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ABREVIACIONES 

A                                                                                                                                                       
A (nt)  Adenina 

aa   Aminoácido 

ADN   Ácido desoxirribonucleico 

ADNccc  ADN circular covalentemente cerrado 

ADNrc  ADN relajado circular 

Ag   Antígeno 

AGL  Loop antigénico presente en pre-S1 

ALT   Alanina aminotransferasa 

AN   Análogos de nuceós(t)idos 

anti-HBc  Anticuerpos contra el antígeno core del VHB 

anti-HBe  Anticuerpos contra el antígeno e del VHB 

anti-HBs  Anticuerpos contra el antígeno de superficie del VHB 

anti-PD1 Inhibidor del receptor de muerte celular programada 1 

APOBEC Apoliprotein B mRNA Editing enzyme, Catalytic polypeptide-like 

ARN   Ácido ribonucleico 

ARNm  ARN mensajero 

ARNpc  ARN precore 

ARNpg  ARN pregenómico 

AST  Aspartato aminotransferasa 

A.1  Amplicón 1 

A.2  Amplicón 2 

 

 

B 
BCP  Basal core promoter 

 

 

C 
C (nt)  Citosina 

C   Región core del genoma del VHB 

CBP   CREB binding protein 

CHB   Hepatitis crónica B / Pacientes con hepatitis crónica B sin daño hepático  

CI  Contenido de información 

Cp  Promotor preCore/pregenómico 

CpAMs Core protein Allosteric Modulators 

CRE   Cyclic-AMP-regulated enhancer 

CREB   Cyclic-AMP-response element binding protein 

CRS  Señal de retención citoplasmática 

CTD   Dominio carboxi-terminal de la proteína HBc 

Cys   Cisteína 

 

 

D 
Del  Deleción 

DR1/DR2  Repeticiones directas 1 y 2 
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E 
EB  Elution buffer 

Enh I/Enh II  Enhancer 1 y 2 

ESCRT  Endesomal sorting complexes required for transport 

ETV   Entecavir 

 

 

F 
F (aa)  Fenilalanina 

 

 

G 
G (nt)  Guanina 
G (aa)  Glicina 

 

 

H 
HBc   Proteína core 

HBC  Gen core 

HBcAg  Antígeno core  

HBcrAg Antígeno core-related 

HBeAg  Antígeno e  

HBsAg  Antigeno de superficie 

HBx   Proteína X 

HBX   Gen X 

HCC   Carcinoma hepatocelular / Pacientes con carcinoma hepatocelular 

HGS   Índice Gini-Simpson 

Hpl  Haplotipo 

HSN   Entropía de Shanon 

HSP  Heat shock protein 

HSPG   Heparán sulfato 

 

 

I 
Ins  Inserción  

InsDel  Inserción/Deleción 

IQR  Rango intercuartil  

 

 

K 
Kb  Kilobase 

KDa  Kilodalton 
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L 
LC  Pacientes con cirrosis hepática 

LHBsAg Proteína de superficie grande 

 

 

M 
Mf   Frecuencia de mutación 

Mfm  Average mutation frequency by molecule 

MHBsAg Proteína de superficie mediana 

MHR   Major hydrophilic region 

Min  Minutos 

MIR   Major immunodominant region 

mL  Mililitros 

MVB   Cuerpos multivesiculares 

 

 

N 
NAP  Ácidos nucleicos fosfotioados 

NF-Kb  Factor de transcripción de las cadenas ligeras kappa de las células B 

NGS   Next generation sequencing 

NPC   Poro nuclear 

NLS   Señal de localización nuclear 

nt   Nucleótido 

NTCP   Péptido co-transportador de sodio-taurocolato 

NTD  Dominio amino-terminal de la proteína HBc 

NXF1  Factor de exportación nuclear 1 

 

 

 

O 
ORF  Open Reading frame 

 

 

P 
P (aa)  Prolina 

P   Proteína polimerasa / Región P del genoma del VHB 

P5/P7  Primers adaptadores de la secuenciación por MiSeq Illumina 

P79Q  Sustitución aminoacídica de prolina por glutamina en la posición 79 

pb   Pares de bases 

PC  Proteína preCore  

PCR  Polymerase chain reaction 

PD1  Receptor de muerte celular programada 1 

PKC   Proteína quinasa C 

PreC/Core  Región preCore/core del genoma del VHB 

Pt  Paciente 
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Q 
Q (aa)  Glutamina 

qPCR  Quantitative polymerase chain reaction 

QS  Quasiespecie 

 

 

R 
R (aa)  Arginina 

RB  Región bisagra de la proteína HBc 

RH  Dominio ribonucleasa H de la polimerasa del VHB 

RISC  Complejo de Silenciamiento Inducido por ARN 

Rpm  Revoluciones por minutos 

RT  Retrotranscriptasa 

 

 

S 
S  Región S del VHB 

SBS  Secuenciación por síntesis   

SHBsAg Proteína de superficie pequeña 

siRNA  small interference RNA 

 

 

T 
T (nt)  Timina 

TAF   Tenofovir Alafenamide 

TDF   Tenefovir 

TLR   Toll-like receptor 

TP  Dominio terminal protein de la polimerasa del VHB 

TREX  Maquinaria de transcripción-exportación 

 

 

U 
UI  Unidades internacionales 

 

 

V 
VHB  Virus de la hepatitis B   

VHC  Virus de la hepatitis C 

VHD   Virus de la hepatitis D 

VIH   Virus de la Inmunodeficiencia Humana 

 

 

X 
X  Región X del genoma del VHB  

 

 

Y 
Y (aa)  Tirosina 
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RESUMEN 

A pesar de tener una vacuna preventiva eficaz, el virus de la hepatitis B (VHB) es un grave 

problema de salud mundial debido a su elevada prevalencia (afecta a más de 250 millones 

de personas en todo el mundo) y a la morbilidad que deriva de su cronicidad, pues es el 

primer factor virológico de riesgo en el desarrollo de carcinoma hepatocelular (HCC). La 

proteína HBc (codificada por el gen HBC) es imprescindible para el virus. Se autoensambla 

formando la cápside viral y gracias a su amplia red de interacciones interviene en múltiples 

procesos del ciclo viral. Aunque el tratamiento disponible actualmente permite controlar la 

replicación viral, hoy en día no es posible erradicar la infección, por lo que se necesitan 

nuevas estrategias terapéuticas. Además, considerando la gravedad de la evolución clínica 

de la enfermedad, la identificación de factores virológicos que pudieran pronosticar la 

progresión del daño hepático sería de gran ayuda en el seguimiento de los pacientes. En este 

proyecto de tesis doctoral se ha analizado, a través de secuenciación masiva, la conservación 

y la complejidad de la qusiespecies (QS) del VHB en la región del gen HBC en pacientes 

con hepatitis crónica B en diferentes estados de la enfermedad hepática. Con ello se han 

querido detectar, tanto regiones hiperconservadas (independientemente del cuadro clínico o 

el genotipo viral de los pacientes) que pudieran servir de posibles dianas para nuevas 

estrategias terapéuticas y/o diagnósticas como diferencias en términos de conservación, 

mutaciones y complejidad de la QS entre los distintos cuadros clínicos analizados que 

pudieran servir de factores pronósticos del avance de la enfermedad.  

El genoma del VHB se extrajo a partir de muestras de suero de pacientes con hepatitis 

crónica por VHB en diferentes etapas clínicas de la enfermedad y la región HBC del genoma 

viral se amplificó, a través de un sistema de amplificación de tres pasos secuenciales, 

dividido en dos amplicones. Seguidamente estos se secuenciaron por Next Generation 

Sequencing (NGS) a través de la plataforma MiSeq Illumina. Una vez hecho el genotipado 

de la población viral, la presencia de mutaciones se detectó alineando las secuencias 

obtenidas para cada paciente con una secuencia consenso del genotipo correspondiente. La 

conservación de la QS, tanto global como por grupo, se analizó calculando el contenido de 

información. También se analizaron diversos indicadores de complejidad de la QS.  

Se detectaron regiones (tanto nucleotídicas como aminoacídicas) hiperconservadas 

independientemente del cuadro clínico y del genotipo viral cuya elevada conservación podría 

evidenciar su importancia funcional, por lo que podrían ser valiosas dianas de terapia y 
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diagnosis. Además, se evidenciaron regiones conservadas específicamente en ciertos grupos 

clínicos, lo que sugiere un posible rol de estas regiones en la progresión de la enfermedad 

hepática. En los dos estudios realizados se detectó una sustitución aminoacídica (P79Q) en 

los pacientes con lesión tumoral (HCC). En estos mismos pacientes se detectó una elevada 

complejidad de la QS en la región de uno de los dos amplicones en los que se dividió el gen 

HBC. La elevada complejidad de la QS y la detección de la sustitución P79Q en los pacientes 

HCC podrían ser factores pronósticos de la transformación tumoral. Posteriores estudios 

serán necesarios para analizar con más profundidad la posible asociación entre estos factores 

y la lesión hepática. 

En resumen, los resultados obtenidos podrían servir como base para el desarrollo de 

estrategias panclínicas y pangenotípicas de tratamiento y diagnosis de la hepatitis crónica 

por VHB, así como para la identificación de factores pronósticos que puedan ayudar en el 

seguimiento de la enfermedad hepática. 
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ABSTRACT 

Despite having an effective preventive vaccine, the hepatitis B virus (HBV) is a serious 

global health problem due to its high prevalence (it affects more than 250 million people 

worldwide) and the morbidity derived from its chronicity, as it is the first virological risk 

factor in the development of hepatocellular carcinoma (HCC). The HBc protein (encoded by 

the HBC gene) is essential for the virus. It self-assembles forming the viral capsid and thanks 

to its wide network of interactions it intervenes in multiple steps of the viral cycle. Although 

the present therapeutic protocol allows to adequately control the viral replication, the 

eradication of the infection is not achievable, for which reason new therapeutic strategies are 

required. Moreover, considering the severity of the disease progression, the identification of 

viral prognostic factors could be extremely helpful in patients follow-up. In this doctoral 

thesis we have analysed, through massive sequencing, the conservation and complexity of 

the quasispecies (QS) of the HBC gene of HBV in patients with chronic hepatitis B at 

different clinical stages in order to detect both hyperconserved regions (regardless of the 

clinical stage or the viral genotype) that could serve as possible targets for new therapy 

and/or diagnostic strategies, and group-specific differences in terms of conservation, 

mutations and complexity of the QS that could serve as prognostic factors for the disease 

progression. 

HBV genome was extracted from serum samples of patients with chronic hepatitis B at 

different clinical stages and the HBC region was amplified, using a three-steps amplification 

protocol, divided in two amplicons. The amplicons were later sequenced by Next Genetation 

Sequencing (NGS) using the MiSeq Illumina platform. Once the viral population was 

genotyped, the presence of mutations was detected by aligning the sequences obtained for 

each patient with a consensus sequence of the corresponding genotype. QS conservation, 

both general and group-related, was studied by calculating the information content. QS 

complexity was analysed by considering different indexes.  

We detected some nucleotide and amino acid hyper-conserved regions (regardless of the 

clinical stage and the viral genotype) that could be used as therapeutic or diagnostic targets. 

Moreover, some group-specific conservation patterns, that could cover a role in disease 

progression, were observed. In both studies of the project an amino acid substitution (P79Q) 

was detected in patients with tumoral injury (HCC). The patients in this clinical stage showed 

a high QS complexity in one of the HBC amplicons. The P79Q mutation and the high 
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complexity in HCC patients could be used as prognostic factors of tumoral transformation. 

However, further studies are required to deeply clarify the possible association between these 

viral factors and the liver injury. 

In summary, the results here obtained could serve as a basis for the development of 

panclinical and pangenotypic strategies for the treatment and diagnosis of chronic hepatitis 

B as well as for the identification of prognostic factors that could be helpful in liver disease 

progression follow-up. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Virus de la Hepatitis B 

El Virus de la Hepatitis B (VHB) es un patógeno viral con tropismo específico para las 

células hepáticas y su infección crónica es la primera causa en el mundo de carcinoma 

hepatocelular (HCC) debido a infecciones virales. 

Desde 1982 se dispone de una vacuna preventiva (eficacia del 95-99% (1)), lo que ha 

permitido una reducción de la incidencia y prevalencia del VHB en ciertas áreas endémicas 

(2). No obstante, la organización mundial de la salud reporta que la infección crónica por 

VHB afecta a 257 millones de personas en todo el mundo, llegando a causar hasta 887.000 

muertes en 2015 (3). Esta infección es una importante causa de morbilidad. De hecho, el 

riesgo de desarrollar complicaciones hepáticas es elevado, pues causa el 30% de las cirrosis 

y el 53% de los HCC de todo el mundo (4). 

 

1.1.1 Historia 

En 1965 Blumberg y colaboradores identificaron un nuevo antígeno en la sangre de un 

aborigen australiano (5). Cuatro años después se relacionó con la hepatitis (6) y finalmente 

se supo que correspondía al antígeno de superficie del VHB (HBsAg) (7). En 1970 Dane y 

colaboradores visualizaron a través de microscopía electrónica las partículas virales del VHB 

(“partículas de Dane”) (8) pero se tardaron alrededor de 10 años más en secuenciar 

totalmente el genoma viral (9) y en determinar la estructura y replicación del virus (10). 

 

1.1.2 Taxonomía 

El VHB pertenece al género Orthohepadnavirus. Este se incluye dentro de la familia 

Hepadnaviridae, una familia de virus de ácido desoxirribonucleico (ADN) que infectan el 

hígado. Se han detectado virus similares en otros organismos animales, tanto en mamíferos 

como en aves (11). Todos ellos tienen tropismo exclusivo para el hígado, poseen una 

organización genómica muy parecida y comparten una estrategia de replicación única en la 

que se da un paso de transcripción inversa de un ARN mensajero del virus (11). 



19 
 

1.1.3 Epidemiología y prevalencia 

El VHB está presente en fluidos como la sangre, la saliva, el semen, las secreciones vaginales 

y la orina de las personas infectadas, por lo que se transmite en los adultos principalmente 

por vía parenteral (a través de agujas o de productos sanguíneos contaminados) y por vía 

sexual (12). En las zonas donde la infección es endémica, el virus se transmite 

mayoritariamente en la edad neonatal e infantil por transmisión vertical o perinatal.  El VHB 

pueda permanecer estable hasta 7 días en la superficie de un material inerte, por lo que el 

contacto con una superficie contaminada debido a malas prácticas como compartir material 

de higiene personal o material sanitario puede comportar su transmisión horizontal (12).  

El VHB se distribuye heterogéneamente a nivel global, con zonas geográficas donde su 

infección es endémica (Figura 1). Estas zonas incluyen África central y subsahariana, el este 

de Asia, islas del Pacífico, parte de la región de los Balcanes, la cuenca del Amazonas y en 

el norte de América, donde la infección afecta más del 8% de la población (en color azul 

oscuro en la Figura 1). En estas zonas la infección se adquiere mayormente por transmisión 

vertical o perinatal. Las zonas con prevalencia más baja (menos del 2% de la población) son 

las regiones tropicales i del centro de América latina, América del Norte y el oeste de Europa 

(2) (en azul más claro en la Figura 1). En estas regiones el virus se suele adquirir a edades 

adultas por transmisión parenteral debido a la inoculación de drogas por vía intravenosa o a 

prácticas sexuales de riesgo (13). 

 

Figura 1: Prevalencia global de la infección crónica por VHB. Imagen modificada de Papastergiou V et al (4).  
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1.1.4 Genotipos del VHB 

La elevada tasa de evolución del VHB ha causado la aparición y fijación diferencial de 

ciertas mutaciones en distintas poblaciones y zonas geográficas del mundo determinando así 

diferentes genotipos que se clasifican filogenéticamente en función de su divergencia 

genética (más del 7,5% en el genoma viral completo). Existen 9 genotipos (A-I) y un 

supuesto décimo genotipo (J) que ha sido aislado en solo una persona (14). Los genotipos se 

dividen y clasifican en subgenotipos cuando la diferencia intragrupal (entre los distintos 

genomas de un mismo genotipo) es del 4-8%. Se han detectado al menos 35 subgenotipos 

distintos (15). 

Los distintos genotipos virales presentan una distribución geográfica concreta (como se 

muestra en la Figura 2). Los genotipos A y D, por ejemplo, son más típicos de poblaciones 

caucásicas, mientras que el genotipo C afecta mayormente a poblaciones asiáticas.  

 

 

Figura 2: Distribución geográfica de los genotipos del VHB. Imagen extraída de Sunbul M (16). 

 

Conocer los distintos genotipos es importante ya que se asocian a diferentes evoluciones 

clínicas como la progresión de la enfermedad o la respuesta terapéutica (16,17). Por ejemplo, 

los genotipos A y B muestran una mejor respuesta al tratamiento con interferón, 

seroconversión más temprana y mayor probabilidad de remisión sostenida, con menor 

actividad de la enfermedad a nivel histológico que los genotipos D y C que están más 

asociados a hepatitis severas con elevada probabilidad de desarrollar cirrosis y HCC (18,19). 
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1.2 Características clínicas de la infección por VHB 

 

1.2.1 Marcadores virológicos en el estudio clínico de la infección por VHB 

Existen diferentes marcadores virológicos para el estudio de la infección por VHB. El 

antígeno core (HBcAg, correspondiente a la proteína core o HBc) es uno de los primeros 

marcadores de la infección. A este le acompañan el ADN viral, el antígeno de superficie 

(HBsAg) y el antígeno e (HBeAg). Este último se considera un marcador de replicación 

viral. Los distintos marcadores son esenciales para definir correctamente el estado de la 

infección y para trazar una estrategia de tratamiento adecuada. A estos marcadores clásicos, 

se les han ido añadiendo otros como el antígeno core-related (HBcrAg) o el ARNpg 

circulante.  

El ARNpg se usa como marcador de la actividad transcripcional del ADNccc en el hígado y 

desde que se determinó que el ARN del VHB en sangre periférica es ARNpg en 2016 ha 

habido un número creciente de estudios sobre el tema (20,21). Los niveles de ARNpg en 

suero pueden predecir la historia natural de los pacientes con hepatitis crónica por VHB (22). 

El antígeno core-related consiste en la detección por quimioluminiscencia de las proteínas 

HBc, HBeAg y p22 del VHB. Este se considera un marcador prometedor en pacientes con 

baja carga viral (como pacientes tratados) (23) y pacientes con infección crónica HBeAg-

negativos (24).  

 

1.2.2 Historia natural de la infección 

 

1.2.2.1 Infección aguda 

La infección aguda por el VHB se caracteriza, generalmente, por un cuadro o sintomático 

leve (astenia, cefaleas, náuseas, febrícula y malestar general entre otras) o del todo 

asintomático, siendo muy inusuales los cuadros severos que desarrollan una hepatitis 

fulminante (1% de los casos de hepatitis aguda ictérica) (25). La respuesta inmune que se da 

tras la infección genera una respuesta inflamatoria que se autolimita en más del 95% de 

adultos inmunocompetentes (26). El tiempo de incubación dura entre 30 y 180 días. El 

HBsAg y el ADN del VHB (pudiendo llegar a niveles muy elevados) son los primeros 

marcadores virológicos en aparecer, seguidos por HBeAg. A medida que los anticuerpos 
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empiezan a actuar, los marcadores virológicos empiezan a descender. Las ALT y AST 

(indicadores de daño hepático) aumentan al iniciarse la replicación viral como efecto del 

daño citotóxico ocasionado por la respuesta inflamatoria que se ha generado (27) (Figura 3).  

 

 

Figura 3: Marcadores serológicos de la infección aguda por VHB. La figura muestra la evolución de los diferentes 
marcadores, tanto virológicos como bioquímicos, que caracterizan la infección aguda por el VHB. El ADN (en azul oscuro) 
y el HBsAg (en rosa) son los primeros marcadores en aparecer, al poco tiempo de la infección, mientras que el HBeAg 
(lilla) es más tardío. Las ALT (en verde) empiezan a aumentar una vez que la replicación viral llega a su pico (alrededor 
de la semana 5). A medida que aumenta la respuesta de anticuerpos (en azul claro los anticuerpos anti-HBc, en granate los 
anti-HBe y en amarillo los anti-HBs), los niveles de los marcadores empiezan a descender. Imagen extraída de Ganem D 
et al (27). 

 

La infección aguda por VHB se suele resolver a las 4-8 semanas sin necesidad de terapia. El 

fallo hepático agudo ocurre muy raramente y es favorecido por sobre o coinfecciones con el 

VHD o por un daño hepático previo (28).  

En un porcentaje muy limitado de pacientes que se infectan en edad adulta y en la mayoría 

de los pacientes que se infectan por vía perinatal, la infección aguda deja paso a una infección 

crónica (29). 

 

1.2.2.2 Infección crónica 

La infección crónica por VHB se define por la persistencia de HBsAg en suero por más de 

seis meses (26). Los síntomas son diversos, pudiendo variar desde inespecíficos hasta una 

fibrosis hepática que progresivamente puede dar lugar a descompensación hepática o HCC 

como resultado independientemente de si se ha pasado por un estado de cirrosis (30).  
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El cuadro clínico de infección crónica perdura durante años y se caracteriza por la 

persistencia de los antígenos virales (HBsAg y en algunos casos del HBeAg), por un nivel 

de ADN viral detectable (desde niveles bajos a carga virales muy altas) y por la presencia 

de anti-HBc (indicativo de la pasada fase aguda) (Figura 4). 

 

Figura 4: Marcadores serológicos de la infección crónica por VHB. La figura muestra los niveles de los distintos 
marcadores virológicos y bioquímicos en el caso de infección aguda que progresa a infección crónica. Los niveles de ADN 

viral y HBsAg se mantienen altos durante años después de la infección y resolución de la fase aguda. Los niveles de HBeAg 
disminuyen en cuanto aumentan los niveles de anticuerpos anti-HBe. Imagen extraída de Ganem D et al (27). 

 

En función de los marcadores se diferencian distintos cuadros clínicos. Dependiendo de los 

niveles de ALT, se distinguen la infección crónica (no hay evidencias de necroinflamación, 

niveles de ALT normales) de la hepatitis crónica, la cual puede ser HBeAg positiva o 

negativa (Figura 5).  

 

Figura 5: Fases de la historia natural y clasificación de pacientes infectados crónicamente por VHB basada en marcadores 
de enfermedad hepática y del VHB según las nuevas guías de tratamiento clínico de la EASL. Imagen extraída de 

Lampertico P et al (31). 
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A continuación, se detallan las características virológicas y bioquímicas de los distintos 

cuadros clínicos: 

 

 

● Infección crónica por VHB HBeAg positiva (antigua fase de Inmunotolerancia): Se 

caracteriza por la presencia de HBeAg y viremia elevada, sin evidencias de 

necroinflamación ni de fibrosis (o fibrosis ínfima). El avance de la enfermedad 

hepática en esta etapa es mínimo a pesar de la alta viremia (26). No obstante, el 

genoma viral puede integrarse en el ADN del hepatocito aumentando el riesgo de 

padecer HCC en el futuro (29).  

 

 

● Hepatitis crónica por VHB HBeAg positiva: En esta fase los niveles de ADN del 

VHB suelen ser altos pero variables, los niveles de ALT aumentan y la histología 

hepática revela necroinflamación con etapas variables de fibrosis (32). La activación 

de la respuesta inmune en muchos casos causa la seroconversión de HBeAg y un 

agravamiento de la necroinflamación y la fibrosis, por lo que una durada prolongada 

de esta fase incrementa el riesgo de desarrollar cirrosis y HCC (29).  

 

 

● Infección crónica por VHB HBeAg negativo (antigua fase de portador inactivo): Los 

niveles de ADN viral son muy bajos (<2000 UI/mL) o indetectables y los niveles de 

ALT son normales. Esta fase tiene un buen pronóstico y el 1-3% de los caso llegan 

incluso a perder espontáneamente el HBsAg (26,29). 

 

 

● Hepatitis crónica por VHB HBeAg negativo: se caracteriza por una viremia superior 

a 2000 UI/mL y niveles de ALT elevados o fluctuantes. En esta fase de infección 

activa la enfermedad hepática progresa a nivel histológico y hay una mayor 

probabilidad de descompensación hepática pudiendo ocasionar cirrosis y HCC 

(29,33). 
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1.2.3 Hepatocarcinoma y VHB 

El HCC es una de las principales causas de muerte por cáncer en todo el mundo y el VHB 

juega un papel muy importante en esta enfermedad hepática severa, pues causa el 50-80% 

de todos los casos de HCC (34).  

En un hígado dañado la deposición de tejido fibrótico en la cirrosis promueve la expansión 

clonal de los hepatocitos formando nódulos. Esta elevada tasa de proliferación celular podría 

promover los primeros eventos de transformación asociados a la carcinogénesis. No 

obstante, el HCC no siempre sucede a la cirrosis, pues se puede desarrollar en hígados no 

cirróticos y por lo tanto el nódulo tumoral, altamente replicativo, no siempre surge de un 

nódulo regenerativo preexistente (35).  

El VHB puede promover la carcinogénesis de forma directa o indirecta (36). Este no es un 

virus citopático, y los daños observados en el tejido hepático de un paciente de VHB se 

asocian principalmente a la infiltración de células inmunes (37). Considerando la alta tasa 

de regeneración del tejido hepático, la proliferación de los hepatocitos derivada de este daño 

hepático podría favorecer la aparición de modificaciones preneoplásicas que aumenten el 

riesgo de carcinogénesis. El VHB también puede promover directamente la transformación 

celular mediante la integración del genoma viral en el genoma del huésped (38). Más del 

80% de los casos de HCC asociados a VHB presentan esta integración genómica, siendo uno 

de los principales factores que desencadenan la carcinogénesis (39).  

Así pues, la infección crónica por VHB promueve un estado de inflamación hepática que 

causa daños e irregularidades en los hepatocitos, ocasionando una regeneración 

descontrolada del tejido como consecuencia que favorecerá la aparición de nódulos 

fibróticos. Este estado de inflamación crónica sumado a la activa replicación celular puede 

favorecer una inestabilidad genómica que potencie procesos de carcinogénesis en estos 

nódulos, dando lugar al HCC. 
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1.3 VHB: características estructurales y genéticas. 

 

Aunque el VHB sea uno de los virus más pequeños en términos de tamaño y de longitud del 

genoma, sus características estructurales y su complejidad genética hacen que sea un virus 

muy peculiar entre los virus a ADN.  

Es un virus de 40-42 nm de diámetro (Figura 6),  dotado de envuelta lipídica que recubre 

una nucleocápside proteica icosaédrica formada por 180-240 moléculas de la proteína HBc 

(HBcAg) (40,41). La envuelta consta de 3 tipos de proteínas de superficie que se diferencian 

entre ellas por el tamaño (small o SHBsAg, medium o MHBsAg y large o LHBsAg). Las 3 

tienen la misma porción C-terminal, pero difieren en el tamaño de la región N-terminal (42). 

Dentro de la cápside proteica se encuentra el genoma viral, la polimerasa viral y otras 

proteínas del huésped que participan en el ciclo replicativo (como por ejemplo isoformas 

específicas de la proteína quinasa C (PKC)) (43). 

 

 

 

Figura 6: Composición de la partícula viral del VHB circulante en sangre. Se reportan sus componentes principales. 
Imagen extraída y modificada de © 2002 James A. Perkins, Medical and Scientific illustrations 
(http://people.rit.edu/japfaa/infectious.html). 

 

  

 

 

http://people.rit.edu/japfaa/infectious.html
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1.3.1 Organización del genoma del VHB 

Pese a su reducida longitud, el genoma del VHB codifica diferentes proteínas funcionales y 

estructurales. Este genoma se compone de una molécula de ADN de doble cadena 

parcialmente relajado, circular pero no cerrado covalentemente (ADNrc, ADN relajado 

circular) de 3,2 Kb (Figura 7). La cadena negativa (-ADN) contiene la secuencia completa 

del ADN viral mientras que la cadena positiva (+ADN) abarca 2/3 del tamaño del genoma. 

Al final de las dos cadenas hay dos secuencias cortas de 11 nucleótidos (nt) llamadas DR1 

y DR2 (Repeticiones Directas), codificadas respectivamente por la cadena negativa y 

positiva, que mantienen la configuración circular del ADNrc por complementariedad y son 

esenciales para la replicación viral (44).  

 

El ADN del VHB consta de 4 promotores (promotor preS1, promotor S, promotor 

preCore/pregenómico (Cp), que incluye el promotor basal del Core o BCP y el promotor X), 

2 elementos de transcripción (enhancing, Enh I y Enh II) y 4 marcos de lectura abiertos 

(Open reading frame, ORF: P, S, PreC/Core y X) que se solapan entre sí (45) (Figura 7).  

 

De la transcripción de estos 4 ORFs por la ARN polimerasa II celular se forman 4 ARN 

mensajeros (ARNm) virales subgenómicos (preS1, preS2/S, preCore (ARNpc) y X) que se 

traducen a las tres proteínas de superficie (SHBsAg, MHBsAg y LHBsAg), al antígeno “e” 

(HBeAg) y a la proteína X (HBx) y un ARNm pregenómico (ARNpg) que puede servir de 

molde para la síntesis de nuevas moléculas de ADNrc o bien traducirse a las proteínas HBc 

y polimerasa viral (P) (45,46).   
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Figura 7: Organización del genoma del VHB. En la figura se muestran los 4 ORFs (representados en diferentes colores) y 
se aprecia el alto grado de solapamiento entre ellos. También se observa la posición de diferentes elementos como las 

repeticiones directas (DR1 y DR2) y los enhancers (Enh I y Enh II). Se reportan también los distintos ARN mensajeros 
que se forman durante la replicación del VHB: el ARN X de 0,7 kb, el ARN preS1 de 2,4 kb, el ARN preS2/S de 2,1 kb y 
los ARN preCore y pregenómico de 3,5 kb (ambos se transcriben bajo el control del mismo promotor, el 
preCore/pregenómico). Imagen extraída de Minor MM et al (47). 

 

 

El ORF P abarca alrededor del 70% del genoma y codifica la polimerasa viral. Esta 

polimerasa incluye las funciones de transcriptasa inversa (retrotranscriptasa, RT), ADN 

polimerasa ADN dependiente (para la síntesis de la cadena positiva) y actividad RNAsa H 

(RH, para la eliminación del ARN usado como molde). Todas estas actividades enzimáticas 

se encuentran localizadas en lo que se denomina el dominio P. El otro dominio, dominio TP 

o terminal protein permite, a través de un residuo conservado de tirosina, la unión al ARN 

viral dando lugar al inicio de la síntesis de la cadena negativa de ADN por un proceso de 

retrotranscripción (48). 
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El ORF S codifica las tres proteínas de superficie de la envuelta. La proteína de superficie L 

(Large, LHBsAg) se traduce a partir de las regiones preS1, preS2 y S. La proteína de 

superficie M (Medium, MHBsAg) consta de las regiones preS2 y S, mientras la proteína de 

superficie S (Small, SHBsAg) se obtiene a partir de la región S solamente. Las tres proteínas 

de superficie contienen la región principal hidrofílica MHR (Major hydrophilic region, aa 

99-169 de la secuencia de SHBsAg) donde se localiza el “determinante a” (aminoácidos (aa) 

124-147) que es el principal dominio antigénico usado como diana para la respuesta 

neutralizante de anticuerpos de células B tras la infección o vacunación (49). El ORF S se 

solapa completamente con el ORF P y por lo tanto una mutación en uno de estos genes se 

puede ver reflejada en el otro (50).  

 

El ORF más pequeño es el X, que codifica la proteína multifuncional y pleiotrópica X (HBx). 

Se solapa en gran parte con el dominio RH del ORF P y con el BCP del ORF PreC/Core. En 

su secuencia también encontramos la región DR2 y parte de los enhancers Enh I y Enh II. 

HBx es una proteína intracelular que tiene una gran capacidad transactivante e interfiere en 

una gran variedad de funciones celulares, por lo que tiene un papel importante en el 

desarrollo de HCC (51).  

 

El ORF PreC/Core es objeto de estudio de este proyecto de tesis doctoral y sus características 

se detallan a continuación. 

 

 

1.3.2 ORF PreC/Core 

El ORF PreC/Core codifica las proteínas HBc y HBeAg. Está parcialmente solapado en sus 

extremos con los ORFs X y P, su transcripción se da bajo el control del promotor 

preCore/pregenómico (Cp, nt 1613-1849). Gracias a este promotor se producen dos ARN 

mensajeros de 3,5kb: el ARNpg y el ARNpc. Este ORF consta, de hecho, de dos codones de 

inicio de traducción en la misma pauta de lectura. El primero se encuentra en la posición 

nucleotídica 1814 del genoma del VHB y el segundo en la posición nucleotídica 1901.  

Si la transcripción empieza en la posición 1901 se producirá HBc (también llamada p21) a 

partir de la traducción del ARNpg. Si la transcripción empieza en la posición 1841 se 

producirá la proteína preCore (PC o p25) a partir de la traducción del ARNpc. Esta es el 
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precursor inicial de HBeAg (p17), una proteína viral con función inmunomoduladora (52–

54). El HBeAg se produce a partir de la proteína p25 como resultado de eventos de 

proteólisis llevados a cabo por furin proteasas en el lumen del retículo endoplasmático 

rugoso que formarán una molécula proteica intermedia llamada p22, que será el precursor 

final de HBeAg (55) (Figura 8). 

 

 

Figura 8: Traducción de las proteínas HBc (HBcAg) y HBeAg a partir del ORF PreC/Core. A partir del ORF PreC/Core 
se producen dos ARN mensajeros: el ARNm preCore y el ARNpg. Este último codifica por HBc (o p21), mientras que el 
ARNm preCore codifica la proteína p25, que gracias a la acción de las furin proteasa celulares, dará origen a la proteína 
p22 y finalmente al HBeAg (p17). Imagen extraída de: Caballero A (56). 
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1.4 Ciclo replicativo del VHB 

 

El VHB entra en los hepatocitos gracias a un mecanismo de doble interacción (Figura 9, 

punto A). Primero, los residuos de lisina y arginina de un loop antigénico (AGL) presente 

en pre-S1 permiten la interacción electrostática de la partícula viral con HSPG, un 

proteoglicano muy abundante en la membrana plasmática de los hepatocitos (57). Este 

acoplamiento facilita la interacción entre los aa 2-48 del preS1 con el receptor específico 

NTCP (péptido co-transportador de sodio-taurocolato) en la membrana basolateral de los 

hepatocitos. Las partículas virales entonces son traspasadas al interior celular. Se han 

propuesto dos vías de entrada: por fusión de la envuelta viral con la membrana plasmática o 

por endocitosis (hipótesis más aceptada) (58).  

 

Una vez liberadas en el citoplasma las partículas virales se dirigen a los complejos del poro 

nuclear (NPC) a través de microtúbulos gracias a un mecanismo de transporte activo (59) 

(Figura 9, punto B). Este complejo proteico atraviesa la doble membrana nuclear y permite 

el intercambio de moléculas entre el núcleo y el citoplasma a través del reconocimiento de 

un dominio NLS (señal de importación nuclear). La proteína HBc presenta una secuencia 

NLS que permite a la cápside atravesar el NPC hasta la canasta nuclear (estructura en forma 

de jaula situada en la cara nuclear del NPC).  

 

Seguidamente (Figura 9, punto C), las cápsides se desacoplan y las proteínas HBc y el 

genoma viral se liberan en el carioplasma. En el carioplasma, las enzimas de reparación 

celular completan la cadena positiva del ADNrc, los extremos se ligan y, gracias a la 

interacción con proteínas virales (HBc) y celulares (histonas), se forma el ADNccc 

(molécula de ADN circular covalentemente cerrada de doble cadena) (60). Esta es una 

molécula de ADN estable que asume una estructura similar a un minicromosoma y cuya 

expresión está regulada por modificaciones epigenéticas (61). Se estima que se pueden 

acumular hasta 50 moléculas de ADNccc en una misma célula infectada (62). Esta 

acumulación de material genético viral en el núcleo de la célula huésped es el principal 

obstáculo para la erradicación de la infección. 
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Figura 9: Esquema del ciclo replicativo del VHB. Los diferentes pasos explicados en el apartado están representados por 
letras (A: entrada, B: transporte nuclear, C: desacoplamiento de las cápsides, liberación en el carioplasma y reparación y 

formación del ADNccc, D: producción de los ARN mensajeros, E: retrotranscripción, F: adquisición de envuelta y 
secreción). Imagen modificada de Chan HLY et al (63).  

 

 

La ARN polimerasa II del huésped transcribe entonces el ADNccc produciendo los distintos 

ARN mensajeros (Figura 9, punto D). Como se ha explicado anteriormente, el ARNpg 

codifica las proteínas HBc y polimerasa viral y sirve de molde para la síntesis de nuevas 

moléculas de ADNrc mediante un proceso de retrotranscipción (Figura 9, punto E). Este 

proceso empieza con la unión de la polimerasa del VHB a la señal de encapsidación ε del 

extremo 5’ del ARNpg, que desencadenará el co-empaquetamiento del complejo 

ribonucleoproteico (formado por la polimerasa viral y el ARNpg) en la cápside viral de 

nueva formación (64). Las nucleocápsides van madurando gracias a pasos secuenciales de 

fosforilación y desfosforilación de los residuos fosforilables del dominio C-terminal de las 

proteínas HBc, en los que su desfosforilación parcial final será necesaria para una óptima 

encapsidación y formación del ADNrc (65). Gracias a la función RT de la enzima polimerasa 

viral se sintetiza, primero, la hebra negativa del ADNrc a partir del ARNpg. Seguidamente 

la función RNAsa H de la enzima eliminará el ARN usado como molde, dejando solo un 
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pequeño extremo en 5’ que la actividad polimerasa de la enzima usará como primer para la 

síntesis de la hebra positiva del ADNrc (66).  

Las nucleocápsides ya maduras pueden adoptar la envuelta para formar nuevas partículas 

virales pasando por los cuerpos multivesiculares (MVB), que generan vesículas 

intraluminales que desde el citosol irán hasta la membrana plasmática donde las partículas 

virales adquieren la envuelta lipoproteica (Figura 9, punto F). El proceso de formación de 

vesículas intraluminales está a su vez mediado por la maquinaria del ESCRT (complejo de 

clasificación endosómica necesario para el transporte) (67). Finalmente, las nuevas 

partículas virales infecciosas son liberadas de al torrente sanguíneo. 

 

Hay otras características a tener en cuenta cuando se habla del ciclo replicativo del VHB. 

Las partículas neoformadas, en vez de adquirir la envuelta y ser liberadas al torrente 

sanguíneo, pueden volver al núcleo donde liberan el ADNrc aumentando así el pool de 

moléculas de ADNccc acumuladas en el núcleo (proceso llamado reciclaje nuclear) (68). 

Además, el genoma del VHB una vez en el núcleo puede integrarse en el genoma de la célula 

huésped. Este fenómeno se asocia particularmente con el desarrollo de HCC y se ha 

detectado en más del 80% de estos pacientes (39). Otra característica a tener en cuenta es el 

exceso en la producción de proteínas de superficie, que dan forma a unas partículas llamadas 

partículas subvirales (filamentosa o esféricas) que también se secretan al torrente sanguíneo 

como las partículas virales infecciosas pero lo hacen en una proporción mucho mayor (69). 

  

 

1.5 Tratamiento contra el VHB 

 

Las guías europeas recomiendan el tratamiento en todos aquellos pacientes con hepatitis 

tanto HBeAg positiva como negativa con viremia >2.000 UI/mL, ALT elevadas y signos de 

daño hepático (70). Hay dos estrategias de tratamiento principales.  

 

El primer protocolo terapéutico se basa en la administración de análogos de nucleós(t)idos 

(AN) que inhiben la retrotrascripción viral permitiendo una rápida caída de la carga viral. 

Entre estos se encuentran como medicamentos de primera línea Entecavir (ETV), Tenofovir 

(TDF) y Tenofovir Alafenamide (TAF), que se caracterizan por una alta barrera genética, es 
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decir, menor probabilidad de que el virus adquiera mutaciones asociadas a resistencia (70). 

A pesar de su elevada eficacidad, se necesita un periodo de tratamiento muy largo, con un 

riesgo relativamente importante de reactivación de la infección si se interrumpe la terapia. 

Concretamente, casi todos los pacientes con niveles de ADN del VHB superiores a 3 log 

copias/mL sufren una reactivación de la infección aproximadamente al año de interrumpirla 

mientras que esta reactivación se da en el 70% de los pacientes con niveles de ADN viral 

inferiores al mencionado (71). 

 

La segunda estrategia terapéutica consiste en la administración de interferón 𝛼 pegilado para 

que se instaure un control inmunológico de la infección en un periodo de tiempo 

relativamente corto. No obstante, este protocolo de tratamiento presenta ciertos límites 

debido a sus reacciones adversas y a la imprevisibilidad de la respuesta virológica (72).  

 

A pesar de que el tratamiento contra el VHB permite controlar adecuadamente la infección, 

su erradicación hoy en día no es alcanzable. Este hecho es debido a la persistencia del 

material genético viral (ADNccc) en el núcleo de los hepatocitos infectados. Por lo tanto, la 

comunidad científica ha establecido como objetivo terapéutico la cura funcional, es decir, el 

aclaramiento serológico de HBsAg. No obstante, con los tratamientos de los que se disponen 

hoy en día, solamente el 3-7% de pacientes alcanzan esta cura funcional (73). Por esta razón 

la comunidad científica está interesada en desarrollar nuevas estrategias terapéuticas, tanto 

tratamientos inmunomoduladores como moléculas antivirales de acción directa.  

 

1.5.1 Nuevos tratamientos 

La infección por VHB causa una alteración de la respuesta inmunitaria que se caracteriza 

por la inducción de la respuesta innata, una activación de citoquinas muy pobre y la presencia 

de células B y T disfuncionales (74). Por estos motivos, entre las nuevas estrategia de 

tratamiento en fase de desarrollo se encuentran agonistas de los receptores toll-like receptors 

(TLR), responsables de reconocer motivos de patógenos y así activar la respuesta de 

interferones (75) o el tratamiento con checkpoint inhibitors,  como un inhibidor del PD-1 

(un receptor coinhibitorio involucrado en la muerte programada de las células linfocitarias). 

Un estudio publicado recientemente muestra como el tratamiento en fase I con anti-PD-1 en 

pacientes con supresión virológica se asocia a un descenso del nivel de HBsAg (76). 
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 Por otro lado, las nuevas estrategias terapéuticas incluyen también antivirales de acción 

directa (Figura 10). Entre estos cabe destacar el Myrcludex-B, un antagonista competitivo 

del receptor NTCP (75) o los moduladores del ensamblaje de proteínas HBc (Core protein 

Allosteric Modulators: CpAMs) que interaccionan con los dímeros de HBc alterando la 

formación de la cápside, inhibiendo la encapsidación del ARNpg y consecuentemente su 

retrotrascripción (77).  

Otras tácticas consisten en promover la degradación del ADNccc (78), o su silenciamiento 

epigenético (por ejemplo modificando su estado de metilación o modificando las histonas 

que forman parte del su estructura) (79).  

El tratamiento con polímeros de ácidos nucleicos fosfotioados (NAP) disminuyen la 

secreción de HBsAg mediante interacciones hidrófobas con la superficie del antígeno, 

evitando los cambios conformacionales o posibles interacciones entre hélices necesarias para 

su secreción al exterior celular (80). También se ha sugerido la posible efectividad de la 

inhibición de la actividad RNAsa H de la polimerasa viral para el tratamiento contra el VHB 

(81). 

El silenciamiento génico a través de ARN de interferencia (small interference RNA o siRNA) 

se presenta entre las estrategias de acción directa como una opción muy prometedora (82). 

Estos son un tipo de ARN interferente de 20-25 nt de longitud que promueven el 

silenciamiento de genes mediante la unión a una región específica diana del ARNm que se 

quiere silenciar, formando así un ARN de doble cadena que activa el Complejo de 

Silenciamiento Inducido por ARN (RISC) para que lo degrade. La gran ventaja de esta 

estrategia es el alto nivel de superposición entre los diferentes ORFs del genoma del VHB 

por lo que un siRNA dirigido contra un transcrito podría interferir con otros transcritos 

virales. Se ha demostrado que siRNAs dirigidos a los transcritos de HBC o de HBX se 

asocian a una detención de la expresión génica del virus, evidenciándose en la disminución 

de los niveles de HBsAg, HBeAg y también del material genético viral. Por ejemplo, un 

estudio hecho con una combinación de siRNAs dirigidos al HBX (ARC-520) en combinación 

con entecavir mostró una disminución de HBsAg en pacientes HBeAg negativos (83–85).  
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Figura 10: El ciclo replicativo del VHB y los puntos en los que podrían interferir los antivirales de acción directa. Las 
diferentes estrategias que se comentan en el texto están marcadas en rojo y se indica el punto del ciclo replicativo del VHB 

en el que interfieren. NAP: polímeros de ácidos nucleicos fosfotioados; CpAMs: moduladores alostéricos de HBc; siRNA: 
ARN pequeños de interferencia. Imagen modificada de Chan HLY et al (63).  

 

 

 

1.6 HBc: una proteína estructural y funcional clave en la replicación del 

VHB 

 

Como se ha detallado tanto en el apartado 1.3.2: ORF PreC/Core, como en el apartado 1.4: 

Ciclo replicativo del VHB, la proteína Core o HBc surge de la expresión del segundo codón 

de inicio de traducción del ORF PreC/Core (nt 1901, posición que indica el inicio del gen 

HBC).  

HBc es una proteína imprescindible a nivel estructural para el VHB y, además, desempeña 

importantes funciones en el ciclo viral. Puede encontrarse tanto en el citoplasma como en el 

núcleo del hepatocito infectado (41), por lo que desempeña un gran abanico de funciones 

que se detallan a continuación. 
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1.6.1 Dominios funcionales de la proteina HBc 

HBc es una proteína de 183 aa (185 aa en el genotipo viral A) y de 21 KDa de peso molecular 

(por eso también se conoce como p21). Desde un punto de vista funcional, se diferencian 

dos dominios. Uno en el extremo amino-terminal (NTD, aa 1-149) y uno en el carboxi-

terminal (CTD, aa 150-183) unidos por una región bisagra (RB entre los aa 140-149; 

normalmente incluida en el NTD) (Figura 11). El dominio NTD cumple con la función de 

autoensamblaje mientras que el CTD es el dominio funcional y versátil de la proteína, con 

un papel muy importante en el ciclo viral (86). 

 

 

Figura 11: Representación esquemática de los dominios funcionales de HBc. Los distintos dominios están representados 
por distintos colores: en azul el NTD, en azul claro la región bisagra y en verde el dominio CTD. Las posiciones 
aminoacídicas de los dominios están reportadas encima de cada extremo.   

 

En la estructura tridimensional de la cápside viral, el dominio NTD queda en la superficie 

de la cápside, formando una estructura de espículas hacia el exterior, posibilitando la 

dimerización y así, el ensamblaje. En este dominio se encuentran dos regiones importantes 

desde un punto de vista inmunológico: la principal región de reconocimiento por parte de 

células B (aa 74-83) (87), y dentro de esta, la región inmunodominante MIR (Major 

Immunodominant Region, aa 78-82) (88). 

 

El dominio CTD, gracias a sus regiones ricas en arginina, está involucrado en la interacción 

con el genoma viral. Sus múltiples funciones serán descritas con más detalles en los 

apartados que siguen. 

 

1.6.2 HBc y su rol estructural: ensamblaje y formación de la cápside viral  

La estructura de HBc es helicoide (Figura 12 A) y consta de 5 hélices alfa de las cuales las 

hélices 2 y 3 crean una horquilla (“hairpin”) que marca el patrón de plegamiento de la 

proteína y permite la formación de dímeros que se estabilizan por un puente disulfuro entre 

los residuos cys-61 (Cisteína en la posición aminoacídica 61) de cada monómero (marcado 

en verde en la Figura 12 B) (89). Los dímeros tienen forma de T invertida, proyectando hacia 
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el exterior las 4 hélices encargadas de la dimerización (2 hélices por monómero), que 

conformarán las espículas de la cápside (90) en cuya punta se localiza la región 

inmunodominante MIR. Los dímeros se acoplan de 3 en 3 formando hexámeros (6 HBc en 

total, Figura 12 C) que finalmente se ensamblan formando la típica cápside icosaédrica viral 

(Figura 12 D). Esta podrá ser más grande o pequeña, con un diámetro de 34 o 30 nm y una 

simetría con número de triangulación del empaquetamiento T=4 o T=3 (donde T es el 

número de triángulos en que queda subdividida cada cara del icosaedro) en función de si 

contiene 240 o 180 moléculas individuales de HBc respectivamente (41). Los dos tipos de 

cápside comentados se pueden encontrar en los hepatocitos infectados, no obstante, las T=4 

parecen seleccionarse preferentemente para ser envueltas y formar partículas infecciosas 

(91).  

 

Figura 12: Formación de la cápside del VHB. A: Representación del monómero de HBc. Las hélices involucradas en la 

formación de la horquilla se indican e identifican con flechas y números en rojo. B: Estructura de los dímeros de HBc. Los 
dos monómeros se acoplan y su estructura se estabiliza mediante un puente disulfuro (evidenciado en verde) formado entre 
los residuos de Cisteína de la posición aminoacídica 61 de cada uno de los dos monómeros. C: Representación de un 
hexámero de HBc. D: Imagen de la cápside icosaédrica resultante del ensamblaje de HBc. Imagen modificada de Zlotnick 
A et al (89) y Wynne SA et al (92). 

 

 

La cápside también está provista de unas fenestraciones que podrían ser cruciales para el 

acceso de los nt hacia su interior durante la síntesis de ADN (92). 

 
 

1.6.3 HBc: una proteína funcional en la replicación viral y en la regulación celular.   

La proteína HBc tiene un papel clave en la replicación viral, no solo por ser un elemento 

estructural, sino también por su rol funcional en el ciclo replicativo del VHB.  

Una vez formada la cápside, los dominios CTD estarán orientados diferentemente según su 

estado de fosforilación. Este dominio presenta siete residuos de serina fosforilables en las 

posiciones aa 155, 162, 168, 170, 176, 178 y 181. Cuando su nivel de fosforilación es 

elevado, el dominio CTD quedará orientado hacia el interior de la cápside, y su posterior 
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desfosforilación parcial permitirá que ancle al ARNpg específicamente (interacción dada 

gracias a las cargas negativas de este), permitiendo así la encapsidación y retrotranscripción 

de este (93,94) (Figura 13).  Las posteriores desfosforilaciones harán que el dominio CTD 

quede orientado al exterior donde interaccionará con proteínas del huésped. El estado de 

fosforilación del CTD se asocia también con la formación de partículas virales vacías (que 

no contienen el material genético viral en su interior). Se ha demostrado que una excesiva 

fosforilación determina un exceso de cargas negativas en el CTD que no permitiría la entrada 

del ARNpg en las cápsides neoformadas (93).  

 

 

Figura 13: Estado de fosforilación del CTD de las proteínas HBc en las cápsides neoformadas y su rol en la replicación 

viral. La imagen esquematiza cómo el estado de fosforilación del CTD influye en la replicación del genoma viral. Partiendo 
de un estado altamente fosforilado del CTD, su desfosforilación parcial permite la encapsidación y retrotranscripción del 
ARNpg. De lo contrario, un exceso de fosforilación impide este proceso, lo que acaba resultando en cápsides vacías. Imagen 
modificada de Heger-Stevic J et al (93). 

 

Los residuos fosforilables del CTD (en azul en la Figura 14) también son esenciales para 

regular la localización subcelular del virus a través de la activación de señales de localización 

nuclear (NLS), ya que al encontrarse fosforilados estas NLS quedan expuestas en la 

superficie (95). Estas NLS se encuentran en las repeticiones de arginina del CTD, entre los 

aa 150-152 y 164-167 (en rojo en la Figura 14). Hay otras dos repeticiones de arginina (entre 

los aa 157-159 y aa 172-175) en que se encuentran señales de retención citoplasmática (CRS, 

en verde en la Figura 14) que, de encontrarse más expuestas y por tanto dar una señal más 
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fuerte que las señales NLS harán que la cápside no se transporte al núcleo sino que se quede 

en el citoplasma, aunque se ha propuesto que en realidad podría desplazarse rápidamente 

entre el núcleo y el citoplasma de manera dinámica (96). 

 

 

Figura 14: Dominio CTD de HBc y sus aa funcionales. La figura muestra la secuencia aminoacídica del dominio CTD y 
se reportan las posiciones de sus extremos. Sus aa funcionales más relevantes están reportados en distintos colores: en rojo 
se evidencian las repeticiones de arginina correspondientes a NLS, en verde las repeticiones de arginina correspondientes 
a CRS y en azul los residuos de serina fosforilables.  

 

 

Además, gracias a las múltiples posibles interacciones del dominio CTD, HBc está 

involucrada en un amplio abanico de funciones diferentes (Figura 15): 

 

- Interacciona con el ADNccc gracias a las cargas positivas de sus residuos de arginina 

del CTD, formando parte de la estructura del ADCccc actuando como una histona y 

aumentando hasta un 10% su nivel de compactación (60). 

- Gracias a sus regiones ricas en arginina del CTD actúa como chaperona directa de 

ácidos nucleicos (41).  

- A través de su interacción con chaperonas endógenas regula la estabilidad y el 

ensamblaje de la cápside (la interacción con HSP90 facilita la formación de la 

cápside mientras que la interacción con HSP40 promueve la degradación de HBc) 

(41). 

- Interacciona con factores de localización como el factor de exportación nuclear 1 

(NXF1/p15) y la maquinaria TREX que posibilitan la exportación nuclear de HBc 

como ribonucleoproteína junto con el ARNpg (41). 

- Actúa como activador transcripcional del promotor Cp al cebar la unión entre NF-

kB y el Enh II viral (41). 

- Ceba la transcripción mediada por CRE via CRE/CREB/CBP (41). 

- Funciona como represor transcripcional de ciertos genes del huésped. Por ejemplo, 

inhibe la transcripción de la proteína p53 mediante la interacción con el factor de 

transcripción e2f1, interfiriendo así con la apoptosis celular (41). 
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- A través de espectrofotometría de masas se ha postulado que HBc podría también 

interaccionar con varias proteínas celulares, incluyendo quinasas, interviniendo así 

con la expresión génica del huésped (41).  

 

 

Figura 15: Funcionalidad de la proteína HBc. El diagrama esquematiza las diferentes propriedades funcionales que 
caracterizan a la proteína HBc y que se detallan en el texto del apartado. 

 

 

 

1.7 Variabilidad del VHB y quasiespecies 

 

Como demuestra la gran cantidad de genotipos y subgenotipos virales, el VHB se caracteriza 

por una gran variabilidad genética, por lo que circula como un conjunto de variantes 

genéticas estrechamente relacionadas entre sí, pero no idénticas.  

 

1.7.1 Origen de la variabilidad genética del VHB 

Como se ha detallado anteriormente en el apartado 1.4: Ciclo replicativo del VHB, el VHB 

es un virus de ADN que se replica mediante un intermediario de ARN (el ARNpg), por lo 

que su ciclo de replicación presenta una fase de retrotranscripción. Este paso hace que el 

VHB presente una alta variabilidad genética debido a que la retrotranscriptasa viral no 

presenta actividad exonucleasa 3’→5’ de corrección de errores, por lo que el virus se replica 
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con una tasa de error elevada, que se traduce a un ritmo evolutivo (tasa de mutación) de entre 

10-4 y 10-5 sustituciones/posición/año (97). Este ritmo evolutivo es similar al de algunos virus 

de ARN (98).  

 

Este elevado nivel de variabilidad está además potenciado por la capacidad del virus de dar 

lugar a eventos de recombinación entre genotipos, fenómeno muy frecuente en el VHB (99). 

Esta recombinación es el resultado de la coinfección de un mismo huésped con distintos 

genotipos. Se han identificado nuevas variantes generadas por recombinación entre 

genotipos en todo el mundo. Por ejemplo, el genotipo predominante en la región del Tíbet 

es un recombinante de los genotipos C/D (100) y se han identificado recombinantes A/D, 

G/C y D/E en África (101). 

 

Esta variabilidad genética también puede enriquecerse por el reciclaje nuclear de las cápsides 

neoformadas (68) o por la infección del mismo hepatocito por múltiples partículas virales 

(102), lo que permite eventos de recombinación genética viral sin necesidad de que sea entre 

genotipos distintos. 

 

Los factores del huésped también juegan un papel importante en la variabilidad genética 

viral ya que hay proteínas que pueden favorecer la aparición de mutaciones como, por 

ejemplo, la enzima antiviral Apoliprotein B mRNA Editing enzyme, Catalytic polypeptide-

like 3G (APOBEC3G) que induce la hipermutación de residuos de guanina-adenina en virus 

como el VHB, VIH y retrotransposones (103,104).  

 

1.7.2 Quasiespecie viral  

La suma de los factores que aportan variabilidad genética comentados en el apartado anterior 

genera un amplio espectro de genomas del VHB que se seleccionarán con mayor o menor 

intensidad dependiendo de su capacidad replicativa (fitness) y de la presión de selección 

determinada por la respuesta inmune y por la presencia de antirretrovirales. Por esta razón, 

el virus circula como un conjunto de secuencias o variantes genéticas estrechamente 

relacionadas entre sí que dan lugar a lo que se conoce como quasiespecie viral (QS) (105). 

En otros términos, la QS es una distribución ordenada y estable de mutantes dominados por 

un genoma principal, denominado secuencia consenso (master secuence) (106) (Figura 16).  



43 
 

 

Figura 16: Representación gráfica de una quasiespecie viral. La figura esquematiza la composición de una quasiespecie 
viral, en la que el genoma que se presenta en la parte inferior representa la secuencia consenso (o master secuence), y los 
genomas superiores representan todas las posibles distintas variantes genéticas. Los símbolos de colores representan 
diferentes mutaciones en las secuencias respecto a la secuencia consenso.  

 

 

El elevado grado de variabilidad permite al virus su continua adaptación a un ambiente 

cambiante, donde la QS que forma la población viral actúa como una unidad de selección, 

un espectro de mutantes con fitness diferentes en cada ambiente determinado. Por ese motivo 

muchas características o propiedades del virus no se pueden analizar correctamente a través 

de una sola secuencia consenso, sino que para ello es necesario conocer las variantes 

genéticas que conforman la QS (107).  

 

Durante muchos años la variabilidad genética viral se estudió mediante técnicas de 

secuenciación. Primeramente, se utilizaba la secuenciación Sanger, pero esta no permitía 

abarcar todo el abanico de secuencias que componen una QS viral. De hecho, esta técnica 

de secuenciación solamente permite identificar mutaciones con una frecuencia superior al 

15-20%, sin poder evaluar realmente la incidencia de cada cambio específico en la población 

completa (108). Tener en cuenta este hecho es muy importante en el estudio de la QS del 

VHB si, además, se considera que el elevado grado de solapamiento de su genoma hace que 

la mutación de un gen se pueda ver reflejada en otro (50), influenciando así la capacidad del 

virus de replicar y generar una enfermedad con distintos grados de gravedad.  
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Se ha reportado una conexión entre la variabilidad genética del virus y los distintos cuadros 

clínicos, evidenciando por ejemplo el impacto los distintos genotipos en la infección crónica 

por el VHB (17). Distintas mutaciones se han asociado también a la evolución de 

enfermedad. Por ejemplo, las mutaciones T1753C y A1762T / G1764A (K130M / V131I en 

HBx) del BPC se identificaron como posibles marcadores pronósticos para el HCC 

(109,110). 

 

Asimismo, la complejidad de una QS se conoce como la propiedad que cuantifica la 

diversidad y frecuencia de los conjuntos de genomas con la misma secuencia (haplotipos) 

con independencia del tamaño de la población viral de estudio (111). Esta complejidad 

informa de factores como el potencial patogénico, la respuesta al tratamiento antiviral, la 

evolución clínica y la seroconversión (112–117). Más concretamente, la complejidad de la 

QS del VHB se ha relacionado con los niveles de ALT, el genotipo viral, la cuantificación 

del ADN viral y el estado del marcador HBeAg (118). 

  

Por lo tanto, el estudio de la población viral que infecta un paciente a través de plataformas 

de secuenciación masiva puede ser determinante en la práctica clínica ya que esto permite 

analizar todas las variantes que componen la QS viral, lo que resulta muy relevante tanto a 

nivel terapéutico como de seguimiento clínico. 

 

1.7.3 Secuenciación masiva 

Las técnicas de Next Generation Sequencing (NGS) permiten generar hasta millones de 

secuencias, garantizando el estudio de la población real de variantes que constituyen la QS. 

Además, gracias a este sistema de secuenciación los análisis de genómica, metagenómica, 

transcriptómica y de interacción son exhaustivos, baratos, rutinarios y generalizados, sin 

requerir esfuerzos significativos a nivel de escala de producción (119). 

 

En este trabajo de tesis doctoral la QS viral del VHB se analizó a través de la plataforma de 

NGS MiSeq Illumina (Illumina, San Diego, USA). El procedimiento de secuenciación y sus 

características se detallan en el siguiente apartado. 
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1.7.4 MiSeq Illumina 

Entre las últimas tecnologías de secuenciación disponibles en el mercado, la secuenciación 

por síntesis (SBS) de la plataforma Illumina representa la nueva promesa entre las técnicas 

de NGS. Esta plataforma está bien consolidada y presenta un muy elevado rendimiento, pues 

ofrece un flujo de trabajo sencillo y es muy poco susceptible a errores de homopolímeros 

(120). Esta permite una secuenciación masiva paralela usando un método patentado que 

detecta nucleótidos individuales a medida que se incorporan a las hebras de ADN durante la 

fase de extensión de la secuencia (121). 

 

El funcionamiento de esta tecnología se basa en la generación de clusters (agrupaciones de 

secuencias idénticas amplificadas de forma clonal) a partir de librerías (colecciones de 

fragmentos genéticos amplificados o amplicones) previamente preparadas. Cada amplicón 

de la librería presenta en ambos extremos (5’ y 3’) unos adaptadores específicos (P5 y P7) 

que permitirán su hibridación con el manto de oligonucleótidos (primers) de la flowcell. La 

flowcell (Figura 17 A) es un dispositivo de vidrio grueso con canales en el que cada canal 

está recubierto aleatoriamente con un manto de oligonucleótidos complementarios a los 

adaptadores presentes en las muestras a secuenciar (Figura 17 B). Las muestras se amplifican 

de forma clonal creando los clusters, que se identifican como puntos brillantes en una imagen 

(Figura 17 C), representando cada uno de ellos miles de copias de la misma cadena de ADN 

en una zona de 1-2 micrones.  

 

Figura 17: Representación de: A: Flowcell, se evidencian los diferentes canales que contiene. B: Manto de 
oligonucleótidos complementarios a los adaptadores de secuenciación que recubre cada canal de la flowcell. C: Imagen del 
proceso de secuenciación en la que cada punto brillante corresponde a un cluster. Imagen modificada de Lakdawalla A et 

al (122) y de Lowe R et al (123). 
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El proceso de secuenciación incluye diferentes fases. 

 

Las librerías de ADN de cadena simple (amplicones previamente desnaturalizados), que ya 

presentan los adaptadores de secuenciación en sus extremos, hibridan con el manto de 

oligonucleótidos de la flowcell. Esto permite la reacción de extensión a través de la 

polimerasa (Figura 18, cuadrante A) formando moléculas de ADN de doble cadena. Estos 

productos de doble cadena se desnaturalizan y quedan unidas covalentemente a la superficie 

de la flowcell solamente aquellas hebras recién sintetizadas. Estas hebras se doblan formando 

puentes por hibridación con los oligonucleótidos complementarios adyacentes de la flowcell 

y éstos son extendidos por la polimerasa, obteniendo puentes bicatenarios como resultado 

(Figura 18, cuadrante B). Seguidamente los puentes se desnaturalizan, resultando en dos 

hebras monocatenarias neosintetizadas unidas covalentemente a los 2 respectivos 

oligonucleótidos (Figura 18, cuadrante C).   

 

En este punto las hebras vuelven a doblarse, repitiendo este ciclo de amplificación hasta que 

se forman múltiples puentes (Figura 18, cuadrante D). Una vez formados todos los puentes, 

estos se desnaturalizan y las cadenas reverse son escindidas, quedando solamente cadenas 

forward. El extremo 3’ tanto de las cadenas forward como de los oligonucleótidos del manto 

se bloquean para evitar el cebado indeseado del ADN. El primer de secuenciación entonces 

se hibrida con la secuencia adaptadora y empieza la secuenciación de las cadenas forward 

(Figura 18, cuadrante E). 
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Figura 18: Secuenciación a través de la plataforma MiSeq Illumina (1). A: hibridación y extensión de las secuencias por 
la polimerasa y formación de ADN de doble cadena. B: desnaturalización, eliminación de las cadenas que han servido de 
molde y formación de puentes monocatenarios con su consiguiente extensión por la polimerasa (formación de puentes 
bicatenarios). C: desnaturalización de los puentes bicatenarios. D: Repetición del proceso de amplificación y formación de 
múltiples puentes. E: desnaturalización de los puentes, escisión de cadenas reverse, bloqueo en 3’ de las cadenas forward 
y de los oligonucleótidos del manto y secuenciación de estas cadenas gracias al primer de secuenciación. Imágenes 
modificadas del archivo Illumina Sequencing Overview (124). 

 

 

 

La secuenciación de los clusters se lleva a cabo gracias a un proceso de secuenciación por 

síntesis. Los 4 nt distintos se encuentran en la reacción unidos a fluorocromos de diferentes 

colores para su identificación. Cuando el nt se incorpora, el fluorocromo se libera y se excita 

gracias a una lámpara de fluorescencia, emitiendo una luz que será captada por la cámara y 

registrada (Figura 19). Illumina lleva a cabo esta secuenciación en dos fragmentos de 300 nt 

(Read 1 y Read 2) que posteriormente serán solapados parcialmente en el análisis 

bioinformático con tal de obtener la secuencia de la cadena original. 
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Figura 19: Pasos del proceso de secuenciación por síntesis. Los diferentes nt (A, T, C y G) se encuentran unidos a 
fluorocromos de distintos colores. Se añaden en tandas de 4 (uno de cada) a la reacción junto a una polimerasa. El nt que 
se una a la secuencia liberará al fluorocromo emitiendo una luz de un determinado color que será captada y registrada por 
la cámara. El proceso se repetirá tantas veces como bases haya que secuenciar. A: adenina; T: timina; C: citosina; G: 
guanina. Imagen extraída del archivo Illumina Sequencing Overview (124). 

 

 

 

Una vez secuenciadas las cadenas forward se procede a la secuenciación de sus respectivas 

cadenas reverse. Este proceso, que se muestra en la Figura 20, se conoce como “Paired-end 

sequencing”. Las cadenas ya secuenciadas se eliminan y los extremos 3’ de las cadenas 

forward y de los oligonucleótidos del manto se desbloquean (Figura 20, cuadrante A). Las 

cadenas forward se doblan y se forman puentes de nuevo, que se extienden a 3’ del 

oligonucleótido del manto (Figura 20, cuadrante B). Los puentes se desnaturalizan y las 

cadenas forward, usadas como plantilla, se escinden y se eliminan quedando solamente las 

cadenas reverse (Figura 20, cuadrante C). De nuevo, se bloquea el extremo 3' de estas 

cadenas reverse y de los oligonucleótidos del manto para evitar el cebado indeseado del 

ADN. El primer de secuenciación se hibrida con la secuencia adaptadora y se da otro ciclo 

de secuenciación, esta vez sobre las cadenas reverse (Figura 20, Cuadrante D). 
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Figura 20: Secuenciación a través de la plataforma MiSeq Illumina (2). A: las cadenas recién secuenciadas se eliminan, el 
extremo 3’ de las cadenas forward y de los oligonucleótidos del manto se desbloquean. B: las cadenas forward crean 

puentes que se extienden en 3’. C: desnaturalización de los puentes y eliminación de cadenas forward quedando solamente 
las reverse. D: bloqueo del extremo 3’ de las cadenas reverse y de los oligonucleótidos del manto y secuenciación de estas 
cadenas gracias al primer de secuenciación. Imágenes modificadas del archivo Illumina Sequencing Overview (124). 

 

 

Finalmente se obtiene un conjunto de secuencias (reads) que se analizaran a través de un 

seguido de filtros bioinformáticos, como se detallará en el apartado 4 (Materiales y métodos).  
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2. HIPÓTESIS  

 

La proteína HBc del VHB, codificada por el gen HBC, es una proteína estructural y 

multifuncional esencial para el virus. Forma la cápside vírica y es una pieza fundamental 

clave en diferentes etapas del ciclo viral como la liberación del ADN del virus en el 

carioplasma nuclear o la formación y mantenimiento estructural del ADNccc. Además, 

gracias a las características de su dominio CTD, tiene la capacidad de modular diferentes 

procesos virales y celulares. Por estos motivos, esta proteína podría jugar un rol muy 

importante en la progresión de la enfermedad hepática. 

Este proyecto de tesis doctoral se ha llevado a cabo con la hipótesis de que, dada la 

importancia de esta proteína, tanto su secuencia aminoacídica como la secuencia 

nucleotídica del gen que la codifica tendrían que mantenerse altamente conservadas al tener 

un rol fundamental en la viabilidad del virus. La identificación de regiones hiperconservadas 

(tanto a nivel de nt como de aa) comunes entre diferentes cuadros clínicos de la enfermedad 

hepática causada por la cronicidad del VHB indicaría la relevancia de estas regiones para la 

replicación viral. Estas regiones hiperconservadas comunes podrían ser de gran utilidad para 

el desarrollo de tratamientos antivirales basados en terapia génica al poder dirigir el 

tratamiento específicamente contra estas regiones esenciales para el virus. Al mismo tiempo, 

las regiones aminoacídicas hiperconservadas comunes podrían ser utilizadas como diana 

tanto a nivel terapéutico como de diagnóstico mediante la producción de anticuerpos 

altamente específicos. 

Asimismo, la presencia de regiones que se encontraran diferentemente conservadas entre los 

distintos cuadros clínicos analizados contribuiría a la identificación de regiones que podrían 

tener un papel importante en la diferente evolución del daño hepático y que podrían ser útiles 

como factores pronósticos del avance de la enfermedad hepática. No solamente esto, sino 

que la detección diferencial de ciertas mutaciones en las secuencias, así como la variación 

de la complejidad de la quasiespecies entre estos cuadros clínicos, también podrían ser 

importantes factores pronósticos.  
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3. OBJETIVOS 

 

Considerando la importancia de la proteína HBc en la replicación viral y su posible rol en la 

progresión de la enfermedad hepática, este trabajo de tesis doctoral tiene como objetivo 

principal analizar mediante secuenciación masiva la conservación, la presencia de 

mutaciones y la complejidad de las quasiespecies del gen HBC y de su correspondiente 

secuencia aminoacídica (HBc) en pacientes con hepatitis crónica por VHB en diferentes 

estados de lesión hepática. 

Para ello, se plantean como objetivos secundarios:  

- Detectar regiones altamente conservadas, independientemente del estado de la enfermedad 

hepática, que puedan servir como dianas terapéuticas para una terapia génica dirigida. 

- Identificar variables entre los diferentes grupos clínicos analizados que se puedan usar 

como factores pronósticos del avance de la enfermedad hepática. Esto consiste en analizar 

en las secuencias de HBC y HBc la presencia tanto de regiones conservadas o variables como 

de mutaciones específicas de un grupo clínico, así como analizar cómo varía la complejidad 

de las quasiespecies virales entre diferentes fases de la enfermedad hepática en un mismo 

grupo de pacientes. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1 Pacientes y muestras 

Los pacientes con hepatitis crónica por VHB incluidos en los estudios se seleccionaron de 

la población general que acude al Hospital Universitario Vall d’Hebron en Barcelona. Se 

consideraron solo pacientes monoinfectados por el VHB (que dieron negativos para los virus 

de la hepatitis D, C y VIH) con una carga viral del VHB >3 log UI/mL (límite de sensibilidad 

de nuestro protocolo de amplificación).  

Los marcadores virológicos del VHB (HBsAg, HBeAg y anti-HBe) se testaron en plasma a 

través de ensayos de quimioluminiscencia en el instrumento COBAS 8000 analyzer (Roche 

Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland). El ADN del VHB se cuantificó a través de PCR a 

tiempo real con un límite de detección de 10 IU/mL en el instrumento COBAS 6800 (Roche 

Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland). 

Los pacientes fueron estratificados, de acuerdo con las bases de las últimas directivas 

europeas (EASL 2017 (31)), en 3 grupos en función del estado de la enfermedad hepática en 

el que se encontraban (determinado por biopsia hepática y/o por diagnóstico de imagen): 

pacientes con hepatitis crónica por VHB sin daño hepático (grupo CHB), con hepatitis 

crónica por VHB y cirrosis hepática (grupo LC) o con hepatitis crónica por VHB y 

carcinoma hepatocelular (grupo HCC). De estos últimos grupos (LC y HCC) se escogieron 

las muestras lo más próximas posible al diagnóstico de la complicación hepática (cirrosis y 

cáncer hepático respectivamente).  

En el primer estudio de esta tesis doctoral hubo representación de los 3 grupos clínicos 

comentados y se analizó una muestra por paciente. En el segundo estudio solo hubo 

representación de los grupos CHB y HCC, pero en este caso se analizaron 2 muestras por 

paciente en tiempos diferentes (2 subgrupos por grupo: T0 y T1), entre las que había una 

diferencia mínima de tiempo de un año. 
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4.2 Amplificación del gen HBC  

El ADN del VHB se extrajo a partir de 200 µL de suero de cada paciente usando el kit de 

extracciones QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) según el protocolo 

indicado por el fabricante. En cada extracción se incluyó un control “blanco” de extracción 

en el que se sustituyó el suero por agua estéril. 

El gen HBC se amplificó a partir del ADN viral extraído a través de un proceso de 3 PCRs 

en cadena (Figura 21). En la primera reacción de PCR (PCR 1, o PCR externa) se amplificó 

una extensa región del genoma del VHB (nt 1774-2930) que englobaba al gen HBC (entre 

los nt 1901-2464 en el genotipo A i entre los nt 1901-2458 en el resto de los genotipos). En 

los siguientes pasos (PCR 2 y 3) el gen HBC se dividió en dos amplicones: un fragmento o 

amplicón 1, que abarcaba los nt 1863-2317 y el segundo fragmento o amplicón 2, que 

abarcaba los nt 2205-2483.  Estos dos amplicones se sobreponen parcialmente entre sí en 

una zona terminal de 112 nt de longitud (región solapante: nt 2205-2317). 

 

 

Figura 21: Resumen esquemático de los 3 pasos de PCR en cadena desempeñados para amplificar el gen HBC. En el 
primer paso (PCR1), se amplifica una extensa región que engloba al gen HBC. En el siguiente paso (PCR2), la región se 
divide en dos amplicones que se solapan en una porción de 112 nt de longitud. En este punto se les añaden colas M13. En 
el tercer paso (PCR 3) se agrega un identificador de muestra (MID). 
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En el segundo paso de las amplificaciones (PCR 2) se añadió una cola de secuencia M13 a 

los extremos de cada uno de los amplicones. Cabe destacar que la región de inicio del 

amplicón 2 difiere levemente entre los distintos genotipos virales por lo que en esta reacción 

de amplificación se utilizó un multiplexado de 4 primers forward (todos ellos a la misma 

concentración) con el fin de abarcar todos los genotipos virales (como se detalla en la Tabla 

1). Las colas M13 añadidas se usaron como molde en la tercera y última PCR (PCR 3) que, 

a su vez, añadió una cola de 10 nt a cada extremo de los amplicones a modo de identificador 

específico de muestra (primers MID). La secuencia de los primers así como los protocolos 

de amplificación están reportados en la Tabla 1.  

Tabla 1: Primers y protocolos de PCR. La tabla muestra las secuencias de los primers forward y reverse usados en cada 
paso de amplificación. Los nt subrayados indican las secuencias M13. Se reportan los protocolos de amplificación y las 
posiciones nucleotídicas de los extremos de los amplicones obtenidos (región amplificada). A.1: amplicón 1; A.2: amplicón 
2; MID: identificador multiplex. 

 

Una vez hecho este seguido de PCRs se obtiene pues, el gen HBC de cada muestra 

amplificado en 2 regiones solapantes tal y como se muestra en la Figura 22. 
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Figura 22: Representación de la región de estudio en relación con el genoma completo del VHB. Se especifican las 
posiciones de los dos amplicones (en verde el amplicón 1 y en azul el amplicón 2) y de la zona solapante entre ambos (en 
rojo). Imagen extraída de Minor MM et al (47). 

 

Hay que considerar que, para la plataforma Illumina MiSeq (Illumina, San Diego, USA), se 

recomienda el uso de fragmentos a secuenciar que no superen los 600 pb, ya que los 

fragmentos de gran tamaño no hibridan correctamente con el manto de oligonucleótidos de 

la flowcell y podrían ser susceptibles a fraccionamiento, cosa que comprometería su correcta 

secuenciación.  El gen HBC está compuesto por 557 nt (posiciones 1901 – 2458) pero hay 

que tener en cuenta que a lo largo de los pasos de amplificación se añaden 180 nt en total 

por cada amplicón (90 nt por cada extremo repartidos en 20 nt de cola M13, 10 nt del 

identificador MID, y 60 nt del adaptador de secuenciación de MiSeq Illumina). Por esta 

razón y con el fin de garantizar una adecuada eficiencia en la secuenciación, el gen se analizó 

repartido en dos amplicones de menor tamaño parcialmente solapantes como se ha indicado 

en este apartado.  

Todas las PCRs realizadas a lo largo de este proceso se llevaron a cabo usando la polimerasa 

de alta fidelidad Pfu Ultra II DNA (Stratagene, Agilent Technologies, Santa Clara, United 

States). En cada paso se pusieron los controles de amplificación pertinentes (el control 

blanco de extracción y agua estéril como controles negativos y el plásmido TriEx-HBV con 

el genoma completo del VHB como control positivo).  
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Para cada muestra, la amplificación de ambos amplicones se corroboró mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 2% en el que se comprobaron tanto la correcta 

amplificación de los amplicones (presencia de una banda limpia del tamaño pertinente) como 

la ausencia de contaminaciones (ausencia de banda en los varios controles negativos).  

 

4.3 Preparación de librerías y secuenciación por NGS 

 

4.3.1 Purificación de amplicones 

Los amplicones se purificaron con KAPA Pure beads (Roche Diagnostics, Rotkreuz, 

Switzerland) a través de un protocolo automatizado en el instrumento TECAN (laboratory 

protocols automation machine; Tecan Trading AG, Switzerland). Estas son pequeñas esferas 

magnéticas cargadas positivamente que atraen y ligan a ellas fragmentos de ADN gracias a 

la carga negativa de los fosfatos presentes en el material genético. Los dos amplicones se 

purificaron por selección positiva, es decir, que durante los lavados con etanol las moléculas 

de ADN de interés (de mayor tamaño) se mantuvieron en el tubo gracias a la interacción 

entre las esferas y un imán.  Por esta razón, la adecuada funcionalidad de estas esferas 

magnéticas depende de la proporción en la que se usan en relación con el tamaño de los 

fragmentos genéticos a purificar, puesto que un exceso de cargas positivas en la mezcla 

podría ocasionar la purificación de fragmentos no deseados, mientras que un déficit de 

cargas positivas podría ocasionar la inadecuada purificación de la totalidad del material 

genético de interés. En este estudio se usaron estas esferas magnéticas a 0,8X en proporción 

a las muestras.  

La calidad de la purificación se verificó electroforéticamente usando la plataforma Agilent 

2200 TapeStation System y el kit D1000 ScreenTape (Agilent Technologies, Waldbronn, 

Germany). El software incorporado Agilent 2100 Bioanalyzer permite una visualización 

óptima del resultado de la electroforesis, mientras que el uso de una recta patrón estándar de 

ADN proporcionada con el kit D1000 ScreenTape hacen que este sistema ofrezca una 

información muy detallada de la presencia y longitud de los fragmentos presentes en cada 

muestra. Este paso es importante para asegurar que se hayan eliminado todos los posibles 
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fragmentos cortos no deseados que, si no se eliminaran, podrían hacer disminuir la eficiencia 

de la secuenciación de los amplicones de interés.  

 

4.3.2 Cuantificación y normalización de amplicones y formación de la librería 

Los amplicones, ya correctamente purificados, se cuantificaron a través de un ensayo 

fluorimétrico (Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit, Thermo Fisher Scientific-Life 

Technologies) que se basa en añadir un fluoróforo intercalante (Quant-iT™ PicoGreen® 

dsDNA reagent) que permite la cuantificación ultrasensible de las moléculas de ADN de 

doble cadena. Los amplicones se normalizaron con tampón EB (10 mM Tris-HCl, pH 8,0–

8,5) todos ellos a la misma concentración de 0,5 ng/µL para que al juntar todos los 

amplicones en la librería estos estuvieran igualmente representados en la mezcla. 

Teniendo en cuenta que la secuenciación por MiSeq Illumina es más efectiva sobre 

fragmentos cortos, poniendo en la misma proporción los dos amplicones el amplicón más 

corto (amplicón 2) se secuenciaría con mayor eficiencia. Por esta razón, la proporción entre 

ambos amplicones se adaptó para que el amplicón más largo (amplicón 1) se encontrara en 

mayor proporción (2,5 amplicón 1 : 1 amplicón 2).  

 

4.3.3 Preparación de la librería  

Llamamos librería a la colección de fragmentos genéticos amplificados que serán 

secuenciados conjuntamente. Los pasos requeridos para prepararla para su secuenciación 

por MiSeq Illumina se detallan a continuación. 

● Reparación y adenilación de extremos y ligación de adaptadores 

Para que la librería se pueda usar en los siguientes pasos, los extremos de los amplicones 

tienen que pasar de cohesivos a romos. Este paso de reparación se llevó a cabo incubando la 

librería junto a un mix de enzimas (End Repair & A-tailing Enzyme Mix) en un 

termociclador a 20°C durante 30 minutos y seguidamente a 65°C otros 30 minutos. Este 

proceso no solo deja todos los extremos romos, sino que también les añade una adenina en 

posición 3’ (Figura 23 A). La reacción de ligación entre la adenina añadida y los adaptadores 

de secuenciación (a concentración de 15 µM) se llevó a cabo incubando la librería junto con 

el adaptador y una enzima ligasa a 20ºC durante 15 minutos (Figura 23 B).  
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Figura 23: Representación esquemática de los primeros pasos de preparación de la librería. A: reparación y adenilación de 
extremos. B: ligación de adaptadores. Las enzimas y características de las reacciones están reportadas. A= adenina; P= 
grupo fosfato.  

 

Los pasos que siguen para la preparación de la librería se esquematizan en la Figura 24. 

 

● Lavados post-ligación 

La librería se purificó nuevamente a través de KAPA Pure Beads (proporción 0,8X), 

eliminando de esta forma el exceso de adaptadores no ligados. La mezcla de las esferas 

magnéticas con la librería se incubó 10 minutos a 22ºC agitándose a 1400 rpm. 

Posteriormente el tubo con la mezcla se puso en un imán (DynaMag™-2 Magnet) y se lavó 

dos veces consecutivas con etanol al 80% con el fin de eliminar los fragmentos más cortos 

(selección positiva de los amplicones). La librería se eluyó de las esferas con tampón EB 

(incubándose a 37ºC durante 5 minutos para facilitar esta disociación) y seguidamente se 

hizo un último paso por el imán (selección y retención de las esferas ya libres de material 

genético de interés).  
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● Amplificación intermedia y cuantificación 

Antes de secuenciar la librería se hizo una amplificación intermedia para amplificar los 

amplicones que se pudieran encontrar a baja concentración. En este paso se usaron los kits 

KAPA HiFi HotStart Ready Mix (2x) y KAPA Library Amplification Primer Mix (10x) en 

un termociclador con el siguiente protocolo: 1 ciclo de 45s a 98ºC, 5 ciclos de 15s a 98ºC, 

30s a 60ºC y 30s a 72ºC y un último ciclo de 1 minuto a 72ºC. Los productos se lavaron 

nuevamente con KAPA Pure Beads (0,8X) como se ha descrito anteriormente. 

La librería se cuantificó (a una dilución 1:10000 en tampón EB) por qPCR con el reactivo 

KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix (2X) (con Primer Premix (10X)) en el instrumento 

LightCycler 4800. La recta patrón a partir de la cual se calculó la concentración de la librería 

se obtuvo cargando 6 diluciones seriales del ADN estándar proporcionado en el KAPPA 

Library Quantification Kit. Tanto la librería como los estándares se analizaron por triplicado. 

● Pool de librerías o máster pool 

El máster pool es el conjunto de librerías distintas que se preparan y cargan simultáneamente 

en el aparato MiSeq con el fin de aportar variabilidad en la fase de secuenciación. Cada 

librería se puso en el máster pool a una concentración de 4 nM (previamente diluida con 

tampón EB). Las diluciones 1:400 y 1:4000 (hechas con tampón EB) del máster pool se 

cuantificaron nuevamente por qPCR en el instrumento LightCycler 4800. 

Al terminar la cuantificación, se ajustó la concentración del máster pool hasta 4 nM con 

tampón EB.  

● Desnaturalización del máster pool 

Para garantizar que los amplicones hibriden con el manto de oligonucleótidos de la flowcell 

del instrumento MiSeq Illumina, es necesario que los fragmentos genéticos bicatenarios se 

desnaturalicen para formar fragmentos de cadena simple. Por lo tanto, el máster pool y el 

reactivo PhiX (biblioteca de control de ADN genómico del fago phi que se añade para 

aumentar la diversidad de la secuenciación) se trataron con NaOH a 0,2N y el exceso de pH 

básico se neutralizó con el compuesto Tris-HCL a 200mM (pH 7-8). El máster pool y el 

PhiX ya desnaturalizados se diluyeron hasta 12-15 pM con el tampón de hibridación HT1 y 

finalmente se mezclaron en una proporción de 4:1 (máster pool : PhiX) en un total de 600 

µL.  
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El producto obtenido, llamado pool de carga, se sometió a 95ºC durante 2 minutos para 

asegurar la desnaturalización y seguidamente se cargó en el instrumento MiSeq Illumina 

para su secuenciación.  

.  

Figura 24: Esquema del flujo de trabajo de la preparación de la librería. Se mencionan los pasos seguidos a partir de la 
ligación de adaptadores hasta llegar al pool de carga.  

 

 

4.4 Análisis bioinformático de los datos de secuenciación obtenidos: 

Filtros de calidad 

 

A las lecturas de las secuencias obtenidas una vez finalizada la secuenciación (llamadas 

reads) se les aplicaron un seguido de filtros bioinformáticos desarrollados por nuestro grupo 

(125) en el programa de código abierto R (126), utilizando las librerías Bioconductor (127) 

y Biostrings (128). Los filtros bioinformáticos a los que se hace referencia, esquematizados 

en la Figura 25, se detallan a continuación: 

1. Filtrado de calidad de las secuencias: se eliminaron aquellos reads que contenían 

indeterminaciones o los que no se habían secuenciado en su totalidad (de menor 

longitud). También se evaluaron los parámetros generales del instrumento MiSeq 

Illumina relacionados con la calidad de la secuenciación. 

2. Colapso de los haplotipos: se basa en sobreponer los reads obtenidos en sentido 

forward con los obtenidos en sentido reverse de una misma secuencia para que 
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solapen parcialmente entre ellos y así poder comprobar la veracidad de ambas 

lecturas. Para este paso se utilizó el entorno de programación FLASH (129) 

imponiendo un mínimo de 20 pb solapantes entre los reads forward y reverse, con 

un 10% de bases desapareadas como máximo de tolerancia. Esto permitió eliminar 

aquellos reads con una calidad y veracidad de secuenciación baja. 

3. Eliminación de reads erróneos: se descartaron todos los reads en los que más del 5% 

de sus bases obtenían un valor inferior a 30 en la puntuación de Phred (130). Este 

parámetro es particularmente eficaz a la hora de discriminar entre bases erróneas y 

correctas. Un valor superior a 30 en este parámetro corresponde con una precisión 

en la secuenciación del 99.9%. 

4. Demultiplexado de los reads: este paso consiste en la asignación de los reads a cada 

amplicón de cada paciente mediante la detección de las secuencias específicas de 

identificación (MID). Los adaptadores de Illumina se usaron para distinguir entre las 

diferentes librerías del pool y los primers M13 para distinguir entre las dos hebras. 

En este paso se aceptaron hasta tres desapareamientos entre bases ya que las 

secuencias de estos primers son de 20 nt o más, tanto para M13 como para los 

adaptadores). En la asignación del MID se permitió solo un desapareamiento entre 

bases debido a que son secuencias muy cortas (10 nt). Finalmente, los MID, M13 y 

adaptadores se recortaron, obteniendo un archivo “fasta” para cada combinación de 

MID – adaptador – hebra. En estos archivos los reads se colapsaron en haplotipos 

con sus frecuencias correspondientes.  

5. Eliminación de artefactos respecto al haplotipo de referencia: Por artefactos se 

entienden aquellos haplotipos que no han cubierto el amplicón completo, haplotipos 

con más de 2 indeterminaciones, haplotipos con 3 gaps o más y haplotipos con más 

de 99 bases diferentes respecto a la secuencia consenso. Estos artefactos se 

identificaron en cada uno de los archivos fasta alineando los haplotipos con la 

secuencia consenso (el haplotipo más abundante en la muestra). Las 

indeterminaciones y los gaps aceptados se repararon según la secuencia consenso. 

6. Intersección de haplotipos: se seleccionaron aquellos haplotipos con una abundancia 

igual o superior al 0,1% en ambas hebras y se descartaron todos los haplotipos únicos 

para una sola hebra. La cobertura de los haplotipos que pasaron el filtro de calidad 

se calculó como la suma de los reads restantes en ambas cadenas.   
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7. Selección final de los haplotipos que forman la QS: solo los haplotipos con 

abundancia igual o superior al 0,25% y con un buen solapamiento entre amplicón 1 

y 2 en la zona de 112 nt fueron considerados en la definición de la QS viral y fueron 

objeto de los análisis que se describen a continuación. 

 

 

Figura 25: Filtros de calidad del análisis bioinformático. El diagrama de flujo muestra todos los pasos de filtros de calidad 
al que se someten los datos de secuenciación obtenidos de MiSeq Illumina con tal de obtener el muestreo de las QS virales 
del VHB de cada paciente. 

 

Los protocolos i métodos bioinformáticos aplicados en los diferentes experimentos y 

estudios fueron revisados por Mercedes Guerrero-Murillo del departamento de 

Microbiología del Hospital Universitario Vall d’Hebron y por el Dr. Josep Gregori, 

perteneciente al grupo de investigación de hepatitis virales del VHIR, al grupo de 

investigación CIBERehd y a Roche Diagnostics SL. 
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4.5 Genotipado de los haplotipos 

El análisis del genotipo viral se hizo mediante un análisis filogenético basado en distancias 

genéticas (DB rule) (131,132), en el que se tiene en consideración la variabilidad tanto dentro 

de un mismo genotipo como entre diferentes genotipos.  

Se seleccionaron 106 secuencias completas del VHB representativas de los diferentes 

genotipos y subgenotipos virales A-J (13 secuencias del genotipo A, 20 del B, 24 del C, 17 

del D, 8 del E, 10 del F, 6 del G, 5 del H, 2 del I y 1 del genotipo J) obtenidas de NCBI 

GenBank (National Center for Biotechnology Information, USA), de las cuales se extrajo la 

región genómica de interés (gen HBC). En estas secuencias se calcularon las distancias 

genéticas máximas entre secuencias del mismo genotipo, así como las distancias genéticas 

mínimas entre secuencias de diferentes genotipos. La secuencia de un haplotipo se consideró 

del mismo genotipo que una de las secuencias de referencia al observar una coincidencia 

mínima del 96% entre ambas.  

Las distancias genéticas necesarias para el genotipado se obtuvieron de acuerdo con el 

modelo Kimura-80 (133). 

Los números de acceso a estas secuencias en NCBI GenBank se detallan en el Anexo 2: 

Tabla suplementaria. 

 

4.6 Análisis de la conservación   

El grado de conservación de las secuencias tanto a nivel de nt como de aa se determinó 

calculando el contenido de información de cada posición en cada uno de los haplotipos 

detectados en cada paciente.  

 

Con tal llevar a cabo el análisis de la conservación sobre las secuencias de HBC completas 

(y no separadas por amplicones), el contenido de información se calculó para cada posición 

exclusiva del amplicón 1 y el amplicón 2, mientras que para las posiciones incluidas en la 

región de 112 nt solapante se determinó el contenido de información, para cada posición de 

esta, como la media de los valores de contenido de información obtenidos en amplicón 1 y 

amplicón 2. 
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El cálculo del contenido de información se basa en la entropía de Shannon, que se define 

como el número de decisiones binarias (número de preguntas cuya respuesta es sí / no) 

requerido para encontrar el elemento correcto en un conjunto de N elementos y se representa 

como:  

 

 

*Donde j es la posición en el alineamiento, pj es la frecuencia del haplotipo en la quasispecie viral en la posición j y N es 
el número de posibilidades (4 nt o 22 aa). El contenido de información (CI) varía desde 0 (indicando máxima incertidumbre 

o variabilidad) hasta 2 en nt o 4,32 en aa (indicando máxima información o conservación). 

 

 

 

La conservación en la región de interés se evaluó aplicando un análisis por sliding windows 

(ventanas deslizantes), que consiste en representar gráficamente el promedio del contenido 

de información de ventanas de 25 nt o 10 aa avanzando en pasos de 1 nt o aa en la secuencia 

(Figura 26). Este análisis permite identificar las regiones más conservadas, es decir, las que 

presentan un valor de contenido de información más alto. Las secuencias aminoacídicas de 

los haplotipos se obtuvieron a partir de la traducción de sus respectivas secuencias 

nucleotídicas usando la pauta de lectura del gen HBC. 

 

 

Figura 26. Representación esquemática del proceso de análisis del contenido de información por sliding windows de una 
secuencia aleatoria aminoacídica (ventanas de 10 aa). X corresponde al contenido de información calculado para la primera 
ventana de 10 aa, Y al calculado para la segunda ventana de 10 aa y así sucesivamente para Z, Q, W y J. CI= contenido de 
información. 
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En el primer estudio, este análisis se aplicó tanto en la población total de pacientes incluidos 

en el estudio sin tener en cuenta su estado clínico como específicamente en los pacientes 

pertenecientes a cada grupo clínico. En el primer caso (población total de estudio, sin tener 

en cuenta el estado clínico) se implementaron dos escenarios. En el primer escenario el 

contenido de información se calculó a partir de todos los haplotipos presentes en las QS de 

todos los pacientes sin tener en cuenta sus frecuencias relativas (análisis por haplotipos), por 

lo que cada haplotipo tuvo el mismo peso en el análisis. En el segundo escenario el contenido 

de información se calculó teniendo en cuenta la frecuencia relativa de cada uno de los 

haplotipos (análisis por frecuencia de haplotipos). Las frecuencias relativas, de hecho, nos 

informan sobre la abundancia de los haplotipos y esto está altamente relacionado con la 

fitness relativa de cada uno de ellos (111). En el segundo caso del primer estudio (pacientes 

pertenecientes a cada grupo clínico) solamente se implementó el escenario de análisis por 

haplotipos (sin tener en cuenta la frecuencia relativa de los haplotipos).  

En el segundo estudio (2 grupos a 2 tiempos, es decir, 4 subgrupos) este análisis se aplicó 

únicamente sobre los pacientes pertenecientes a cada subgrupo clínico. Como en el segundo 

caso del primer estudio, en este segundo estudio el análisis por sliding windows de cada 

subgrupo de pacientes en específico se realizó aplicando solamente el escenario de análisis 

por haplotipos (sin tener en cuenta la frecuencia relativa de los haplotipos). Además, en el 

segundo estudio se calculó la diferencia de conservación entre los 2 subgrupos de cada 

grupo. Es decir, la diferencia de conservación entre las muestras de los mismos pacientes a 

T0 y T1. Este análisis se realizó comparando los valores de contenido de información entre 

estas muestras.  

Las regiones conservadas (tanto nucleotídicas como aminoacídicas) detectadas se 

representaron en forma de logos (R, paquete Rseq), una representación de la secuencia donde 

el tamaño de cada letra nos indica el nivel de su conservación. En la Figura 27 se ejemplifica 

un logo de secuencia aminoacídica. 
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Figura 27. Ejemplo de logo de secuencia aminoacídica. Representación como logo de secuencia aminoacídica de una 
región de HBc. Las posiciones de la región están indicadas en la parte superior del logo. Los tamaños relativos de las letras 
en el logo indican sus frecuencias relativas en cada posición. La altura de cada letra o pila de letras representa el contenido 
de información de cada posición medido en bits (eje Y): desde la mínima (0) hasta la máxima conservación (4,32, 100% 
de conservación en aa). 

 

 

4.7 Estudio de mutaciones  

Con el fin de detectar mutaciones que pudieran relacionarse con un estado clínico especifico, 

los haplotipos de cada paciente se alinearon en su misma región con una secuencia consenso 

del genotipo correspondiente obtenida al alinear todas las secuencias de ese mismo genotipo 

del grupo de 106 secuencias utilizadas anteriormente en la determinación de los genotipos 

(como se ha descrito en el apartado 4.5: Genotipado de los haplotipos).  

A nivel nucleotídico, se estudió la presencia de inserciones (Ins) y deleciones (Del) que, al 

traducirse, pudieran determinar una alteración en la secuencia proteica de HBc. Se reportó 

la presencia de inserciones o deleciones de longitud limitada (InsDels) que pudieran cambiar 

la pauta de lectura del gen HBC y también de macrodeleciones (deleciones de tamaño 

consistente). 

A nivel aminoacídico se tuvieron en cuenta aquellas mutaciones no sinónimas que 

determinaran sustituciones del aa codificado en una posición específica respecto a la 

secuencia consenso del genotipo correspondiente.  

En el análisis de las sustituciones aminoacídicas se descartaron los polimorfismos, es decir, 

cambios específicos en la secuencia del genoma viral que a lo largo del tiempo se han fijado 

en una parte de la población, y que por lo tanto no se han de considerar como mutaciones, 

sino que forman parte de la secuencia wild-type en aquella población en particular. Con este 

fin, los haplotipos de cada paciente se alinearon con la secuencia consenso de la población 
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total de cada estudio (obtenida a partir de todos los haplotipos detectados en todos los 

pacientes analizados para cada estudio). Sólo aquellos cambios que se confirmaron respecto 

a la secuencia consenso de la población total se consideraron mutaciones reales y como tales, 

se estudiaron. 

 

4.8 Estudio de la complejidad de la quasiespecies 

La complejidad de una QS se define como la propiedad que cuantifica la diversidad y la 

frecuencia de los haplotipos independientemente del tamaño de la población viral (111). Esta 

complejidad puede influir en el potencial patogénico y en la evolución clínica, es por eso por 

lo que su estudio es importante.  

Este análisis se realizó sobre los datos del segundo estudio con el fin de detectar diferencias 

al comparar los valores de complejidad de la QS obtenidos para los diferentes subgrupos, 

que representan a pacientes en dos tiempos distintos de su enfermedad hepática causada por 

la hepatitis crónica B. 

La complejidad de una QS se puede calcular con los índices de diversidad usados en el 

campo de la Ecología (111,113). Para ello, se recomienda un análisis multivariado, es decir, 

examinar el mismo conjunto de datos usando diferentes índices (111). Estos se clasifican en 

índices de incidencia, de abundancia y de función. 

 

● Incidencia 

Son los índices que corresponden al total de entidades en el alineamiento múltiple de los 

haplotipos. Son índices de riqueza, de número de especies en una comunidad (111).  

En el proyecto se ha analizado el índice de incidencia de número de haplotipos (number 

of haplotypes, nº Hpl) obtenidos en cada muestra.  
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● Abundancia 

Estos índices consideran las entidades observadas y también su frecuencia en la población. 

Miden diversidad o uniformidad de la distribución de haplotipos (111).  

Los índices de abundancia más comúnmente usados y que se han estudiado en el proyecto 

son:  

Entropía de Shannon normalizada (Shannon entropy, HSN): mide la diversidad o 

uniformidad de una QS cuando es normalizada a la diversidad máxima. 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. Varía entre 0 (cuando todas las variantes son 

idénticas) y 1 (cuando todas son diferentes), pero no tiene en cuenta la heterogeneidad de las 

diferentes variantes de la QS viral porque es insensible al número de mutaciones (111). 

 

 

*pi: frecuencia del haplotipo i en la población de la QS. H: número de Haplotipos en la población de la QS. 

 

Gini-Simpson (HGS): dentro de un mismo genoma, mide la probabilidad de que dos 

individuos seleccionados al azar pertenezcan a haplotipos diferentes. Varía entre 0 (cuando 

todas las variantes son idénticas) y 1 (cuando todas son diferentes) (111). 

 

 

* pi: frecuencia del haplotipo i en la población de QS. 
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● Función 

Los índices funcionales se basan en las diferencias entre haplotipos dentro de la QS viral y 

pueden tener en cuenta o no la frecuencia de cada uno de ellos. Miden la heterogeneidad 

intrapoblacional, es decir, cuan son de diferentes miembros de la misma población. Los 

índices funcionales se pueden basar en la incidencia (total de diferencias) o en la abundancia 

(frecuencia de las diferencias) (111). En el proyecto se han estudiado 3 índices funcionales: 

Frecuencia de mutación (Mutation Frequency, Mf): índice funcional de incidencia. Mide 

la heterogeneidad genética respecto a la secuencia consenso de la QS. Es decir, mide la 

fracción de nts en la alineación de los haplotipos que difieren del haplotipo dominante de la 

QS. Cuanto mayor es el valor obtenido para este índice más diferentes son los individuos de 

la población con respecto a esta secuencia consenso (111). 

 

 

*d1i: Proporción de mutaciones en el haplotipo i relacionadas con la secuencia consenso. 

 

Frecuencia media de mutaciones por molécula (Average mutation frequency by 

molecule, Mfm): índice funcional de abundancia. Mide la media de mutaciones detectadas 

por nt secuenciado respecto al haplotipo dominante teniendo en cuenta la frecuencia de estas 

mutaciones. Cuanto mayor es el valor, mayor es la tasa de mutación a nivel molecular para 

la QS viral (111). 

 

*pi: frecuencia del haplotipo i en la población de QS, d1i: Proporción de mutaciones en el haplotipo i relacionadas con 
la secuencia consenso. 
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Diversidad nucleotídica (Nucleotide diversity, π): índice funcional de abundancia. Mide 

la heterogeneidad genética global gracias al cálculo de la media del número de mutaciones 

existentes entre cada posible pareja de haplotipos de la QS. Esto corresponde al cálculo del 

promedio de nt diferentes entre dos secuencias cualesquiera de la QS viral (111). 

 

 

* pi: frecuencia del haplotipo i en la QS viral, pj: frecuencia del haplotipo j en la QS viral, dij: distancia de Hamming 

(número de mutaciones que diferencia el haplotipo i del j. 

 

Como se ha comentado al inicio del apartado, estos índices se calcularon, analizaron y 

compararon para los datos obtenidos en el segundo estudio de esta tesis doctoral.  

 

4.9 Análisis estadístico 

Las diferencias de conservación entre los diferentes grupos clínicos observadas en los 

análisis de sliding windows se analizaron aplicando el test Wilcoxon–Mann–Whitney.  

Las frecuencias de las diferentes mutaciones de cada paciente se calcularon sumando la 

frecuencia relativa de los haplotipos que presentaban tales alteraciones. Las frecuencias de 

cada grupo se obtuvieron calculando la mediana con su rango intercuartil (IQR 25-75) de 

todos los pacientes pertenecientes a cada grupo y se compararon implementando una prueba 

de Kruskal-Wallis asociada al test posthoc para comparaciones múltiples de Dunn.  

Los diferentes índices de complejidad de la QS analizados se calcularon para cada subgrupo 

clínico del segundo estudio. Las frecuencias de estos índices para cada subgrupo se 

obtuvieron calculando la mediana con su rango intercuantil (IQR 25-75) de todos los 

pacientes pertenecientes a cada subgrupo y se compararon implementando una prueba de 

Kruskal-Wallis asociada al test posthoc para comparaciones múltiples de Dunn.  
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Todos los análisis se han llevado a cabo en el sistema R (versión 3.2.3) y los p-valores han 

sido corregidos con el método de Bonferroni. Los valores <0,05 se han considerado 

estadísticamente significativos. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Primer estudio: conservación y variabilidad en pacientes con hepatitis 

crónica B en diferentes estados clínicos 

 

5.1.1 Pacientes de estudio y características 

En el primer estudio de este proyecto de tesis doctoral, se reclutaron inicialmente 45 

pacientes con hepatitis crónica por VHB en diferentes estados de la enfermedad hepática. 

De estos, solo en 38/45 ambos amplicones fueron amplificados y secuenciados con la 

adecuada calidad, por lo que se incluyeron en el estudio. Concretamente, en 6 de los 7 

pacientes descartados no se consiguió amplificar ambos amplicones, mientras que en el 

séptimo paciente los amplicones no pasaron los filtros bioinformáticos.  

Estos 38 pacientes se agruparon según sus características clínicas (como anteriormente se ha 

explicado en el apartado 4.1 de Materiales y métodos: Pacientes y muestras): 16 pacientes 

con hepatitis crónica por VHB sin daño hepático (grupo CHB) y 22 pacientes con hepatitis 

crónica por VHB y diagnóstico, por imagen o por biopsia, de daño hepático (5 pacientes con 

cirrosis hepática, grupo LC, y 17 con carcinoma hepatocelular, grupo HCC).  

De cada uno de estos pacientes se analizó una muestra de suero. En el caso de los pacientes 

incluidos en los grupos HCC y LC, se consideró la muestra con la fecha más próxima al 

diagnóstico de la lesión hepática en concreto. Las características clínicas y virológicas de 

estos pacientes se muestran en la Tabla 2.  
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Mediana (IQR 25-75) CHB (n=16) HCC (n=17) LC (n=5) 

Edad 38,5 (33,5-46,5) 67 (58-69) 56 (48-66) 

Carga viral (log 

IU/mL) 6,8 (5,7-8,0) 5,5 (4,7-6,7) 5,7 (4,8-6,2) 

ALT 56,5 (41,25-
180,5) 70 (47-212) 46 (43-79) 

AST 
56 (34,75-124) 

120,5 (59-

163,5) 
66,45 (48,675-

84,225) 

Plaquetas (109/L) 183 (161,5-226) 136 (98,5-255) 81,5 (61,25-101,75) 

Proporción     

Género (masculino) 
 11 / 16  15 / 17  3 / 5  

HBeAg (positivo)  8 / 16  3 / 17  0 / 5  

Tabla 2. Características clínicas y virológicas de los pacientes con hepatitis crónica por VHB incluidos en cada grupo del 
primer estudio. ALT = alanina aminotransferasa; AST = aspartato aminotransferasa; IQR = rango intercuartil.   

 

 

5.1.2 Resultados de la secuenciación NGS 

Una vez aplicados los filtros bioinformáticos de calidad pertinentes se obtuvieron un total 

de 45.214.965 reads para el amplicón 1 y 62.354.415 reads para el amplicón 2. Estos 

resultados se traducen a una mediana [IQR 25-75] por paciente de 133.156,5 [85.961,25-

605.212] y 66.571 [25.958,5-2.301.225] reads para los amplicones 1 y 2 respectivamente.  

 

5.1.3 Resultados del genotipado 

Como se reporta anteriormente en el apartado 1.1.4 de Introducción: Genotipos del VHB, la 

evolución clínica y las características virológicas están altamente relacionadas con los 

diferentes genotipos virales, por lo que un adecuado genotipado del virus a través del análisis 

por secuenciación masiva es esencial en el estudio del virus y de su variabilidad.  

Los resultados del análisis filogenético (obtenidos como se detalla en el apartado 4.5 de 

Materiales y métodos: Genotipado de los haplotipos) se muestran en la Tabla 3.  

Se detectaron 5 genotipos (A, C, D, E y F) y 2 mezclas de genotipos (D/E y D/A) en los 

pacientes analizados. El genotipo D fue el más prevalente, habiéndose detectado en 17 de 

los 38 pacientes. El genotipo C se detectó en 8/38 pacientes, el genotipo A en 5/38. Los 

menos representados fueron los genotipos E y F que se detectaron en 2/38 pacientes 
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respectivamente. La mezcla de genotipos D/E se detectó en 3/38 pacientes mientras que la 

mezcla de genotipos D/A solamente en 1/38.   

Porcentaje de pacientes (n) 

Genotipo CHB (n=16) HCC (n=17) LC (n=5) 

A 18.75 (3) 5.88 (1) 20.0 (1) 

C 37.5 (6) 5.88 (1) 20.0 (1) 

D 25.0 (4) 64.71 (11) 40.0 (2) 

E 6.25 (1) 0.0 (0) 20.0 (1) 

F 6.25 (1) 5.88 (1) 0.0 (0) 

D/E 6.25 (1) 11.77 (2) 0.0 (0) 

D/A 0.0 (0) 5.88 (1) 0.0 (0) 

Tabla 3. Distribución de los genotipos en los grupos clínicos del primer estudio. La tabla muestra el porcentaje de pacientes 

con cada genotipo dentro de los grupos clínicos. El número de pacientes con cada genotipo está reportado entre paréntesis 
(n). D/E y D/A indican la mezcla de los dos genotipos. 

 

El hecho de que se haya detectado en un mismo paciente la presencia de más de un genotipo 

(mezclas de genotipos D/E y D/A) es indicativo de un fenómeno de recombinación 

intergenotípica. Éste fenómeno resulta de la coinfección de un mismo huésped con distintas 

poblaciones virales de diferentes genotipos o subgenotipos que intercambian su material 

genético dentro de los hepatocitos infectados. 

 

 

5.1.4 Análisis de la conservación 

Con el fin de evidenciar, tanto en el gen (HBC) como en la secuencia proteica (HBc) de 

estudio regiones altamente conservadas en todos los pacientes y también regiones que 

estuvieran diferentemente conservadas entre los distintos grupos clínicos de estudio, la 

conservación se estudió aplicando un análisis de sliding windows a nivel nucleotídico y 

aminoácido como se ha explicado anteriormente en el apartado 4.6 de Materiales y métodos: 

Análisis de la conservación. 
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5.1.4.1 Detección de regiones hiperconservadas en la población total del estudio. 

Para identificar regiones hiperconservadas tanto en el gen HBC como en su correspondiente 

secuencia proteica, HBc, la conservación se estudió teniendo en cuenta los dos escenarios 

descritos en el apartado 4.6 de Materiales y métodos: Análisis de la conservación. Es decir, 

o considerando las mismas frecuencias para todos los haplotipos (análisis por haplotipos) o 

teniendo en cuenta la frecuencia relativa de cada uno de los haplotipos (análisis por 

frecuencia de haplotipos).  

Para este análisis se consideró el alineamiento múltiple de todos los haplotipos de los 38 

pacientes sin considerar su estado clínico. 

 

Regiones hiperconservadas en el gen HBC  

No se detectaron diferencias entre analizar el contenido de información a nivel nucleotídico 

sin tener en cuenta (análisis por haplotipos, línea lila en la Figura 28) o teniendo en cuenta 

la frecuencia relativa de los haplotipos (análisis por frecuencia de haplotipos, línea naranja 

en la Figura 28).  

Se evidenciaron 3 regiones nucleotídicas hiperconservadas: entre los nt 1900-1929 (región 

que incluye el codón de inicio de expresión del gen HBC), entre los nt 2249-2284 (región en 

la que encontramos epítopos T CD8+ al ser traducida a aa) y entre los nt 2364-2398 (que 

equivale a una región rica en arginina del CTD cuando se traduce a aa) (Figura 28).   
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Figura 28. Análisis del contenido de información en la población total de estudio a nivel de nt. El análisis de sliding 
windows del gen HBC se ha realizado alineando los haplotipos de las QS de los 38 pacientes con y sin considerar la 
frecuencia relativa de los haplotipos. Cada punto en el gráfico representa el promedio del contenido de información (en 
bits) de las ventanas de 25 nt con desplazamiento de 1 nt hacia adelante entre cada ventana. La línea lila muestra el análisis 
por haplotipos (By hpl.), mientras que la línea naranja representa el análisis de haplotipos teniendo en cuenta sus frecuencias 

relativas (By hpl freq.). Las líneas negras discontinuas indican las 3 regiones hiperconservadas comunes observadas y se 
reportan sus posiciones. 

 

Las tres regiones hiperconservadas detectadas mostraron valores de contenido de 

información altos (mayoritariamente en torno a 2 bits, lo que corresponde al 100% de 

conservación en secuencias de nt), como se muestra en la Figura 29. 

 

Figura 29. Logos de las regiones hiperconservadas en la población total a nivel de nt. Representación como logos de las 
regiones hiperconservadas comunes detectadas en la población total de estudio a nivel de secuencia nucleotídica. Los 
extremos de cada región están indicados en la parte superior de cada logo. Los tamaños relativos de las letras en los logos 
son representativos de sus frecuencias relativas en cada posición dentro del alineamiento múltiple de los haplotipos. La 
altura total de cada letra o pila de letras representa el contenido de información de cada posición medido en bits (eje Y): 

desde la mínima (0) hasta la máxima conservación (2 bits, correspondiente a 100% de conservación en secuencias de nt). 
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● Regiones hiperconservadas en la secuencia proteica de HBc 

La presencia de regiones hiperconservadas a nivel de aa se analizó calculando el contenido 

de información sobre el alineamiento de todos los haplotipos de los 38 pacientes sin 

considerar su pertenencia a un grupo clínico concreto. Nuevamente, el análisis se hizo tanto 

teniendo en cuenta la frecuencia relativa de los haplotipos como sin tenerla en cuenta.  

Los haplotipos aminoacídicos se obtuvieron de la traducción de sus respectivos haplotipos 

nucleotídicos usando la pauta de lectura del gen HBC.  

Como ya se vio a nivel nucleotídico, a nivel aminoacídico tampoco se detectaron diferencias 

entre analizar la conservación por haplotipos o por frecuencia de haplotipos (Figura 30). 

La secuencia aminoacídica de HBc mostró una elevada conservación a lo largo de toda su 

secuencia a excepción de una región central, entre los aa 50-100, región que engloba al MIR 

(aa 78-82; Major Immunodominant Region), en la que el contenido de información decrece 

hasta un máximo de 0,6 bits respecto a las posiciones de su alrededor (Figura 30). 

Se detectaron 2 regiones hiperconservadas a nivel de aa: la primera entre los aa 117-120 y 

la segunda entre los aa 159-167 (Figura 30). Estas dos regiones aminoacídicas coinciden a 

nivel de posición con dos de las tres regiones nucleotídicas hiperconservadas previamente 

descritas. Concretamente la región aa 117-120 coincide con la región nt 2249-2284 (región 

relacionada con epítopos T CD8+) y la región aa 159-167 coincide con la región nt 2364-

2398 (región rica en argininas). 
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Figura 30. Análisis del contenido de información en la población total de estudio a nivel de aa. El análisis de sliding 
windows de la secuencia aminoacídica de HBc se ha realizado alineando los haplotipos de las QS de los 38 pacientes con 

y sin considerar la frecuencia relativa de los haplotipos. Cada punto en el gráfico representa el promedio del contenido de 
información (en bits) de las ventanas de 10 aa con desplazamiento de 1 aa hacia adelante entre cada ventana. La línea lila 
muestra el análisis por haplotipos (By hpl.), mientras que la línea naranja representa el análisis de haplotipos teniendo en 
cuenta sus frecuencias relativas (By hpl freq.). Las líneas negras discontinuas indican las 2 regiones aminoacídicas 
hiperconservadas comunes observadas y se reportan sus posiciones. 

 

Como muestra la Figura 31, todas las posiciones de estas dos regiones aminoacídicas 

hiperconservadas mostraron valores de contenido de información en torno a 4,32 bits (100% 

de conservación en secuencias de aa).  

 

Figura 31. Logos de las regiones hiperconservadas en la población total a nivel de aa. Representación 
como logos de las regiones hiperconservadas comunes detectadas en la población total de estudio a 

nivel de secuencia aminoacídica. Los extremos de cada región están reportados en la parte superior 

de cada logo. Los tamaños relativos de las letras en los logos indican sus frecuencias relativas en 

cada posición dentro del alineamiento múltiple de los haplotipos. La altura de cada letra o pila de 
letras representa el contenido de información de cada posición medido en bits (eje Y): desde la 

mínima (0) hasta la máxima conservación (4,32, 100% de conservación en secuencias de aa). 
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5.1.4.2 Análisis de la conservación entre grupos: Regiones conservadas específicas de 

grupo. 

En el estudio de la conservación específica de cada grupo se tuvo en cuenta sólo el escenario 

en el cual todos los haplotipos se consideraban con igual frecuencia (análisis por haplotipos, 

sin tener en cuenta su frecuencia relativa). De hecho, al igualar las frecuencias de todos los 

haplotipos se obtiene una información más detallada de la conservación de las QS circulantes 

al dar más peso a secuencias minoritarias. Además, como se explica en el apartado anterior, 

no se detectaron diferencias a la hora de analizar la conservación considerando o no la 

frecuencia relativa de los haplotipos tanto a nivel nucleotídico como aminoacídico.  

 

● Diferencias de conservación entre los grupos clínicos en el gen HBC 

Al comparar el contenido de información del gen HBC obtenido para cada uno de los grupos 

clínicos de estudio se observó que los pacientes de los grupos HCC y LC presentaban un 

patrón de conservación muy similar entre sí, a diferencia de los pacientes pertenecientes al 

grupo CHB, los cuales mostraban un nivel de conservación inferior. Concretamente, el grupo 

CHB se encontraba menos conservado en 5 regiones nucleotídicas específicas: nt 1946-

1992, 2060-2095, 2145-2175, 2230-2250, y 2270-2293 (p-valor <0.05, marcadas en rojo en 

la Figura 32).  

 

Figura 32. Conservación del gen HBC en los diferentes grupos clínicos. Análisis de sliding windows por haplotipos del 
gen HBC en los alineamientos múltiples pertenecientes a cada grupo clínico (HCC en azul, CHB en rojo y LC en verde). 
Las 5 regiones en las que el grupo CHB muestra niveles más bajos de conservación (p-valor<0.05 hecho por el test de 
Wilcoxon-Mann-Whitney) se muestran en rojo y se reportan sus posiciones. 
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Se detectaron algunas regiones nucleotídicas conservadas específicas de grupo (Figura 33). 

En concreto, se identificó una región nucleotídica conservada específica del grupo CHB 

entre los nt 2306-2334 (región que al ser traducida incluye a los 5 primeros aa de la región 

bisagra entre NTD y CTD). En los pacientes LC se identificaron otras dos regiones 

nucleotídicas conservadas específicas: la región nt 1935-1976, que al ser traducida incluye 

una región involucrada en el ensamblaje de la cápside y en la producción de viriones (134) 

y la región nt 2402-2435 que al ser traducida corresponde a una región rica en argininas del 

CTD. 

Como muestran los logos de secuencia (Figura 33), la mayoría de las posiciones 

nucleotídicas de estas 3 regiones conservadas específicas de grupo presentaban valores de 

contenido de información en torno a 2 bits (100% de conservación en secuencias de nt).  

 

 

Figura 33. Regiones nucleotídicas conservadas específicas de los grupos clínicos. Representación como logos de secuencia 
nucleotídica de las regiones conservadas específicas identificadas en cada grupo clínico. Los extremos de cada región están 
indicados en la parte superior de cada logo. Los tamaños relativos de las letras en los logos son representativos de sus 
frecuencias relativas en cada posición dentro del alineamiento múltiple de los haplotipos. La altura total de cada letra o pila 
de letras representa el contenido de información de cada posición medido en bits (eje Y): desde la mínima (0) hasta la 
máxima conservación (2 bits, correspondiente a 100% de conservación en nt). 

 

 



87 
 

● Diferencias de conservación entre los grupos clínicos en la secuencia proteica de 

HBc 

Al comparar el contenido de información a nivel de secuencia aminoacídica entre los grupos 

clínicos, se observó un patrón de conservación similar entre los 3 grupos a lo largo de toda 

la secuencia a excepción de una región específica entre los aa 140-160 (marcada en verde en 

la Figura 34) en la que el grupo LC mostró un nivel de conservación inferior a los obtenidos 

para los grupos CHB y HCC (p-valor <0.05).  

 

 

Figura 34. Conservación de la secuencia aminoacídica de HBc en los diferentes grupos clínicos. Análisis de sliding 
windows por haplotipos de la secuencia de aa de HBc en los alineamientos múltiples pertenecientes a cada grupo (HCC en 
azul, CHB en rojo y LC en verde). La región en la que el grupo LC muestra niveles más bajos de conservación (p-valor<0.05 

hecho por el test de Wilcoxon-Mann-Whitney) se muestra en verde y se reportan sus posiciones. 

 

Como ya se observó a nivel nucleotídico, también a nivel aminoacídico se detectaron 

regiones conservadas específicas de un grupo clínico concreto. Se evidenció una región 

aminoacídica conservada específicamente en el grupo CHB (aa 98-103) y otras dos en el 

grupo LC (aa 28-30, región que incluye una zona involucrada en el ensamblaje de la cápside 

y en la producción de viriones (134) y aa 51-54) (Figura 35).  

Todas las posiciones de estas tres regiones aminoacídicas mostraron valores de contenido de 

información en torno a 4,32 bits (100% de conservación en secuencias aminoacídicas) como 

muestra la Figura 35. 
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Figura 35. Regiones aminoacídicas conservadas específicas de los grupos clínicos. Representación como logos de 
secuencia aminoacídica de las regiones conservadas específicas de grupo detectadas. Los extremos de cada región están 
indicados en la parte superior de cada logo. Los tamaños relativos de las letras en los logos indican sus frecuencias relativas 
en cada posición dentro del alineamiento múltiple de los haplotipos. La altura de cada letra o pila de letras representa el 
contenido de información de cada posición medido en bits (eje Y): desde la mínima (0) hasta la máxima conservación 

(4,32, 100% de conservación en aa). 

 

 

5.1.5 Estudio de mutaciones en los diferentes grupos clínicos 

El estudio de mutaciones (detallado en el apartado 4.7 de Materiales y métodos: Estudio de 

mutaciones) se llevó a cabo con el fin de identificar cambios (tanto nucleotídicos como 

aminoacídicos) en los distintos grupos clínicos que pudieran afectar a la secuencia proteica 

de HBc y por lo tanto relacionarse con una diferente evolución clínica. 

 

5.1.5.1 Mutaciones nucleotídicas 

A nivel nucleotídico el análisis se hizo con el fin de buscar inserciones o deleciones que, al 

ser traducidas, pudieran alterar la secuencia de HBc. 

● Inserciones y deleciones puntuales (InsDels) 

En 11 de los 38 pacientes incluidos en el estudio se detectó por lo menos una InsDel de 1 nt 

que afectaba concretamente a las posiciones nt 1951 o 2085, con la inserción o deleción de 

un residuo de Timina (T) o Guanina (G) en cada posición respectivamente. Los pacientes en 

los que se detectaron estas InsDels, así como las frecuencias y los porcentajes de los 

haplotipos que las contenían se reportan en la Tabla 4. 
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Debido al limitado número de pacientes del estudio no se hallaron diferencias estadísticas 

significativas al comparar la frecuencia de las InsDels entre los grupos clínicos de estudio.  

 

Grupo 

clínico 

(n/total) 

Paciente 

 

 

Posición de la InsDel (nt 

insertado/delecionado) 

Frecuencia 

relativa 

 

% de 

haplotipos 

mutados 

 

 

 

 

CHB 

(8/16) 

1 1951 (1 nt: T) 8.36 8.7% 

2 2085 (1 nt: G) 17.12 40% 

3 2085 (1 nt: G) 3.19 5% 

4 1951 (1 nt: T) 0.37 5.9% 

9 1951 (1 nt: T) 2.02 8.82% 

10 2085 (1 nt: G) 1.34 50% 

12 2085 (1 nt: G) 1.04 10% 

13 1951 (1 nt: T) 2.79 22.22% 

HCC 

(2/17) 

28 2085 (1 nt: G) 0.78 4% 

33 2085 (1 nt: G) 2.42 4.8% 

LC (1/5) 34 2085 (1 nt: G) 17.42 19.2% 
Tabla 4. InsDels detectadas. La tabla muestra la frecuencia relativa de las InsDels detectadas en las posiciones nt 1951 y 
2085, junto con el porcentaje de haplotipos mutados por cada paciente. Solo los pacientes portadores de estas mutaciones 
se han incluido en la tabla. T = timina; G = guanina. 

 

En todos los casos esta inserción o deleción de 1 nt en estas posiciones nucleotídicas 

concretas provocaba un cambio en la pauta de lectura del gen ocasionando diferentes 

truncamientos de la secuencia de HBc debido a la aparición de un codón STOP prematuro.  

Concretamente, en la posición nt 1951, la inserción de una T producía el truncamiento de la 

secuencia proteica en el aa 21 mientras que la deleción de una T en esa misma posición 

producía el truncamiento en el aa 41. En el caso de la posición nt 2085, la inserción de una 

G producía el truncamiento de la secuencia proteica en el aa 74 mientras que el truncamiento 

se producía en la posición aa 64 si se trataba de la deleción de una G en nt 2085. En los 4 

truncamientos comentados en este párrafo, las posiciones aminoacídicas indicadas (21, 41, 

64 y 74) corresponden al último aa traducido correctamente antes de la aparición del codón 

STOP prematuro. En todos los casos indicados, el truncamiento generaba la aparición de una 

proteína carente del dominio CTD (aa 150-183). 
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● Macrodeleciones 

En 3/38 pacientes (concretamente un paciente de cada grupo clínico) se evidenciaron 

macrodeleciones (deleciones de alrededor de 50 o más nt) en diferentes posiciones del gen 

HBC. 

Estas macrodeleciones afectaban a más del 25% de los haplotipos en cada respectivo 

paciente: al 43,5% de los haplotipos del paciente CHB (paciente nº 1), al 26.78% del paciente 

HCC (paciente nº23) y al 49.97% de los haplotipos del paciente LC (paciente nº 34). En 

general estas mutaciones nucleotídicas presentaban una frecuencia relativa elevada en estos 

pacientes. Concretamente, de 22,46 en el paciente CHB, de 22,61 en el paciente HCC y de 

41,53 en el paciente LC. Las posiciones, frecuencias y porcentaje de haplotipos mutados se 

detallan en la Tabla 5.  

Paciente; 

grupo 

clínico 

Último nt 

antes de la 

macrodeleción 

Nº de nts 

delecionados 

Aa eliminados 

o 

truncamientos 

al traducir la 

secuencia 

Frecuencia 

relativa 

% de 

haplotipos 

mutados 

 

 

 

 

Pt 1; 

CHB 

2160 57 88 - 106 4.58 4.35% 

2151 78 84 - 109 0.79 4.35% 

2151 81 85 - 111 0.98 4.35% 

2135 87 79 - 107 5.29 4.35% 

2146 90 84 - 113 4.04 4.35% 

2149 105 86 - 120 1.28 4.35% 

2140 114 81 - 118 1.11 4.35% 

2149 114 84 - 121 0.84 4.35% 

2140 123 81 - 121 1.73 4.35% 

2088 144 64 - 111 1.82 4.35% 

Pt 23; 

HCC 

2163 129 89 - 131 22.61 26.78% 

 

 

Pt 34; 

LC 

2005 46 *49 31.31 26.92% 

2000 52 *47 6.07 7.69% 

2164 87 89 - 117 1.12 3.84% 

2123 103 *81 1.39 3.84% 

2130 101 *98 0.72 3.84% 

2123 63 *94 0.92 3.84% 

Tabla 5. Macrodeleciones detectadas en el gen HBC. La tabla muestra la frecuencia relativa de las macrodeleciones 
detectadas. Las posiciones nucleotídicas afectadas, el número de nt eliminados en cada caso, los aa eliminados al traducirse 
la secuencia y el porcentaje de haplotipos mutados por cada paciente están reportados. La aparición de codón STOP 
prematuro se muestra con un asterisco y el número de la última posición aminoacídica codificada. Solo los pacientes 

portadores de estas mutaciones se han incluido en la tabla. Pt: paciente. 
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Cabe señalar que, diferentemente de lo que se vio con las InsDels, en general estas 

macrodeleciones no alteraban la pauta de lectura del gen HBC, por lo que se producían 

proteínas HBc carentes de la región aminoacídica codificada por la secuencia nucleotídica 

delecionada. Esto valía para todos los casos a excepción del paciente LC, donde 5/6 

macrodeleciones se traducían a truncamientos, ocasionados por la aparición de codones 

STOP prematuros. 

Debido a que este tipo de mutación afectaba solo a un paciente de cada grupo, no se halló 

ninguna diferencia estadísticamente significativa. En todos los casos las macrodeleciones 

afectaban a la región nucleotídica codificante del dominio NTD, resultando en formas 

alteradas de la secuencia proteica de HBc carentes de cierta región del NTD, pero con la 

región bisagra y el CTD intactos (a excepción de las 5 secuencias truncadas del paciente LC, 

en las que estos dos dominios se eliminaban).  

 

5.1.5.2 Mutaciones aminoacídicas: sustituciones de aa 

Los haplotipos aminoacídicos de cada paciente se alinearon con una secuencia consenso 

específica del genotipo del paciente en cuestión con el objetivo de identificar sustituciones 

aminoacídicas que se pudieran relacionar con un determinado cuadro clínico.  

En 15/16 pacientes CHB, en 16/17 pacientes HCC y en 3/5 pacientes LC se detectaron 

sustituciones aminoacídicas que involucraban a 59 posiciones de los 183 aa de la secuencia 

proteica de HBc (Tabla 6).  
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Región de HBc 

(extremos aa) 

 

Sustituciones aminoacídicas detectadas 

 

 

 

 

 

NTD (1-139) 

I3L/T 

E14Q/D 

D32N/A 
R39K/G 

S49T/A 

G63E/V 
A69V/G 

P79Q 

V85I/A 

I105T/V 
T114I 

A131P 

P5T/L/S/H 

S21P/L/H/A/G/T 

A34T/V 
E40D 

P50H/A 

E64K/D/N 
V74A/E/T/G 

A80S/V/E/Q/T/G 

S87G/N/T 

T109M 
I116V/L 

P135Q/S/L/T 

 

T12S 

S26N/A/T 

S35L/A/K 
P45T/A/S 

I59T/F/V/C/L 

M66T/I 
S74G 

D83E 

N92T/H 

R112K/S 
R127H 

V13L/A/T 

I27V 

Y38H/F 
C48W/Y 

L60V 

T67S/A/N 
E77Q/D 

L84A/Q/R 

M93V/A 

E113D/Q/K/S 
P130L/T/Q/A/S/I 

 

Región bisagra 

(140-149) 

 

 

T147C/A 

 

V149I 

  

 

CTD (150-183) 

R151G/C/Q 
R164S/H 

S181P/F/L 

G153C/F/H/Y 
Q177K 

Q182K/C/P/H 

S155T/A/F/L 
A180G/Q/G 

S183P 

 

R159K/G 
E180K/D/G/Q 

Tabla 6. Sustituciones aminoacídicas detectadas en la secuencia de HBc en la población total de estudio. La tabla muestra 
las 59 posiciones en las que se han detectado sustituciones aminoacídicas siendo la primera letra el aa wild-type de HBc 
(es decir, el aa en la secuencia consenso del genotipo), el número la posición aminoacídica involucrada y la segunda letra 
o grupo de letras el/los nuevos aa codificados. La primera columna indica el dominio de HBc (con las posiciones de sus 
extremos en la secuencia proteica de HBc reportadas) en el que se han identificado las diferentes sustituciones: NTD 
(dominio N terminal), Región bisagra y CTD (dominio C terminal). 

 

En la región NTD (de 139 aa) se detectaron 46 posiciones modificadas de un total de 139 

posiciones aminoacídicas que conforman la región, mientras que en la región bisagra (de 10 

aa) y CTD (de 34 aa) los cambios afectaban respectivamente a 2 y a 11 posiciones. Al 

comparar la proporción de pacientes de cada grupo que presentaban cambios en cada uno de 

los dominios no se detectó ninguna diferencia estadísticamente significativa. 

Concretamente, 15/16 pacientes CHB, 16/17 HCC y 3/5 LC presentaban mutaciones en el 

NTD, 3 CHB, 5 HCC y 1 LC en la región bisagra, y 9 CHB, 13 HCC y 1 LC en el dominio 

CTD. No se detectó ninguna diferencia al comparar estas proporciones. 

Al comparar la frecuencia observada de cada sustitución entre los diferentes grupos clínicos, 

se identificó la sustitución P79Q, que está presente en varios pacientes representativos de los 

3 grupos de estudio (concretamente en 3/16 pacientes CHB, 9/17 pacientes HCC y 1/5 

pacientes LC). En esta sustitución aminoacídica la prolina original de la posición 79 se 

sustituye por una glutamina. Esta sustitución se observó mayoritariamente en el grupo HCC 

(frecuencia mediana (IQR) de 15,82 (0-78,9)), mostrando significación estadística en la 
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diferencia respecto a los otros dos grupos (frecuencia mediana (IQR) de 0 (0-0) tanto en LC 

como en CHB, p-valor = 0,012 entre HCC y CHB) (Figura 36). 

 

Figura 36. Frecuencia relativa (%) de la sustitución aminoacídica P79Q en los 3 grupos clínicos de estudio. Cada punto en 

el gráfico representa un paciente. El p-valor (corregido por Bonferroni) se ha calculado mediante la prueba de Kruskal-
Wallis con la prueba de comparación múltiple posthoc Dunn. El p-valor estadísticamente significativo (<0.05) se representa 
con un asterisco (*). 
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5.2 Segundo estudio: conservación, variabilidad y complejidad de HBC 

en la progresión de la enfermedad hepática 

 

5.2.1 Pacientes de estudio y características 

En este segundo estudio del proyecto de tesis doctoral se analizó la evolución de la QS del 

VHB en el gen HBC en pacientes con hepatitis crónica antes y después de desarrollar 

hepatocarcinoma (HCC). Un grupo de pacientes con hepatitis crónica sin daño hepático 

(CHB), en el que no hubo progresión de la enfermedad, se utilizó como control. Inicialmente 

se seleccionaron 12 pacientes (6 CHB y 6 HCC) y se analizaron dos muestras por paciente 

(como se detalla en el apartado 4.1 de Materiales y métodos: Pacientes y muestras). 

Finalmente, los amplicones de ambas muestras pudieron ser amplificados y secuenciados 

con la calidad necesaria en solamente 9 de los 12 pacientes.  

Estos 9 pacientes se agruparon según sus características clínicas (como se detalla en el 

apartado 4.1 de Materiales y métodos: Pacientes y muestras): 4 pacientes con hepatitis 

crónica por VHB sin daño hepático (grupo CHB) y 5 pacientes con hepatitis crónica por 

VHB y diagnóstico, por imagen o por biopsia, de carcinoma hepatocelular (grupo HCC). De 

cada uno de ellos se analizaron 2 muestras (T0 y T1) a modo de estudio longitudinal 

resultando en un total de 18 muestras.  

Las muestras T0 y T1 de cada paciente presentaban una diferencia de tiempo mínima de un 

año entre ellas. En el caso del grupo HCC, las muestras T1 correspondían a las muestras con 

lesión tumoral, siendo estas las muestras con la fecha más próxima al diagnóstico del cáncer. 

Por otro lado, tanto las muestras a T0 del grupo HCC como ambas muestras (T0 y T1) del 

grupo control (CHB) correspondían a muestras sin daño hepático. Las características clínicas 

y virológicas de los pacientes de cada subgrupo se muestran en la Tabla 7.  
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Mediana  

(IQR 25-75) 

CHB T0 

(n=4) 

CHB T1 

(n=4) 

HCC T0 

(n=5) 

HCC T1 

(n=5) 

Edad 44 (40-46,75) 45 (41-47,5) 67 (61-68) 69 (64-69) 

Carga viral  

(log IU/mL) 

 

7,7 (6,5-8,0) 

 

7,7 (6,9-8,1) 

 

3,1 (2,3-4,4) 

 

4,7 (4,3-5,0) 

ALT 73,5 (50,25-136) 142 (49-348,5) 24,8 (23-33,6) 61 (41,7-

107) 

AST 38,5 (33,75-

79,75) 

103,5 (34,75-

201) 

32,8 (32,3-35) 55 (53-129) 

Plaquetas (109/L) 224 (212,5-

257,25) 

217 (202-237,5) 149 (129-

165,4) 

136 (131-

140) 

Proporción     

Género (masculino) 4/4 4/4 4/5 4/5 

HBeAg (positivo) 3/4 3/4 1/5 1/5 

Tabla 7: Características clínicas, bioquímicas y virológicas de los pacientes con hepatitis crónica por VHB incluidos en 
cada subgrupo del segundo estudio. ALT = alanina aminotransferasa; AST = aspartato aminotransferasa; IQR = rango 

intercuartil.  

 

 

5.2.2 Resultados de la secuenciación NGS 

Después de aplicar los filtros bioinformáticos de calidad pertinentes se obtuvieron un total 

de 21.967.662 reads para el amplicón 1 y 20.326.126 reads para el amplicón 2. Estos 

resultados se traducen a una mediana [IQR 25-75] por paciente de 144.978,5 [78.692,75-

239.805,25] y 128.506,5 [57.558,25-194.366,25] reads para los amplicones 1 y 2 

respectivamente.  

 

5.2.3 Resultados del genotipado 

Como se reporta anteriormente en el apartado 1.1.4 de Introducción: Genotipos del VHB, la 

evolución clínica y las características virológicas están altamente relacionadas con los 

diferentes genotipos virales, por lo que un adecuado genotipado del virus a través del análisis 

por secuenciación masiva es esencial en el estudio del virus y de su variabilidad.  
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Los resultados del análisis filogenético (obtenidos como se detalla en el apartado 4.5 de 

Materiales y métodos: Genotipado de los haplotipos) se muestran en la Tabla 8.  

Contrariamente a lo detectado en el primer estudio, en este segundo no se evidenciaron 

mezclas de genotipos, sino que en cada paciente la QS era 100% de un genotipo en concreto. 

Los cuatro pacientes del grupo CHB estaban infectados por virus de genotipos diferentes, 

concretamente de los genotipos A, C, D y E, mientras que los 5 pacientes HCC estaban 

infectados por virus de genotipo D todos ellos. Los genotipos correspondientes se detectaron 

tanto en las muestras T0 como en las T1 de cada paciente. 

 

Porcentaje de pacientes (n) 

Genotipo  CHB (n=4) HCC (n=5) 

A 25 (1) 0 (0) 

C 25 (1) 0 (0) 

D 25 (1) 100 (5) 

F 25 (1) 0 (0) 

Tabla 8. Distribución de los genotipos en los grupos clínicos del segundo estudio. La tabla muestra el porcentaje de 
pacientes con cada genotipo viral dentro de los grupos clínicos. El número de pacientes con cada genotipo dentro del grupo 
está reportado entre paréntesis (n).  

 

 

5.2.4 Conservación y variabilidad en la progresión de la enfermedad hepática 

La conservación tanto en el gen (HBC) como en la secuencia aminoacídica (HBc) de estudio 

se analizó en los cuatro subgrupos (HCC T0 y T1, y CHB T0 y T1) con el fin de evidenciar 

regiones diferentemente conservadas entre antes y después de desarrollar la lesión tumoral. 

La conservación se estudió aplicando un análisis de sliding windows a nivel nucleotídico y 

aminoacídico como se ha explicado anteriormente en el apartado 4.6 de Materiales y 

métodos: Análisis de la conservación, sobre los alineamientos múltiples de los haplotipos 

correspondientes a las muestras de cada uno de los 4 subgrupos. En este análisis en ningún 

caso se tuvieron en cuenta las frecuencias relativas de los haplotipos (todo se hizo por 

análisis por haplotipos), puesto que al igualar las frecuencias de todos los haplotipos se 

obtiene una información más detallada de la conservación de la QS circulantes al dar más 

peso a secuencias minoritarias. 
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5.2.4.1 Conservación del gen HBC en la progresión de la enfermedad hepática.  

En el grupo CHB, en el que no se evidenciaba evolución de la lesión hepática entre ambas 

muestras de cada paciente, el patrón de conservación se mantenía constante en el año 

transcurrido entre T0 y T1. Diferentemente, los pacientes HCC T0 (cuando todavía no se 

evidenciaban signos de daño hepático) mostraron un nivel de conservación ligeramente más 

elevado que los subgrupos de CHB. No obstante, fueron los pacientes HCC T1 (es decir, 

aquellos que ya presentaban la lesión tumoral) los que mostraron un mayor grado de 

conservación, reflejándose en unos niveles de contenido de información notablemente más 

elevados que en los otros 3 subgrupos (Figura 37).  

 

 

Figura 37. Conservación del gen HBC en los diferentes subgrupos clínicos. Análisis de sliding windows por haplotipos de 
la secuencia nucleotídica del gen HBC en los alineamientos múltiples de los pacientes de cada subgrupo. CHB se muestra 

con líneas punteadas, identificándose en rojo el subgrupo T0 y en lila el T1 mientras que HCC se muestra con líneas 
continúas identificándose en azul el subgrupo T0 (antes del desarrollo del HCC) y en verde el T1 (HCC ya diagnosticado). 

 

Con el objetivo de evidenciar las regiones diferentemente conservadas en el grupo de HCC 

durante la progresión del daño hepático, se calculó la diferencia en el contenido de 

información a lo largo de toda la secuencia nucleotídica entre HCC T0 y HCC T1. Como se 

ha mencionado anteriormente, en las muestras T1 el nivel de conservación era mayor a lo 

largo de toda la secuencia con respecto a las muestras T0, pero lo era sobre todo en la región 

del gen entre los nt 1901-2318, región que codifica para el dominio proteico NTD, donde la 

diferencia de contenido de información (contenido de información T0 - contenido de 
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información T1) llegaba a valores negativos de hasta -0,3 bits (p-valor = 2,2E-16, Figura 

38). 

 

Figura 38. Diferencias en el contenido de información del gen HBC entre las muestras T0 y T1 de los pacientes del grupo 
HCC. El gráfico muestra la diferencia de contenido de información en el grupo HCC entre la muestra T0 (antes de 
desarrollar lesión tumoral) y la muestra T1 (diagnosis de HCC). Los valores negativos son indicativos de una mayor 
conservación al tiempo T1, mientras que los valores positivos indican un mayor contenido de información en las muestras 
T0. La región donde se encontró mayor diferencia a nivel de conservación nucleotídica está marcada y delimitada por líneas 
negras discontinuas y sus posiciones están reportadas en la parte inferior de estas (p-valor <0.05 por test de Wilcoxon-

Mann-Whitney). 

 
 

 

5.2.4.2 Conservación de la secuencia aminoacídica de HBc en la progresión de la 

enfermedad hepática.  

Como también se ha visto a nivel nucleotídico, la secuencia aminoacídica de la proteína HBc 

se mantenía conservada con un patrón bastante similar entre CHB T0 y T1. De la misma 

forma, en ambos subgrupos de HCC la secuencia se mantenía conservada a lo largo de toda 

su longitud, con valores parecidos a los detectados en ambos subgrupos del grupo control, 

CHB (Figura 39).  
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Figura 39. Conservación de la secuencia aminoacídica de HBc en los diferentes subgrupos clínicos. Análisis de sliding 
windows por haplotipos de la secuencia aminoacídica de HBc en los alineamientos múltiples pertenecientes a cada subgrupo 

(CHB (líneas discontinuas) T0 en rojo y T1 en lila, HCC (líneas continuas) T0 en azul y T1 en verde). 

 

 

Al analizar las diferencias de conservación en la secuencia aminoacídica de HBc en el grupo 

HCC entre las muestras T0 y T1, se observaron ciertas regiones en las cuales, esta vez, las 

muestras al tiempo T0 presentaban una mayor conservación que las muestras al tiempo T1 

(valores de diferencia T0-T1 positivos), hasta llegar a una diferencia máxima de 0,3 bits. En 

concreto se identificaron tres regiones de la secuencia de HBc en las que se detectó (con 

diferencia estadísticamente significativa) una mayor conservación en el subgrupo T0 que en 

el T1: aa 30-50, 133-142 y 145-165 (p-valores de 0,029, 0,0003 y 1,484E-09 

respectivamente para la diferencia entre ambos subgrupos en estas 3 regiones, Figura 40). 
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Figura 40. Diferencias en el contenido de información de la secuencia aminoacídica de HBc entre las muestras T0 y T1 de 
los pacientes del grupo HCC. El gráfico muestra la diferencia de contenido de información en el grupo HCC entre la 
muestra T0 (antes de desarrollar lesión tumoral) y la muestra T1 (diagnosis de HCC). Los valores negativos son indicativos 
de una mayor conservación al tiempo T1, mientras que los valores positivos indican un mayor contenido de información 
en las muestras T0. Las regiones donde se encontró mayor diferencia a nivel de conservación aminoacídica están marcadas 
y delimitadas por líneas negras discontinuas y sus posiciones están reportadas en la parte inferior de estas (p-valor <0.05 

por test de Wilcoxon-Mann-Whitney). 

 

 

Es importante destacar que estas tres regiones aminoacídicas diferentemente conservadas no 

presentaban grandes diferencias en el contenido de información entre ambos subgrupos de 

HCC (Figura 41). De hecho, alrededor del 90% de las posiciones aminoacídicas en estas 

regiones se encuentran altamente conservadas (en torno a 4 bits) tanto en HCC T0 como en 

HCC T1. Cabe destacar que, entre los dos subgrupos, en dos de las posiciones aminoacídicas 

de la región aa 30-50 cambiaban parcialmente aminoácidos polares (tirosina (Y) y arginina 

(R) en las posiciones 38 y 39, en HCC T0) por no polares (fenilalanina (F) y glicina (G) 

respectivamente, en HCC T1). 
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Figura 41. Regiones aminoacídicas diferentemente conservadas en los pacientes HCC entre los dos tiempos (T0 y T1). 
Representación como logos de secuencia aminoacídica de las tres regiones en las que los pacientes HCC al tiempo T1 
estaban menos conservados que al tiempo T0. El panel A corresponde a los logos de estas regiones para el subgrupo HCC 
T0. El panel B corresponde a los logos de estas regiones para el subgrupo HCC T1. Los extremos de cada región están 
indicados en la parte superior de cada logo. Los tamaños relativos de las letras en los logos indican sus frecuencias relativas 
en cada posición dentro del alineamiento múltiple de los haplotipos. La altura de cada letra o pila de letras representa el 
contenido de información de cada posición medido en bits (eje Y): desde la mínima (0) hasta la máxima conservación 

(4,32, 100% de conservación en aa). 

 

 

5.2.5 Estudio de mutaciones en los diferentes subgrupos 

El estudio de mutaciones (detallado en el apartado 4.7 de Materiales y métodos: Estudio de 

mutaciones) se llevó a cabo con el fin de identificar cambios (tanto nucleotídicos como 

aminoacídicos) que pudieran afectar a la secuencia proteica de HBc y que fueran 

diferentemente seleccionadas a lo largo de la progresión de la enfermedad hepática. 

 

5.2.5.1 Mutaciones nucleotídicas  

Como se ha detallado en el apartado 4.7 de Materiales y métodos: Estudio de mutaciones, 

en este estudio se analizó la presencia tanto de inserciones y deleciones puntuales de nt 

(InsDels) como de macrodeleciones de nt con el objetivo de identificar diferencias entre los 

subgrupos que se pudieran asociar al progreso de la enfermedad hepática. No obstante, en 

este estudio se detectó un número muy reducido de este tipo de mutaciones y que, además, 
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presentaban una frecuencia muy baja, por lo que no se determinó ninguna diferencia entre 

los distintos subgrupos. 

 

5.2.5.2 Sustituciones de aa en la secuencia de HBc. 

La búsqueda de sustituciones aminoacídicas se llevó a cabo (como se detalla en el apartado 

4.7 de Materiales y métodos: Estudio de mutaciones) también en esta segunda parte del 

proyecto de tesis doctoral con el fin de identificar cambios en la secuencia aminoacídica que 

pudieran haber sido seleccionados en la progresión del daño hepático y que pudieran 

asociarse con el desarrollo de una lesión tumoral.  

Como en el caso del primer estudio de este proyecto, en este segundo estudio también se 

identificaron varias sustituciones aminoacídicas. Concretamente, esta vez se detectaron 

sustituciones que involucraban a 48 posiciones (reportadas en la Tabla 9) de las 183 

posiciones aminoacídicas de la secuencia proteica de HBc.  

Región de HBc 

(extremos aa) 

 

Sustituciones aminoacídicas detectadas 

 

 

 

 

 

NTD (1-139) 

 
P5T/L/S/H 

S26N/A/T 

R39G 

H51N 
G63E/V 

T70S 
P79Q 

L84A/Q/R 

M93V/A 

I116V/L 
P135Q/S/T 

 

 

 
T12S 

V27I 

E40D 

L55I 
E64K/D/N 

G73D 

A80S/V/Q/G 
S87G/N/T 

F97I 

R127H 

 
S21P/L/G/T 

S35L/A/K 

P45T/A/S 

I59T/F/V/L 
T67S/A/N 

V74A/E/G/S 

S81A 
T91S/V 

I105V 

P130L/T/A/S 

 
F24Y 

Y38F 

S49T/A 

L60V 
A69V/G 

E77Q/D 

D83E 
N92T/H 

E113D/Q/K 

A131P 

 

Región bisagra 

(140-149) 

 

 

T147C/A 

 

 

  

 

CTD (150-183) 

 
R151G/C/Q 

E180K/D/Q/A 

 
G153C/F/H/Y 

S181P/F 

 
Q177K 

 

 

R179P 

Tabla 9. Sustituciones aminoacídicas detectadas en la secuencia de HBc en la población total del segundo estudio. La tabla 
muestra las 48 posiciones en las que se han detectado sustituciones aminoacídicas siendo la primera letra el aa wild-type 

de HBc (es decir, el aa en la secuencia consenso del genotipo), el número la posición aminoacídica involucrada y la segunda 
letra o grupo de letras el/los nuevos aa codificados. La primera columna indica el dominio de HBc (con las posiciones de 
sus extremos en la secuencia proteica de HBc reportadas) en el que se han identificado las diferentes sustituciones: NTD 
(dominio N terminal), Región bisagra y CTD (dominio C terminal). 
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Cabe mencionar que, de las 48 posiciones en las que se han detectado sustituciones 

aminoacídicas en este segundo estudio, 39 se habían detectado también en el primer estudio.   

Al comparar la proporción de pacientes de cada subgrupo que presentaban estas 

sustituciones en cada uno de los dominios no se detectó ninguna diferencia estadísticamente 

significativa. 

Por otro lado, al comparar entre los grupos y subgrupos clínicos la frecuencia observada para 

cada sustitución en cada uno de ellos, se identificó otra vez la sustitución P79Q (cambio de 

prolina por glutamina en la posición aminoacídica 79). De nuevo, esta sustitución se 

encontraba más representada en el grupo HCC (T0 + T1) que en el grupo CHB (T0 + T1), 

mostrando significación estadística en la diferencia, con una mediana (IQR) de 18,19 (0-

100) en el grupo HCC versus 0 (0-0) en el grupo CHB (p-valor = 0,025, Figura 42) 

 

Figura 42. Frecuencia relativa (%) de la sustitución aminoacídica P79Q en la comparativa de los dos grupos clínicos de 
estudio (CHB y HCC). El diagrama de cajas muestra la comparativa de mediana (IQR) de la frecuencia relativa de la 
sustitución P79Q entre los grupos CHB y HCC. Cada punto en el gráfico representa una muestra. El p-valor (corregido por 
Bonferroni) se ha calculado mediante la prueba de Kruskal-Wallis. El p-valor estadísticamente significativo (<0.05) se 
representa con un asterisco (*). 
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Con tal de analizar específicamente el grupo HCC, se comparó la frecuencia relativa de las 

sustituciones detectadas entre las muestras T0 y T1 de este grupo para ver si alguna 

sustitución se asociaba al progreso de la enfermedad hepática dentro de este mismo grupo 

de pacientes. Se volvió a detectar la sustitución P79Q y, esta vez, se detectó específicamente 

en las muestras con lesión tumoral, T1, mostrando significación estadística en la diferencia 

al compararse con el subgrupo T0 (sin lesión tumoral). Concretamente, se detectó esta 

sustitución con una frecuencia mediana (IQR) de 100 (20,56-100) en HCC T1 y de 0 (0-0) 

en HCC T0 (p-valor = 0,045) (Figura 43). 

 

 

 

Figura 43. Frecuencia relativa (%) de la sustitución aminoacídica P79Q en la comparativa de los dos subgrupos 
pertenecientes al grupo clínico HCC (HCC T0 y HCC T1). El diagrama de cajas muestra la comparativa de mediana (IQR) 
de la frecuencia relativa de la sustitución P79Q entre los dos subgrupos de HCC. Cada punto en el gráfico representa una 
muestra. El p-valor (corregido por Bonferroni) se ha calculado mediante la prueba de Kruskal-Wallis. El p-valor 
estadísticamente significativo (<0.05) se representa con un asterisco (*). 
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5.2.6 Estudio de la complejidad de la quasiespecies  

La complejidad de la QS se estudió analizando los índices detallados en el apartado 4.8 de 

Materiales y métodos: Estudio de la complejidad de la quasiespecies. Este análisis se realizó 

en cada uno de los 4 subgrupos clínicos de estudio con el fin de detectar cambios en términos 

de complejidad de la QS entre estos, con especial interés en el subgrupo HCC T1 para poder 

asociar estos cambios al avance de la enfermedad hepática hacia el desarrollo del tumor. Se 

analizaron índices de incidencia, de función y de abundancia.  

La Tabla 10 resume los valores de mediana (IQR) obtenidos para cada uno de los índices en 

el análisis de la región del amplicón 1 (nt 1863-2317) para los distintos subgrupos clínicos. 

Tanto a nivel de índices de incidencia (number of haplotypes) como de abundancia (Shannon 

entropy y Gini-Simpson) no se detectaron diferencias entre los subgrupos. En el caso de los 

índices funcionales, no se detectó ninguna diferencia entre los subgrupos al comparar los 

valores de Mutation Frequency y Nucleotide diversity, pero sí que se detectó diferencia en 

terminos de Average mutation frequency by molecule al comparar los valores obtenidos para 

este índice funcional entre los distintos subgrupos (p-valor = 0,008 por test de Kruskal 

Wallis, Tabla 10).  
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AMPLICÓN 1 

 CHB HCC  

ÍNDICE T0 T1 T0 T1 p-valor 

Number of 

haplotypes 

5(3,75-6,75) 10(7,5-11,75) 5(4-6) 6(4-28) n.s. 

Mutation 

Frequency  

4(2-7,75) 12,5(8,75-

21,25) 

4(3-5) 12(4-59) n.s. 

Shannon 

entropy 

0,48(0,11-

0,88) 

0,87(0,6-1,02) 0,19(0,17-

0,28) 

0,63(0,21-

2,49) 

n.s. 

Gini-Simpson 0,23(0,03-

0,43) 

0,36(0,21-

0,45) 

0,07(0,06-

0,11) 

0,33(0,07-

0,78) 

n.s. 

Average 

mutation 

frequency by 

molecule 

0,0025 

(0,002-0,003) 

 

0,0005(0,0003

-0,001) 
0,0024(0,0024-

0,0024) 

0,0043(0,003-

0,005) 

 

0,008 

Nucleotide 

diversity 

0,0006(0,000

06-0,00138) 

0,0009(0,0006

-0,0019) 

0,0002(0,0001-

0,0003) 

0,0008(0,000

4-0,005) 

n.s. 

Tabla 10. Complejidad de la quasiespecies de los distintos subgrupos clínicos a los tiempos T0 y T1 en el amplicón 1. La 

tabla muestra los valores de mediana (IQR) obtenidos para los índices de complejidad analizados en los distintos tiempos 
de cada grupo clínico en el amplicón 1. La significación estadística (p-valor) estudiada aplicando el test de Kruskal-Wallis 
está reportada. El p-valor estadísticamente significativo (<0.05, en el índice Average mutation frequency by molecule) está 
reportado en negrita. Los p-valores >0.05 se consideran no significativos estadísticamente (n.s.). 

 

 

Al analizar con más detalle la tendencia de este índice (Average mutation frequency by 

molecule) en la región del amplicón 1 y comparar individualmente los valores obtenidos para 

este entre los cuatros subgrupos, se detectó que el subgrupo HCC T1 (lesión tumoral) 

presentaba un valor 8,6 veces más alto que el subgrupo CHB T1 (sin daño hepático), 

mostrando significación estadística en la diferencia: mediana (IQR) del índice Average 

mutation frequency by molecule de 0,0043 (0,003-0,005) en HCC T1 y de 0,0005 (0,0003-

0,001) en CHB T1, p-valor = 0,039, ajustado con Bonferroni (Figura 44). 
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Figura 44. Comparación del índice Average mutation frequency by molecule entre los subgrupos clínicos de estudio en la 
región del amplicón 1. Cada punto en el gráfico representa una muestra. El p-valor (corregido por Bonferroni) se ha 

calculado mediante la prueba de Kruskal-Wallis con la prueba de comparación múltiple posthoc Dunn. El p-valor 
estadísticamente significativo (<0.05 entre los subgrupos CHB T1 y HCC T1) se representa con un asterisco (*).  

 

 

A diferencia de lo detectado en el amplicón 1, en el análisis de la complejidad de las QS en 

la región del amplicón 2 (nt 2205-2483) no se detectaron diferencias a la hora de comparar 

los valores obtenidos de los diversos índices analizados entre los distintos subgrupos. La 

Tabla 11 resume los valores de mediana (IQR) obtenidos de cada uno de los índices en el 

análisis del amplicón 2 para los distintos subgrupos clínicos.  
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AMPLICÓN 2 

 CHB HCC  

ÍNDICE T0 T1 T0 T1 p-valor 

Number of 

haplotypes 

4(3,75-5) 

 

5,5(4-6,25) 

 

3(2-4) 

 

8(4-8) 

 

n.s. 

Mutation 

Frequency 

3(2,75-4) 4,5(3-5,5) 

 

2(1-4) 

 

7(3-44) 

 

n.s. 

Shannon 

entropy 

0,2(0,07-0,38) 0,26(0,17-

0,44) 

0,13(0,04-

0,39) 

0,44(0,08-

0,73) 
n.s. 

Gini-

Simpson 

0,09(0,02-

0,18) 

0,1(0,06-0,2) 0,05(0,01-

0,13) 

0,16(0,03-

0,43) 

 

n.s. 

Average 

mutation 

frequency 
by 

molecule 

0,0042(0,0041-

0,0043) 

0,002(0,001-

0,005) 

0,0035(0,001-

0,0042) 

0,0042(0,0012-

0,0121) 
n.s. 

Nucleotide 

diversity 

0,0004(0,0001-

0,0008) 

0,0004(0,0003-

0,0009) 

 

0,0002(0,0001-

0,0018) 

 

0,0019(0,0001-

0,0042) 
n.s. 

Tabla 11. Complejidad de la quasiespecie de los distintos grupos clínicos a los tiempos T0 y T1 en el amplicón 2. La tabla 
muestra los valores de mediana (IQR) obtenidos para los índices de complejidad analizados en los distintos tiempos de 
cada grupo clínico en el amplicón 2. La significación estadística (p-valor) estudiada aplicando el test de Kruskal-Wallis 

está reportada. Los p-valores >0.05 se consideran no significativos estadísticamente (n.s.). 
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6. DISCUSIÓN 

La infección crónica por el VHB afecta a más de 257 millones de personas en todo el mundo 

con una tasa de muerte del 15-25% debido a las complicaciones hepáticas que derivan de su 

cronicidad como la cirrosis o el carcinoma hepatocelular (HCC) (135). Se ha estimado que 

entre 2015 y 2030 ocurrirán más de 60 millones de nuevas infecciones crónicas, con una 

estimación de 17 millones de muertes debido a la continua transmisión del virus sobre todo 

en regiones donde la infección es endémica (136). 

A pesar de disponer de una vacuna preventiva eficaz y de unas estrategias de tratamiento 

que permiten controlar la infección, esta se considera un problema de salud global, más 

teniendo en cuenta que el riesgo de desarrollar HCC en pacientes tratados es de hasta 1,4% 

en pacientes no cirróticos, llegando hasta más de 5% en pacientes que ya presentan cirrosis 

(137). Debido a que las estrategias de tratamiento no pueden interferir directamente con el 

reservorio natural del VHB, el ADN circular covalentemente cerrado (ADNccc), este 

material genético permanecerá en el núcleo de las células, permitiendo por tanto la continua 

expresión de los genes virales, aunque esto no se traduzca a la producción de nuevas 

partículas virales debido a la presencia de inhibidores de la retrotranscripción. Por esta razón, 

la persistencia del ADNccc y la continua expresión intracelular de antígenos virales hasta en 

ausencia de carga viral podrían alterar la expresión celular y favorecer la oncogénesis (70). 

Aun así, se ha calculado que gracias a un adecuado tratamiento preventivo prenatal y 

perinatal y una diagnosis y tratamiento exhaustivos se podrían evitar más de 7 millones de 

muertes hasta el 2030, incluyendo hasta 1,5 millones de muertes por HCC (136). Así pues, 

la identificación de nuevos marcadores de seguimiento y diagnóstico y de nuevas dianas 

terapéuticas es algo muy apremiante si se quiere llegar a estos resultados. 

La proteína HBc (Core o HBcAg, codificada por el gen HBC) del VHB es una proteína 

estructural esencial en la morfología del virus. La cápside icosaédrica que protege al genoma 

viral y su polimerasa está constituida por 180-240 moléculas de esta proteína (41). Junto a 

esta actividad estructural, la proteína HBc desempeña todo un conjunto de actividades 

funcionales que van desde el control de la expresión y formación del ADNccc hasta la 

interferencia directa con la actividad celular (como se ha detallado en el apartado 1.6.3 de la 

Introducción: HBc: una proteína funcional en la replicación viral y en la regulación celular) 

(41). Estos hechos ponen a esta proteína en el punto de mira de cara a una posible diana 

terapéutica y/o diagnóstica. Dado su rol en la replicación viral, la inhibición de la expresión 
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intracelular de esta proteína podría ser una valiosa estrategia terapéutica. Asimismo, esta 

proteína podría tener un papel muy relevante en la progresión de la enfermedad hepática, 

por lo que su estudio podría contribuir en el conocimiento de los mecanismos de la evolución 

clínica, pudiendo llegar a la detección de factores pronósticos.   

 

Partiendo de estos hechos, en este proyecto de tesis doctoral se han analizado las 

quasiespecies (QS) virales del gen HBC (y de la secuencia proteica de HBc) en grupos 

clínicos de pacientes con diferentes estados de la enfermedad hepática causada por la 

hepatitis crónica B. El análisis ha sido realizado mediante la técnica de Next-Generation 

Secuencing (NGS), concretamente a través de la plataforma MiSeq Illumina, puesto que esta 

técnica permite secuenciar completamente las QS que constituyen la población viral (111), 

obteniendo así unos resultados más fiables y completos. 

 

Concretamente, esta tesis se compone de dos estudios.  En el primer estudio se analizaron 

un total de 38 pacientes con hepatitis crónica B distribuidos en tres grupos en función de la 

etapa de la enfermedad hepática: sin daño hepático (grupo CHB), con cirrosis hepática 

(grupo LC) y con carcinoma hepatocelular (grupo HCC). Este primer estudio se focalizó en 

la identificación de regiones hiperconservadas (independientemente del cuadro clínico o 

genotipo viral) que pudieran servir como posibles dianas para una terapia basada en el 

silenciamiento génico. Al mismo tiempo se estudió la presencia de mutaciones o cambios en 

la conservación (tanto a nivel de nucleótidos (nt) como aminoácidos (aa)) específicos para 

los distintos grupos incluidos en el estudio y que por lo tanto pudieran estar relacionados con 

los distintos cuadros clínicos. 

 

En el segundo estudio se incluyeron 9 pacientes con hepatitis crónica B distribuidos en dos 

grupos clínicos en función de la etapa de la enfermedad hepática (grupos CHB y HCC) y de 

cada paciente se analizaron dos muestras secuenciales con una diferencia mínima de tiempo 

de 1 año entre ellas (T0 y T1).  En el caso del grupo HCC, las muestras correspondían a una 

muestra antes (HCC T0) y otra después (HCC T1) de desarrollar la lesión tumoral. Ambas 

muestras del grupo CHB (CHB T0 y CHB T1) correspondían a muestras sin signos de daño 

hepático, como el caso del subgrupo HCC T0 (antes de desarrollar el tumor). Este estudio se 

llevó a cabo con el objetivo de evaluar alteraciones o diferencias tanto en la detección de 

mutaciones como en la conservación, variabilidad y complejidad de la QS viral durante el 



112 
 

curso de la enfermedad hepática y que por lo tanto se pudieran relacionar con la progresión 

clínica y ser utilizados como factores pronósticos del avance de la enfermedad.  

 

6.1 Regiones hiperconservadas en pacientes con hepatitis crónica B: 

búsqueda de nuevas dianas terapéuticas 

Considerando la gran variabilidad del VHB, la detección de regiones hiperconservadas 

independientemente del cuadro clínico o del genotipo viral sería un punto clave en la 

determinación de nuevos sistemas tanto terapéuticos como de diagnóstico. En el primer 

estudio se analizó la conservación de la QS viral de pacientes con hepatitis crónica B en 

diferentes etapas de la enfermedad hepática. Los pacientes estaban infectados por diferentes 

genotipos virales. Se identificaron 5 genotipos (A, C, D, E, F) y dos mezclas de genotipos 

(D/E y D/A), probablemente indicativas de eventos de recombinación intergenotípica (99).   

 

El análisis de la conservación de la población total del primer estudio mostró que el gen HBC 

se encuentra bastante conservado en la QS viral a lo largo de toda su secuencia nucleotídica, 

cosa que pone en evidencia su importancia en la replicación viral. Además, en esta secuencia, 

se detectaron regiones concretas que mostraban estar altamente conservadas en todos los 

pacientes del primer estudio, independientemente del genotipo viral por el que estuvieran 

infectados y de los distintos cuadros clínicos que presentaban. La primera de estas regiones 

hiperconservadas se detectó entre los nt 1900-1929. Esta región incluye el codón de inicio 

de traducción del gen (nt 1901-1903). La segunda de estas regiones (nt 2249-2284, aa 116-

128 al ser traducida) corresponde a una región en la que al ser traducida se encuentran dos 

epítopos de linfocitos T CD8+ (138). En la tercera región hiperconservada detectada, entre 

los nt 2364-2398 (aa 154-166 al ser traducida) encontramos parte de las zonas ricas en 

arginina del CTD, esenciales para la localización subcelular (96).   

 

Estas regiones altamente conservadas en el gen HBC podrían servir como dianas terapéuticas 

pangenotípicas y panclínicas para una estrategia basada en el silenciamiento de este gen. Los 

ARN pequeños de interferencia (siRNA) son una de las propuestas más prometedoras con 

este fin (82), ya que permitirían el silenciamiento de la expresión viral y de la producción de 

proteínas virales que pudieran interferir con la actividad celular y ser determinantes la 

progresión de la enfermedad hepática. Por ejemplo, un estudio realizado con ARC-520 (una 
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combinación de siRNAs dirigidos al gen HBX (139)) en combinación con entecavir mostró 

una disminución de HBsAg en pacientes HBeAg negativos (83–85). En el caso del gen HBC 

su silenciamiento garantizaría, no solo la inhibición de la producción de la proteína HBc 

(inhibiendo por lo tanto la formación de cápsides virales), sino que también tendría un efecto 

directo sobre la producción de ARNpg (y consecuentemente en la de ADNrc, pues el ARNpg 

sirve de molde para su producción). No obstante, teniendo en cuenta estos hechos y a pesar 

de los avances en los estudios con siRNAs (140) actualmente no hay ninguna molécula 

efectiva de este tipo dirigida específicamente contra HBC.  

 

Al traducir las secuencias nucleotídicas a sus respectivas secuencias aminoacídicas se 

detectaron 2 regiones de aa hiperconservadas comunes en todos los pacientes del primer 

estudio. Estas fueron las regiones entre los aa 117-120 y aa 159-167. Estas, al ser traducidas, 

coincidían parcialmente con dos de las tres regiones nucleotídicas hiperconservadas 

detectadas, respectivamente con la segunda (nt 2249-2284) y tercera (nt 2364-2398) región 

nucleotídica citadas anteriormente. Así pues, la región aa 117-120 también corresponde 

parcialmente a epítopos de linfocitos T CD8+ y la región aa 159-167 engloba parte de las 

zonas ricas en arginina del CTD. Como se ha detallado en el apartado 1.6.3 de la 

Introducción: HBc: una proteína funcional en la replicación viral y en la regulación celular, 

el dominio CTD juega un papel clave en la funcionalidad de HBc, siendo determinantes para 

ello las diferentes regiones ricas en arginina que encontramos en este dominio. Estas 

garantizan la adecuada localización subcelular de la proteína actuando como señales de 

localización nuclear (NLS) o de retención citoplasmática (CRS) (96). La segunda región 

hiperconservada detectada a nivel de secuencia aminoacídica (aa 159-167), concretamente, 

englobaba a la tercera región rica en arginina del CTD, que actúa como NLS (situada entre 

los aa 164-167). Dada la importancia de esta región aminoacídica hiperconservada en la 

localización nuclear de HBc, su elevado grado de conservación tanto genético como proteico 

es indicativo de su relevancia a nivel funcional. Por esta razón, podría ser una valiosa diana 

para sistemas de diagnóstico basados en moléculas altamente específicas como anticuerpos 

o aptámeros. 

 

Los aptámeros también están emergiendo como una opción muy prometedora por lo que 

hace al diagnóstico y tratamiento de diferentes enfermedades (141). Estas moléculas, 

denominadas también anticuerpos químicos, consisten en cadenas simples de ADN o ARN 
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con una elevada especificidad y afinidad para su diana y que no presentan toxicidad ni 

inmunogenicidad (142). Se han realizado varios estudios con aptámeros dirigidos al VHB 

en los que se medía la afinidad de unión de los diversos aptámeros probados a sus respectivos 

ligandos (142,143) y que arrojan resultados positivos y esperanzadores por lo que hace a esta 

técnica. Así pues, las regiones hiperconservadas detectadas podrían también servir como 

dianas para una estrategia basada en aptámeros o incluso para elaborar un nuevo sistema de 

detección del VHB, como ya se ha hecho con el VHC (144) y con virus sincitiales (145).   

 

6.2 Conservación en los distintos grupos clínicos 

El análisis de la conservación se aplicó también exclusivamente sobre cada uno de los 

distintos grupos clínicos incluidos en el primer estudio con el objetivo de identificar regiones 

diferentemente conservadas, tanto en la secuencia del gen como en su correspondiente 

secuencia aminoacídica, y que por lo tanto pudieran relacionarse con un determinado estado 

clínico.  

 

No se observó mucha diferencia al comparar los niveles de contenido de información de la 

secuencia nucleotídica entre los grupos clínicos HCC y LC, los cuales presentaban unos 

elevados niveles de contenido de información. Sin embargo, no se vio lo mismo en el grupo 

CHB, que era el que presentaba una conservación menor y más fluctuante. En concreto, este 

último grupo presentaba cinco regiones significativamente menos conservadas respecto a los 

otros dos grupos. De estas cinco, la región comprendida por los nt 1946-1992,  traducida a 

los aa 15-30,  incluye 3 epítopos de linfocitos T CD8+  (138), lo que podría sugerir un 

mecanismo de evasión inmune en los pacientes del grupo CHB basado en la variabilidad de 

esta región específica. El hecho de encontrar específicamente en el grupo CHB ciertas 

regiones menos conservadas a nivel nucleotídico puede relacionarse con la elevada tasa de 

replicación del VHB durante este estado clínico. Esta variabilidad podría verse incrementada 

por la presencia, en el tejido, de muchas células hepáticas disponibles que podrían infectarse, 

en contraste con los grupos LC y HCC, donde la deposición de tejido fibrótico y la 

replicación descontrolada de las células cancerígenas podrían limitar la replicación viral y 

en parte, consecuentemente, su variabilidad. Remarcablemente, esta menor conservación 

detectada en el grupo CHB a nivel nucleotídico no estaba acompañada por una reducida 

conservación a nivel de secuencia aminoacídica. A este nivel, la secuencia aminoacídica 
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estaba altamente conservada y de forma muy similar en todos los grupos clínicos, con la 

excepción de una región entre los aa 140-160, donde los pacientes del grupo LC presentaban 

niveles inferiores de contenido de información. Esta región engloba a otro epítopo de 

linfocitos T CD8+ (situado entre los aa 141-151) (138). Estudios futuros permitirían aclarar 

si la mayor variabilidad en esta región podría estar relacionada con un intento de evasión 

inmune y con el desarrollo de una lesión cirrótica.  

 

Al mismo tiempo, la comparativa entre grupos ha permitido identificar algunas regiones, 

tanto a nivel de nucleótido como aminoacídico, donde los niveles de conservación eran 

grupo-específicos. En el grupo CHB se detectó una región nucleotídica (nt 2306-2334) y una 

aminoacídica (aa 98-103) conservadas exclusivamente para este grupo. Esta región 

nucleotídica, que se traduce a los aa 135-144, incluye los 5 primeros aa de la región “bisagra” 

situada entre los aa 140-149 y que une los dominios NTD y CTD. Esta es una región 

involucrada en el ensamblaje de la cápside (146,147) y en la síntesis del ADN viral (146), 

por lo que su elevada conservación en este grupo clínico sería afín a la necesidad de mantener 

este dominio intacto, sobre todo en esta etapa de la infección donde se da una elevada 

replicación viral.  

 

En el grupo LC se detectaron 2 regiones nucleotídicas (nt 1935-1976 y 2402-2435) y 2 

regiones aminoacídicas (aa 28-30 y 51-54) grupo-específicas. Algunas de estas regiones 

(concretamente la región nt 1935-1976, que se traduce a los aa 11-25, y la región aa 28-30) 

corresponden parcialmente a porciones de HBc (aa 14-18 y 23-39) involucradas en el 

ensamblaje de la cápside y en la envuelta de viriones (134). La segunda región nucleotídica 

(nt 2402-2435) al ser traducida (aa 167-178) englobaba al cuarto dominio rico en arginina 

del CTD (RRRR aa 172-175).  

 

Con el objetivo de analizar la evolución del gen HBC y su proteína codificante en el curso 

de la progresión de la enfermedad hepática, en el segundo estudio se incluyeron 5 pacientes 

con hepatitis crónica por VHB a los cuales se les había diagnosticado HCC. De estos 5 

pacientes se analizó una muestra a la diagnosis de tumor (subgrupo HCC T1), y otra anterior, 

por lo menos de un año atrás (muestras en las que estos 5 pacientes no presentaban aun la 

lesión tumoral, subgrupo HCC T0). Dos muestras, también con una diferencia mínima de un 
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año, de 4 pacientes con hepatitis crónica por VHB sin lesión tumoral (en ninguna de las 2 

muestras, subgrupos CHB T1 y CHB T0) se usaron como control.   

 

A nivel nucleotídico, ambos subgrupos de HCC mostraron una mayor conservación en líneas 

generales que los subgrupos de CHB a lo largo de toda la secuencia del gen HBC. Como se 

esperaba, la conservación en los CHB se mantenía constante en ambos tiempos. En contraste, 

en el grupo HCC el nivel de contenido de información aumentaba en las muestras posteriores 

a la diagnosis de la lesión tumoral (HCC T1), sobre todo en la región relativa al dominio 

NTD (nt 1901-2318).  

 

Al analizar la secuencia aminoacídica, los cuatros subgrupos (tanto de CHB como de HCC, 

a los dos tiempos) mostraban unos patrones de conservación elevados y similares entre sí. 

No obstante, al analizar específicamente las diferencias entre los dos subgrupos de HCC se 

identificaron ciertas regiones aminoacídicas en las que esta vez era el subgrupo sin daño 

tumoral (HCC T0) el que presentaba una mayor conservación, sobre todo en tres regiones: 

aa 30-50, aa 133-142 y aa 145-165. De estas regiones, la primera engloba a un epítopo menor 

de células T situado entre los aa 28-47 (87). El hecho de que esta región esté menos 

conservada en las muestras con HCC ya diagnosticado podría sugerir una selección de 

variantes capaces de desviar la respuesta T-especifica. De las otras dos regiones más 

conservadas en las muestras T0 de HCC, la última región (entre los aa 145-165) corresponde 

a los dos primeros dominios ricos en arginina del CTD. Hay que destacar que, a pesar de la 

significación estadística hallada en estas tres regiones, ambos subgrupos de HCC no 

presentaban grandes diferencias, pues en la gran mayoría de las posiciones aminoacídicas de 

estas regiones se observaba un contenido de información elevado (en torno a 4 bits) en ambos 

subgrupos. Aun así, el contraste entre la mayor conservación nucleotídica y la menor 

conservación aminoacídica detectada en las muestras HCC T1 al compararlas con las HCC 

T0 se explica por el hecho de que los cambios a nivel nucleotídico en HCC T1 afectan al 

primer o segundo nt del codón en mayor proporción que en el grupo HCC T0 (en el que los 

cambios a nivel nucleotídico afectan en mayor medida al tercer nt del codón). Así pues, en 

el subgrupo HCC T1 gran parte de los cambios nucleotídicos se reflejan en cambios en los 

aa codificados, resultando por lo tanto en una menor conservación aminoacídica. Esto podría 

ocasionar la presencia y selección de variantes que favorecieran la persistencia de la 

infección. Es importante tener en cuenta este hecho ya que esta persistencia actúa en pro del 
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daño hepático y/o la carcinogénesis y en consecuencia, de la morbilidad de la infección 

(148). 

  

La identificación de regiones conservadas exclusivamente en ciertos grupos clínicos sugiere 

la existencia de diferentes historias evolutivas que podrían tener efectos sobre la progresión 

de la enfermedad hepática. Sin embargo, se necesitan más estudios para comprobar esta 

posible asociación entre las regiones detectadas y las diferentes etapas clínicas, así como 

para investigar su papel en la progresión de la enfermedad. 

 

6.3 Estudio de las mutaciones: P79Q como posible factor pronóstico de 

carcinoma hepatocelular 

La identificación de sustituciones aminoacídicas como factores pronósticos de la evolución 

clínica es una valiosa herramienta que ayudaría en el seguimiento de los pacientes con 

hepatitis crónica por VHB (149). Las mutaciones T1753C y A1762T / G1764A (K130M / 

V131I en HBx) del BPC (basal core promoter), por ejemplo, se identificaron como posibles 

marcadores pronósticos para el HCC (109,110) y las sustituciones F24Y, E64D, E77Q, 

A80ITV, L116I y E180A en la secuencia aminoacídica de HBc se asociaron al desarrollo de 

cirrosis y también de HCC (150).  

 

Con el fin de detectar mutaciones que pudieran relacionarse con un estado clínico específico 

y servir de factor pronóstico, en ambos estudios se analizó la presencia de mutaciones tanto 

a nivel nucleotídico como aminoacídico. No obstante, entre las mutaciones nucleotídicas 

detectadas (inserciones y deleciones puntuales o macrodeleciones) no hubo ninguna, en los 

dos estudios, que se asociara específicamente a un cuadro clínico. Sin embargo, de las 

sustituciones aminoacídicas que se detectaron en el primer estudio hubo una, la P79Q 

(prolina por glutamina en la posición 79), que se vio diferentemente representada entre los 

tres grupos clínicos del estudio. En concreto, más del 50% de pacientes pertenecientes al 

grupo HCC (9/17) presentaban esta sustitución y, aunque la frecuencia mediana con la que 

se detectó en este grupo no fue muy elevada (frecuencia mediana (IQR) de 15,82 (0-78,9)), 

mostró una diferencia estadísticamente significativa al compararla con la frecuencia mediana 

con la que se detectó esta sustitución en el grupo control CHB (frecuencia mediana (IQR) 

de 0 (0-0)).  
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Al repetir este análisis en el segundo estudio, comparando muestras de los mismos pacientes 

antes y después del desarrollo de HCC, los resultados obtenidos en el primer estudio se 

confirmaron. Concretamente, el 100% de las muestras del subgrupo HCC T1 (5/5) 

presentaban la sustitución P79Q, mientras que sólo se detectó en 1/5 muestras del subgrupo 

HCC T0 (muestras de los mismos pacientes previas al tumor), mostrando significación 

estadística en la diferencia entre ambos subgrupos, con una frecuencia mediana (IQR) de 

100 (20,56-100) en el tiempo T1 versus 0 (0-0) en el tiempo T0 del grupo HCC.  

 

Sustituciones aminoacídicas en la posición aa 79 ya se describieron y asociaron 

relativamente a la reactivación tumoral después de la resección del tumor hepático (151). 

Esta posición se encuentra dentro del MIR (Major Immunodominant Region, aa 78-82), es 

decir, en la principal región de reconocimiento de HBc por parte de células B (87). El MIR 

se localiza en las espículas que forman los dímeros de HBc en la cápside y concretamente, 

la posición aa 79 se encuentra en el punto más elevado de las espículas en el que la estructura 

de HBc pasa de una hélice alfa ascendente a otra descendente. Esta posición no solamente 

es de gran importancia inmunológica, sino que además estudios de microscopía 

crioelectrónica han mostrado que la posición aa 79, al estar en el extremo de las espículas, 

forma parte del área de contacto que se da entre HBc y las proteínas de la envuelta viral en 

los viriones (88).  

 

En el caso de esta mutación aminoacídica identificada, cabe destacar las características de 

los aa involucrados en la sustitución. La prolina es un aa apolar cuya naturaleza (único aa 

proteinogénico con un ángulo restringido) le permite influir en la estructura proteica, 

aportando un punto de flexión a esta estructura en el punto donde se encuentra (152). El 

hecho de que en esta posición se encuentre una prolina es, por lo tanto, importante para 

garantizar la arquitectura necesaria para unir a dos hélices alfa paralelas en su parte superior 

(punta de las espículas). La glutamina, en cambio, es un aa polar sin carga y su estructura 

difiere mucho de la de la prolina, por lo que al encontrarse en una posición tan señalada 

como la aa 79 podría estar afectando a la estructura terciaria de HBc. Si sumamos este hecho 

a la importancia inmunológica de la posición se podría especular que la sustitución P79Q 

haya sido seleccionada probablemente debido a la presión inmunológica como mecanismo 

de evasión inmune, aunque podría afectar al contacto entre la cápside y la envuelta viral. El 

hecho que la sustitución esté más representada en los pacientes con lesión tumoral podría 
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sugerir su relación con el desarrollo de HCC. De todas formas, se requieren posteriores 

estudios in vitro para investigar y definir correctamente el papel de la mutación P79Q en la 

progresión de la enfermedad hepática. 

 

6.4 Estudio de la complejidad de la quasiespecie 

La complejidad de una QS informa de factores como el potencial patogénico, la respuesta al 

tratamiento antiviral, la evolución clínica y la seroconversión (112–117). Por esta razón, en 

el segundo estudio de la tesis doctoral se analizó la complejidad de la QS en muestras 

secuenciales de los mismos pacientes con el fin de observar cómo varía entre dos fases 

distintas de la enfermedad hepática (sin daño hepático y con lesión tumoral). Con este fin se 

calcularon diferentes índices de complejidad (de incidencia, de abundancia y de función, 

como se ha detallado en el apartado 4.8 de Materiales y métodos: Estudio de la complejidad 

de la quasiespecies).  

En ninguno de los dos amplicones se detectaron diferencias significativas entre los 3 

subgrupos que correspondían a muestras sin daño hepático (CHB T0, CHB T1 y HCC T0). 

Sin embargo, al comparar los datos de estos tres subgrupos con los datos obtenidos para las 

muestras al tiempo de la diagnosis de lesión tumoral de los pacientes HCC (subgrupo HCC 

T1), se detectó una complejidad 8,6 veces mayor en este último subgrupo en términos de 

Average mutation frequency by molecule (Mfm) en la región del amplicón 1 (nt 1863-2317) 

respecto al subgrupo CHB T1 (mediana de 0,0043 vs 0,0005 respectivamente en HCC T1 y 

CHB T1). Éste es un índice funcional de abundancia que mide la proporción de nts diferentes 

a nivel molecular (teniendo en cuenta el número de nts secuenciados), es decir, es una 

medida de la fracción de nts de la población viral que difieren del haplotipo dominante de la 

QS (153). Por lo tanto, cuanto más alto sea el valor obtenido para este índice mayor será la 

tasa de mutación a nivel molecular para la QS (111).  

 

Cabe destacar que, como se ha discutido anteriormente en el apartado 6.2 de esta Discusión: 

Conservación en los distintos grupos clínicos, la QS del gen HBC del VHB en el subgrupo 

HCC T1 (con tumor hepático) se presentaba muy conservada a lo largo de toda su secuencia 

nucleotídica. Al mismo tiempo, como se ha comentado en el párrafo anterior, en la región 

del amplicón 1 de este subgrupo HCC T1 se observó una elevada complejidad en términos 

de frecuencia de mutaciones por molécula. Estos resultados, aparentemente contradictorios, 



120 
 

podrían explicarse por la forma en que se calcula cada uno de los dos factores (Mfm y 

conservación). En el cálculo del primero (Mfm), se evalúan los cambios globales de cada 

haplotipo respecto al haplotipo dominante, sin tener en cuenta si las posiciones que presentan 

mutaciones son las mismas entre un haplotipo y otro. En el caso de la conservación, se 

considera el contenido de información de ventanas de 25 nts que avanzan en pasos 

secuenciales de 1 nt entre una ventana y la siguiente. En este caso pues, se considera el 

contenido de información obtenido en general para cada posición nucleotídica. Por lo tanto, 

estos dos resultados podrían sugerir que este subgrupo (HCC T1) se caracteriza por 

haplotipos (sobre todo en la región del primer amplicón) que presentan muchas mutaciones 

nucleotídicas, pero en distintas posiciones entre ellos, por lo que la QS en cada posición en 

líneas generales se conserva, aunque la frecuencia de estas mutaciones sea alta, ya que las 

posiciones involucradas son muchas y distintas. Además, estos cambios estarían afectando 

en gran medida a los dos primeros nts de los codones, ocasionando sustituciones 

aminoacídicas al ser traducidos, lo que se refleja en una reducción de la conservación a nivel 

aminoacídico de HBc.   

 

En el análisis de la complejidad del amplicón 2 (nt 2205-2483) no se detectó ninguna 

diferencia significativa entre los subgrupos al comparar los valores obtenidos para los 

diferentes índices de complejidad calculados. Es más, en este amplicón 2 la mediana 

obtenida para el Average mutation frequency by molecule para el grupo HCC T1 fue idéntica 

a la obtenida para el subgrupo sin daño hepático CHB T0 (0,0042).  

 

La situación histológica asociada a una lesión tumoral es un hecho a tener en cuenta para 

esta argumentación. En esta fase la histología es heterogénea, con un patrón nodular en el 

que el nódulo puede actuar como una “isla” independiente del resto del hígado, quedando 

cada una de estas dos zonas sujetas a diferentes presiones de selección, a diferencia de lo 

que ocurre en la histología de una hepatitis crónica sin lesión donde todo el tejido infectado 

es homogéneo e igualmente accesible por la respuesta inmune. Esto podría favorecer una 

presión de selección que afectara a regiones específicas de las proteínas virales involucradas 

en el reconocimiento inmunológico, como podría haber sucedido con la mutación P79Q. 

Además, en un nódulo tumoral el metabolismo de los hepatocitos está alterado por la 

restricción del riego sanguíneo y su energía metabólica se estaría destinando sobre todo a 

procesos de división celular (efecto Warburg: las células tumorales, a pesar de consumir 
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menos oxígeno, metabolizan más glucosa que las células sanas, lo que actúa en pro del 

crecimiento y proliferación descontrolados) (154), minimizando el consumo de energía 

destinado a los sistemas de edición antiviral como ADAR o APOBEC (155,156), que 

podrían tener una actividad muy inferior a la basal. De hecho en el segundo estudio las 

mutaciones G-A, que pueden estar causadas por el sistema APOBEC (155), se encontraron 

en menor proporción en el subgrupo HCC T1 que en el HCC T0, informando de una posible 

edición antiviral reducida en los pacientes con lesión tumoral. De esta manera habría menos 

edición antiviral y por tanto menos cambios posición-específicos debidos a estos sistemas, 

por lo que la QS se vería más conservada y los cambios se estarían ocasionando 

mayoritariamente al azar (probablemente debido a errores de la retrotranscripción). Esta 

situación también ayudaría a explicar la elevada conservación observada a nivel nucleotídico 

en los pacientes con HCC, ya que en ambos estudios estos grupos (grupo HCC en el primer 

estudio, subgrupo HCC T1 en el segundo) se encontraban más conservados a nivel de nt que 

los grupos sin daño hepático (CHB en el primer estudio, CHB T0, CHB T1 y HCC T0 en el 

segundo).  

 

No obstante, serán necesarios estudios con una población mayor y estudios in vitro para 

corroborar este hecho y para definir cómo la complejidad de la QS puede influir en el avance 

de la enfermedad hepática.  
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7. CONCLUSIONES 

 

1. Las regiones hiperconservadas detectadas a nivel nucleotídico y aminoacídico 

evidencian su importancia funcional para el VHB y podrían ser dianas hacia las que 

dirigir nuevas estrategias panclínicas y pangenotípicas de terapia y diagnóstico. 

 

2. La identificación de regiones conservadas exclusivas de un cuadro clínico concreto 

sugiere una relación entre estas regiones y la evolución del daño hepático.  La 

relevancia de estas regiones en la capacidad replicativa del virus y el papel que 

cumplen en el progreso de la enfermedad los patrones de conservación diferenciales 

observados entre los distintos cuadros clínicos deberán analizarse en profundidad en 

futuros estudios.   

 

3. La sustitución aminoacídica P79Q se ha identificado en ambos estudios en los 

pacientes con lesión hepática por HCC. Estos resultados son muy prometedores a la 

hora de postular a esta mutación como un posible factor pronóstico del desarrollo de 

HCC. No obstante, es necesario un estudio en el que se analice una población más 

numerosa, así como estudios in vitro para evaluar su función en la transformación 

celular. 

 

4. Los pacientes del segundo estudio con lesión tumoral (HCC T1) han mostrado una 

“complejidad” de la QS mayor que los pacientes sin daño hepático, caracterizada por 

una elevada frecuencia de mutaciones por molécula, por una elevada conservación a 

nivel nucleotídico y una menor conservación a nivel de secuencia aminoacídica. 

Estos resultados podrían explicarse por la presencia de muchas mutaciones pero que 

afectan a diferentes posiciones nucleotídicas y que por lo tanto no afectan a la 

conservación especifica de cada posición, pero sí que podrían generar una ligera 

alteración de la conservación de la secuencia aminoacídica. 

 

5. La presencia en los pacientes con HCC de una QS compleja y conservada al mismo 

tiempo podría estar relacionada con la propia arquitectura del tejido hepático en esta 

etapa de la enfermedad y, por consiguiente, con las diferencias respecto a un hígado 

sano en términos de respuesta inmune, tanto adaptativa como innata, intracelular.  
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6. Posteriores estudios con un grupo de pacientes más amplio serán necesarios para 

confirmar los resultados obtenidos. También serán necesarios experimentos in vitro 

para evaluar las posibilidades terapéuticas y diagnosticas de las regiones 

hiperconservadas identificadas, así como para examinar la validez de la conservación 

grupo-específica y la sustitución aminoacídica P79Q como posibles factores 

pronósticos de la evolución clínica de la enfermedad hepática.  
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8. LIMITACIONES DEL PROYECTO  

La principal limitación de esta tesis doctoral ha sido el número de pacientes incluidos en los 

estudios debido a los límites de detección de los protocolos de PCR. Esto ha sido 

particularmente evidente en el grupo LC del primer estudio, en el que solo se pudieron incluir 

a 5 pacientes.  

 

A esto hay que sumarle el hecho de que, aunque la plataforma MiSeq Illumina ofrezca una 

longitud de secuenciación relativamente larga, no ha sido suficiente como para cubrir el gen 

HBC completo con solo un amplicón. Esto obligó a estudiar el gen dividido en dos 

amplicones parcialmente solapantes, por lo que el rendimiento a la hora de secuenciar cada 

uno de los dos amplicones de cada muestra podría haber influido en los resultados obtenidos. 

Este hecho también ha influido en gran medida a la hora de incluir pacientes en los estudios, 

por lo que se incluyeron sólo aquellos pacientes en que ambos amplicones se amplificaron 

correctamente y que presentaban un solapamiento correcto de la región común. Este hecho 

fue todavía más importante en el segundo estudio, donde la principal premisa era la correcta 

secuenciación de ambos amplicones en ambos tiempos (T0 y T1) de cada paciente. Por esta 

razón, de los 12 pacientes inicialmente incluidos en este segundo estudio, solo se pudieron 

analizar cuatro del grupo CHB y cinco del grupo HCC. 
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9. LÍNEAS DE FUTURO 

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral podrían guiar la creación de una nueva 

estrategia de terapia génica basada en el silenciamiento genético a través de siRNAs. Para 

este fin, será necesario investigar más en profundidad las regiones hiperconservadas 

identificadas en el proyecto, analizando la conservación de estas regiones en grupos de 

pacientes más grandes y que incluyan también otros genotipos virales. 

 

Asimismo, será necesario seguir estudiando las regiones conservadas detectadas 

exclusivamente en algún grupo clínico concreto para poder determinar su papel en el 

progreso de la enfermedad hepática. Para ello, se podrían introducir sustituciones 

aminoacídicas en estas regiones con conservación o variabilidad grupo-específica con el fin 

de evaluar si estos cambios afectan a la expresión viral in vitro y si inducen un mayor o 

menor daño celular. Este sistema de expresión in vitro de mutantes del VHB ya está puesto 

a punto por nuestro grupo.  

 

Disponer de una población de estudio de mayor tamaño sería muy ventajoso dado que 

permitiría corroborar con más contundencia los resultados aquí expuestos. 

 

La sustitución aminoacídica P79Q, que se detectó en presencia de HCC, podría ser un 

valioso factor pronóstico de tumor hepático que ayudaría en el seguimiento de los pacientes 

con hepatitis crónica debida a la infección por VHB. Para ese fin se llevarán a cabo estudios 

in vitro en los que se investigará cómo esta mutación puede afectar a la replicación viral y a 

la actividad y proliferación celular. Nuestro grupo ya ha producido el mutante 

correspondiente, por lo que en un futuro muy próximo se analizará a través de la transfección 

de este mutante en células susceptibles a infección para evaluar si la sustitución aminoacídica 

introducida en el mutante puede afectar a la expresión viral, así como para evaluar si se 

puede asociar a un mayor daño celular o a una alteración de la proliferación celular, lo que 

podría relacionar a esta sustitución P79Q con el desarrollo del tumor hepático. 

 

Los datos obtenidos de complejidad y conservación en los pacientes HCC T1 (tumor 

hepático) del segundo estudio y su relación con la heterogeneidad histológica que muestra 

el tejido hepático al desarrollar un tumor podrán ser analizados más en profundidad gracias 

a biopsias hepáticas en las que se pueda estudiar exclusivamente la complejidad y 
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conservación del nódulo tumoral por una parte y por otra parte estudiarlas en el tejido 

hepático no tumoral con tal de comparar los datos obtenidos y corroborar la situación 

expuesta en la discusión. Asimismo, estos resultados se podrían corroborar con el análisis 

de la QS del ARN circulante del VHB, con el fin de compararlo con lo que se observa a nivel 

de ADN viral circulante e intrahepático, y así poder hipotetizar el origen de esta complejidad. 

Nuestro grupo ya está desarrollando un estudio en el que se comparará la complejidad de la 

QS del ARN y del ADN del VHB.  

 

Así pues, los resultados que se podrán obtener con los posteriores estudios nos permitirán 

evaluar la utilidad tanto de la complejidad y la conservación grupo-específicas como de la 

sustitución aminoacídica detectadas como posibles factores pronósticos de la evolución de 

la enfermedad hepática, con el fin de limitar la necesidad de tener que estudiar la progresión 

de la enfermedad mediante la aplicación de una biopsia hepática. 
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11. ANEXOS 

 

11.1 Anexo 1: Publicación  

 

Publicación de los resultados del primer estudio como artículo original.  

 

Referencia bibliográfica: Yll M, Cortese MF, Guerrero-Murillo M, Orriols G, Gregori J, 

Casillas R, González C, Sopena S, Godoy C, Vila M, Tabernero D, Quer J, Rando A, Lopez 

Martinez R, Esteban R, Riveiro-Barciela M, Buti M, Rodríguez-Frías F. Conservation and 

variability of hepatitis B core at different chronic hepatitis stages. World J Gastroenterol 

2020; 26(20): 2584-2598 

URL: https://www.wjgnet.com/1007-9327/full/v26/i20/2584.htm 

DOI: https://dx.doi.org/10.3748/wjg.v26.i20.2584 
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Manuscrito completo:  
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11.2 Anexo 2: Tabla suplementaria  

 

Número de acceso en NCBI GenBank de las 106 secuencias completas del genoma del 

VHB representativas de los genotipos A-J usadas en los estudios. 

 

Genotipo VHB  

(n secuencias) 
Número de acceso en GenBank  

A (13) 

 
 

  

AY233278, AB241115, GQ477501, AF090841, AF090839, 

AB194952, AB194951, AM180623, AY934764, FJ692609, 
FJ692613, GQ331047, GQ331048 

  
B (20) 

 

 

 
  

AB073858, AB362933, D00329, AY596111, AP011084, 
GQ924653, M54923, AP011085, AB073835, AB115551, 

AB219427, AP011086, AB287316, DQ463787, EF473977, 

AP011091, AP011093, AP011094, GQ358148, GQ358152 
  

C (24) 

 

 
 

 

  

AB112066, AB031265, X52939, AF533983, AB033553, X75656, 

X75665, AB048705, AB048704, AP011099, AB241109, 

AP011102, AP011103, EU670263, AP011107, AP011104, 
AP011108, AB540583, AB554019, AB554025, AB644281, 

AB644284, AB644286, AB644287 

  
D (17) 

 

 
 

  

AB555496, GU456647, AB104712, AF280817, AB210820, 

X97848, Z35716, EU939680, AY233291, AJ132335, GQ922005, 

AB048701, DQ315779, AB033558, AB493846, FJ904405, 
AM494716 

  
E (8) 

 
  

X75664, X75657, FJ349237, AM494694, HM363569, FJ349226, 

DQ060828, JQ000008 
  

F (10) 

 
  

AY090459, HQ378247, HE981184, AY090455, AY311369, 

X69798, X75663, AB036911, AB166850, DQ823090 
  

G (6) 

 

  

EF464098, HE981172, HE981176, AP007264, GU565217, 

AB064311 

  
H (5) 

  

AP007261, AB275308, AY090460, AY090454, AB516393 

  
I (2) 

  

FJ023660, FJ023664 
  

J (1) AB486012 
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