios indices de diversidad (Sn, Mf y Pi) que
sirven para cuantificar la complejidad de la QS.

Estudios recientes apoyan el concepto de que la complejidad de la QS es un factor
clinicamente relevante, varios grupos han descrito como la complejidad y diversidad pueden
influir en el potencial patogénico, la evolucién clinica, la seroconversidn anti-HBe o la
respuesta al tratamiento antiviral. Por ejemplo, pacientes que seroconvierten tienen
significativamente mayor diversidad de la QS en la regidén preCore/Core y esta diversidad es
mas extrema justo antes de la seroconversion HBeAg [170], la complejidad de la QS y
diversidad dentro de la regién RT en respondedores al tratamiento antiviral con LAM o ETV es
mas baja que en no respondedores o respondedores parciales, respectivamente, durante las
fases tempranas del tratamiento [165,168,172] y se ha observado mayor diversidad en
seroconversores anti-HBe naturales o inducidos por IFN o LAM que en no seroconversores
[170,195].

Durante el curso natural de la infeccion o bajo el tratamiento con NUCs se monitorizan
varios marcadores viroldgicos y bioquimicos, entre ellos el HBeAg, que estd asociado con
diferente curso de la infeccidn y respuesta al tratamiento y su expresién depende de variantes
localizadas en el PC y PBC. La region PC/core, ademas, regula la replicacidn, incluye la unica
zona no solapante del genoma y en el gen core se encuentran dominios epitdpicos que juegan
un papel clave en la respuesta del sistema inmune, todo ello hace que esta regién sea éptima

para investigar la evolucidn natural de la QS bajo la presion del sistema inmune.
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3.2 Hipdtesis y objetivos
3.2.1 Hipétesis

En base a los estudios previos que muestran una alta complejidad de la QS en la regién
PC/core y que asocian esta complejidad, estimada con parametros objetivos como la Sn, con la
severidad de la lesidon hepdtica, la probabilidad de la seroconversion anti-HBe y el grado de
respuesta al tratamiento antiviral, realizados con métodos cldsicos de clonaje, se decidid
analizar esta region mediante UDPS. Ademas existian pocos estudios de esta regiéon bajo

tratamiento con NUCs.

3.2.2 Objetivos

Los objetivos de este estudio fueron:
1. Caracterizar la complejidad de la QS del VHB en las region PC/Core/PBC durante la dindmica
natural y bajo el tratamiento antiviral con NUCs, con una profundidad superior a la obtenida
con los métodos de clonaje clasicos.
2. Evaluar la asociacién entre el estatus HBeAg y la complejidad de la QS del VHB en la regién

PC/Core/PBC.

3.3 Resumen del estudio

Se amplificé por UDPS en el secuenciador FLX (454Life Sciences) la regiéon PC/Core/PBC
(nt 1757-2152) (Figura 33) en muestras secuenciales de 10 pacientes con HBC en los que
siendo naive previamente fallé el tratamiento con LAM, fueron seleccionados por presentar
diferente estatus de HBeAg a lo largo del tiempo; grupo HBeAg(+): 4 pacientes con HBeAg(+)
permanentemente, grupo HBeAg(-): 2 pacientes HBeAg(-) permanentemente y grupo HBeAg
(+/-): 4 pacientes con HBeAg fluctuante en los que se observan periodos HBeAg(+) y HBeAg(-)
(Figura 34). De cada paciente se analizaron tres muestras; una basal obtenida en el momento
del diagndstico: B, una posterior a la basal y antes del inicio del tratamiento con NUCs: TF
(treatment-free) y otra después del fallo del tratamiento: TNR (treatment nonresponse), que
definen dos periodos: (1) un periodo sin tratamiento entre B y TF y (2) un periodo bajo la
presion del tratamiento con NUCs entre TF y TNR. Se obtuvieron 986.014 secuencias con una
alta cobertura por paciente (mediana 98.494) y una tasa de error del 0,25%. Como parametros
de complejidad se calcularon la entropia de Shannon normalizada (Sn), la frecuencia de
mutacion (Mf) y la diversidad nucleotidica (Pi), y se observé una correlacién significativa entre
las tres, con lo que cualquiera de ellas puede representar la complejidad de la QS. Ademas se

evalud la complejidad de QS a nivel de aa con la frecuencia de mutacion (MfAA), de manera
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independiente para la region preCore (48 aa) y core (84 aa). Las diferencias en los parametros
de complejidad entre la muestra By TF se consideran medidas de la dindmica natural de la QS,
es decir, cambios en el fitness de haplotipos por factores intrinsecos (como la respuesta
inmune) y sin presiones externas, y entre TF y TNR medidas de la evolucion bajo la presién

externa del tratamiento.

3.2.1. Complejidad de la QS y su relacién con el periodo de toma de la muestra, genotipo,
ADN-VHB, niveles ALT y estatus HBeAg

La comparacion de la complejidad de QS entre las muestras B, TF y TNR mostré que la
Sn, Mf y Pi eran significativamente mas altas en B comparada con TNR, también mas alta en TF
comparado con TNR pero no significativamente y con valores similares entre B y TF (Figura 34),
lo que sugiere un descenso en la evolucidn de la QS asociado con el fallo del tratamiento con
LAM, la QS presenta menor heterogeneidad. Se ha descrito que la respuesta inmune aumenta
cuando el tratamiento controla la replicacién del virus [196], en este caso al ser pacientes no
respondedores, estariamos en la situacidon contraria, la mayoria de los pacientes muestra un
descenso en la complejidad de QS en TNR que podria reflejar una atenuacidn de la actividad
del sistema inmune, al haber una menor presion a la evolucion, la complejidad se reduce.

No se observaron diferencias significativas en los pardmetros de complejidad entre
Gen/A y D, a pesar de la restriccidn a la seleccidn de las principales mutaciones en el preCore
por el genotipo, ni correlacién entre estos parametros y los niveles de ADN-VHB o ALT (Figura
34). Aunque se asume que los niveles de ALT son un estimador de la intensidad de la respuesta
del sistema inmune contra la infeccién, actividad necro-inflamatoria, sus niveles pueden estar
influenciados por muchos otros factores y una medida puntual puede no ser indicativa del
estatus del sistema inmune a largo plazo. En cuanto a la carga viral, el andlisis a nivel de aa si
que mostré que la MfAA en el PC tenia una correlacién negativa significativa con los niveles de
ADN-VHB y la MfAA en el core aumentaba conforme los niveles de ADN-VHB disminuian, pero
no llegaba a alcanzar la significacidon estadistica, quizds porque la alta carga viral de los
pacientes puede actuar como factor de confusién. Estos resultados estan de acuerdo con
hallazgos recientes [169,170] que demuestran que cuanto menor es la complejidad en el
PC/core mayor es la carga viral, lo que sugiere que el aumento de complejidad en el PC esta
asociado con un descenso de la replicacién viral. Las variantes PC con mutaciones podrian
disminuir el fitness del preCore para regular la replicacién viral, el PC contiene la sefial de
encapsidacién g, esencial para la replicacién, y las sustituciones podrian interferir en su
funcionalidad, esto llevaria a una menor replicacién viral y por tanto a un poblacién mas

pequeifia (bajos niveles de ADN-VHB) pero muy heterogénea (alta complejidad).
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De manera global la complejidad de la QS fue significativamente menor en muestras
HBeAg(+) que HBeAg(-) tanto a nivel nucleotidico (Sn, Mf y Pi), como a nivel de aa en el
preCore (MfAA PC) y core (MfAA core). Para evitar el efecto del tratamiento también se
realizaron los calculos sin las muestras TNR y los resultados fueron los mismos para la Sn y Pi
pero Mf, MfAA PC y core no mostraron diferencias significativas entre HBeAg(+) y HBeAg(-).
Teniendo en cuenta los diferentes grupos de pacientes segun el estatus HBeAg, la complejidad
de QS fue significativamente menor en el grupo HBeAg(+) que en el grupo HBeAg(-) o
HBeAg(+/-) y no se observaron diferencias significativas entre HBeAg(-) y HBeAg(+/-) (Figura
34). Para intentar definir si la variabilidad estaba localizada en el PC o en el core, se calculd de
MfAA por separado en ambas regiones en cada grupo, la MfAA tanto en el PC como en el core
fueron significativamente menores en el grupo HBeAg(+) que HBeAg(-) o HBeAg(+/-) y no se
observaron diferencias entre HBeAg(-) y HBeAg(+/-). Esta mayor complejidad encontrada en el
grupo HBeAg(-) comparado con HBeAg(+) estd de acuerdo con estudios previos y en conjunto
se puede decir que el aumento de la diversidad viral esta asociada con la seroconversion, el
aumento de la presién de evolucién debido a una respuesta inmune mas intenta,
probablemente debido a la falta de HBeAg y su efecto inmunomodulador, llevaria a este

aumento de la complejidad.

3.2.2 Complejidad de QS y estatus HBeAg: estudio longitudinal

Para explorar diferencias en la complejidad de QS entre los diferentes tiempos de
muestreo, los pardmetros fueron calculados en cada grupo segun el estatus HBeAg en las tres
muestras analizada (B, TF y TNR) (Figura 34). El estudio longitudinal permitié deducir algunos
patrones de evolucidon en ausencia y presencia de tratamiento. La complejidad de QS fue
sistematicamente mas alta en el grupo HBeAg(-) y HBeAg (+/-) que en el HBeAg(+) en los tres
puntos, pero estadisticamente significativa sélo en la muestra basal entre el grupo HBeAg(+) y
HBeAg(+/-), con una complejidad significativamente menor en el grupo HBeAg(+) que
HBeAg(+/-). La mayor complejidad en pacientes HBeAg(-) encontrada a nivel global, no es
significativa cuando analizamos la complejidad teniendo en cuenta la evolucidn, pero esto
quizas sea debido al pequefio nimero de pacientes HBeAg(-), lo que si se observa es que el
grupo HBeAg(+/-) tienen mayor complejidad que el HBeAg(+) en las muestra B a nivel
nucleotidico y en B y TF cuando la complejidad se analiza a nivel de aa en el core (MfAA Core),
pero no hay diferencias significativas entre ninguno de los grupos en MfAA en el preCore
(Figura 35). Esto podria indicar que el sistema inmune actla principalmente contra los

epitopos del core en pacientes con HBeAg fluctuante.
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En conjunto estos hallazgos (1) mayor complejidad en el grupo HBeAg(-) comparado
con HBeAg(+) a nivel global, (2) mayor complejidad sistematicamente en el grupo HBeAg(-) y
HBeAg (+/-) que en el HBeAg(+) en los tres puntos, (3) mayor complejidad en el grupo
HBeAg(+/-) que en HBeAg(+) en las muestra B a nivel nucleotidico y en B y TF a nivel de aa en
el core, aportan evidencias de que el aumento de la diversidad esta asociado con la
seroconversion HBeAg. El aumento de la complejidad en pacientes HBeAg(-) sugiere un
aumento de la presion de evolucidén debido a una respuesta inmune mas intenta, o incluso al
efecto del tratamiento en el gen core, que es mas evidente en el estatus HBeAg fluctuante, y

qgue probablemente se deba a la ausencia de HBeAg y su efecto inmunomodulador.

Figura 34: Distribucion de la complejidad de la QS, representada con la Sn, carga viral y estatus HBeAg de cada uno

encima del grafico: estatus HBeAg (gris oscuro HBeAg(+), ). Pacientes agrupados segun estatus
HBeAg, siempre HBeAg(+) en rojo, siempre HBeAg(-) en verde y con HBeAg fluctuante en azul.

9 038 9 08
1 b " ..‘ 2 I ‘.. "‘
- 06 - 06
$71 < 7
[=] (=]
?} - 04 (S 3 % 04 5
= Loz 5] F 0.2
- . .
o 9 3 0.0 3 0.0
<s B TF NUC TNR B TF NUC TNR
[ T 9_ 08 9 _ 08
= g_ 4 e W e A
@ &-e..... 0.6 & 06
> 7 1 sail) § 7 4
e - 045 9 04 G
2 > ¢
5 4 o 5 4
= S 02 T 02
3 - & 0.0 3 0.0
B TF NUC TNR B TF NUC TNR
. Y4D) 08 6 9(%) . . 08
R I T
....... '._. L 0.6 ‘.-" L 0.6
o2 £ 71 <7
> o ~ c c
<SS 3 A 04 & g r F04 §
@5 2s . g5
e P - 0.2 % 02
c
3 0.0 3 0.0
B TF NUC TNR B TF NUC TNR
7 g o & (=) m 08
A
06 . _| ., 06
g7 g 7 g
g 0.4 (‘/:) g - A 04 (g
5 1 S 5
o 8 ‘ r 0.2 = 0.2
= < 3 0.0 34 ; > 0.0
S _B TF NUC TNR B ] NUC__ TNR
4 9 o () Chmmm——; e Comiin
e B e T I A
e | e . 0.6 J ........ A 06
57 g7 & )
S 04 5 3 J 04 &
254 - 2s
0.2 ’ 0.2
3 & 0.0 3 Y 0.0
B8 TF NUC TNR B TF NUC TNR

119



Figura 35: Distribucién de MfAA en la region y core (gris oscuro) en cada una de las tres muestras (B,
TF y TNR) en los tres grupos segun el estatus HBeAg.
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3.2.3. Distribucién de los cambios en preCore y core

Se analizd la distribucién de los cambios de nt encontrados en ambas regiones y se
observd que en 5 pacientes los cambios de nt se agrupaban sobre todo en la regidén core, en 4
pacientes, en ambas regiones y en uno en la regién PC principalmente, sin patrén especifico
segun la muestra (B, TF y TNR). Las principales mutaciones responsables de la disminucién o no
expresion de HBeAg en el PBC y PC, respectivamente, fueron mas frecuente en el grupo
HBeAg(+/-) que en pacientes HBeAg(+) y eran las secuencias normales del grupo HBeAg(-). La
mitad de los pacientes mostraron una pequefia tendencia a acumular variabilidad en las
regiones epitépicas del core (Th50-69 y B74-84), lo que estd de acuerdo con su funcién
inmunoestimuladora. Estos resultados, sumados a que la variabilidad a nivel de aa en el core
(MfAA core) fue mayor en el grupo HBeAg(+/-) en las muestras B y TF que en el grupo
HBeAg(+), apoyan la idea de que el sistema inmune actla principalmente contra los epitopos
del core en pacientes con HBeAg fluctuante. Sin embargo, la seleccidn positiva de variantes
core en la QS, definida como la seleccién de una nueva secuencia master diferente de la
secuencia master en la muestra previa, era mas frecuente en el grupo HBeAg(-) y HBeAg(+/-)
qgue en HBeAg(+),lo que sugiere el aumento de la presion del sistema inmune por la ausencia

de HBeAg.
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3.2.4 Evolucidn de la complejidad de la QS sin tratamiento y bajo la presion de NUCs

La evolucién de la complejidad de la QS se analizé en dos periodos, en la dindmica
natural de la QS y bajo la presién de NUCs, la evolucién de cada uno de los 10 pacientes en el
periodo TF y TNR se muestra en la figura 36. En la mayoria de los casos (7/10), se observé un
aumento en la complejidad durante la evolucidn natural y un descenso bajo el tratamiento.
Sélo en un caso no se observaron cambios en la complejidad entre TF y TNR y dos pacientes
HBeAg(+/-) mostraron un patrén inverso, probablemente debido al estatus HBeAg fluctuante.

Pero a pesar de los diferentes patrones, se encontré una correlacidon negativa entre la
complejidad de la QS en ambos periodos, lo que sugiere que los cambios ocurridos durante la
evolucidn natural podrian estar afectados por la respuesta inmune y determinar la evolucidn
de la misma regidén bajo el tratamiento con NUCs, es decir, cuanto mayor es la complejidad
durante la evolucién natural, mas homogénea es la poblacion después del tratamiento. En la
evolucidn natural, bajo la presién del sistema inmune, se desarrollaria una poblacién compleja
con muchas variantes, pero durante el tratamiento un nimero limitado de variantes con
mutaciones de resistencia apareceria y predominaria, llevando a una QS menos compleja en

un fenémeno tipo “cuello de botella”.

Figura 36: Patrén de la complejidad de la QS (Sn, Mfy Pi) en el periodo sin y con tratamiento en cada paciente. En el
eje vertical aparecen las diferencias entre los pardmetros de complejidad (Sn, Mf y Pi) durante el periodo de tiempo
indicado en el eje horizontal (sin y con tratamiento). Las areas grises indican los valores positivos e indican un
aumento en la complejidad (flecha rosa) de la QS y la parte sin color indica un descenso de la complejidad (flecha
amarilla).
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3.2.5 Conclusiones

1. Este estudio muestra la utilidad de la tecnologia UDPS para estudiar la evolucién de la QS del
VHB.

2. Se ha encontrado una mayor variabilidad de QS en pacientes HBeAg(-) que HBeAg(+),
evidenciando que el aumento de la diversidad esta asociado a la seroconversién.

3. La alta complejidad en la regidn preCore esta asociada con una baja replicacién viral, esto es
l6gico debido al papel clave de esta regiéon en la misma, y sugiere una respuesta inmune
aumentada en pacientes HBeAg(-), probablemente debido a la ausencia de actividad
inmunomoduladora de HBeAg.

4. La seleccidn positiva de variantes core en pacientes HBeAg(-) y HBeAg(+/-) sugiere un
mecanismo potencial de escape del sistema inmune por cambios en la secuencia de la
nucleocapside.

5. La correlacién negativa de la evolucién de la QS en TF y TNR sugiere la importancia de
estudiar la complejidad de la QS antes de iniciar el tratamiento y usarla como un posible factor
predictivo de la evolucién del virus en el caso de no respondedores a NUCs.

6. Con la consolidacién de los métodos de NGS se podria llevar a cabo el estudio de haplotipos
de manera reproducible y asi usar los parametros de complejidad de QS para el manejo clinico

de la infeccién por el VHB.
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several factors contribute to its significant variability (1.56 x10*

6.62 %10~ * substitutions /site/year) [3]. Some of these are the lack
of proofreading of the viral polymerase, the high viral replication
rates, and various host enzyme factors, such as guanine to adenine
hypermutation activity of the APOBECS enzyvme |G]. HBV
variability vields a swarm of variants that are genetically closely

Introduction

Hepatitis B virus (HBV, Hepadnaviridae family) causes acute
and chronic infection in humans and chimpanzees. Despite the
development of successful vaccination programs and effective
antiviral therapies, there are more than 240 million carriers of
HBV surface antigen (HBsAg) worldwide [1]. Around 150 million

related, but not identical. These evolve, show complex distribu-
of these individuals have active infection and are at a high risk of

tions in hosts, and are known as quasispecies (QA) |7]. The HBV
(A rebalances its composition to fit to environmental conditions,
ncluding host immune stimulation and antiviral treamment [8].

progressing to cirrhosis or hepatocellular carcinoma [2].
The HBV genome (3.2-kb length) is a partially double-stranded
DNA maolecule, with four highly overlapping open reading frames:

. 2 ) QA study with accurate models and techniques s important to
the polymerase, surface, Core, and X [3]. Although the HBV .

genome has a considerable degree of overlapping (67%) [4],
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HBV, and to optimize strategies to manage and prevent HBV
infection [9]. In this sense, Shannon entropy is a useful parameter
to study (A complexity in relation to patients” clinical evolution
[10,11]. Warious groups have used this approach to study the HBV
QA by clasic clonal methods, in order to determine the
implications of QA complexity on the outcome of infection and
the treatment response [12-14]. However, the small number of
clones analyzed in these studies may significantly bias the Shannon
entropy results obtained [15]. Fortunately, a large number of
clonal sequences can now be obtained by next-generation
technologies, particularly ultra-deep  pyrosequencing  (UDPS),
thereby enabling accurate, quantitative QA description [15-17].

Current CHB treatment is mainly based on inhibition of viral
polymerase activity by nudeos(t)ide analogues (NUCs), mainly
entecavir and tenofovir, both of which have a high genetic barrier,
an extremely low probability of resistant variant selection, and
considerable suppression of viral replication [18]. However, this
antiviral srategy does not affect the HBV intrahepatic reservoir,
known as cocDNA. Hence, it i assumed that HBV infection
cannot be cured, and the precise duration of treatment remains
undefined [18]. Moreover, a significant percentage of patients who
previously experienced wiral breakthrough after lamivudine,
telbivudine, or adefovir treatment are more prone to developing
resistance |18].

Several biochemical and wirological parameters should be
monitored during natural disease evolution and particularly,
during antiviral treatment [18]. One of these, HBeAg expression,
is associated with a differing course of infection and with the

probability of response to antiviral therapy. The presence of

HBeAg in serum depends on variants located in the preCore
region (main preCore mutation, position 1896) or in the basic core
promoter (BCP, positions 1762-1764) [3]. In addition, the Core
gene contains epitopic domains that play a central role in the
immune response against the virus [19,20]. Therefore, the
preCore/Core 5 an optimal region to nvestigate QA evolution
in relation to host immune system stimulation. In addition, the
preCore/Core regulates HBV replication and includes the only
non-overlapping sequence in the HBV genome [3].

The evolution of the preCore/Core regions under NUC
treatment has been little investigated. Studies involving molecular
cloning of this region have reported that HBeAg seroconversion is
associated with increased viral diversity [12,14]. There is also a
recent study in which the preCore/Core was analyzed by UDPS
[21] using new bininformartic tools.

The aim of this smdy was to evaluate associations between
HBeAg status and HBV QA complexity in the preCore/Core
region, and to explore QA complexity under natural evolution and
under NUC antiviral treatment. To this end, we UDFPS-analyzed
HBV variability and QA complexity in the preCore/ Core region
at baseline (at diagnosis of the infection), during a period before
starting NUC treatment, and during a period of treatment
N eSO Se.

Materials and Methods

Patients and samples

This is a retrospective study approved by the Ethics Committee
of Vall d'Hebron Research Institute, including sequential samples
from 10 chronic hepatitis B patients, who gave written consent for
participation. The 10 patients were older than 18 years, had
detectable HBsAg for more than 6 months, and tested negative for
HCV, HIV, and HDV. They were treatment-naive hefore staring
LVD and failed treatment within two years: 9 patients presented
viral breakthrough and one was a primary nonresponder.

PLOS OMNE | www.plosone.org
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Furthermaore, these patients were selected to include different
HBeAg status over time: HBeAg-positive (N = 4), HBeAg-negative
(N=12), and fluctuating HBeAg (ie, a transient seroreversion/
seroconversion pattern) (N =4). Patients with fluctuating HBeAg
included 2 patients with seroreversion (HBeAg-negative to
positive) and 2 with different periods of seroreversion/serocon-
Version.

A total of 30 serum samples were UDPS-analyzed. Three
samples per patient were analyzed at three time points when HBV
DNA was higher than 5 log IU/mL: one at baseline, another afier
a treatment-free period, and another at treatment nonresponse
(Table 1). The baseline (B) sample was the first sample, obtained at
the time of the diagnosis. The sample corresponding to the
treatment-free (TT) period was one taken after the baseline sample
and before starting reatment (median 17 months). The sample at
treatment nonresponse (I'NR) was subsequent to the treatment-
free sample and after treatment nonresponse, with viral break-
through defined as a confirmed increase in HBY DNA of more
than 1 decimal logarithm of IU/mL {log IU/ mL) compared to the
nadir HBV DNA level on therapy. Primary non-response was
defined as less than | log IU/ml decrease in HBV DINA level from
baseline at 3 months of therapy.

The patients’ characteristics, the biochemical and virological
results for each sample, and the rescue treatment prescribed in
each case are presented in Table 1. HBV DNA was quantified
with the COBAS Ampliprep/ COBAS Tagman HBV Test (Roche
Diagnostics). HBV serological markers were determined by
commercial Immunoassays.

Amplification and UDPS

‘The region analyzed by UDPS, dustered positions 1757 to 2132
[16], covered the complete preGore (1814-1900) and the first 84
codons of the Core gene (1901-2152), which include the two main
immunodominant epitopes flanked by amino adds 50 to 69 (Th
50-69) and by amino acids 74 to 84 (B74-84) [22].

Briefly, HBV DNA was extracted from 200 L of serum with
the QlAamp DNA MiniKit (QIAGEN, Hilden, Germany). The
amplicon library corresponding to the HBV preCore/Core region
was obtained after two POR runs [nested). The first PCR primers
were as follows: sense (posiion 1721-43) 5° GTTTAAA/S
GGACTGGGAGGAGC/TTGG 3" and  antisense  (position
2804-23) 53" TGTTCCCAA/GGAATAA/TGGTGA 3. The
nested PCR primers included the recogmition site for UDPS,
shown in italics. The sequence of the sense primer (position 1737
36) was 53 CGIATCGCCTCCCTCGOGCCATCAGGAGCY
TTGGGGGAGGAGAC/TTAG 3" and the antisense primer
[position 2133-80) was 5’ CTATGCGCCTTGOCAGCCOGOT-
CAGCCATA/GTTAGTA/GTTA/GACATAAC/ TTAS G/ GA-
CTAC 3. To minimize the error rate of the PCR process, high
fidelity polymerase (Pfu Ultra-1I, Stratagene, La Jolla, USA) was
used. The nested POR products had a length of 494 bp and were
solated from 0.9% agarose gel with the QIAquick extraction Kit
(QIAquick Spin Handbook, QIAGEN, Hilden, Germany) and
quantified using Qan-iT" Picogreen dsDNA reagent {Invitrogen).

Before the UDPS sequencing reaction, each amplicon was
pooled to obtain a concentration of 4 % 10° malecules of the HBV
region. This working solution was enriched with the capture beads
needed for sequencing. After optimal enrichment, clonal ampli-
fication in beads was done in forward and reverse directions
([emPCR kits IT and 111, 454 Life Sciences). UDPS was performed
using the Genome Sequencer FLX system (454 Life Scences).
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UDPS data analysis

FILX 454 data processing was carried out on the open source R
environment, using the Biostrings library for pattern matching and
sequence alignment, and in-house R scripts [15.16]. Sequences
considered of low quality and those seen in either sense or
antisense strands alone were filtered out. Haplotypes found in
greater than (1.1% abundance and common to both sense and
antisense strands were considered forward and reverse consensus
ha.pf-ntypes :_FR{}H]. Because coverage was not below 10,000
reads, FRCH with a population abundance above 0.23% were
considered error-free haplotypes [16]. The HBV genorype of each
haplotype was obtained by phylogenetic analysis, using GenBank
reference sequences (Table 2).

Parameters for QA complexity

The HBV QA was evaluated including all haplotypes accepted
after filter analysis, QA complexity was quantified by three
parameters |16]: nomalized Shannon entropy (Sn), mutation
frequency (Mf), and nucleotide diversity (Pi). Sn measures
haplotype diversity attending to the number of haplotypes and
their frequency, M measures the genetic diversity with respect o
the most prevalent haplotype, and Pi measures the population
genetic diversity as the average number of mutations per site
between each pair of haplotypes in the viral population [15].

In addition, QA complexity was evaluated in terms of the
mutation frequency of amino acids in the remons studied. This
parameter was calculated separately for the preCore region (48
amino acids) and Core region (84 amino acids).

Study of QA evolution

To examine QA evolution, two periods were defined: a
reatment-free period (median 17 months), and a period under
reatment pressure (median 15 months). The differences found for
each parameter (Sn, Mf, and Pij between the B and TF sampk!s
were considered measures of namral evolution. Differences
between the T'F and TNR samples were considered measures of
evolution occurring under treatment pressure.

Statistical analysis

All data are presented as the median and range. Statistical
analyses were carried out using IBM SPSS 20 (SPSS Inc.,
Chicago, USA). Correlation an..:ll'_\-"ses were performed with Spear-
man's rho test. The Mann-Whitney {7 test and Kruskal-Wallis test

HEV Complexity by Massive Sequencing

were wsed for comparisons of two variables.
Significance was set at p=0.05.

In a previous study we demonstrated the applicability of the { or
Z test in statistical inference with indires of viral quasispecies
diversity [15]. In the present study, we used the more stringent
Spearman rho correlation test for this purpose, in keeping with the
analyses used in recent studies on QA evoluton under antviral

treatment and the treatment response [12,13].

independent

Results

Thirty samples from 10 patients were analyzed (3 samples/
patient at 3 time points: B, TF, and TNR). After applying the
quality filters (FRCH above 0.25%) 986,014 sequences were
analyzed, and high coverage per patient was obtained (median
98,494 sequences per patent, range 39,039-136,660) UDPS
sequencing data have been submitted to the GenBank SRA
database (BioProject accession number PRINAZ2605362, BioSam-
ple accession numbers in Table 31, HBY DNA, alanine amino-
ransferase (ALT) levels, and HBeAg status of each sample are
presented in Table 1. All changes detected in the 30 samples are
presented in Table 51 and the dominant haplotypes of all samples
are alimmed in File 1. HBV genotype of the 10 patients, which is
also indicated in Table 1, showed no changes over the sequenl:i:ll
study.

Owerall, QA complexity in all samples vielded the following
median valies: Sn (0366 (range, 0.026-0.738), Mf 7.7 #1077
frange, 0.7x107°-17%107 %, and P 1.43x10° (range,
1.3 %107 *-2.8%10 %), Significant correlations were found be-
tween the three variables used o study HBV QA complexiry (Rs
senr 0914, p<0.001; Rs g5 0910, p<<0.001; and Rs gy
0.998, p<0.001), indicating that the three approaches provided
very similar estimatons. In the overall population, median
preCore mutation frequency of amino acids (MEAA) was 2.827
(range, 0-284.35) and median Core MEAA was 6.682 (0-399.92).

QA complexity and its relationship with sample time
points, ALT levels, HBV genotype, HBV DNA
quantification, and HBeAg status

The QA disributoon, HBY IINA level, and HBeAg status of
each patient are depicted in Figure 1. To simplify presentation of
the results, the QA is represented by Sn. In each patient, the
distribution of MF and Pi was the same as that of Sn, but at a
smaller scale (data not shown), as all parameters significantly
correlated. Analysis of differences in QA complexity berween B,

Table 2. NCBI GenBank accession numbers of the reference sequences used in HBV genotyping.

HBV Genotype A

HBV Genotype D

AJ309369
AI309370
AlZ44115
AM2B2986
550235
V0B GG
®D2763
X70185
72479
JX507080

doiz10.1371/joumal .pone0 11 23061002
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Ug5551
M32138
X65257
X59795
X02496
Xg7B4E

f i
V01460
HEB15465
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Table 3. Biosample accession numbers for each sample analyzed.

Patient Sample Biosample accession number
1 Bassline SAMNO3023656
1 Treatmentfree SAMNO30Z3657
1 Treatment nonresponse SAMNO3023658
2 Baseline SAMNO3023659
i Treatmentfree SAMNOI0Z3660
2 Treatment nonmesponse SAMND3023661
3 Baseline SAMNO30Z3662
3 Treatment-free SAMNO3023663
3 Treatment nonmesponse SAMNO30Z3664
4 Basaline SAMNO3023665
4 Treatmentfree SAMNO30Z3666
4 Treatment nonresponse SAMNO3I0ZISET
5 Basaline SAMNO3023668
5 Treatment-free SAMNO30Z3669
5 Treatment nonmesponse SAMNO3023670
(] Basaline SAMNO30236T1
6 Treatment-free SAMNO3023672
G Treatment nonres ponsa SAMNO3023673
¥ Baseline SAMNO30Z3674
7 Treatment-free SAMNO30ZIGTS
7 Treatment nonresporse SAMNO3023676
a8 Baseline SAMNO30236TT
B8 Treatmentfree SAMNO3023678
8 Treatment nonres porse SAMNO30Z3679
9 Basaline SAMNO3023680
9 Treatment-free SAMNO3023681
q Treatment nonmes porse SAMNO3023682
10 Basaline SAMNO3023682
10 Treatmentfres SAMNO30Z3654
10 Treatment nonmes ponse SAMNOZI0236E5

doiz10.1371 /joumal pone 011 2306 4003

TF, and TNK samples showed significantly higher Sn {and greater
diversity) in B (0,43, range 0.0367-0.607) compared o TNR (0.21,
range 0.026-0.478) (p=0.033), tmmign.iﬁrzmdy higher values in
TF (042, range, 0.045-0.738) relative to TNR (0.21, range 0.026-
0.478) (p=0.075), and similar values between B and TF samples.

There were no significant differences in any complexiry
parameter (Sn, Fi or Mf) berween genotypes A and D, nor were
there significant correlations between these parameters and HBV
DNA or ALT levels. On separate analysis of the preCore and Core
regions, preCore MfAA showed a significant negative correlation
with HBV DNA level (Rs preCoreM{AA-DNA —0.5, p =0.003),
whereas MFAA values in Core increased as HBV DNA decreased,
but a significant correlation was not found. Keeping in mind the
small sample size, these findings sugpest that increased preCore
complexity i associated with decreased HBV viral replication. To
avoid possible effects of weatment, only B and TF samples were
analvzed. No significant differences in QA complexdty parameters
were observed between HBV genotypes, and complexity did not
correlate with HEBV DNA or ALT levels.

On assessment of QA complexity and HBeAg status in the 30
samples, we found significantly lower QA complexity in HBeAg-

PLOS OME | www.plosone.org

positive patients than in HBeAg-negative ones, as determined by
Sn, Mf, and Pi, and by MfAA in preCore and Core (Table 4). To
explore differences in QA complexity according to HBeAg positive
or negative status, and to avoid possible effects of trearment on
HBeAg, only B and TF samples were analvzed. As was seen in the
total of samples, Sn and Pi results showed greater complexity in
HBeAg-negative than pesitive samples (Sn, p =0,03; Pi, p =0.037,
Table 4}, preCore- and Core-MFAA did not significantly differ
between HBeAg-positive and negarive samples.

QA complexity and HBeAg status: longitudinal study

To explore possible associations between HBeAg starus and QA
variability over time, patients were divided mto three groups: the
HBeAg+ group included patients with persistently positive HBeAg
[cases 1-4); the HBeAg- group, patients with persistently negative
HBeAg (cases 5 and 6), and HBeAg+/—, patients with flucmating
HBeAg (cases 7-10) (Figure 1). Sn, Mf, and Fi results for each
sample are presented in Table S2. QA complexity was significantly
lower in HBeAg+ than HBeAg- patients (Sn p=0.001, Mf
p=0.002, and Pi p=0.002) or the HBeAg+/— group (Sn
p=0014, Mf p=0.004, and Pi p=0.003). There were no
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Figure 1. Viral replication and QA evolution of the 10 patients included in the study. The left axis and black-dotted lines represent HBV-
DNA (log IU/mL), and the right axis and grey lines represent Sn in baseline (B), treatment-free (TF), and treatment-nonresponse (TNR) samples. HBV
DNA level during LVD treatment is indicated as NUC. HBeAqg status is shown in bars over the graph: dark grey bar, HBeAg-positive and light grey bar,

HBeAg-negative.
doi:10.1371/journal pone.0112306.g001

significant differences berween HBeAg- and HBeAg+/ — partients.
In an attempt to define whether the variability was located in the
preCore ar Core region, MfAA was calculated for these regions
separately in each HBeAg status group (Figure 2a). preCore and
Core MIAA were both significantly lower in HBeAg+ than in
HBeAg- (preCore MEAA, p =0.001 and Core MEAA, p=0.005) or
HBeAg+/— (preCore MFAA, p=0.045 and Core MfAA,
p =0.001) patients, and there were no differences between the
HBeAg- and HBeAg+/— proups.

PLOS OME | www.plosone.org [

To explore possible differences in QA complexity between the
sampling time points, parameters were calculated according to
HBeAg status over time and the sample analyzed (B, TF, and
TNR). QA complexity was systematically higher in HBeAg- and
HBeAg+/— than in HBeAg+ at all three time points (Table 3).
However, statistically significant differences in Sn, M, and Fi were
only found at baseline berween HBeAg+ and HBeAg+/— patients
(p=0.029). preCore and Core MfAA results at the three time
points are depicted in Figure 2b. Interestingly, both parameters
indicated significantly greater complexity in HBeAg+/— cases

MNovember 2014 | Volume 9 | Issue 11 | e112306

128



-
a = 2
il =
= O
gi
z|8 380
§
g E
2 g
g £
lat}
AEHERT
Al BRE
: 3|8 5|3 2
g
2 - -
E - E
g
@
£
=
B
m
T
B
2
= —
1 & s -
£ B
5 s;—:é
g =1 i
o
=
£
g| | %
E z
o 'E.E T .
<L o
3 § g =
T = o
a < d e n
o
£
2
o
® Egﬁ
2 151
a
E
=]
L¥]
<L
o
=
@
4 o
<
o
" -
[ 3 & =

0-1.7%107%

{0-12x107%

{5.4x107*1.7x107%

0-11%107%)

Range

o3z

2371073

o~

1310

000z

-3

40:10

-4

53=10

Median

=
e

{0-28x107%

51.75

{0-1.7107%
157

(10°-2.8 x10%)

{0-1.4 %107

141

Range

Median

NS

0024

PcMfAA

{0-197)
2415

(0-284) (0-192.1}
132

4574

(0-192086)
1.35

NS

00

Median

CoreMfAA

10.95-164.42)

(034-399.9)

10.95-207.2)

(0-399.94)

dot10.137 1fjournalpone 01 123061004

PLOS ONE | www.plosone.org

HEV Complexity by Massive Sequencing

than HBeAg+ ones in B and TF samples (p= 0.029). With regard
to the lack of significance i HBeAg- cases, it should he
remembered that only two patients always tested HBeAg-negative.

Distribution of preCore and Core changes

In 5 patients (cases 2, 3, 3, 7, and 10), the nucleotide changes
encountered were mainly located in the Gore region, 4 patients
{cases 1, 4, 8, and 9) showed changes in both the preCore and
Core, and in the last patient {case G}, changes were mainly located
in the preCore region. No specific patterns of variability were
observed at the different fime poinrj B, TF, and TNR).

The detection of preCore vanants was specific for each patient
and each sample (Table S1), but we have summarized the main
mutations responsible for HBeAg expression (BOF and preCore
mutations) (Table 6). These particular mutations were more
frequent in the HBeAg+/— group (patients 7, 8, 9 and 10} than
in HBeAg+ or HBeAg- patients.

Five cases [pal:iem.: 1, 2, 4, 5, and 7; Table 81) showed a slight
tendency to accumulate variability in Core epitopic regions
(Tha0-69, nucleotide pnsir.ims 2048-2107, and B74-84, pos ifons
2120-2152), in agreement with the role of Core as an immune-
stimulating region. However, positive selection of Core variants in
the HBV QA, defined as selection of a new master sequence that
ciffered from the master sequence m the pmvinus 3a.mpk!, was
more frequent in HBeAg- (2 of 2) and HBeAg+/ — (4 of 4) patients
than in HBeApg+ patients (1 of 4) (Table 7), a finding that may
suggest enhancement of the host immune response due to the lack
of HBeAg.

Evolution of QA complexity without treatment and under
NUC pressure

QA evolution in each of the 10 patients in the TF and TNR
periods is shown in Figure 3. In most cases (7/10), there was an
increase in QA complexity during natural evolution (grey areas in
Figure 3) and a decrease in QA complexity under treatment. One
case (patient 4) showed no changes in QA complexity between TF
and TNR using any of the three parameters, and two patients,
both HBeAg+/— (cases 8 and 10), showed an inverse behavior: a
decrease n QA complexity without treatment and an increase
during treatment (black lines, Figure 3).

Despite the different patterns observed among the 10 patients,
QA complexity at TF showed a significant negative correlation
with the complexity at TNR regarding Sn (Rs —0661, p=01.038),
Mf(Rs —0.891, p=0.01) and Pi (Rs —0.903, p<<0.001), suggesting
that the evolution of preCore/Core QA complexity during the
time without treatment determines the evolution of these regions
during treatment.

Discussion

The HBV QA composition and the changes that occur over QA
evolution are important factors related to controlling and treating
chronic HBV infection. Hence, ncquiring acourate knowledge of
HBV QA complexiry is currently a major challenge for managing
chronic hepatitis B patients. Recent reports support the concept
that QA complexity is a clinically relevant factor in the course and
prognosis of this disease and in the response to weamment |12-
14,23]. In this line, HBV QA complexiry has been associated with
the antiviral response in ET'V-treated patients, in whom lower
complexity was seen in responders than in partial responders [13].
Cheng et al. |12,14] reported higher viral diversity in HBeAg
natural or treatment-induced (IFN or LVID) seroconverters than in
non-seroconverters, thereby providing evidence that increased
viral diversity is associated with HBeAg seroconversion, in
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Figure 2. Distribution of mutated amino acids in the preCore and Core regions (a) in patients grouped by HBeAg evolution and (b)
splitting into HBeAg evolution and the three time points: baseline (B), treatment-free (TF) and treatment-nonresponse (TNR).
doi:10.1371/journal. pone.0112306.9002
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agreement with our observations in the present study. Although
these studies [12,14] have provided waluable findings, the
techniques used analyzed only small numbers of dones, and the
results may not be representative of the overall viral population,
which contains billions of particles. In contrast, next-generation
sequencing methods, particularly UDPS used in the present study,
enable clonal analysis of thousands of sequences in a single sample
|8,24-29], provide a number of donal sequences to lend reliability

4

0.06-1710x10
0.1-282x10

9,96 x107*

0026-0.39

516 x107*

TNR
02778

to calculation of QA complexity parameters [15], and have robust
quantitative and reproducibility values, making them viable
alternatives to molecular cloning for QA smdy [16].

In this study, we applied UDPS to determine (JA complexity in
the HBV preCore and Core regions. More than 19,500 sequences
per sample were analyzed, a number considerably higher than the
numbers in recent reports on the HBW QA {mean 20-26 clones/

149 x107%
0.68-10x1072

237 =07}

0.128-0.74
L3317 %1072

TF
043615

sample) [12-14,23] and clearly sufficient to guarantee QA
calmlations [15]. To determine HBV QA complexity, three
parameters were used: Shannon entropy (Sn), mutation frequency
(M), and mucleotide diversity (Pi). The high correlation between
the results obtained with these parameters indicates thar Sn, Mf
and Pi equally represented HBV QA complexity. In addition,
MI{AA was used to independently explore variability at the amino
arid level in both the preCore and Core regions.

We found significant  differences in the QA complexiry
parameters according to HBeAg status, with greater complexity
in HBeAg- than HBeAg+ samples, in agreement with previous
studies [12,14]. However, the higher complexity (Sn, Mf and Pi)
seen in HBeAg- cases lacked significance when analyzing QA
complexity attending to HBeAg evolution, likely because of the
small number of HBeAg-negative patients. Interestingly, both the
HBeAg- and HBeAg+/— groups showed significantly higher QA
complexity than HBeAg+ patients when complexity was analyzed
at the amino acid level (MfAA) in the preCore and Core regions
separately. Therefore, our data provide evidence that increased
viral diversity s associated with HBeAg seroconversion and
strongly suggest sipnificant evolutionary enhancement that was
even more evident in fluctuating HBeAg status. These findings
may indicate an increase in evolutionary pressure due to a more
intense immune response in HBeAg-negative status, likely
associated with the lack of HBeAg and its immunomodulatory
effect [30].

Owerall, there were no significant differences n QA complexity
between A and 1) genotypes in the 30 samples analyzed, despite
the consraints on main preCore mutation selection and HBY
genotype [31]. Moreover, no correlation was observed between
ALT levels and QA variability. Although it s assumed that ALT
starus provides an estimate of the strength of the immunological
response against viral infection [32], ALT can be influenced by
many factors and a single point measurement may not be
indicative of the long-term immune stams of a host [32].
Furthermore, the alm of this study was o sequentially analyze
HBV QA complexity with deep conal sequence coverage to
suarantee the complexity calculations, and becanse of the huge
amount of data involved, only ten patients were included.

The negative correlation between HBV DNA levels and QA
complexity in the present study agrees with recent findings
[12,14]. Although the correlations did not achieve statistical
siificance, the three main QA complexity parameters (Sn, Mf
and Pi) showed that the higher the HBV DNA level, the lower was
QA complexity in preCore/Core. However, it should be
remembered that all samples included had a high viral load
(HBV DNA =5 log IU/mL), This potentially confounding factor
may have contributed o the absence of significance in the
correlation studies. Nonetheless, in the separate analysis of the
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Table 6. Percentage of main preCore variants in the samples analyzed.
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Pt Sample

0 B

TNR

HBeAg status

+

preCore variants

BCP

=3 5 3% % 3

FEITAG1 764A (0.27%)

i3 3 3

z

ANTEATAG1764A (100%)
ANTEITAG1764A (100%)
ANTEITAG1764A (100%)
ANTEITAG1764A (100%)
ANTEITAG1764A (100%)
ANTEIT/GT764A (100%)
ANTEITAGT1764A (9944%)
AN762TAG1764A (100%)
ANTGEITAG1764A (100%)
AN7E2TAG1764A (100%)
ANTGEITAG1764A (100%)
ANTEITAG1764A (B041%)
ANTEITAG1764A (100%)
ANTEITAG1764A (100%)
ANTEATAG1764A (100%)
ANTEITAG1764A (100%)
ANTEITAG1764A (100%)
ANTEITAG1764A (100%)

ﬁﬁﬁiﬁiﬁﬁﬁﬁﬁi
%
:
73

z

GIBSGA/GIEI9A (100%)
GIB9GA/GIEISA (100%)
GIB9GA/GIBI9A (100%)

G1B9GA (B9.19%)/G1899A (10.92%)
G1896A (73.1%G1899A (26.9%)
G1896A (100%)

wit

wt

wt

G1896A (3B.23%)/G1899A (58.83%)
GIB9GA (98%)/G1B99A (0.7 7%)
GIB95A (B0.41%)

GIB99A (034%)

GIB96A (11.64%)/G1B99A (0.49%)
wt

I

BCP, Basal core promoter; wt, wild-type: samples that showed 100% of wild-type main BCP or preCore variants.

doi:10.1371/joumal pone 0112306 1006

Table 7. Patients with Core positive selection. Cases in which the new variant was detected in previous samples as minor variants
are also indicated.

Pt Sample Core positive selection Minor variant Sample
3 THR V&3, 100% - -
5 THR EB3, 100% DEB3E TF (13.97%%)
L] TF* 512, 73.1% - Q79, 60.52% = =
7 TF 579, 54.15% P795 B (30.63%)
THR G63-MEE-PT9, 100% VEIM-TEEM-57 9P B {032%) and TF (047%)
TF* Q14-A35-H57-V5E-T59-D64-NGT, 98%
TF H5-160, BB 36% P5H-L&01 B (47.39%)
THR P5-L60, 98.09% H5P-160L TF (11.64%)
10 TF* E40, 98.03% -541, 92.29% D40E-A415 B 032)

*Detected in the treatment-free (TF) and maintained in the treatment-nonresponse (TNR) sample.
doi:10.1371 fjpumal pone 0112306 1007
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Figure 3. Patterns of QA complexity in the period without and with treatment, according to 5n, Mf, and Pi. The vertical axis represents
differences between the complexity parameter (Sn, Mf or Pi) during the time period indicated in horizontal axis, Mo Treatment (TF-B) and Treatment
(TMNR-TF). The grey areas highlight positive values and represent an increase in HBV QA complexity.

doi:10.1371/journal pone.0112306.g003

preCore and Core regions at the amino acid level [MEAA
caleulation), the significant negative correlation with HBV DNA
observed in preCore MfAA sugpests that the preCore mutated
variants could confer a decrease in preCore fitness to regulate
HBV replication. The preCore contains the essential encapsida-
tion signal for viral replication, and substitutions in this region may
interfere with its funcrionality [3].

The Sn in preCore/Core was significantly higher at B than ar
TNR, and was non=significantly higher in TF than at TNR. These
findings suggest a decrease in QA evolution, associated with LVD
treatment failure. Boni et al [33] reported thar the immune
response is enhanced when antiviral treatment controls HBY
replication, but our patients were treatment nonresponders and
therefore in a situation contrary to that of Boni's population [33].
In fact. most of our cases showed a decrease in QA complexiry at
TNER, which likely reflects amenuation of immune system activity
At MOAresponse.

The possible relationship between QA complexity and antiviral
therapy response was not tested in this study because responders,
who have undetectable HBV-DNA levels after treatment, were not
included. However, longudinal UDPS study of our patients
enabled examination of evolutionary patterns in the absence and
presence of antiviral rearment, and this yielded conclusive results
according to HBeAg status. Some patterns were identified: at
baseline, QA complexity in HBeAg-positive patients was signifi-
cantly lower than in those with fluctuating HBeAg (Table 3). In
addition, HBeAg-positive patients showed lower Core pene
variability (Core MEAA) than those with flucruating HBeAg at
baseline and TF. In contrast, preCore M{AA was not significantly
different between any of the groups, which could indicate that the
host immune response mainly acts against Core epitopes in
patients with fuctuating HBeAg. In fact, preCore variants and
positive selection of Core variants were common in HBeAg-
negative and fluctuating patients, in keeping with results from our
previous studies [8.22]. These findings may result from HBY
adaptation under host immune pressure, or even be due to an
effect of antiviral treatment on the Core gene.

PLOS OME | www.plosone.org

HBV QA evolution was analyzed in two periods, namral
evolution and under NUC presure. The significant negative
correlation in QA complexity between the two periods suggests
that changes occurring in natural evolution might be affected by
the host immune response and determine the evolution of the
same region under NUC treatment. We found that in most
patients, the greater the complexity during natural evolution, the
more homogeneous was the population after treatment, indicating
that NUCs might also have some indirect effects on the preCore/
Core region. However, this partern was not observed in 2 of the 10
patients studied, probably due to the fransient serconversion/
serareversion status of these cases (fluctuaring HBeAg). Apart from
these differences, the main inverse partern of (QA evolugon in the
two periods may indicate the following: under immune pressure, a
complex population evolves, but during antiviral therapy pressure,
a limited number of HBY varianis carrying resistant mutations
emerge and predominate, rendering the (A less complex in a type
of bottleneck phenomenon.

The main limitation of this study is the small sample of 10
patients sequentially analyzed, which was related to our aim w
characterize the HBV QA as accurately as possible by very high
coverage (median, 98494 sequences per patient). All cases were
longitudinally studied, and 3 samples per patient were included to
enable examination of evolutionary patterns in the absence and
presence of antiviral treatment. Thus, sample size was mainly
determined by the huge amount of data to process and the cost of
UDPs.

In conclusion, the results of this study provide further evidence
of the utlity of UDPS for investgating the evolution of the HBY
QA In addition, they provide confirmatory data for previous
findings in studies with lower analytical coverage indicating
greater A variability in HBeAg-negative than HBeAg-positive
patients. Our results show that high complesity in the preCore
neg;icm 1= associated with low viral re‘pLic‘aﬁDn‘ in keeping with the
key role of this region in HBV replication, and suggest an
enhanced immune response in HBeAg-negative patients, probably
related to the lack of HBeAg mmunomodulatory activity. In the
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same direction, the positive selection of Core va
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mechanism to escape the host immune system by nucleocapsid
sequence changes. Finally, the strong negative correlation of QA
evolution in the weatment-free period and under wreatment shows
the importance ol studying the QA before weating patients, as a
potential predictive factor of HBY evolution in cases of NUC
NONTesponse. With the ¢

lidation of next-generation sequenc-
| haplotype study,
QA complexity parameters could be useful for clinical manage-
ment of HBV infection.
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Supporting Information

Table S1
treatment-fiee (TF) and weatment non-response (TNR) sample of
cach patient. Nucleotide changes are registered in relation 1o the
dominant haplotype of each sample.

(PDF)

Pereentages ol changes observed in baseline (B),
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4. SEGUNDO ESTUDIO: Complex Genotype Mixtures
Analyzed by Deep Sequencing in Two Different Regions

of Hepatitis B Virus

4.1 Introduccion

En el segundo estudio se quiso analizar la diversidad genética y complejidad del VHB
en forma de genotipos, como en el estudio anterior, en dos periodos de tiempo, uno libre de
tratamiento y otro bajo la presidon de NUCs.

El VHB se ha clasificado en ocho genotipos bien caracterizados (A-H) y dos mas
propuestos (I-J) y su distribucién geografica y étnica esta bien caracterizada, en Espania, el 90%
de los casos corresponden a Gen/A y D, en proporciones similares, con un 6% de Gen/F [194].
Ademads se han descrito fendmenos de recombinacion intergenotipica, deducida por las
controversias en el analisis filogenético de diferentes zonas del genoma (el 30% de las 3300
secuencias del GenBank presentan evidencias de recombinacion [148]), por ejemplo, el Gen/I
es un triple recombinante A/C/G [197], el gen preCore/Core de los subgenotipos B2-B5 tiene
su origen en el Gen/C [140] y el VHB dominante en el Tibet es un recombinante C/D [141]. El
mecanismo de recombinaciéon no se conoce pero se considera que el primer paso es la co-
infeccion con varios genotipos, de hecho los recombinantes tienden a tener la misma
distribucidn geografica que los genotipos parentales [138]. En Asia se ha descrito una alta
prevalencia de infecciones mixtas [145], por ejemplo mezclas Gen/B+C en Taiwan [12], en
Europa Central y del Este se han descrito infecciones mixtas (Gen/A+D, Gen/A+D+F y Gen/D+F)
en el 8% de los individuos infectados [146] y en Espafia nuestro grupo ya encontrd una tasa
considerable (22%) de infecciones mixtas (Gen/A+D y Gen/A+D+F) en pacientes tratados con

NUCs [194,198].

4.2 Hipétesis y objetivos
4.1.1 Hipétesis

Cada vez existen mas estudios que asocian el genotipo con la seroconversién HBeAg, la
evolucidn clinica, el prondstico y la respuesta al tratamiento con IFN y NUCs [135,136,139]. Por
ejemplo, los Gen/C y D estan asociados con seroconversiéon HBeAg tardia o ausente,
enfermedad hepatica mds severa, peor respuesta a IFN y resistencia mds temprana a LAM que

los Gen/B y A, respectivamente. También las infecciones mixtas podrian correlacionar con la
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clinica, en Asia la mezclas de genotipos se han asociada con mayores niveles de ADN-VHB y un
curso mas severo de la enfermedad que en pacientes monoinfectados por Gen/C [145]. El
primer paso para poder establecer estas asociaciones genotipo-evolucidn clinica/respuesta
tratamiento es el correcto genotipaje, el mejor método para ello es el andlisis filogenético de
toda la secuencia nucleotidica, como esto no es posible en los laboratorios de analisis clinicos,
se ha optado por utilizar una parte representativa del genoma, pero tampoco existe consenso
acerca de qué region usar para este propodsito y, ademas, la filogénesis local de diferentes
fragmentos del genoma podria llevar a una clasificacidon incorrecta de los genotipos por los
fendmenos de recombinacién. No obstante, actualmente la regidén S del genoma del VHB es la
gue mas se usa, ya que se ha visto que la secuenciacién y analisis filogenético de la region pre-
S1/pre-S2 (nt 3025-80 desde el sitio EcoRI) muestra un genotipaje similar al del genoma
completo [135], sin embargo no detecta infecciones mixtas. Los ensayos comerciales de
hibridacidon reversa INNO-LiPA, utilizan la regidon entre las posiciones nt 456-798 donde se
solapan el gen P y Sy detectan mezclas de genotipos cuando estan presentes al menos en un
5%, pero cualquier variante en la region puede alterar el resultado [176,199,200]. La UDPS
puede superar estas limitaciones, ya que permite el andlisis de miles de secuencias clonales,
aumentado la sensibilidad para la deteccidn de variantes en una determinada regién del
genoma, sin embargo la relativa corta longitud de los fragmentos (en torno a 400 pb) limita el

estudio de la recombinacién intergenotipica.

4.2.2 Objetivos

Con el objetivo principal de estudiar la complejidad del VHB a nivel genotipico en
diferentes regiones del genoma y bajo diferentes condiciones del ambiente, en un periodo sin
tratamiento y otro bajo la presion de NUCs, se analizaron dos regiones del genoma del VHB
(P/S y X/PC) mediante UDPS y genotipaje por filogénesis para:
1. Cuantificar las mezclas de genotipos
2. Evaluar los cambios en el patrén de genotipos de las QS del VHB en presencia/ausencia de
tratamiento con NUCs.

También se quiso caracterizar la complejidad a nivel de QS en las regidon X/PC en la

evolucion natural y bajo tratamiento antiviral con NUCs y compararla con la regién P/S.

4.3 Resumen del estudio

Como en el primer estudio, muestras secuenciales de diez pacientes con HBC y en los

que fallé el tratamiento con LAM fueron analizadas, tres muestras por paciente, una basal
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obtenida en el momento del diagndstico (12), otra muestra tomada antes del inicio de
tratamiento (22) y otra en el momento de respuesta viroldgica parcial o VBK (32).

El genotipo se determind mediante UDPS en el secuenciador FLX (454Life Sciences) y
analisis filogenético posterior, en dos fragmentos del genoma (Figura 33); (1) regién P/S (nt
615-969), que cubre un fragmento donde el gen Sy el dominio RT de la polimerasa se solapan
e incluye un fragmento de 183 pb de la regién amplificada en INNO-LiPA y (2) region X/PC (nt
1596-1912), que incluye numerosos elementos reguladores que hace que tenga una gran
relevancia clinica, y sobre todo, y a diferencia del primer estudio, el ENHII completo.

La complejidad de QS en ambas regiones en la dindmica natural y bajo tratamiento
antiviral con NUCs, se evalué mediante los indices de diversidad Mf y Pi, como en el estudio

anterior.

4.3.1. Validacién de las regiones P/S y X/PC para el genotipaje

El primer paso fue verificar la capacidad del método utilizado para genotipar
aplicandolo a 113 secuencias de referencia del genoma del VHB del GenBank (16 de Gen/A, 19
de Gen/B, 25 de Gen/C, 17 de Gen/D, 8 de Gen/E, 17 de Gen/F, 4 de Gen/G, 4 de Gen/H, 2 de
Gen/ly 1 de Gen/J), todas las secuencias se clasificaron perfectamente excepto la secuencia de
Gen/J). Ademas utilizando ventanas de 400 pb desplazadas 40 pb hasta cubrir todo el genoma
(Sliding Windows), se observé que la precision de la clasificacion genotipica es altamente
dependiente de la region seleccionada y que la region preS es la que muestra mayor poder de
discriminacién. La capacidad de las dos regiones de este estudio para diferenciar entre
genotipos se analizé utilizando el mismo conjunto de secuencias de referencia y se observé
que la region P/S presentaba una alta capacidad discriminante de los ocho genotipos
principales (Gen/A-H), sélo dos secuencias de referencia de Gen/C fueron clasificadas como
Gen/A, por el contrario la regién X/PC mostraba una clara mezcla entre los Gen/D y E y Gen/C
e |. Esto no supuso un problema para este estudio dado que el Gen/E estd restringido a Africa y
ninguno de los 10 pacientes tenia origen africano, no obstante para ser precisos los resultados
de Gen/D en esta regidn se representan como Gen/DE, y por otro lado ninguna de las

secuencias fue Gen/C.

4.3.2 Resultados del genotipaje por UDPS
Se observaron los tres genotipos circulantes en Espafia (Gen/A, D y F), el porcentaje de
cada uno de ellos en cada regién (P/S y X/PC) y en cada muestra (12, 22 y 32) de cada uno de

los pacientes se muestra en la tabla 20.
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4.3.2.1 Genotipaje en la region P/S

La mayoria de las muestras (70%) mostraron un Unico genotipo: Gen/A en la mayoria
(81%) o Gen/D (19%), y el 30% restante mostraba una infeccion mixta: Gen/A+D o Gen/A+D+F
(con prevalencias similares, 56 y 44%, respectivamente). De las 9 muestras con mezclas, INNO-
LiPA solo detectd mezclas en dos y en cuatro el porcentaje era tedricamente detectable, estas
diferencias entre INNO-LiPA y UDPS en la deteccién de mezclas pueden ser debidas a que el
fragmento analizado es diferente y a que ambas técnicas tienen una metodologia diferente,
UDPS es un método de secuenciacion y el genotipo se obtiene por filogénesis mientras que
INNO-LiPA es un método indirecto de hibridacién, y de hecho incongruencias entre ambos

métodos ya han sido descritas previamente [201,202].

4.3.2.2 Genotipaje en la region X/PC

A diferencia de la regidn P/S sélo una muestra presentaba infeccién por un Unico
genotipo (Gen/A en la 12 muestra de un paciente), el 96,7% restante mostraban mezclas de
genotipos: triple mezcla Gen/A+DE+F en la mayoria (90%) y doble mezcla Gen/A+DE (6,7%) y
Gen/A+F (3,3%) en el resto.

4.3.2.3 Comparacion de la region P/S vs. X/PC para el genotipaje

La comparacién de los resultados del genotipaje entre ambas regiones mostré varias
discrepancias: (1) un numero significativamente mds elevado de muestras presentaban
mezclas de genotipos en la regién X/PC (96.7%) comparado con P/S (30.0%), (2) la distribucién
del genotipo prevalente también fue significativamente diferente, en X/PC el Gen/A
predominaba en todas las muestras, mientras que en P/S el Gen/A predominaba en el 80% y
Gen/D y F predominaban en el 16.7% y 3,3% de las muestras, respectivamente y (3) también
fue diferente la prevalencia de los diferentes genotipos en ambas regiones: el porcentaje de
muestras con mezclas de Gen/D+F en la regién X/PC (90%) fue significativamente mayor que
en P/S (13,3%). En cualquier caso los Gen/A, D y F son los mas prevalentes en nuestra
poblacién y son las mezclas que se han encontrado en ambas regiones estudiadas, la presencia
de variantes minoritarias y las mezclas de genotipos podria haber estado subestimadas por la
baja sensibilidad de los métodos utilizados hasta ahora. El por qué son mas frecuentes en X/PC
requiere futuros estudios pero podria deberse a la alta complejidad de esta region, incluyendo
la DR1 y el gap de la hebra(-), que actuarian como posibles puntos de recombinacion y
llevarian a la interpretacidn incorrecta de una infeccidn mixta. Siguiendo en esta linea, ademas

de las infecciones mixtas, en 6 muestras de 4 pacientes el genotipo principal en P/S fue

142



diferente del obtenido en X/PC (para mas detalle ver tabla 20), sugiriendo una posible
recombinacidn intergenotipica. No se puede descartar que las discrepancias sean
consecuencia de la variabilidad debida a UDPS o a la baja cobertura de secuencias, pero hay
muestras donde la diferencia de porcentaje es notable, con un complejo patrén de
recombinacion, incluyendo un triple recombinante A/D/F, lo que estd de acuerdo con otros
estudios en que los recombinantes observados incluyen los genotipos mas frecuentes que co-
existen en la poblacién [203]. La prevalencia del Gen/A y D similar en nuestro pais sumado a la
vida media larga de los hepatocitos infectados (de 2,4 a mas de 70 dias durante el tratamiento
con LAM [204]) podria facilitar la infeccidn de un Unico hepatocito con diferentes genotipos y
favorecer los fendmenos de recombinacidon. No obstante se deberia confirmar mediante UDPS

en un fragmento mas largo que abarcase ambas regiones en la misma secuencia.

143



Tabla 20: % de cada genotipo
obtenido en P/S y X/PC en las
tres muestras de cada uno de los
10 pacientes. En la region P/S se
muestran en amarillo las mezclas
detectadas por UDPS, en rojo
mezclas detectadas por UDPS y
LiPA y en azul las tedricamente
detectables por LiPA, sin color
las infecciones por un Unico
genotipo. El porcentaje del
genotipo principal aparece en
negrita, cursiva y subrayado
cuando es discordante en ambas
regiones:

- En la 12 muestra del paciente 2,
el genotipaje en P/S lo clasifica
como Gen/F mayoritariamente y
en X/PC como Gen/A
mayoritariamente.

- En la 22 y 32 muestra del
paciente 4, en P/S es clasificado
como Gen/D mayoritariamente y
en X/PC como Gen/A
mayoritariamente.

- En la 22 muestra del paciente 9,
en P/S es clasificado como
Gen/D y en X/PC como Gen/A
mayoritariamente.

- En el paciente 10, el genotipaje
en X/PC lo clasifica como Gen/A
mayoritariamente en las tres
muestras, mientras que en P/S,
se detecta Unicamente Gen/D en
la 12 y 22 muestra y Unicamente
Gen/A en la 32,

*Baja cobertura de secuencias,
no se pueden descartar mezclas.

Region P/S

Paciente | Muestra
A(%) |D(%) |F(%) |A(%) |DE*(%) |F(%)
1° BE B (34 [922 |53 2.5
1 2 1000 |0 0 989 |[1.1 0
3’ 1000 |0 0 845 |14.4 1.1
1’ 6.0 162 |728 [86.0 |85 5.5
2 2’ 99.0 1 0 86.9 |84 4.6
3 96.4 3.6 0 935 |54 1.1
1 98.5 1.5 0 66.9 |30.5 2.6
3 2’ 1000 |0 0 935 |43 2.2
3’ 100.0 |0 0 83.6 |15.0 1.3
1 1000 |0 0 87.8 |10.7 1.5
4 2’ 0 100.0 |0 86.9 |99 3.2
3 9.4 89.9 |07 976 |21 0.3
1’ 100.0 |0 0 100.0 |0 0
5 2’ 1000 |0 0 875 |12.2 0.3
3’ 1000 |0 0 9200 |74 2.6
1 1000 |0 0 989 |[1.1 0
6 2’ 1000 |0 0 97.1 |21 0.9
3’ 1000 |0 0 829 |99 7.2
1 1000 |0 0 932 |26 43
7 2’ 1000 |0 0 959 |22 1.8
3’ 1000 |0 0 717 |9.9 18.4
1 B8 (30 [BE [s04 |97 0.9
8 2 93.0 7.0 0 86.5 |10.3 3.2
3’ 1000 |0 0 904 |83 13
1 87.2 128 |0 868 |7.9 5.4
9 2’ 0 100 |o 88.7 |10.2 1.1
3’ 100.0* [0 0 765 |19.3 42
1 0 100 |o 83.3 [152 1.6
10 2’ 0 100 |0 945 |11 4.4
3’ 100.0* |0 0 89.2 [4.0 6.8
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4.3.3 Cambios de genotipo durante los periodos de tiempo estudiados

El porcentaje en el que se enriquecia un genotipo en ambas regiones durante la
dindmica natural de la QS (diferencia de % entre la 12 y 22 muestra) y durante el tratamiento
(diferencia de % entre la 22 y la 32) se describe en la tabla 21.

La dindmica de genotipos, definida como cambios en el genotipo principal, es decir,
cuando se selecciona un genotipo en un % > 50, sélo se observé en P/S. Durante la dindmica
natural de la QS el genotipo cambid en 3 pacientes, en un paciente el cambio fue de Gen/A+D
a Gen/A y en dos pacientes de Gen/A pasaron a Gen/D y durante el tratamiento el genotipo
cambid en 2 pacientes, que pasaron de Gen/D a A (este cambio también se detectd por LiPA
pero no en X/PC).

En cuanto a los cambios en la proporciéon de genotipos, es decir, el cambio en el
porcentaje no implica la seleccién de un nuevo genotipo (0-49%), en la regidn P/S s6lo cambid
en tres pacientes durante la dindmica natural de la QS o durante el tratamiento, sin embargo
en la regidn X/PC se observaron cambios en las proporciones en todos los pacientes en ambos
periodos.

Analizado por regiones, en P/S durante la dindmica natural de la QS el Gen/A aumentd
en tres pacientes, el Gen/D en otro y en otro paciente tanto el Gen/A como D, durante el
tratamiento, en un paciente aumentoé el Gen/D, en otro aumentaron los Gen/A y F, en otro el
Gen/A y dos pacientes pasaron de ser Gen/D en la 22 muestra a ser Gen/A en la 32, En X/PC
durante la dinamica natural de la QS, el porcentaje de Gen/A aumentd en cuatro pacientes, en
uno el Gen/F, en dos pacientes aumentd tanto el Gen/D como F, en otro el Gen/D, en otro los
Gen/A y D y en un paciente aumentaron los Gen/A y F. Durante el tratamiento en X/PC
aumentaron los Gen/D y F en seis pacientes, en un paciente aumenté el Gen/D y en otro el
Gen/A.

La seleccién de un genotipo sobre otro en la dindmica natural de la QS ocurriria debido
a las condiciones inmunoldgicas, en el segundo periodo debido al efecto del tratamiento
antiviral, en este caso la seleccién o mantenimiento del Gen/A en P/S después del tratamiento
en 8/10 pacientes, concuerda con nuestras observaciones anteriores [198] y sugiere que esta
region estaria bajo presiéon evolutiva durante el tratamiento y que las fluctuaciones de

genotipo podrian ser un fenémeno comun en P/S.
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Tabla 21: Se describe la dinamica de genotipos (cambio de genotipo principal, %250) en azul y cambio de
proporciones (variacion del % de genotipos <50%) sin color durante la dinamica natural de la QS (Natural QD)
(diferencia de % de cada genotipo entre la 12 y 22 muestra, marcado en negrita) y durante el tratamiento (diferencia
entre la 22 y 32 muestra).

Paciente Periodo* Regidn P/S _
Natural QD 7%, A 6.7%, A

! Tratamiento 13.3%, D; 1.1%, F
Natural QD 93%, A 0.9%, A

2 Tratamiento 2.6%, D 6.6%, A
Natural QD 1.5%, A 26.6%, A

> Tratamiento 10.7%, D
Natural QD 100%, D 1.7%, F

N Tratamiento 9.4%, A; 0.7%, F 10.7%, A
Natural QD - 12%, D; 0.3%, F

> Tratamiento - 2.5%, D; 2.3%, F
Natural QD - 1%, D; 0.9%, F

° Tratamiento - 7.8%, D; 6.3%, F
Natural QD - 2.7%, A

’ Tratamiento - 7.7%, D; 16.6%, F
Natural QD 16%, A; 4%, D 0.6%, D

8 Tratamiento 7%, A 3.9%, A
Natural QD 87.2%,D 1.9%, A; 2.3%, D

> Tratamiento 100%, A 9.1%, D; 3.1%, F
Natural QD 11.2%, A; 2.8%, F

10 Tratamiento 100%, A 2.9%, D; 2.4%, F

4.3.4 Complejidad de la QS

Se estudié la complejidad en las 30 muestras de los 10 pacientes en ambas regiones,
con la frecuencia de mutacién (Mf) y la diversidad nucleotidica (Pi), no se observé ninguna
tendencia general, en cada paciente la QS parece evolucionar segun un patrén individual
gobernado por su propio sistema inmune. Lo que si se vio es que los dos indices eran
significativamente mayores en la regiéon X/PC que en P/S, de acuerdo con el mayor
solapamiento de P/S y que la regién X/PC podria estar bajo mayor presion, lo que estd en

concordancia con la alta complejidad observada en el primer estudio en la regiéon PC/core/PBC.
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4.3.5 Conclusiones

1. Mediante UDPS se evidencia la existencia de mezclas de genotipos que cambian a lo largo
del tiempo, lo que pone de manifiesto la compleja dinamica de la QS del VHB como un
mecanismo adicional para adaptarse a nuevas situaciones.

2. Las discrepancias entre genotipos en ambas regiones sugieren un fendmeno de
recombinacidn intergenotipica.

3. Estos nuevos paradigmas evidencian la necesidad de consensuar una regidn y una
tecnologia para el genotipaje del VHB y asi entender mejor el significado clinico de la

clasificacion genotipica del VHB.
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Abstract

This study assesses the presence and outcome of genotype mixtures in the polymerase/
surface and X/preCore regions of the HBV genome in patients with chronic hepatitis B virus
(HBV) infection. Thirty samples from ten chronic hepatitis B patients were included. The
polymerase/surface and X/preCore regions were analyzed by deep sequencing (UDPS) in
the first available sample at diagnosis, a pre-treatment sample, and a sample while under
treatment. HBV genotype was determined by phylogenesis. Quasispecies complexity

was evaluated by mutation frequency and nucleotide diversity. The polymerase/surface
and X/preCore regions were validated for genotyping from 113 GenBank reference
sequences. UDPS yielded a median of 10,960 sequences per sample (IQR 16,645) in the
polymerase/surface region and 11 595 sequences per sample (IQR 14,682) in X/preCore.
Genotype mixtures were more common in X/preCore (90%) than in polymerase/surface
(30%) (p<0.001). On X/preCore genotyping, all samples were genotype A, whereas poly-
merase/surface yielded genotypes A (80%), D (16.7%), and F (3.3%) (p = 0.036). Genotype
changes in polymerase/surface were observed in four patients during natural quasispecies
dynamics and in two patients during treatment. There were no genotype changes in
X/preCore. Quasispecies complexity was higher in X/preCore than in polymerase/surface
(p=0.004).

The results provide evidence of genotype mixtures and differential genotype proportions
in the polymerase/surface and X/preCore regions. The genotype dynamics in HBV infection
and the different patterns of quasispecies complexity in the HBV genome suggest a new
paradigm for HBV genotype classification.
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Introduction

Hepatitis B virus (HBV) infection is a global health problem. Currently, around 240 million
people are chronically infected by HBV, which confers a high risk of developing liver cirrhosis
and hepatocellular carcinoma (HCC) [1].

HBYV, a member of the Hepadnaviridae family, has a small (3.2 kb) partially double-
stranded DNA genome with four highly overlapping open reading frames (ORFs): polymerase,
surface, Core, and X [2]. To date, HBV has been classified into eight well-characterized (A-H)
and two putative (I-]) genotypes (Gen/A-I) by >8% divergence in the entire genomic sequence.
Genotypes are further divided into subgenotypes when genome divergence is 4% to 8%. The
geographic and ethnic distribution of HBV genotypes and subgenotypes has been well charac-
terized [3]. In the population of Spain, approximately 90% of HBV chronic carriers are infected
by genotype A or D, and 6% by genotype F [4]. Several studies have reported associations of
HBV genotype and subgenotype with HBeAg seroconversion status, clinical outcome, and
prognosis [5-7]. In addition, HBV genotype has an impact on the therapeutic response to
interferon and nucleos(t)ide analogues (NUCs) [8].

The most conclusive method for HBV genotyping is phylogenetic analysis of the nucleotide
sequences of the whole HBV genome, although this is not performed in routine diagnostics.
Instead, genotyping is done by sequencing a representative part of the genome. There is no
consensus as to which region of the genome should be used for this purpose. Currently, the sur-
face and polymerase regions are the ones most widely used, mainly because commercial line
probe assays (LiPA) hybridize at the polymerase region [9].

Recombination events have been described between different HBV genotypes in HIV -posi-
tive patients [10], in integrated sequences from HCC patients [11], and in 30% of the 3300
HBV genome sequences available in public databases [12]. Intergenotype recombinations tend
to have the same geographical distributions as their parent genotypes [13]. Inconsistencies in
the local phylogenies of different fragments of the HBV genome may be a source of HBV geno-
type/subgenotype misclassification [14]. LiPA genotyping identified mixed genotype infections
in 8% of HBV-infected individuals from Central and Eastern Europe [15]. In another study,
LiPA documented mixed genotype infections in 22% of patients [16]. Nonetheless, detection of
genotype mixtures or minor strains may be limited by the technology used [17]. Therefore, we
determined the presence of HBV genotype mixtures by ultra-deep pyrosequencing (UDPS),
which enables analysis of thousands of clonal sequences, 400 nucleotides (nt) in length. UDPS
has been extensively used for detecting and quantifying low-frequency variants, for genotyping,
and for investigating the viral quasispecies in HBV and other viruses [18-24]. In this study, we
aimed to quantify genotype mixtures and evaluate changes occurring in the genotypic pattern
of the HBV quasispecies in the absence and presence of nucleoside analogue treatment using
UDPS. Two regions of the viral genome were selected for the study: a region including the
polymerase/surface genes, and another essential region for regulation of HBV replication that
includes the 5’ end of the X gene and the preCore region.

Patients and Methods
Patients

This is a retrospective study approved by the Ethics Committee of Vall d'Hebron Research
Institute, and including sequential samples from chronic hepatitis B patients, who gave written
consent for participation. All patients were born in Spain, had failed lamivudine (LMV) ther-
apy, had complete clinical documentation, and tested negative for hepatitis delta virus (HDV),
hepatitis C virus (HCV), and human immunodeficiency virus (HIV). Ten chronically infected
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HBV patients (Pt) were randomly selected for the study. Three samples per patient were ana-
lyzed: one sample obtained at the diagnosis (baseline), one taken before starting LMV, and the
third taken at the time of partial virological response [25]. However, in two patients (Pt 5 and
7), a sample at viral breakthrough was included, because the partial virological response sample
was not available. Clinical, biochemical, virological, and serological markers in the ten patients
are summarized in Table 1. Two patients were HBeAg-positive at baseline (Pts 7 and 10).
HBeAgloss occurred in one patient during antiviral treatment (Pt 10), and one patient (Pt 5)
was HBeAg-negative at baseline and HBeAg-positive at the second and third sample.

Serological and virological determinations

Serological markers for HBV (HBsAg, HBeAg, and anti-HBe), HCV (anti-HCV), HDV (anti-
HDV), and HIV (anti-HIV) were tested by commercial enzyme immunoassays. HBV-DNA
was quantified by real-time PCR with a detection limit of 20 IU/mL (COBAS TagMan HBV
V2.0, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). HBV genotype was determined by
LiPA (INNO-LiPA, Innogenetics, Ghent, Belgium). This method analyzes a fragment covering
the polymerase and surface regions (nucleotide positions: nt 456-798), detects mixtures at pro-
portions of 20%, and is considered to have a genotyping accuracy of >99% [9].

HBV genome regions analyzed by UDPS

HBV-DNA was extracted from serum by QIAampMiniSpin columns (QIAampDNA Mini Kit,
QIAGEN, Hilden, Germany), according to the manufacturer’s instructions. Two HBV genomic
fragments were selected for UDPS (GS FLX, 454 Life Sciences, Roche) (Fig 1). One was a 355
bp (nt 615-969) fragment including the reverse transcriptase domain and overlapping the sur-
face gene (P/S region); P/S includes 183 bp of the region amplified by LiPA. The other was a
356 bp (nt 1580-1936) fragment including the 3™-end of the X gene and the 5-end of the pre-
Core/Core gene (X/preCore region). The X/preCore region was chosen because it is clinically
relevant, as it includes the ENHII region, the main motifs involved in HBV replication and reg-
ulation, and the sequence where synthesis of the HBV DNA minus strand is initiated (DR1). In
addition, it is likely to be a region in which the viral quasispecies would show high complexity.
Two PCRs with high-fidelity polymerase (Pfu Ultra-II, Stratagene, La Jolla, United States) were
performed for P/S and X/preCore. PCR products were isolated from 1.5% agarose gel and their
quality and quantity were checked. A detailed description of the reactions, concentrations, and
primer sequences used is provided in supplementary materials and methods in S1 Protocol.
Amplicons were pooled to a concentration of 2x10° molecules. This working solution was
enriched with capture beads for forward and reverse clonal amplification (emPCR kits IT and
111, 454 Life Sciences). UDPS was carried out on the FLX Genome Sequencer system (454Life
Sciences).

UDPS data treatment

UDPS sequences were demultiplexed and primers were trimmed. After a quality filter step,
sequences covering the full amplicon and common to both strands were established as consen-
sus haplotypes, as described elsewhere [26,27]. Details of the procedure are given in the S1 Pro-
tocol. Computations were made in the R language and platform [28] using an in-house-
developed pipeline, with the help of functions provided in the Biostrings [29] and APE [30]
packages.

The UDPS sequencing data from the samples analyzed in this study have been submitted to
the GenBank SRA database. The BioProject accession number is PRINA291355 and BioSample
accession numbers are included in S1 Table.
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Genotyping and quasispecies complexity indexes

The consensus haplotypes of each sample were clustered in each region using identity thresh-
olds 0f 96% (P/S) and 97% (X/preCore) (Genotyping in S1 Protocol). The centroid of each
cluster was taken as the most abundant haplotype in the cluster. The Clustal Omega program
was used to align the cluster centroids with a set of reference sequences from GenBank. Geno-
typing was done by distance-based discriminant analysis (DB rule) [31,32], which takes into
account the intraclass variability of each genotype. Genetic distances were computed according
to the Kimura-80 model [33]. Visualization of genetic distances between sequences was pro-
vided by UPGMA trees [34] and Multidimensional Scaling (MDS) plots [35].

HBV quasispecies (QA) complexity in the two regions was quantified using the mutation
frequency (Mf) and nucleotide diversity (Pi) indexes [23,26]. Possible differences between the
second and first sample were considered to result from the natural dynamics of the quasispe-
cies; that is, changes occurring in haplotype fitness without external pressure (eg, antiviral

pre-S2: 55 aa

S: 226 aa

P/Sregion (nt 615-9

Fig 1. Regions of the HBV genome amplified for the present study: P/S is indicated in green and X/preCore in pink.

doi:10.1371/journal.pone.0144816.g001
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treatment), but under intrinsic factors, such as the host immune response. Genotype mixtures
were defined as the presence of haplotypes classified as belonging to different genotypes in a
single quasispecies sample. As only two fragments of the HBV genome were studied, the infor-
mation obtained did not suffice to determine whether this was the result of a mixed infection,
the presence of recombinants, or both these circumstances. Whatever the case, all haplotypes
detected were consistently classified, and with high confidence, using a collection of reference
sequences for each HBV genotype, as described in Genotyping in S1 Protocol.

Statistical analysis

Statistical analyses were carried out with IBM SPSS 20 (SPSS Inc., Chicago, USA). Categorical
data were tested by the Fisher exact test, and independent variables were compared using the
Mann-Whitney U test. Significance was set at p<0.05.

Results
Validation of P/S and X/preCore regions for genotyping

To check the capacity to differentiate between genotypes in the two regions analyzed, a set of
whole HBV genome sequences from GenBank was evaluated by the leave-one-out method
using the DB rule discriminant analysis. Each whole genome sequence in the set was classified
using the remaining sequences. The genotyping capacity of these reference sequences was
explored using UPGMA trees and plotting on the first three components of a multidimensional
scaling analysis of the matrix of genetic distances between pairs of reference sequences. All
sequences could be perfectly classified except for the genotype ] sequence in GenBank (S1 File).
The set of reference sequences was multiple-aligned and trimmed to positions 615 to 969,
covering the P/S amplicon (S2 File), and positions 1596 to 1912, covering the X/preCore region
(83 File). Sequences that were equal after trimming were removed. The consensus P/S and
X/preCore haplotypes were clustered at identities of 96% and 97%, respectively. The P/S region
showed high genotyping capacity, despite the limited amplicon length. Only two Gen/C refer-
ence sequences were misclassified as Gen/A using the P/S region (S2 File). In contrast, the
X/preCore regions showed clear intermixing of Gen/D and E and Gen/C and I (83 File).

Genotyping

Routine HBV genotyping by LiPA defined seven cases of Gen/A and one of Gen/D. Two geno-
type mixtures were detected by LiPA in the first sample (Pt 2, Gen/D and F; Pt 8, Gen/A and F)
(Table 1).

UDPS Genotyping in the P/S region. A total of 379,438 sequences were obtained from
the P/S region (median 10,960 reads, IQR 16,647). P/S showed high discriminating capacity for
the eight main HBV genotypes (Gen/A-H) (52 File). Among the 379,438 sequences analyzed,
three different genotypes were observed (A, D, and F).

Twenty-one of the 30 samples (70%) showed single-genotype infection: 17 samples (81%)
were Gen/A and four (19%) Gen/D (Table 2). Genotype mixtures were observed in nine sam-
ples (30%): the A/D mixture in five (56%) and the A/D/F mixture in four (44%).

Five of the ten (50%) patients (Pts 1, 2, 3, 8, and 9) showed HBV genotype mixtures in the
first sample. Genotype mixtures were also detected in two patients (Pts 2 and 8) before starting
treatment (second sample) and in two patients (Pt 2 and 4) under treatment (third sample).
Four patients had genotype mixtures in percentages theoretically detectable by LiPA, but the
method only detected mixtures in two patients (Pts 2 and 8). Sequence coverage was low in the
treatment samples from Pts 9 and 10 (53 and 15, respectively); hence, a possible presence of
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Table 2. Percentage of HBV genotypes obtained from the polymerase/surface (P/S) and X/preCore regions of the ten patients. Three samples per
patient were analyzed: the first available at diagnosis (1), the second before starting treatment (2"%), and the third under treatment (3™).

Patient Samples analyzed P/S region X/preCore region
A (%) D (%) F (%) A (%) DE* (%) F (%)
i3 93.0 36 34 922 5.3 25
1 ord 100.0 0 0 98.9 1.1 0
g 100.0 0 0 84.5 14.4 1.1
- 6.0 16.2 77.8 86.0 8.5 55
2 o 99.0 1 0 86.9 8.4 46
G 96.4 36 0 935 5.4 1.1
i 98.5 1.5 0 66.9 30.5 26
3 ond 100.0 0 0 93.5 4.3 22
3 100.0 0 0 83.6 15.0 1.3
1% 100.0 0 0 87.8 10.7 1.5
4 oM 0 100.0 0 86.9 9.9 3.2
34 9.4 89.9 0.7 97.6 2.1 0.3
12 100.0 0 0 100.0 0 0
5 i 100.0 0 0 87.5 122 0.3
(o 100.0 0 0 90.0 7.4 26
1% 100.0 0 0 98.9 1.1 0
6 Pl 100.0 0 0 97.1 2.1 0.9
e 100.0 0 0 82.9 9.9 7.2
1% 100.0 0 0 93.2 26 4.3
7 200 100.0 0 0 95.9 22 1.8
3. 100.0 0 0 71.7 9.9 18.4
1% 77.0 3.0 19.9 89.4 9.7 0.9
8 ond 93.0 7.0 0 86.5 10.3 32
34 100.0 0 0 90.4 8.3 1.3
1% 87.2 12.8 0 86.8 7.9 54
9 2 0 100 0 88.7 10.2 1.1
34 100.0 0 0 76.5 19.3 42
1 0 100 0 83.3 15.2 1.6
10 o 0 100 0 94.5 i 44
g4 100.0 0 0 89.2 4.0 6.8

* Results are presented as DE because the X/preCore region showed an intermixing between Gen/D and E (S3 File).

doi:10.1371/journal.pone.0144816.t002

mixtures was not excluded. Of note, these samples also yielded low coverage results in the P/S

region. UPGMA trees and MDS plots of the first three most common haplotypes in the P/S

region per sample are represented in S4 File with the reference sequences.
UDPS Genotyping in the X/preCore region. In total, 944,184 sequences were obtained in

the X/preCore region (median 11,595 reads, IQR 14,682). X/preCore showed intermixing

between Gen/D and E and Gen/C and I (83 File). Gen/E is restricted to Africa [36], and none
of the ten patients included in the study were from Africa; however, to be precise, the Gen/D
results are presented as Gen/DE. None of the sequences were Gen/C, so GenC/I intermixing in
the X/preCore region did not affect our study. Among the 944,184 sequences analyzed, three

different genotypes were observed (A, DE, and F).

Gen/A infection alone was detected in only one baseline sample (Pt 5). The remaining 29
samples (96.7%) (baseline, second, and third samples from all patients) showed HBV genotype
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Table 3. Comparison of the number of samples with mixed genotypes, the main genotypes and the genotype prevalence between the polymerase/

surface (P/S) and X/preCore region.

P/S region X/preCore region p-value

Number samples (%) Number samples (%)

Presence of mixed genotypes
Main genotype

Genotype prevalence

9 (30.0%) 29 (96.7%) <0.001
24 (80.0%) 30 (100.0%)
5 (16.7%) 0 0.036
1 (3.3%) 0

17 (56.7%) 1 (3.3%)

4 (13.3%) 0

5 (16.7%) 2 (6.7%)

4 (13.3%) 27 (90.0%)

<0.001

doi:10.1371/journal.pone.0144816.t003

mixtures (Table 2). Triple mixtures (A/DE/F) were observed in 27 samples (90%) and double
mixture (A/DE) in two samples (10%). UPGMA trees and MDS plots of the first three most
common haplotypes in the X/preCore region per sample with the reference sequences are
shown in S5 File.

P/S region vs. X/preCore region for genotyping. Comparison of the HBV genotyping
significantly larger number of samples with genotype mixtures were detected in X/preCore
(96.7%) than in P/S (30%) (p<0.001). Second, distribution of the genotypes differed: X/pre-
Core genotyped all samples as A, whereas P/S genotyped 24 samples as A (80%), five as D
(16.7%) and one as F (3.3%) (p = 0.036). Third, genotypes D and F were more commonly
detected in the X/preCore (27 samples, 90%) than the P/S region (four samples, 13.3%,
p<0.001). Finally, in six samples from four patients (Pts 2, 4, 9, and 10) the main genotype in
P/S differed from the one obtained in X/preCore (Table 2). In the baseline sample from Pt 2,
genotyping in the P/S region yielded Gen/F, whereas in the X/preCore region it was Gen/A. In
the second and third samples from Pt 4, the P/S region mainly yielded Gen/D whereas in the
X/preCore region, Gen/A predominated (Fig 2). The second sample from Pt 9 showed Gen/D
in P/S and Gen/A in X/preCore. In Pt 10, X/preCore yielded a predominant Gen/A, whereas P/
S showed Gen/D in the first and second samples, and Gen/A alone had been selected at the
third (under treatment) sample.

HBV genotype changes over the study period

Genotype dynamics. Genotype dynamics were defined as changes in the main genotype
(selection of genotypes at percentages of 50%-100%) in each patient (Table 4). During the nat-
ural quasispecies dynamics of the infection (percentage difference between the second and first

sample), the P/S region showed HBV genotype changes in three patients (Pts 2, 4, and 9)
(Table 4). Pt 2 changed from a D/F mixture to Gen/A. Pts 4 and 9 changed from Gen/A to
Gen/D. In contrast, no changes in the main genotype were observed with genotyping of the X/
preCore region.

During the treatment period (percentage difference between the third and second sample),
genotype changed from D to A in two patients (Pts 9 and 10). This change was detected by
LiPA and UDPS genotyping of the P/S region, but not the X/preCore region.

Changes in genotype proportions. Changes in genotype percentage that did not imply
selection of a new genotype (changes from 0%-49%) were detected in both P/S and X/preCore
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(Table 4). Fluctuations in genotype percentage in the P/S region were observed in three (30%)
patients during natural quasispecies dynamics (Pts 1, 3, and 8) and in three (30%) during treat-
ment (Pts 2, 4, and 8). In contrast, in the X/preCore region, changes in genotype percentages
were observed in all patients during natural quasispecies dynamics and under treatment
(Table 4).

In the analysis of the P/S region during natural quasispecies dynamics, the Gen/A popula-
tion was found to be enriched in two patients (Pt 1, 7%, and Pt 3, 1.5%). In Pt 2, Gen/A
sequences also increased, with 93% (Table 4), resulting from a decrease in genotypes Fand D
from the first sample (Table 2). In Pt 8, genotypes A and D were enriched, with 16% and 4%,
respectively. The natural quasispecies dynamics of Pt 9 showed an 87.2% increase in Gen/D.
During treatment, there was a 2.6% increase in Gen/D in Pt 2, a 9.4% increase in Gen/A and
0.7% increase in Gen/F in Pt 4, and a 7% increase in Gen/A in Pt 8. Two patients (Pt 9 and 10)
changed from Gen/D in the second sample to Gen/A in the third (Table 4).

8) P/3 reglon 8) X/precore region

— S

f T T 1 f T T T T 1
0.15 0.10 0.05 0.00 nn nna nne nna nnz nn

Fig 2. UPGMA tree obtained from the polymerase/surface (a) and the X/preCore (b) regions of the three samples from Pt 4. The main haplotype of the
first sample (First.0.0.0001) was genotyped as A, whereas the main haplotype of the second and third sample (Second.0.0.0001 and Third.0.0.0001) was
genotype as D. Atthe X/preCore region, the main genotype was A, but Gen/DE and F haplotypes were also observed. Genotype reference sequences for the
two regions: A2_X02763; B1_AB362933; C1_AB112066; D1_X59795 (for P/S region); DE_ D1_X59795 (for X/preCore region); E1_X75664 (for P/S region);
DE_E1_X75664 (for X/preCore region); F1_HM590471; GO_HE981172; HO_AB275308; 10_FJ023664; JO_AB486012.

doi:10.1371/journal.pone.0144816.9002
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The natural quasispecies dynamics of the X/preCore region showed genotype percentage
changes in all samples, but no changes in the main genotype. The percentage of Gen/A increased
in four patients (Pt 1 6.7%, Pt 2 0.9%, Pt 3 26.69%, and Pt 7 2.7%). Pt 4 showed an increase in
Gen/F (1.7%) and Pts 5 and 6 showed enrichment of both Gen/D and F (Pt 5, 12% D and 0.3% F
and Pt 6, 1% D and 0.9% F). Gen/DE increased in Pt 8 (0.6%), Gen/A (1.9%) and D (2.3%) in Pt
9, and Gen/A (11.2%) and F (2.8%) in Pt 10. During treatment, Gen/D and F increased in six
patients (Pts 1, 5,6, 7,9, and 10), and Gen/D (10.7%) in one (Pt 3) (Table 3). In three patients
(Pts 2, 4, and 8) there was Gen/A enrichment (6.6%, 10.7%, and 3.9%, respectively) (Table 3).

Quasispecies complexity

Viral quasispecies complexity in the P/S and X/preCore regions was evaluated in all 30 samples
using the mutation frequency (Mf) and nucleotide diversity (Pi) measures (52 Table). The two
indexes of quasispecies complexity were significantly higher in the X/preCore region than the
P/S region (Mf, p = 0.004 and Pi, p = 0.003) (Fig 3), in accordance with the higher overlapping
of P/S than X/preCore.

Discussion
Hepatitis B virus genotype has been implicated in HBeAg seroconversion, in the clinical out-

come of the infection, and in the response to treatment [8]. The accuracy of genotype

Table 4. Percentage of enriched genotypes (%, type of genotype) in the polymerase/surface (P/S) and
X/preCore regions during natural quasispecies dynamics (QD) and under treatment.

Patient Period* P/S region X/preCore region”

1 Natural QD 7%, A 6.7%, A
Treatment 13.3%, D; 1.1%, F

2 Natural QD 93%, A 0.9%, A
Treatment 2.6%,D 6.6%, A

3 Natural QD 1.5%, A 26.6%, A
Treatment 10.7%, D

4 Natural QD 100%, D 1.7%, F
Treatment 9.4%, A; 0.7%, F 10.7%, A

5 Natural QD - 12%, D; 0.3%, F
Treatment - 25%, D;2.3%, F

6 Natural QD - 1%, D; 0.9%, F
Treatment - 7.8%,D;6.3%, F

7 Natural QD - 2.7%, A
Treatment - 7.7%, D; 16.6%, F

8 Natural QD 16%, A; 4%, D 0.6%, D
Treatment 7%, A 3.9%, A

g Natural QD 87.2%,D 1.9%, A; 2.3%, D
Treatment 100%, A 9.1%, D; 3.1%, F

10 Natural QD 11.2%, A; 2.8%, F
Treatment 100%, A 2.9%, D; 2.4%, F

*Natural quasispecies dynamics is defined by the percentage difference between the second sample
(before starting treatment) and first sample (at diagnosis) analyzed. The treatment period is established by
the percentage difference between the third sample (under treatment) and second sample (before starting
treatment) analyzed.

"X/preCore region showed an intermixing between Gen/D and E (S3 File)

doi:10.1371/journal.pone.0144816.1004
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Fig 3. Distribution of quasispeci plexity in all the pl lyzed according to mutation
frequency (a) and nucleotide diversity (b) in the polymerase/surface (P/S) and X/preCore regions.

doi:10.1371/journal.pone.0144816.9003

classification is highly dependent on selection of appropriate reference sequences. Our refer-
ences (S1, S2 and S3 Files) were validated as described in Results, and their information content
was evaluated by sliding windows (SW) of 400 nucleotides in steps of 40 (S6 and S7 Files).
Although whole genome analysis by SW shows that the PreS region has slightly higher discrim-
inating power for genotyping HBV, we selected two amplicons in the P/S and X/preCore
regions for this study. The X/preCore region was chosen because it includes the ENHII region
and the main motifs involved in HBV replication. The P/S amplicon was selected to include
the fragment generally used for HBV genotyping by LiPA, which was used in a previous step to
genotype all samples in the study. The P/S fragment showed adequate genotype discrimination
power, correctly classifying the eight main HBV genotypes (A-H).

Genotypes A, D, and F are the most prevalent in our population, and mixed infections with
these three genotypes were found in both regions of the HBV genome studied. A significant
prevalence of mixed HBV genotype infections has been reported in Asia, and it is suggested
that these mixtures may correlate with clinical outcome and viral load [37]. Mixed genotypes
(A/D, A/D/F, and D/F) have been described in Central and Eastern Europe [15], and mixed
GenB/C has been reported in Taiwan [12]. In a previous study, we found a considerable rate
(22%) [11] of mixed HBV genotypes (A/D and A/D/F) by LiPa and clonal methodologies in
patients treated with nucleoside(t)e analogue treatment [7,16]. In the present study, genotype
mixtures were observed in two (Pt 2 and 8) and nine samples (Pt 1,2, 3,4, 8, and 9) by LiPA
and UDPS, respectively. Two major reasons may be the cause of these discrepancies. First, the
fragment amplified for NGS is different from the fragment analyzed by LiPA; and second, the
two techniques have methodological differences: NGS is a sequencing method and the defini-
tion of the genotype is obtained by phylogenesis, whereas LiPA is a hybridization method and
therefore, an indirect measurement. Inconsistencies between LiPA and UDPS have been
described in HCV genotyping [38] and HBV variant resistance detection [39].

The results of the present study were obtained by massive sequencing, a method widely
used to study HBV and other viral infections [18-24,26,27]. Based on the experience acquired
in previous efforts that confirmed the reproducibility of UDPS and its good correlation with
molecular cloning for evaluating HBV and HCV quasispecies [26,27], we used UDPS to quan-
titatively analyze the presence and distribution of viral genotype mixtures. UDPS data treat-
ment and filtering enabled detection of mixed infections, which were more frequent in X/
preCore than in P/S (p<0.001). The high presence of mixed infection in X/preCore is a surpris-
ing result that warrants further study. Although this finding remains unexplained, it may be a
result of high variability in this region, which encompasses positions (DR1, gap of the negative
strand in the conformation of dsHBV-DNA) that may be points for recombination, which
could be interpreted as mixed genotype infection. Furthermore, the presence of minor variants
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and genotype mixtures may have been underestimated previously because of the limited sensi-
tivity of the methods used.

Selection of one genotype over another may occur due to immunological conditions or the
effect of antiviral therapy. Selection or maintenance of Gen/A in the P/S region under treat-
ment in eight of our patients (Pts 1, 3, 5,6, 7, 8,9, and 10) suggests that this region is under
evolutive pressure during treatment and agrees with our previous observations [16]. HBV
genotype fluctuations may be a common phenomenon in P/S, whereas genotype changes were
not seen in the X/preCore region. In addition to the paradigm of mixed genotype infections,
comparison of the genotypes found in the two regions studied showed discrepancies, suggest-
ing intergenotypic recombination. This phenomena has been suggested previously, based on
inconsistent genotyping between different regions of the HBV genome [38].

It cannot be excluded that the discrepancies between regions may have been due to UDPS
variability or low coverage. However, in the remaining samples, there were notable differences
in the percentages of HBV genotypes observed in the two regions, suggesting a high, complex
recombination pattern, likely involving double and triple recombinants [38]. Intergenotypes
tend to include the most frequent genotypes coexisting in a human population [13], and the
putative intergenotypes observed in our study comprise the most common genotypes in the
Spanish population [4]. This fact, added to co-infection with various genotypes and the long
life of infected hepatocytes (2.4 to >70 days under LMV), may facilitate multiple infections in
a single liver cell by different genotypes [40]. Nevertheless, recombination should be confirmed
by UDPS using long sequencing fragments that cover both regions in the same sequence.

The study of quasispecies complexity is limited by the individual patterns that seem to
evolve in each patient due to the host immune system. This observation is consistent with the
dynamics of consecutive expansion and contraction of quasispecies complexity in response to
changes in the host environment. An emerging mutant with greatly improved fitness for the
situation would lead to homogenization of the quasispecies, in detriment to the less fit. On the
other hand, long periods without environmental changes would produce synonymous mutants
of the dominant haplotype, thus contributing to complexity expansion and providing possible
escapes for future changes. In this respect, the observed diversity values would correspond to
random samplings on sawtooth signals. Despite this limitations, the higher complexity of X/
preCore than P/S is in accordance with the higher overlapping of P/S than X/preCore.

In conclusion, this UDPS study provides evidence of HBV genotype mixtures that change
over time and illustrates the complex dynamics of the HBV quasispecies as an additional mech-
anism when adapting to new situations, such as host immune response and/or antiviral treat-
ment. Discrepancies between genotypes in the P/S and X/preCore regions suggest phenomena
of intergenotype recombination and indicate the need for an international expert consensus
effort to set an HBV genotyping approach that will lead to a more comprehensive understand-
ing of the clinical significance of HBV genotype classification.
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HBV reference sequences by genotype, with accessions, used in full genome exploration
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C5_AP011099
C6_AP011102
C6_AP011103
C7_EU670263
C8_AP011104
C8_AP011107
C9_AP011108
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D
DO_X65259
DO_X68292
D1_X59795
D1_X80926
D2_X97848
D2_735716
D3_AY233291
D3_V01460
D3_X65258
D4_AB033559
D4_AB048702
D5_AB033558
D5_DQ315779
D6_AB493846
D6_AB554023
D7_AMA494716
D7_FJ904430
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E
E1_X75664
E2_X75657
E3_AM494694
E3_FJ349237
E4_FJ349226
E4_HM363569
ES_DQ060828
ES_JQO00008
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F3_AB036911
F3_AB036915
F3_FJ589066
F3_X75663
F4_AB166850
F4_DQ823090
F4_EU366116
F4_HE974368
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GO_HE981176
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HO_AB179747
HO_AB275308
HO_AB516395
HO_AP007261

|
10_FJ023660
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X.orangutan_AF193863
X.wmonkey_AF046996
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HBV Reference Sequences Discriminating Power

HBV - Whole Genome

Mean Squared Distances Within Genotype

RefSeq| Geometric Max Nearest Nearest
Genotype No.| Variability Min Median Max Corrected Dif. Gen. | Genotype
A 16| 0,000919 0,001320 0,001800 0,004760 0,003841 0,00660 |
B 19| 0,001070 0,001540 0,001990 0,003460 0,002390 0,00637 C
C 25| 0,001260 0,001470 | 0,002430 | 0,004450 | 0,003190 0,00505 |
D 17| 0,000963 0,001250 | 0,002120 | 0,002960 | 0,001997 0,00637 E
E 8 0,000099 0,000188 0,000219 0,000293 0,000194 0,00586 D
F 17| 0,000994 0,001630 | 0,002230 | 0,002440 | 0,001446 0,00675 H
G 4| 0,000037 0,000055 | 0,000088 | 0,000161 | 0,000124 0,01540 A
H 4| 0,000168 0,000256 0,000348 0,000836 0,000668 0,00852 F
| 2| 0,000218 0,000872 0,000872 0,000872 0,000654 0,00758 :
Mean squared distances within genotype 1 z daz.: j:l.n
n,—1 i3 S
Genotype geometric variability \?I - 1 _ Z di,‘
2n; ije
3 1 > -
DBrule min |¢;(k)=— Z di, — V;




HBV Reference Sequences Classification by DB rule

Whole genome sequences

DB Rule
smpl (k) | D) | Ak | k) | k) | k) | bk | (k) | Type
Al _AB241115 0,001100, 0,008020 0,006870| 0,008210| 0,007650/ 0,018200| 0,011800| 0,020300 A
Al_AY233278 0,001180, 0,008760| 0,007100| 0,008990| 0,008430 0,019500( 0,013300| 0,021700 A
A2 _AJ309371 0,000632 0,007940 0,007040 0,008580 0,009390 0,019900 0,012600 0,021600 A
A2_AM282986 0,000360| 0,007540 0,006240| 0,007860| 0,008780 0,018400| 0,011700( 0,020400 A
A2_AY738141 0,000727 0,008030 0,007250 0,008710 0,009600 0,019900 0,012900 0,021600 A
A2_X02763 0,000599, 0,008020, 0,007010| 0,008200( 0,009270 0,019700( 0,012400| 0,021600 A
A2 _X51970 0,000702| 0,007940 0,006700| 0,008560| 0,009000 0,019100| 0,012700 0,021200 A
A2_7Z72479 0,004030 0,015800 0,014200 0,015700 0,016800 0,030400 0,021000 0,031700 A
A3_AB194951 0,001110 0,008290 0,006.9?0 0,009440 0,009260 0,020500 0,013200 0,022300 A
A3_AB194952 0,001010 0,008390 0,006510 0,009380 0,008930 0,019900 0,013000 0,021600 A
Ad_AM180623 0,000946, 0,008060| 0,005830| 0,008430( 0,008010 0,018700( 0,011600| 0,022000 A
Ad_AY934764 0,000893 0,007740 0,006160 0,008580 0,008290 0,019200 0,011800 0,022200 A
A5_FJ692609 0,000756, 0,008180, 0,006750| 0,008600( 0,008720 0,020000( 0,012900| 0,022500 A
A5_Fl692613 0,000802 0,008390 0,006910 0,008600 0,008640 0,019400 0,013100 0,021300 A
A6_GQ331047 0,000841 0,007580 0,005770 0,008310 0,008090 0,019300 0,011500 0,021300 A
Ab_GQ331048 0,001030, 0,007970, 0,006140| 0,008710( 0,008540, 0,019600( 0,011900| 0,022300 A
B1_ABO73858 0,008050| 0,002150| 0,009020| 0,010800| 0,011800 0,020300| 0,016200| 0,022800 B
Bl AB362933 0,007920| 0,001620| 0,008120| 0,010100| 0,011100, 0,018%00| 0,015900( 0,021400 B
B1l_D00329 0,006710 0,001490 0,007580 0,008870 0,009970 0,019100 0,015300 0,021300 B
B2 _AP011084 0,008360| 0,000697| 0,006440| 0,010500| 0,011100/ 0,019500| 0,015800| 0,021600 B
B2_AY596111 0,009940| 0,001330| 0,008080| 0,012000| 0,012700/ 0,021700| 0,018300| 0,022800 B
B2_GQ924653 0,008030| 0,000624| 0,006400| 0,010000| 0,010700, 0,018100| 0,015100( 0,021200 B
B2 _GUE15751 0,007790| 0,000515| 0,006150| 0,009700| 0,010600 0,018900 0_,015200 0,020800 B
B3_AP011085 0,008040 0,000439 0,005610 0,009110 0,010400 0,019100 0,014600 0,021200 B
B3_M54923 0,009020| 0,000721| 0,006190| 0,009500| 0,011400 0,0159900| 0,015600| 0,021400 B
B4_ABO73835 0,007980 0,000882 0,006000 0,009580 0,010700 0,018400 0,014000 0,020900 B
B4_AB115551 0,009040| 0,001320| 0,006820| 0,011100| 0,011700/ 0,019900| 0,015100| 0,022900 B
B5_AB219427 0,009870 0,001230 0,007060 0,011400 O.,CIIZZDO 0,021300 0,015800 0,024000 B
BS_AP011086 0,0093E80 0,000866 0,006440 0,010600 0,011600 0,019200 0,015600 0,021700 B
B6_AB287316 0,009000 0,002470 0,009000 0,010300 0,011600 0,020000 0,016100 0,020900 B
B6_DQ463787 0,008980| 0,002450| 0,008460| 0,010200| 0,011200/ 0,020700| 0,015100| 0,021000 B
B7_AP011091 0,008840| 0,000759| 0,005930| 0,009000| 0,010500| 0,018500| 0,015300( 0,020900 B
B7_EF473977 0,009450 0,000911 0,006460 0,010200 0,011000 0,019300 0,015200 0,021400 B
B8 _AP011093 0,0(_)86_40 0,000900 0_,0062?0 0,009?3_0 0,01080{_] 0,019500| 0,016500| 0,021400 B
BSHAP011094 U,ﬁlﬂlDt] 0,001200 0,007080 0,010600 0,011400 0,020800 0,016800 0,021900 B
C0_D23683 0,00?850| 0,007300|, 0,001070| 0,010300, 0,011000 0,018700| 0,015900| 0,020200 E
CO_LO8205 0,00?260' 0,006650 0,000861| 0,010100 0_,010200 0,017700| 0,014500| 0,019200 C
CO0_M38636 0,007550 0,007580 0,000860 0,010700 0,011200 0,019100 0,016600 0,021500 C
C0_Xx14193 0,007880| 0,007510| 0,000828 0,010700| 0,011200| 0,019000| 0,016500| 0,021800 C
C1_ABO31265 0,006910 0,004970 0,001920 0,009170 0,010600 0,017900 0,014300 0,019700 C
C1_AB112066 0,0(_)8000 0,007320 0,001810| 0,010200 0,01150{_] 0,018300| 0,016700 0_,020200 E
C10_AB540583 0,009030| 0,008700| 0,002460| 0,011300| 0,011000 0,020600| 0,015500| 0,021700 G
C2_ABO033553 0,006350| 0,006020| 0,000160, 0,008830| 0,008910/ 0,016700| 0,013800| 0,018800 G
C2_AF533983 0,007320 0,006610 0,000600 0,009740 0,010100 0,018200 0,015500 0,020600 C:
C2_AY123041 0,007140 0,006760 0,000512 0,009770 0,009660 0,018400 0,015300 0,020500 C
C2_D16665 0,005990| 0,007530| 0,001350| O0,009060| 0,008780| 0,018200| 0,014900| 0,019500 C
C2_D23681 0,007950| 0,007270| 0,000692| 0,010300| 0,011000 0,018700| 0,015700| 0,020700 E
C2_X%52939 0,007710| 0,007600| 0,000870, 0,009560 0_,010200 0,018300| 0,015500| 0,019800 C
C3_X75656 0,006840 0,006400 0,001110 0,008900 0,008490 0,016500 0,014500 0,019500 C
C3_X75665 0,006500| 0,006930| 0,001370| 0,008640| 0,008770 0,017000| 0,013%00| 0,019000 G
C4_ABO0O48704 0,008800| 0,009480| 0,003270| 0,010800| 0,011300/ 0,018800| 0,018600( 0,022000 C
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HBV Reference Sequences Classification by DB rule

Whole genome sequences

DB Rule
smpl k) | bk | Ak | k) | k) | k) | bk | k) | Type
C4_ABO48705 0,008310, 0,008740| 0,002800| 0,010200| 0,010600, 0,017900| 0,017%00| 0,020700 C
C5_AB241109 0,007600| 0,007240| 0,002200| 0,009970| 0,009740 0,017700| 0,015000| 0,022800 c
C5_APD11099 0,007160| 0,007840| 0,002010| 0,009340| 0,009810 0,017900| 0,015300| 0,023400 G
C6_APO11102 0,007460| 0,007220| 0,001560| 0,010100| 0,010300| 0,017700| 0,016300| 0,019600 C
Cb_APD11103 0,007320 0,007540 0,001520 0,010500 0,009500 0,017000 0,014700 0,019400 C
C7_EU670263 0,007220| 0,006880| 0,001100, 0,009280| 0,009700| 0,017400| 0,016000| 0,019100 C
C8_APO11104 0,007230| 0,006860| 0,001160, 0,009710| 0,010100, 0,016900| 0,016000|( 0,018600 C
C8_APO11107 0,00?470 0,007080 0,001170 0,009760 0,010100 0,017400 0,016500 0,019100 C
C9_AP011108 0,006570| 0,006000| 0,000934| 0,0082800| 0,009320, 0,017700| 0,015100| 0,018900 G
DO_X65259 0,006540 0,009560 0,009410 0,001610 0,007000 0,019300 0,013100 0,022100 D
DO_X68292 0,005670| 0,009640| 0,009670| 0,002050| 0,007770| 0,019600| 0,013300| 0,020800 D
D1_X59795 0,010600| 0,011200, 0,011000|, 0,001330| 0,007360| 0,022400| 0,014400| 0,024800 D
D1_X80926 0,009970| 0,010100| 0,010100|, 0,001160| 0,006410 0,020600| 0,015300| 0,023000 D
D2_X97848 0,009220| 0,009100| 0,009260| 0,000552| 0,005030| 0,019000| 0,012400| 0,020900 D
D2_Z35716 0,009480 0,009240 0,009300 0,000623 0,005490 0,020300 0,013900 0,022500 D
D3_AY233291 0,008730| 0,009610| 0,008280| 0,000437| 0,005320 0,018800| 0,012600( 0,020000 D
D3_V01460 0,008920 0,009470 0,008760 0,000246 0,005180 0,019500 0,012800 0,020600 D
D3_X65258 0,009040| 0,011000| 0,010700, 0,001210| 0,007700/ 0,022000| 0,014700( 0,023700 D
D4_AB033559 0,00896_0 0{009?30 0,008270| 0,000844| 0,005350| 0,018600| 0,013300 0,020200 D
D4_AB043702 0,008830 0,009730 0,008820 0,000972 0,005690 0,019300 0,013600 0,021000 D
D5_ABO33558 0,010000| 0,011300| 0,009620| 0,001770| 0,007090 0,020000| 0,014600| 0,021600 D
D5_DQ315779 0,010500 0,011300 0,010400 0,001640 0,006780 0,019400 0,014000 0,021200 D
D6_AB493846 0,009170| 0,009410| 0,009090| 0,000588| 0,005750| 0,0189000| 0,013300( 0,020500 D
D6_AB554023 0,009330| 0,009340] 0,009240| 0,000534| 0,005660| 0,019400| 0,013300| 0,020900 D
D7_AMA494716 0,009420 0,010000 0,009150 0,001200 0,005400 0,019800 0,013500 0,022200 D
D7 _FI1904430 0,010300 0,011000 0,010200 0,001690 0,005920 0,021100 0,014300 0,022400 D
E1l_X75664 0,008790| 0,010500| 0,008850| 0,005440| 0,000206 0,018100| 0,012200( 0,020400 E
E2_X75657 0,007890| 0,009840| 0,008660| 0,005120| 0,000094, 0,017300| 0,011900| 0,020100 E
E3_AMA494694 0,008770 0,010700 0,009280 0,005390 0,000133 0,018200 0,012200 0,020800 E
E3_FJ349237 0,008200| 0,009900 0,008?49 0,005130( 0,000092 0,017700( 0,011900, 0,020100 E
E4_FI349226 0,008380 0,010100 0,009330 0,005330 0,000162 0,018000 0,011800 0,020600 E
E4_HM363569 0,008230| 0,010200| 0,008220| 0,005550| 0,000110, 0,018200| 0,012400| 0,021000 E
ES_DQO60828 0,008620| 0,010500| 0,009240| 0,005450| 0,000146, 0,018200| 0,011900| 0,021600 E
ES_JQO000008 0,008260| 0,009950| 0,008620| 0,005040| 0,000086/ 0,018000| 0,012100( 0,020800 E
F1_AY090459 0,019000| 0,020400| 0,017800| 0,019900| 0,017800| 0,001470| 0,021600| 0,008060 F
F1_DQB23095 0,018400 0,019200 0,017300 0,019900 0,017100 0,001320 0,021100 0,007060 F
F1_HE981184 0,018500, 0,019700|, 0,017600| 0,020000( 0,017300 0,001440| 0,021400| 0,007310 F
F1_HM590471 0,018600| 0,019400| 0,017400| 0,019600| 0,017000/ 0,001200| 0,021500| 0,006880 F
F1_HQ378247 0,018200| 0,019100| 0,017200| 0,020000| 0,016500 0,001330| 0,020900( 0,007040 F
F2_AY090455 0,020900, 0,019600| 0,018100| 0,020000| 0,019100, 0,001250 0,021000| 0,007330 F
F2_AY311369 0,021800 0,020300 0,018400 0,020500 0,019700 0,001240 0,021200 0,007490 F
F2_X69798 0,020700| 0,019100| 0,016800| 0,019400| 0,018300 0,000985| 0,021100| 0,006970 F
F3_AB036910 0,020800 0,019000 0,017300 0,019500 0,019400 0,000606 0,021600 0,006230 F
F3_AB036911 0,021400| 0,018400| 0,017700| 0,020000| 0,019700| 0,000717| 0,021400( 0,006220 F
F3_ABO036915 0,021200| 0,019400| 0,017800| 0,020000| 0,020000/ 0,000800 0_,021300 0,006490 F
F3_F1589066 0,021900 0,019800 0,018700 0,020500 0,020500 0,001030 0,022400 0,006760 F
F3_X75663 0,018400 0,019100 0,017100 0,019200 0,018000 0,001430 0,020900 0,007760 F
F4_AB166850 0,020900 0,019800 0,018200 0,020300 0,020200 0,001360 0,021600 0,007690 F
F4_DQ823090 0,020300| 0,019300| 0,017300| 0,019%00| 0,019300, 0,000664| 0,021200| 0,006530 F
F4_EU366116 0,020800 0,019700 0,017700 0,020100 O.,019900 0,000826 0,021500 0,006810 F
F4_HE974368 0,021200[ 0,021100 0,018800 0,020400 0,020400 0,001400 0,023000 0,008020 F
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HBV Reference Sequences Classification by DB rule

Whole genome sequences

DB Rule

Smpl $.’(k) b5’(k) b (k) $y’(k) d¢’(k) ¢’ (k) $s’(k) $y’(k) Type
GO_AF160501 0,011500| 0,014100, 0,013%00| 0,012200| 0,011400 0,020300| 0,000009| 0,023300 G
GO_EF464098 0,012600| 0,014900| 0,014800| 0,013300| 0,012700| 0,019500| 0,000149| 0,022300 G
GO_HES81172 0,012700| 0,015500| 0,015200| 0,013400| 0,012500| 0,022000| 0,000084| 0,024700 G
GO _HES81176 0,011600| 0,014100| 0,013800| 0,012100| 0,011300/ 0,020200| 0,000019| 0,023100 G
HO_AB179747 0,020000/ 0,019300| 0,018000, 0,019300| 0,019200, 0,005360| 0,022200( 0,000044 H
HO_AB275308 0,020400| 0,019700, 0,018300| 0,019600| 0,019400 0,005540| 0,022600| 0,000091 H
HO_AB516395 0,024500| 0,023900, 0,021800| 0,024100| 0,023800| 0,008190| 0,026000| 0,000817 H
HO_APOD7261 0,020900| 0,020100| 0,018600| 0,020500| 0,020600, 0,006010| 0,023200( 0,000240 H
10_FJ023660 0,005270| 0,006840| 0,003590| 0,008840| 0,009220| 0,017600| 0,011900| 0,015300 |
10_FJ023664 0,005640| 0,006990, 0,003690| 0,008810| 0,009190/ 0,018400| 0,011600| 0,021200 I
JO_AB486012 0,014400| 0,012000 0,011300| 0,015100| 0,013700 0,020700| 0,017000| 0,022500 C
X.chimpanzee
AF222323 0,009060| 0,009410| 0,008670| 0,009010| 0,008040 0,016600| 0,012000| 0,019200 E
X.gibbon
AB037927 0,011700f 0,011700, 0,010700| 0,013300| 0,012500, 0,019800| 0,016500| 0,023600 C
A.orangutan
AF193863 0,012600( 0,011700, 0,010200( 0,012900| 0,012300, 0,019000| 0,017700| 0,022000 =
X.wmonkey
AF046996 0,067800| 0,063100| 0,063600| 0,065100| 0,064200, 0,071900| O0,068000( 0,075700 X

P 1 ) 1 3

or (k) = _Zde — == Z d; ;
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5. DISCUSION

El VHB es un miembro de la Familia Hepadnaviridae cuyo genoma consiste en una
Unica molécula de ADN circular bicatenario parcial, dentro de la nucleocapside adopta una
conformaciéon relajada circular (ADNrc) y dentro del nucleo del hepatocito adopta una
conformacién circular covalentemente cerrada (ADNccc), que se pliega como un
minicromosoma junto con histonas y proteinas no histonas y permanece durante toda la vida
de la célula. Posee cuatro marcos de lectura abiertos (ORFs) altamente solapados;
preS/Superficie (preS/S), Polimerasa (P), preCore/Core (PC/C) y X, cuya transcripcidn por la
ARN polimerasa 1l del hospedador da lugar a cinco ARNm; preS1, preS2/S, pregendmico
(ARNpg), preCore (ARNpc) y X, bajo el control de cuatro promotores virales (preSip, Sp, Cp;
que incluye el PBC y Xp), que se traducen en siete proteinas; tres tipos de proteinas de
superficie (SHBs, MHBs y LHBs), la polimerasa viral (P), y los antigenos/proteinas e (HBeAg),
core (HBcAg) y X (HBx) [31]. El ORF preCore/Core tiene dos codones de inicio en fase que
sintetizan dos proteinas co-terminales desde diferentes transcritos, la proteina preCore/Core
que es la precursora del HBeAg, usando el primer coddn y el ARNpc como transcrito, y la
proteina core desde el segundo y el ARNpg como transcrito. La proteina core (HBc) forma la
nucleocapside y es muy inmunogénica y el gen core es la Unica parte no solapada del genomay
se considera la mds tolerante a la variabilidad. HBeAg es una proteina soluble no estructural,
con funciones inmunoreguladoras que facilita el establecimiento de la infeccion crénica y es
clinicamente relevante, ya que es un indice de la replicacion viral, inefectividad, inflamacion,
severidad de la enfermedad y respuesta al tratamiento y normalmente la seroconversion anti-
HBe indica el control de la infeccién por el sistema inmune [31-34]. El genoma incluye también
multiples elementos reguladores; el PBC, el ENHI y II, cuatro cajas TATA-like y las DR1 y DR2,
todos ellos agrupados en la regién donde el gen X y el preCore se solapan y que hace que esta
regidn tenga una gran relevancia clinica. El ARNpg, ademas de ser el transcrito para P y HBcAg,
hace de molde para la transcripcion reversa por la cual se replica el VHB [44], su sefial de
encapsidacidn € es esencial para la unidn de la ADN polimerasa viral [20], la cual carece de
actividad correctora de errores exonucleasa 3’-5’, lo que genera una alta tasa de mutacidn
(3,2x10° — 7,9x10” nt sustituidos/ciclo replicativo) que hace que el virus circule como una
cuasiespecie (QS) [162].

La naturaleza de QS del VHB le permite adaptarse rapidamente a los cambios del
ambiente [149], por tanto el estudio de la dindmica de QS es importante para entender la
adaptabilidad, el poder patogénico y la persistencia de los virus [149]. COmo de diferentes son

las variantes genéticas que la componen, es decir la complejidad de la QS, se puede cuantificar
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mediante los indices de diversidad, y se ha visto que puede influir en el potencial patogénico,
la evolucion clinica, la seroconversion a anti-HBe o la respuesta al tratamiento antiviral
[165,167—-170]. Los principales indices de diversidad son la entropia de Shannon normalizada
(Sn), que mide la diversidad de la QS teniendo en cuenta la cantidad de variantes que se han
encontrado y la frecuencia relativa entre ellas, pero es insensible al nUmero de mutaciones, la
frecuencia de mutacidon (Mf), que es la proporcion de sitios mutados en una poblacion de
genomas virales con respecto a la secuencia dominante, y la diversidad nucleotidica (Pi), que
mide el promedio de nucleétidos diferentes entre dos genomas de la QS.

Ademads de la variabilidad en forma de QS, el VHB se ha clasificado en ocho genotipos
bien caracterizados (A-H) y dos mas propuestos (I-J) cuando la divergencia en el genoma es
>8% [134]. Su distribucidn geografica y étnica estd bien caracterizada, en Espafia, el 90% de los
casos corresponden a Gen/A y D, en proporciones similares, con un 6% de Gen/F [194].
Ademads se han descrito fendmenos de recombinacion intergenotipica, deducida por las
controversias en el andlisis filogenético de diferentes zonas del genoma [148]. El mecanismo
de recombinacidon no se conoce pero se considera que el primer paso es la co-infeccién con
varios genotipos, de hecho los recombinantes tienden a tener la misma distribucion geogréfica
gue los genotipos parentales. En Europa Central y del Este se han descrito infecciones mixtas
(Gen/A+D, Gen/A+D+F y Gen/D+F) en el 8% de los individuos infectados [146], en Espafia se
encontré una tasa considerable (22%) de infecciones mixtas (Gen/A+D y Gen/A+D+F) en
pacientes tratados con antivirales orales andlogos de nucleds(t)idos (NUCs) [194,198]. La
clasificacidon genotipica es importante ya que cada vez existen mds evidencias de que los
genotipos, incluso las infecciones mixtas y los recombinantes, presentan diferente patogénesis
y respuesta al tratamiento [135,136,150].

La infeccién crénica por el VHB es uno de los principales problemas de salud del
mundo, se estima que 2.000 millones de personas han estado infectadas en algin momento
de su vida y que 240 millones los estan en la actualidad, causa el 30 y 53% de las cirrosis y HCC,
respectivamente y 650.000 muertes al afio [99,100]. Para su tratamiento existen cinco NUCs;
Lamivudina (LAM), Telbivudina (LdT), Adefovir dipivoxil (ADV), Tenofovir disoproxil fumarato
(TDF) y Entecavir (ETV), la principal desventaja de estos tratamientos es la seleccidon de
mutaciones en el gen de la polimerasa que confieren resistencias, aunque este fendmeno es
poco frecuente con ETV y TDF, que son las opciones terapéuticas recomendadas actualmente.
El objetivo de estos tratamientos es inhibir la replicacién del virus de forma mantenida, ya que
la infeccidn crénica por el VHB no puede erradicarse completamente por la persistencia del
ADNccc en el nucleo de los hepatocitos infectados [122]. Asi pacientes con actividad viral nula,

que incluso han negativizado el HBsAg y en los que se detecta anti-HBc, pueden presentar una
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reactivacién de la infeccidn si son tratados con inmunosupresores [205]. Este hecho evidencia
la persistencia de la infeccién incluso cuando los criterios seroldgicos y viroldgicos parecen
indicar que esta estaba curada, y sugiere la presencia de ADNccc en los hepatocitos incluso
décadas después de la supuesta curacién de la infeccién. Para explicar esta situacion no se
puede descartar la existencia de una replicacién de muy bajo nivel, que permita la infeccidn de
nuevos hepatocitos, pero que no pueda detectarse ni a nivel serolégico ni viroldgico, similar a
lo que ocurre en la IOB [104]. Pacientes que han estado en contacto con el VHB, unos 2.000
millones de personas segln estimaciones de la OMS [99], lo seguirian estando aunque sus
datos seroldgicos (HBsAg negativo, ADN-VHB indetectable, anti-HBc y anti-HBs positivos)
indiquen que ha superado la infeccidn.

Debido al grave problema de salud que supone la infeccién por el VHB, es importante
el estudio de la complejidad y dindmica de la QS y las variantes a nivel de genotipos, ya que
pueden dar informacidn relevante sobre la patogénesis y la respuesta del virus al tratamiento,
por lo que en el primer estudio de esta tesis se ha analizado la complejidad a nivel de la
poblacién individual (QS) en la regidon del genoma mas susceptible a la variabilidad por la
menor restriccion por solapamiento (PC/Core/PBC). El estudio de la variabilidad a nivel de
poblacién viral general (genotipos) se ha abordado en el segundo estudio, para ello se han
utilizado dos regiones; (1) X/PC, donde se encuentran muchos de los elementos reguladores y
(2) P/S, donde el gen S se solapa con el dominio RT de la polimerasa y que es la utilizada
normalmente para el genotipaje con el método de hibridacidn reversa INNO-LiPA en los
laboratorios asistenciales. El hecho de analizar dos regiones diferentes en las mismas muestras
pretendia detectar posibles diferencias en la distribucidn de genotipos entre ambas como

evidencia del fendmeno de recombinacién intergenotipica.

5.1 Técnicas para el estudio de la variabilidad

Tradicionalmente el estudio de QS se ha basado en el clonaje bacteriano vy
secuenciacion, pero se requiere un elevado nimero de clones (mas de 100) para el anlisis, lo
que la convierte en una técnica muy tediosa. Incluso llevando a cabo este procedimiento con
centenares de clones (dificilmente asumible por el tiempo necesario y el coste econémico),
tendria poca sensibilidad para la deteccién de componentes minoritarios de una poblacién
viral, compuesta por billones de particulas virales, y el estudio de su complejidad mediante los
indices de diversidad indicados previamente. Con la llegada de las técnicas de NGS esta

limitacion se ha superado y permiten obtener un nimero muy elevado de secuencias de una
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molécula individual de ADN (desde cientos/miles a millones de reads en una misma muestra)

[184]. No obstante estas tecnologias presentan una serie de limitaciones:

1. La posible recombinacién artefactual durante el proceso de PCR. El elevado niumero de
fragmentos amplificados y su elevada identidad favorecen que estos se entrecrucen e hibriden
parcialmente, facilitando que la polimerasa produzca amplicones hibridos, es decir,
recombinantes. Este fendmeno es inherente a cualquier metodologia de PCR y debido a la
sensibilidad actual de todas las plataformas de NGS para genomas virales se requieran etapas
de PCR en la creacién de las librerias, ya que la cantidad de material genético que se puede
obtener en una infeccidn viral es limitada, incluso en viremias muy elevadas como las que se
pueden observar en algunas infecciones por el VHB. No obstante, este fendmeno es muy poco
probable para componentes muy minoritarios de la QS e incluso prdcticamente omisible
cuando se pretende estudiar distribuciones genotipicas, como ha sido el caso de nuestro
segundo estudio, sobre todo por el nivel de sensibilidad al que se ha realizado. Las nuevas
tecnologias de NGS (conocidas como NNGS o NGS de tercera generacion) permiten el estudio
de fragmentos de ADN de longitudes significativamente mayores y no requieren de
amplificaciones clonales como la emPCR, pero siguen necesitando de la amplificacion de los

genomas virales como fase previa, por lo que el riesgo de recombinacidén se mantiene.

2. La PCR puede sesgar la frecuencia relativa de las variantes y cualquier estudio de deteccién
de variantes minoritarias, como podria ser el estudio de variantes que confieren resistencia al
tratamiento con NUCs, deberia tenerlo en cuenta. No obstante, aqui el objetivo no ha sido
detectar variantes minoritarias sino describir la complejidad mediante indices poblacionales,
gue no se afectan por variantes o haplotipos en frecuencias bajas, por lo tanto, los estudios no

se han visto afectados por esta limitacion.

3. Imprecision en regiones homopoliméricas, especialmente la UDPS usada en esta tesis
presenta este inconveniente. Los resultados de los estudios no han tenido en cuenta la
presencia de variantes especificas localizadas en dichas regiones por lo que esta limitacion
tampoco es valorable. No obstante, el desarrollo futuro de estos estudios (indicado al final de
esta discusion) si que requiere valorar los resultados en regiones homopoliméricas, como por
ejemplo la regidn rica en timinas (TTTTT) localizada entre los nt 1821-1825. Para abordar esta
situacion se debe aumentar la cobertura (niUmero de reads por muestra) y refinar el algoritmo

bioinformatico de analisis de los datos de secuenciacion.
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En general todas estas limitaciones se pueden detectar y controlar por el desarrollo de
potentes algoritmos bioinformaticos. En este sentido, el desarrollo de herramientas propias
para el filtraje de los datos ya habia sido validado previamente en otros estudios
[171,173,184,185,206,207].

En cuanto a las técnicas para el genotipaje, el gold standard es la secuenciacién y
analisis filogenético del genoma completo. Como esto no es factible en los laboratorios clinicos
se ha aceptado secuenciar una regidon concreta del genoma que refleje lo mejor posible el
estudio del genoma completo, como se hace por ejemplo con el VHC en el que se ha
consensuado el estudio de un fragmento de la region NS5B para el subgenotipaje [207]. En el
caso del VHB, no existe un consenso sobre la regién a analizar, pero se considera que la region
preS1/preS2 muestra un genotipaje similar al del genoma completo [135]. No obstante, la
principal desventaja de la secuenciaciéon directa (sin clonaje previo), tanto del genoma
completo como parcial, es su incapacidad para detectar mezclas de genotipos y
recombinantes.

Para la aplicacién asistencial del genotipaje del VHB se han desarrollado multiples
tecnologias indirectas, una de las mas ventajosas en términos coste-beneficio es la hibridacién
reversa INNO-LiPA, muy sensible, barata y ademdas capaz de detectar mezclas. Sin embargo
esta tecnologia analiza la region P/S, que ni siquiera es la mas precisa, este hecho se debe a
gue la casa comercial que la desarrollé aprovechd el método de hibridacion reversa que tenia
desarrollado para la deteccidon de resistencias a antivirales en RT. Para ello disefiaron un
conjunto de sondas, que fijadas a una matriz solida (tiras), permitian la clasificacién del
genoma del VHB en los ocho genotipos conocidos en aquel momento con bastante buena
aproximacion a los estudios filogenéticos de genoma completo [200]. La gran difusion de este
procedimiento, asi como la gran actividad a nivel mundial de estudio de variantes de
resistencia a tratamientos antivirales en la polimerasa viral, ha convertido esta tecnologia, y la
region P/S estudiada, en un método de referencia para clasificar el VHB. Ademas en el
momento en el que se desarrolld6 esta metodologia tampoco se disponia de mucha
informacidn sobre la complejidad de las poblaciones virales en una infeccién por el VHB, con lo
que cualquier variante en el genoma puede afectar a los resultados de la hibridacion con las
sondas estandar para los genotipos. Por este motivo, se puede deducir que muchos de los
estudios que han intentado asociar genotipo y patogénesis o respuesta al tratamiento pueden

estar partiendo de un genotipaje incorrecto y de ahi que los resultados sean contradictorios.
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5.2 Complejidad de la QS y seroconversion anti-HBe

En el estudio de la complejidad de QS en la regién PC/Core/PBC mediante los indices
de diversidad Sn, Mf y Pi en pacientes con HBC y fallo del tratamiento con NUCs, se ha
encontrado una mayor variabilidad en pacientes HBeAg(-) que HBeAg(+), evidenciando que el
aumento de la diversidad estad asociado a la seroconversidn y confirmando estudios previos
[170]. En este sentido, debemos tener en cuenta que HBeAg altera la respuesta inmune del
hospedador facilitando el establecimiento de la infeccidn crénica. Esta proteina parece regular
de manera negativa la respuesta de cT a los antigenos de la nucleocapside por una variedad de
mecanismos, por ejemplo, se ha sugerido que los Th2 especificos contra HBeAg podrian
regular de manera cruzada los Thl especificos contra HBcAg o que HBeAg podria actuar
preferentemente como un tolerdgeno e inactivar las cT especificas contra HBcAg [208]. Asi,
parece légico pensar que en aquellos pacientes en los que el efecto inmunomodulador de
HBeAg esta ausente se desarrollaria una mayor presion del sistema inmune. Debido a que la
region PC/Core es la mas susceptible a la variabilidad por la ausencia de restricciéon por
solapamiento, esta presion del sistema inmune induciria la aparicidon de variantes creando un
repertorio de genomas que hace que la QS aumente en heterogeneidad. Ante un cambio en el
ambiente, el VHB tendria mas opciones de seleccionar una variante capaz de sobrevivir en este
nuevo ambiente replicativo.

A nivel de aa, se ha visto una mayor complejidad en pacientes con estatus HBeAg
fluctuante en la region core cuando el VHB evoluciona en la dindmica natural de la QS bajo la
presion del sistema inmune y en ausencia de presidn externa, lo que sugiere que el sistema
inmune ejerceria una mayor presion sobre todo en el gen core en pacientes con estatus
cambiante de HBeAg, la proteina HBc es mucho mads inmunogénica que HBeAg y tiene un
papel inmunoestimulador, induce una respuesta mas fuerte de cB, cT y LCT y actia como
antigeno T dependiente o independiente [208]. Esto sumado a la pequefia tendencia que se ha
observado a acumular variantes en las principales regiones epitépicas del core en estos
pacientes y también en pacientes HBeAg(-), indicaria que el sistema inmune estaria actuando
principalmente contra los epitopos del core, la QS aumentaria su complejidad en esa zona,
dando lugar a variantes en HBc, sugiriendo un mecanismo potencial adicional del VHB para
escapar de la respuesta inmune del hospedador (ademas de atenuar la respuesta con HBeAg)

que favoreceria la persistencia del virus.
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5.3 Complejidad de la QS y actividad viral

De este estudio también se deduce que la actividad viral y complejidad son
inversamente proporcionales, la complejidad en la regién preCore a nivel de aa presentd una
correlacién negativa estadisticamente significativa con los niveles de ADN, también en la
region core se observé que a mayor complejidad, menor carga viral pero sin llegar a la
significacidn estadistica, quizds debido a que la alta carga viral de las muestras esté actuando
como factor de confusion.

Se puede asumir que cuando aumenta la respuesta inmune la carga viral disminuye
por la eliminacién de las células infectadas, que son reconocidas por el sistema inmune por
expresar antigenos virales de las variantes mayoritarias de la QS, que han llegado a un cierto
nivel de predominancia por tener un fitness elevado en el ambiente existente. Es decir, el
sistema inmune ataca una QS con unas pocas variantes, poco compleja, pero con un alto
fitness, que se refleja en una alta carga viral, de ahi la relacion inversa entre complejidad de QS
y carga viral observada en este estudio. Este reconocimiento y accién del sistema inmune
disminuye la poblacién de células hepdticas infectadas y, por lo tanto, al haber una menor
produccién de particulas virales, los niveles de ADN-VHB disminuyen. Pero la misma presion
del sistema inmune lleva a cabo una seleccién de mutantes de escape que re-infectan nuevas
células, generando diversidad viral. Estas variantes probablemente presenten menor fitness, es
decir menor capacidad replicativa, que las variantes principales que infectaban las células que
han sido eliminadas por la accién del sistema inmune, ya que de haber tenido un fitness mayor
hubieran sido las variantes mayoritarias en la situacidon basal. En esta nueva situacién, las
variantes minoritarias presentan un fitness bajo y el nimero de hepatocitos infectados es
menor, lo que resulta en una poblacién viral pequefia (niveles de ADN-VHB bajos) pero muy
compleja, reflejando de nuevo la relacion inversa observada en nuestro estudio entre carga
viral y complejidad de QS.

Por el contrario cuando la respuesta inmune es baja, hay poca presién selectiva con lo
gue se observan pocas mutaciones adaptativas, pero el virus puede replicarse mejor y el
tamanfio de la poblacidon aumenta, credndose un ambiente de baja complejidad en la poblacién
viral a pesar del enorme tamafo de la misma. Este seria el escenario de los pacientes HBeAg
(+), o sea de los que no seroconvierten a anti-HBe, la carga viral es alta pero la diversidad de la
QS es baja y tipicamente tiene una respuesta inmune débil. Esta situacién parece una
consecuencia clara del efecto inmunomodulador de HBeAg, que atenua la accidn del sistema
inmune, y su actividad como factor evolutivo generador de complejidad viral. Por el contrario,

en pacientes que seroconvierten, lo que quiere decir que desaparece o se hace imperceptible
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la actividad inmunomoduladora de HBeAg, la complejidad es alta y se produce una reduccion
de la carga viral, como se ha discutido en el parrafo anterior. Ocurriria la situacidn inversa al
caso anterior de forma que la ausencia de HBeAg haria que la presidon del sistema inmune
aumentara generando una mayor heterogeneidad en la QS pero impidiendo que el virus se
replique, por la eliminacidon de hepatocitos infectados, reduciendo la carga viral. En resumen,
una carga viral elevada no significa necesariamente una mayor complejidad, sino que una
variante especialmente eficaz para la replicacién, con un mejor fitness en unas determinadas
condiciones, puede convertirse en la predominante, llevando a una poblacién de virus muy
grande pero muy homogénea.

Las causas por las que la heterogeneidad en el preCore y en el core afectarian a la
replicacion podrian ser, por un lado el preCore se solapa con el PBC, que es un elemento
regulador esencial y dirige la transcripcion del ARNpg y ARNpc, y también en esta regién se
encuentra la sefial de encapsidacidén €, esencial para el inicio de la replicacién del virus y, por
otro lado, la proteina core, ademads de empaquetar el ARNpg para iniciar la retrotranscripcion,
es un componente estructural del ADNccc, su unidn resulta en una reduccion de espacio
nucleosomal de 200 a 180 pb y aparentemente tiene un efecto regulador positivo en la
transcripcién y replicaciéon, manteniendo un estado epigenético permisivo en él [89,209,210].
Por lo tanto las variantes en la region PC/Core podrian alterar sus funciones en la replicacion,
lo que llevaria a una reduccion en los niveles de ADN-VHB, la poblacidn viral es pequeiia pero

muy compleja.

5.4 Descenso de la complejidad asociada al fallo del tratamiento

Al comparar los indices de diversidad obtenidos en las muestras basales, en las
muestras tras un tiempo sin tratamiento, que reflejan la dindmica natural de la QS sin la
presion de factores externos, y en las muestra obtenidas tras el fallo de LAM, que reflejan la
evolucidon de la QS bajo la presion del tratamiento antiviral, se ha observado que eran
significativamente mas elevados en la primera muestra respecto a la tercera y en la segunda
respecto a la tercera (aunque no significativamente) y similares entre la primera y segunda
(12~22>32). Lo que en conjunto sugiere un descenso de la complejidad de la QS asociado al
fallo del tratamiento, es decir, la poblacién se hace menos compleja. Por un lado, se ha visto
que cuando un tratamiento controla la infeccidn por el VHB la respuesta inmune aumenta
[196], pero aqui la situacidn seria la contraria, al fallar el tratamiento la respuesta del sistema
inmune seguiria atenuada, esta menor presidén de evolucidn provocaria una reduccion de la

complejidad. Por otro lado, si el aumento de la respuesta inmune por la accidn del tratamiento
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fuera significativo, los tratamientos con NUCs darian lugar a un descenso de la poblacion de
hepatocitos infectados evidenciado por una reduccién del ADNccc, que permitiria prever un
limite temporal a la aplicacién de los mismos. Sin embargo, esta situacidn se produce con una
baja intensidad por lo que se asume la duracién ilimitada de los tratamientos y su escasa o
nula capacidad curativa [122]. Como evidencia clinica de este hecho esta la bajisima tasa de
pérdida de HBsAg observada en pacientes tratados con NUCs, incluso con los mads eficientes
(ETV y TDF) [122]. Entonces durante el tratamiento con antivirales no parece previsible un
proceso de aumento de complejidad asociado al descenso de la carga viral por la presion del
sistema inmune, por un lado por lo expuesto en las lineas anteriores y por otro porque este
descenso de la carga viral no es debido a la seroconversién como ocurre en la dindmica natural
y que se ha visto en el apartado anterior, sino a la inhibicién de la RT. La presion del
tratamiento conlleva la seleccion de variantes virales resistentes o menos sensibles a dicho
tratamiento por la presencia de mutaciones en la regidon RT de la polimerasa, por un proceso
tipo “cuello de botella” asociado a una homogeneizaciéon de la complejidad de la QS. Este
descenso de la complejidad se observaria en cualquier regién del genoma que se analice, como
se ha hecho en nuestro estudio en la regién PC/Core/PBC estudiada.

La confirmacidn de este fendmeno requeriria del andlisis por NGS de ambas regiones
en una misma secuencia, actualmente no accesible de forma directa por la limitaciéon de
longitud de los fragmentos que se pueden secuenciar (unos 500 pb). De forma indirecta seria
posible mediante la circularizacién de fragmentos de PCR de mayor tamafio como ya se hizo en
una tesis anterior de nuestro grupo [206], no obstante este método incluye muchas
manipulaciones que podrian afectar a la complejidad y solo analizaria unos 200 pb por regién
estudiada, con lo que el estudio de complejidad no seria fiable. El analisis por separado de
ambas regiones se ha llevado a cabo en el segundo estudio pero no se ha valorado el efecto
selector de una regidn sobre otra, precisamente porque se ha tratado de un andlisis de las
regiones por separado. Para estudiar adecuadamente cdmo realmente la variacién en una
region afecta a la otra se deberia analizar un fragmento que abarcase ambas a la vez y que se
espera que sea posible con la nueva plataforma de NNGS (SMRT-Avenio Z1), disponible en
nuestra institucién y para la que ya se estan disefiando los proximos experimentos de
continuacién de esta tesis.

Resulta muy interesante que al comparar la complejidad de la QS en ambos periodos
(periodo sin tratamiento y periodo de tratamiento con LAM) se encontrd una correlacion
negativa, es decir, cuanto mds compleja es la QS al final de la dindmica natural del virus, mas
homogénea es la poblacién después del tratamiento. Este resultado sugiere que los cambios

que ocurren durante la evolucién natural podrian estar afectados por la respuesta inmune y
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determinar la evolucidon de la misma regién bajo el tratamiento con NUCs. Como se ha
sugerido previamente, la causa de la simplificacién la QS en el tratamiento podria implicar un
proceso de tipo “cuello de botella” de seleccidn de una o unas pocas variantes de la QS
resistentes o menos sensibles a la accion del tratamiento. Durante la dindmica natural la
presidn de la respuesta inmune hace que la QS varie y se haga mas compleja, dotando a esta
poblacién viral de mads recursos para sobrevivir ante otra presion externa, cuanto mas amplio
sea el numero de secuencias disponibles, mas probable es que exista entre ellas alguna(s)
variante(s) que sean resistentes o menos sensibles al tratamiento. Durante el tratamiento con
NUCs, LAM en este estudio, la QS se simplificaria porque una variante es seleccionada
convirtiéndose en predominante, aquella que confiere un mejor fitness en presencia del
antiviral, que por otro lado inhibe a las formas mayoritarias en la QS pre-tratamiento.

Debe tenerse en cuenta que en esta tesis el estudio de complejidad se ha efectuado en
la regién PC/Core/PBC, que no es donde el tratamiento ejerceria la presion evolutiva, ya que
actuaria sobre el dominio RT, pero ambas estan en el mismo genoma del VHB de forma que la
simplificacion de la QS por variantes seleccionadas en la regidon RT se podria evidenciar en
cualquier otra regién del genoma, en nuestro caso la que hemos observado en la region
PC/Core/PBC. Nuestros datos parecen confirmar esta hipdtesis al detectar una relacién inversa
de complejidad de la QS; cuanta mads alta es esta complejidad en el periodo de evolucién
natural, mas baja es durante el periodo de tratamiento. No obstante, como se ha dicho
anteriormente, se requiere el estudio del fragmento completo que abarque ambas regiones
para dilucidar cdmo la variacién en el PC/Core/PBC influye en la presiéon que ejercen los NUCs
en la regién RT, analizando la posible seleccién de variantes que justifiquen el proceso
selectivo de estos tratamientos.

En el segundo estudio no se observd un patrén de evolucion claro de la complejidad de
la QS, esto puede deberse a que las regiones estudiadas no son las mismas (X/preCore y P/S), a
que la tercera muestra no corresponde al mismo momento del tratamiento (en el primer
estudio es una muestra tomada en el momento del fallo del tratamiento y en el segundo en la
respuesta parcial) y a que el fragmento X/preCore analizado en este segundo estudio
presentaba una alta tasa de solapamiento, para poder ser comparado con el fragmento P/S,
por lo que la complejidad estd mas restringida que en el primer estudio. Lo que si se observé
es que los dos indices de diversidad calculados (Mf y Pi) eran significativamente mayores en la
region X/preCore que en P/S, esto esta de acuerdo con el mayor grado de conservacion de RT y
que es poco tolerante a los cambios, por su solapamiento con S y por los requerimientos de
funcionalidad de ambas regiones. Por otro lado los posibles efectos selectores de variantes en

la region P/S por la accion del tratamiento antiviral afectarian a posiciones muy concretas de
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los dominios cataliticos en una proporcidn importante de los haplotipos posiblemente no
afectando a la complejidad global de la QS mediante indices como Mf o Pi. En cualquier caso
en el VHB, a diferencia de otros virus como el VIH o VHC, el alto grado de solapamiento del
genoma lo hace menos susceptible a la variabilidad, ya que un cambio en un ORF podria
afectar a otro negativamente o incluso a una regién reguladora, que también estan solapadas
con los ORFs. Aun y todo, el VHB “ha conseguido manejar bien esta situacién” y en algunos
casos una misma mutacién puede afectar a dos proteinas distintas como ocurre en la regién
X/PC, estas dos proteinas tolerarian los cambios porque supondrian una ventaja evolutiva
como puede ser disminuir la expresion de HBeAg y favorecer el proceso de seroconversion.
Este seria el caso de la doble mutacién en el PBC: A1762T y G1764A que reduce la expresion de
HBeAg y que al solapar con el gen X, causa el doble cambio en HBx: K130M y V131l, cuya
posible ventaja o innocuidad para ciclo replicativo del VHB no se conoce todavia [47]. A pesar
de que unos cambios muy concretos pueden no afectar a la complejidad de la QS, como se ha
comentado en el caso de la regidn P/S, los resultados de la mayor complejidad de QS en X/PC
que en P/S, parecen indicar que esta regidn X/PC tolera mejor un mayor nimero de cambios
que P/S, probablemente porque esta mayor complejidad le confiere ventajas evolutivas. Estas
ventajas podrian ser debidas a la generacion de formas alternativas de HBx con diferencias
funcionales que participarian en la compleja tarea reguladora de esta proteina. Esta posibilidad
se estd desarrollando en la continuacidn de esta tesis y se muestran algunos datos
preliminares al final de esta discusién. Ademads, aunque no se expuso en el articulo
correspondiente, se encontrd una correlacion negativa entre la complejidad en P/S y el ADN-
VHB, lo que de nuevo pone de manifiesto que una poblacién viral grande puede implicar unas
pocas variantes pero con un gran fitness para la replicacion. En este segundo estudio no se
utilizé la Sn, porque gracias a un analisis mas profundo de la utilidad de los indices de
diversidad en Virologia se ha visto que no tiene en cuenta la heterogeneidad de las diferentes
variantes de la QS porque es insensible al nimero de mutaciones, con lo cual una poblacidon
viral constituida por dos haplotipos al 50%, con sélo una sustitucion de diferencia entre ellos,
tendria la misma Sn que una poblacién con 100 haplotipos al 1% cada uno y una media de 10

diferencias entre ellos [171], y obviamente no son igual de complejas.

5.5 Utilidad clinica de los indices de diversidad

La complejidad de la QS es un predictor de la progresidon de la enfermedad o la
respuesta al tratamiento, en el primer caso, el rango de complejidad de QS confiere una gran

adaptabilidad al virus ante la respuesta del sistema inmune que tiene implicaciones en la
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patogénesis viral, ya que ciertas variantes pueden permitir la persistencia de la replicaciéon
viral, en cierto modo su supervivencia, y en cierto modo también es responsable de las
dificultades en la prevencién y control de la enfermedad. En el segundo caso, refleja la barrera
genética de resistencia, con lo que la heterogeneidad de la QS podria ser importante para
determinar la eficacia del tratamiento. Por tanto adquirir un conocimiento preciso de la
complejidad es un reto actual para el manejo de los pacientes y estudios recientes apoyan que
la complejidad es un factor clinicamente relevante en el curso y prondstico de la enfermedad y
su respuesta al tratamiento [165,170,195] y nuestros resultados parecen confirmarlo. El
aumento de la diversidad estd asociado a la seroconversidon y la complejidad presenta una
correlacién negativa antes del tratamiento y después del fallo del mismo, esto sugiere la
importancia de estudiar la complejidad de QS antes de iniciar el tratamiento y asi usarla como
un posible factor predictivo de la evolucién del virus en el caso de no respondedores a NUCs.

No obstante se debe asumir lo excepcional de que un paciente no responda a un
tratamiento antiviral con los farmacos recomendados actualmente (ETV y TDF), sin embargo
hay que tener en cuenta que la eficacia para disminuir la carga viral hasta limites indetectables
a los 12 meses del inicio del tratamiento es del 70% en pacientes HBeAg(+) y del 90% en
pacientes HBeAg(-) [122], por lo que existe una proporcidn importante de pacientes que se
podrian beneficiar de los datos de complejidad para optimizar su abordaje terapéutico.

Este proyecto de tesis doctoral parece confirmar la utilidad de la secuenciacidon masiva
por UDPS para el estudio de complejidad de QS y su utilidad clinica, con lo que gracias a la
consolidacion de los métodos de NGS en los laboratorios clinicos, se podria llevar a cabo un
estudio sistemdtico y preciso de la QS para calcular los parametros de complejidad y asi
aplicarlos al manejo clinico de la infeccién por el VHB. El uso asistencial de las técnicas de NGS
requiere de validacién clinica y analitica, monitorizacion y documentacién del control de
calidad y evaluacién del método como cualquier otra técnica, con lo que la ACMG (American
College for Medical Genetics and Genomics) ha publicado los requerimientos de
documentacién, validacion y control de calidad tanto del trabajo de poyata como

bioinformatico para el uso de NGS en los laboratorios clinicos [211].

5.6 Complejidad del VHB: Mezclas de genotipos

Mediante UDPS se ha evidenciado una alta prevalencia de infecciones mixtas que
implican los Gen/A, D y F, los tres principales que circulan en Espafia [194]. En la regién P/S los
resultados globales son similares a los del genotipaje por INNO-LiPA, pero la UDPS muestra

una mayor sensibilidad para la deteccién de infecciones mixtas. El genotipaje mediante INNO-

184



LiPA es un método indirecto de hibridacidn con sondas prefijadas, con lo que cualquier
variante en el genoma puede alterar los resultados, en consecuencias las mezclas de genotipos
podrian haber estado subestimadas en otros estudios por la baja sensibilidad de los métodos
utilizados hasta ahora. En cuanto a la regién X/PC todas las muestras menos una presentaron
mezclas, la mayoria implicando a los tres genotipos, estos resultados, sumados a la alta
complejidad de esta regidn, incluyendo la DR1 y el gap de la hebra (-), la convertirian en un hot
spot para la recombinacién y llevarian a la interpretacion incorrecta de los resultados como
una infeccion mixta. De hecho la regidn entre las posiciones nt 1600-2000 (cerca de la region
DR1) ya ha sido descrita como una de las mas comunes para los breakpoints implicados en la
recombinacidn inter-genotipica [138], la mayor prevalencia de la reportada en Espafia de
Gen/F en X/PC podria indicar que esta region es un hot spot especialmente para la
recombinacién del Gen/F.

Al poder cuantificar estas mezclas de genotipos mediante UDPS, y no sélo detectarlas
como ocurre con el método de hibridacion reversa INNO-LiPA, ha sido posible analizar la
evolucidn de las mismas y se ha visto que cambian a lo largo del tiempo, lo que ha puesto de
manifiesto la compleja dinamica de la QS del VHB como un mecanismo adicional para
adaptarse a nuevas situaciones, como son la respuesta del sistema inmune o el tratamiento
con NUCs. En la region P/S, durante la dinamica natural de la QS, se han observado variaciones
en las mezclas en seis de los pacientes, tres de ellas implicando un cambio de genotipo
mayoritario (Gen/D principalmente). Durante el tratamiento se han observado cambios de
genotipo principal en dos pacientes (cambio a Gen/A) y cambios de proporciones en tres. Los
cambios de genotipos durante el tratamiento podrian deberse a una superinfeccién por otro
genotipo durante el mismo, situacidon extremadamente improbable por las historias clinicas de
estos pacientes, y parece mas légico pensar que pacientes con mezclas de genotipos al inicio
del tratamiento, con diferentes sensibilidades al mismo, cambian de proporciones por la
presion de seleccién que ejerce, llevando a la seleccion de otro genotipo mayoritario. En
conjunto los resultados de este estudio sugieren que el Gen/A es menos sensible al
tratamiento con LAM, lo que concuerda con nuestras observaciones anteriores [198] y que el
tratamiento antiviral es un factor importante para inducir el cambio de genotipo. Otros
estudios también han evidenciado cambios de mezclas de genotipos durante el tratamiento
con NUCs, en un estudio en China todos los pacientes antes del inicio del tratamiento con ADV
presentaban una infeccién mixta Gen/B+C, después del tratamiento la proporciéon de Gen/B
aumentaba, sugiriendo que el Gen/C era mas sensible que el Gen/B a ADV [12]. En la regidn
X/PC, por el contrario, no se han observado cambios de genotipo principal, pero si cambios en

las proporciones en todos los pacientes menos en uno, lo que sugiere que esta regidon es mas
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permisiva a los cambios que P/S cuando estd bajo la presién del sistema inmune o el
tratamiento, y esto concuerda con los resultados de los indices de diversidad
significativamente mayores en la regiéon X/PC que en P/S, como ya se ha comentado
anteriormente. Es importante el uso de una tecnologia lo suficientemente sensible para
detectar las mezclas de genotipos ya que las consecuencias de la co-infeccidn son importantes
e incluyen el cambio de genotipo cuando la presion selectiva cambia y la posible formacién de

virus recombinantes, como se explica en el siguiente apartado.

5.7 Posible recombinacion inter-genotipica

Dos resultados del segundo estudio sugieren la recombinacién entre genotipos, por
una lado la alta prevalencia de infecciones mixtas en la regidon X/PC comparado con la regién
P/S, en este sentido, como ya se ha dicho en el punto anterior, la alta complejidad de esta
region X/PC la convertirian en un hot spot para la recombinacion, pero sobre todo las
discrepancias encontradas entre genotipos obtenidos en ambas regiones de la misma muestra
del mismo paciente. Esta claro que estos resultados podrian deberse a la propia variabilidad
inherente a la UDPS, que utiliza un paso de PCR previo, pero la comparaciéon de los resultados
en ambas regiones en algunos pacientes muestra porcentajes claramente muy diferentes que
hacen extremadamente improbable que el error en la PCR sea la causa, no obstante se
deberian confirmar mediante UDPS de un fragmento mas largo que abarcase ambas regiones
en la misma secuencia.

El mecanismo de recombinacién no se conoce pero la circulacién de los Gen/Ay D en
Espafia en proporciones similares y la vida media larga de los hepatocitos infectados (de 2,4 a
mas de 70 dias durante el tratamiento con LAM [204]) podria facilitar la infecciéon de un unico
hepatocito con diferentes genotipos y favorecer el intercambio de material genético entre
ambos. Parece poco probable que la recombinacién ocurra durante la retrotranscripcién, ya
que el proceso tiene lugar en la nucleocapside implicando sélo una molécula de ARNpg, con lo
que probablemente ocurre en el nucleo entre moléculas de ADNccc de diferentes genotipos
co-infectantes, durante el proceso de sintesis del ADNccc y por la maquinaria de reparacién de
ADN celular. Al igual que ocurre con otros virus como los papilomavirus o adenovirus, el VHB
reclutaria esta maquinaria para usarla a su favor [212].

El ADNrc podria reclutar la maquinaria de reparacién debido a sus peculiaridades, la
hebra(-) contiene la proteina P unida por una Tyr del dominio PT, una mella y un fragmento
libre monocatenario (la redundancia terminal “r”) y la hebra(+) contiene un gap y el primer de

ARN en el extremo 5. En la célula la reparacidn de estos aductos implica al menos dos
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mecanismos diferentes o el corte con endonucleasas o el corte del enlace fosfotirosil por
tirosil-DNA-fosfodiesterasas (TDPs) especificas, esta misma actividad seria la que se llevaria a
cabo durante la conversion del ADNrc a ADNccc para liberar la proteina P del ADNre,
imprescindible para el inicio de la sintesis del ADNccc, y de hecho hay evidencias de la
liberaciéon de P del ADNrc por TDP2 [84]. Una vez liberado de P, el ADNrc seria reconocido
como ADN daiiado y reparado por un mecanismo semejante al de la recombinacién homéloga
(HR), que utiliza una doble hebra homdloga para reparar las roturas bicatenarias del ADN
celular DSB (Double-Strand Breaks) [147].

El mecanismo propuesto incluiria los siguientes pasos que se reflejan en la figura 37. La
HR se inicia por la presencia de ADN de cadena simple como el que resulta de la rotura del
ADN bicatenario o, en este caso, se iniciaria por la redundancia terminal “r” en el extremo 5’
de la hebra(-) del ADNrc. Los fragmentos de ADN monocatenarios serian reconocidos por la
proteina nuclear RPA y se uniria a Rad51, esta proteina forma filamentos sobre el extremo
monocatenario del ADN y entonces se produce la invasién de la cadena libre a la doble cadena
homdloga, que existiria en el nucleo del hepatocito infectado debido a la presencia de mas de
una molécula de ADNccc. Se pueden acumular entre 1-50 moléculas de ADNccc en un misma
célula [213-215], las cuales provienen mayoritariamente de moléculas de ADNrc ya que el
ADNCccc no se replica semiconservativamente como el ADN celular [97]. La invasion de la doble
hebra homodloga por parte del ADN monocatenario recubierto de Rad51 generaria un loop al
que se uniria Rad54, una translocasa dependiente de ATP. Rad 54 hace posible que el extremo
3’ “invasor” del ADNmc esté disponible para la ADNpol, entonces ocurrria la sintesis de nuevo
ADN usando la cadena homdloga como molde, ligacion y resolucion de este loop intermedio

para dar lugar a la conversién génica con entrecruzamiento [216].
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Figura 37: Posible mecanismo de recombinacion entre moléculas de ADNccc de diferentes genotipos que co-infectan un mismo hepatocito por un mecanismo similar al mecanismo de HR
implicado en la reparacién de roturas bicatenarias del ADN celular DSB (Double-Strand Breaks) en la que se utiliza una doble hebra homdloga como molde para la reparacién.
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Aunque no hay evidencias experimentales que confirmen el papel de los mecanismos
de reparacion en la formacién del ADNccc (y por tanto en la recombinacién) el hecho de que la
mayoria (mas del 60 %) de los genomas recombinantes descritos tienen un punto de corte
entre los nt 1640 y 1900 del genoma del VHB, una regién entre DR 1y 2 que se solapa con las
redundancias terminales y el punto de unién de la polimerasa viral con el ADNrc [151], apoyan
esta hipotesis.

Otro mecanismo podria ser que la propia polimerasa viral llevara a cabo la
recombinacién, por ejemplo para la RT del VIH, con gran homologia con la del VHB, se ha
propuesto un modelo de eleccidn de copia dindmico para la recombinacién del VIH durante la
replicacion que propone una balance entre la actividad polimerasa y ARNasa H durante la
retrotranscripcion que influenciaria el intercambio de molde. Cuando la actividad de la
polimerasa es baja (y tiene alta actividad ARNasa H) la disociacidon de RT de la hebra naciente
de ADN aumenta y como consecuencia la probabilidad de intercambio entre hebras del molde.
Por el contrario cuando la actividad ARNasaH es baja (manteniendo una alta actividad RT) las
oportunidades de recombinacién son bajas porque la RT esta unida a la hebra en extension
[143].

Independientemente de cual sea el mecanismo de recombinacion, es un fendémeno
relativamente frecuente tal y como se ha observado en el andlisis filogenético a gran escala de
secuencias de genoma completas del VHB de diferentes genotipos disponibles en las bases de
datos publicas [148,217] y que puede tener importantes consecuencias a la hora de clasificar el
VHB. Ademds cada vez existen mas estudios que muestran la asociacion entre recombinantes y
patogénesis o respuesta al tratamiento [138], la recombinacién es un importante elemento de
variabilidad genética con posibles implicaciones clinicas ya que un solo fendmeno de
recombinacidn el virus puede transferir varias mutaciones en una determinada regidn de un
ADNccc a otro ADNccc que ya tenia mutaciones en otra regidn, creando recombinantes con

una virulencia aumentada.

5.8 Importancia de una correcta clasificacion genotipica

Para poder investigar el impacto de los genotipos en diferentes aspectos como la
profilaxis, el diagnédstico, la progresion de la enfermedad, la respuesta al tratamiento antiviral
y el prondstico, es fundamental una clasificaciéon Unica, de hecho muchos expertos creen que
se deberia rectificar la clasificacion actual, ya que podria ser incorrecta a causa,
fundamentalmente, de los fendmenos de recombinacién [218]. Las asociaciones genotipo-

patogénesis/respuesta al tratamiento podrian estar artefactadas porque la clasificaciéon en
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algunos estudios ha sido incorrecta llevando a conclusiones contradictorias. De hecho, hasta
ahora la asociacion genotipo-respuesta al tratamiento sélo se ha confirmado para el IFN [139]
y se ha sugerido para los NUCs, pero es dificil poder establecer una asociacién genotipo-
respuesta al tratamiento si partimos de la base de que quizds no se esté genotipando bien.

Primeramente se deberia consensuar una region para el genotipaje del VHB, ya que
este es altamente dependiente de la regidn seleccionada para ello, el andlisis de fragmentos
de 400 pb deslizados 40 pb hasta cubrir todo el genoma (Sliding Windows), realizado en el
segundo estudio, ha mostrado que la regién preS es la de mayor poder de discriminacion, en
concordancia con los estudios previos en los que el analisis filogenético de la region
preS1/preS2 (nt 3025-80) muestra un genotipaje similar al del genoma completo [135],
ademas también se ha encontrado que la regién P/S entre las posiciones nt 615-969 es capaz
de discriminar entre los ocho genotipos principales (Gen/A-H). Por el contrario la region X/PC
(nt 1596-1912) muestra una clara mezcla entre los Gen/D y E y Gen/C e |, la causa de unas
secuencias tan homodloga en esta parte del genoma en las poblaciones donde son mayoritarios
estos genotipos podria ser la posible ventaja evolutiva, en cierto modo, a estos genotipos “les
habria convenido parecerse en esta regién y no divergir”. La consecuencia en términos
practicos es que esta regidon no es buena para la clasificacion del VHB, no obstante se han
valorado los resultados obtenidos en la misma por la bajisima frecuencia de Gen/E, C o | en
nuestra poblacidn, lo que garantiza que un resultado de Gen/D o E en nuestras muestras en la
region X/PC corresponde a un Gen/D.

Una limitacion de la filogénesis de un fragmento determinado es que puede
enmascarar los fendmenos de recombinacion, de los cuales se han identificado los breakpoints
especificos dentro del genoma, concretamente cuatro fragmentos son los que agrupan los
puntos mas susceptibles a la recombinacidon. La regién usada para la secuenciacion y
filogénesis por tener la mayor potencia preS1/preS2 (nt 3025-80) estd incluida dentro de uno
de estos fragmentos situado en la regidn preS/S (nt 3000-300), pero existen otros tres en las
posiciones nt 1600-2000 (cerca de la regiéon DR1), nt 2100-2500 (extremo 3’ del gen core) y nt
700-1000 (extremo 3’ del gen S) [138], con lo cual muchos de los resultados de genotipaje en
diferentes estudios podrian estar enmascarando genotipos recombinantes y las asociaciones
deducidas en dichos estudios podrian no ser correctas. Ademds el hecho de que la
secuenciacidén no sea capaz de detectar infecciones mixtas, supone otro sesgo a los estudios de
asociacioén, la hibridacidn reversa INNO-LiPA puede detectarlas, pero no con la sensibilidad de
la UDPS ni de forma cuantitativa, impidiendo el estudio dinamico de estas mezclas o la posible
relevancia clinica de sus proporciones, y tampoco detecta fendmenos de recombinacidén, con

lo que estudios con esta metodologia estarian en la misma situacidon que la secuenciacion.
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El andlisis filogenético del genoma completo sigue siendo el método mas concluyente
para el genotipaje y se considera el gold standard, pero actualmente es un proceso laborioso
que consume mucho tiempo. Gracias a las nuevas técnicas de NNGS, que permiten la
secuenciacion de fragmentos mas largos, seria posible la amplificacion del genoma completo
de 3,2 kb del VHB, con el aumento de la rapidez y abaratamiento, se podrian llegar a usar con

propdésitos clinicos de manera rutinaria.

5.9 Perspectivas de futuro

Debido a que la region X/PC tiene mucho interés por su extrema multifuncionalidad,
incluye muchos elementos reguladores, y por las proteinas que codifica, HBx es la principal
proteina asociada a la carcinogénesis, se ha continuado el trabajo presentado en esta tesis
estudiando la variabilidad en dicha regién. Se han analizado muestras basales de pacientes con
HBC en un periodo libre de tratamiento para evaluar la alta complejidad de esta zona, en la
qgue ademas se han reportado, no solo variantes por sustitucion, sino también variantes con
inserciones y/o deleciones (indel), asociadas a la severidad de la infeccién [157-161]. El analisis
de los datos preliminares en muestras de 50 pacientes (960.921 secuencias en total) ha
evidenciado mds de 100 variantes con indel en el ORF X, que dan lugar a versiones truncadas
de HBx en el extremo Ct, que ya han sido asociado con HCC, e incluso a versiones mas largas
de la proteina, sugiriendo que estas variantes representan un posible mecanismo de
multicodificacidn del virus como forma de generar formas alternativas de la proteina con
diferentes funciones. Esta continuacion del presente proyecto de tesis doctoral estd siendo
posible gracias a la mejora de los algoritmos para procesar los datos de la UDPS, que estan
permitiendo detectar inserciones y/o deleciones, incluso de una Unica pb, en regiones
altamente homopoliméricas de la region X/PC. De hecho estos datos preliminares han sido
expuestos en congresos nacionales e internacionales en comunicaciones tipos pdster que se

resumen en la tabla 22.
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Tabla 22: Comunicaciones tipo pdster a congresos nacionales e internacionales describiendo variantes por indel en

la region X/preCore.

CONGRESO

TiTULO POSTER

The 54th Annual Meeting of the

American Association for the Study of
Liver Disease

(Noviembre 2013,

Washington)

Dynamic study of Hepatitis B Virus (HBV) quasispecies in X Gene/Basal Core
Promoter/preCore region by Ultradeep Pyrosequencing (UDPS) technology: high

rates of deletions, de novo stop codons, and viral genotype mixtures

Dynamic of quasispecies complexity and main regulatory motifs of Hepatitis B
virus (HBV) X gene/Basal Core Promoter/PreCore region analyzed by Ultradeep

Pyrosequencing (UDPS) technology

39 Congreso anual de la Asociacidon
Espafiola para el estudio del higado

(Febrero 2014, Madrid)

Dindmica de la complejidad de cuasiespecies y principales motivos reguladores
del Virus de la Hepatitis B (VHB) en la regién X/PROMOTOR BASICO DEL
CORE/PRECORE analizada mediante secuenciacion masiva (UDPS-Ultradeep

Pyrosequencing)

Estudio dindmico de cuasiespecies del virus de la hepatitis B (VHB) en la region
del gen X, promotor basico del core (PBC) y preCore (PC) mediante Ultradeep

Pyrosequencing (UDPS): altas tasas de deleciones y codones stop de novo

40 Congreso anual de la Asociacion
Espafiola para el estudio del higado

(Febrero 2015, Madrid)

La presencia de genomas con inserciones y/o deleciones en la principal region
reguladora del Virus de la Hepatitis B sugiere una multicodificacidn de la proteina

X

The International Liver Congress, EASL

(Abril 2015, Viena)

Insertions and/or deletions in the main regulatory region of Hepatitis B Virus

suggest multicoding of the X protein
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6. CONCLUSIONES

1. Las técnicas de NGS basadas en UDPS permiten estudiar las variantes genéticas que forman
una QS vy su evolucién a lo largo del tiempo bajo diferentes presiones selectivas, con un nivel
de sensibilidad y capacidad cuantitativa mucho mayor que las técnicas convencionales de
secuenciacién directa con un paso previo de clonaje. No obstante tienen una serie de
limitaciones a tener en cuenta como la posible recombinacién artefactual durante el proceso
de PCR, la modificacién de las frecuencias relativas de las variantes o la imprecision en
regiones homopoliméricas, por lo que es necesario un procesamiento previo de los datos

mediante algoritmos bioinfomaticos.

2. La mayor variabilidad de la QS en pacientes HBeAg(-) que HBeAg(+) en la regidn
preCore/Core, evidencia que el aumento de la diversidad estd asociado a la seroconversion. En
aquellos pacientes en los que el efecto inmunomodulador de HBeAg estd ausente se
desarrollaria una mayor presién del sistema inmune en esta regién, induciendo la aparicién de

variantes que hacen que la QS aumente en heterogeneidad.

3. La seleccidn positiva de variantes en el core en pacientes HBeAg(-) y HBeAg(+/-) durante la
dindmica natural de la QS sugiere un mecanismo potencial de escape del sistema inmune por
cambios en la secuencia de la nucleocapside. El sistema inmune estaria actuando
principalmente contra los epitopos del core, la QS aumentaria su complejidad en esa zona
dando lugar a variantes en HBc, sugiriendo un mecanismo potencial adicional del VHB para

escapar de la respuesta inmune del hospedador, ademas de atenuar la respuesta con HBeAg.

4. La alta complejidad en la regidén preCore estd asociada con una baja replicacién viral, esta
region se solapa con el PBC y la sefial de encapsidacion € con lo que sus variantes podrian
afectar a dicho proceso, y sugiere una respuesta inmune aumentada en pacientes HBeAg(-),
probablemente debido a la falta de actividad inmunomoduladora de HBeAg. La ausencia de
HBeAg provocaria un aumento de la presién del sistema inmune generando una mayor
heterogeneidad en la QS pero impidiendo que el virus se replique, por la eliminacion de

hepatocitos infectados, reduciendo la carga viral.
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5. Una carga viral elevada no significa necesariamente una mayor complejidad, sino que una
variante especialmente eficaz para la replicacidn, con un mejor fitness en unas determinadas
condiciones, puede convertirse en la predominante, llevando a una poblacién de virus muy

grande pero muy homogénea.

6. La correlacion negativa entre la complejidad durante la evolucion de la QS en el periodo sin
tratamiento vy tras el fallo de este en la regién PC/Core/PBC, sugiere que los cambios que
ocurren durante la evolucion natural de la QS podrian estar afectados por la respuesta inmune

y determinar la evolucién de la misma regién bajo el tratamiento con NUCs.

7. Se requiere el estudio de la complejidad de QS en un fragmento que abarque la region
donde los NUCs ejercen la presion selectiva (RT) y la regién PC/Core/PBC simultdneamente
para dilucidar cémo la variacion en el PC/Core/PBC influye en la presidn que ejercen los NUCs

en esta region RT.

8. La region X/preCore presenta una mayor complejidad que la region P/S, esto esta de
acuerdo con el mayor grado de conservacién de RT y parece indicar que la regidn X/preCore

tolera mejor un mayor numero de cambios que P/S.

9. El aumento de la diversidad esta asociado a la seroconversidn y la complejidad presenta una
correlacién negativa antes del tratamiento y después del fallo del mismo, lo que sugiere la
importancia de estudiar la complejidad de QS antes de iniciar el tratamiento y usarla como un
posible factor predictivo de la evolucién del virus en el caso de no respondedores a NUCs. Con
la consolidacion de los métodos de NGS se podria llevar a cabo el estudio de haplotipos de
manera reproducible y asi usar los parametros de complejidad de QS para el manejo clinico de

la infeccion por el VHB.

10. Mediante UDPS se evidencia la existencia de mezclas de genotipos que cambian a lo largo
del tiempo, lo que pone de manifiesto la compleja dinamica de la QS del VHB como un
mecanismo adicional para adaptarse a nuevas situaciones, como son la respuesta del sistema
inmune o el tratamiento con NUCs. En este sentido los resultados sugieren que el Gen/A es
menos sensible al tratamiento con LAM y que el tratamiento antiviral es un factor importante

para inducir el cambio de genotipo.
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11. La alta prevalencia de infecciones mixtas en la region X/PC sumado a su elevada
complejidad sugieren que esta region podria ser un hot spot para la recombinacion. Las
discrepancias encontradas en los genotipos obtenidos en la regién X/PC y P/S de la misma
muestra del mismo paciente también sugieren fendmenos de recombinacion intergenotipica,
gue deberia confirmarse mediante técnicas de NNGS de un fragmento mas largo que abarcase

ambas regiones en la misma secuencia.

12. El resultado del genotipaje es altamente dependiente de la regién seleccionada para ello,
esto sumado a la alta prevalencia de infecciones mixtas y de posibles genotipos
recombinantes, ponen de manifiesto la necesidad de consensuar tanto la regién como la
tecnologia para el genotipaje del VHB y asi poder establecer el significado clinico de la

clasificacion genotipica.

13. Con las nuevas técnicas NNGS, que permiten la secuenciacion de fragmentos mds largos,
seria posible la amplificacion del genoma completo de 3,2 kb del VHB vy la posterior filogénesis
(técnica gold standard para el genotipaje) y ademas permitiria confirmar la recombinacion
intergenotipica, con el aumento de la rapidez y abaratamiento de estas técnicas, se podrian

llegar a usar con propdsitos clinicos de manera rutinaria.
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