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Resumen: Aproximadamente el 50% de los carcinomas hepatocelulares (CHC) en el mundo están etiológicamente asociados con la 
infección por el virus de hepatitis B (VHB). Se han descrito 10 genotipos del VHB (A-J). En Venezuela y en varios países latinoamericanos 
predomina el genotipo F. Las mutaciones K130M y V131I presentes en la proteína HBx del VHB han sido asociadas al desarrollo del 
CHC. El objetivo de este trabajo fue estudiar la variabilidad genética de la proteína HBx del VHB circulante en pacientes venezolanos, 
con el fin de correlacionar estas mutaciones con los parámetros clínicos y virológicos de la enfermedad. Se analizó la secuencia del gen X 
del VHB, mediante amplificación por PCR de un fragmento de ese gen, en 45 pacientes infectados (35 crónicos y 10 agudos). Se observó 
una mayor frecuencia de las mutaciones K130M y V131I en pacientes de 25 o más años y con infección crónica. La presencia de estas 
mutaciones fue significativamente menor en el subgenotipo F3, comparado con el genotipo C. Estos resultados refuerzan la hipótesis de que 
el subgenotipo F3, predominante en Venezuela, podría estar asociado a una progresión menos severa de la enfermedad que la descrita para 
otros subgenotipos americanos, como F1b o F2.

Palabras clave: virus de hepatitis B, cáncer de hígado, mutaciones, genotipo, gen X.

K130M and V131L Mutations on the X gene of hepatitis B virus in Venezuelan isolates
Abstract: Approximately 50% of the hepatocellular carcinomas (HCC) in the world are etiologically associated to hepatitis B virus (HBV) 
infection. Ten HBV genotypes (A-J) have been described in Venezuela and in other Latin American countries where the F genotype 
predominates. The K130M and V131I mutations present in the HBx protein of HBV have been associated with the development of HCC. 
The aim of this work was to study the genetic variability of HBx protein from HBV circulating in Venezuelan patients, in order to correlate 
these mutations with clinical and virus factors involved in the disease. The X HBV gene sequence was analyzed by PCR amplification of 
that gene in 45 infected patients (35 with chronic and 10 with acute stages of hepatitis). A higher frequency K130M and V131I mutations 
was observed in subjects 25 years of age and older with chronic infection. The presence of these mutations was significantly lower in the F3 
subgenotype compared with genotype C. These results support the hypothesis that the F3 subgenotype, predominant in Venezuela, could be 
associated with a less severe progression of the disease than that described for other American subgenotypes, such as F1b or F2.
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Introducción

El virus de la hepatitis B (VHB) es el agente etiológico 
responsable de 500.000 a 600.000 muertes al año a nivel 
mundial [1,2]. Cerca de un tercio de la población ha estado 
en contacto con este virus y 248 millones de personas son 
portadores crónicos del antígeno de superficie AgSHB [3], 
de las cuales entre el 15 y el 25% pueden desarrollar una 

enfermedad progresiva [4,5] con propensión a padecer 
carcinoma hepatocelular (CHC) [6]. Se estima que 33% de 
los casos de cirrosis y un 53% de los casos de CHC son 
atribuibles a este agente viral. 

El VHB es miembro de la familia Hepadnaviridae, con 
un ADN parcialmente de doble cadena que contiene cuatro 
marcos de lectura abiertos, los cuales codifican las proteínas 
de envoltura (S), la cápside (preC/C), la polimerasa (P) y 
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la proteína X (HBx) [7]. Con base en la variación de la 
secuencia nucleotídica, el VHB actualmente se clasifica en 
10 genotipos, designados de la A a la J y dentro de cada 
genotipo se describen subgenotipos con números arábicos 
[8], siendo el genotipo F altamente prevalente en varios 
países suramericanos y el F3, en particular, en Venezuela 
[9,10].

El gen X (nucleótidos 1374-1838) codifica para la 
proteína HBx, indispensable para la infección y replicación 
eficiente del VHB. Esta proteína de 154 aminoácidos juega 
un papel importante en el control de la proliferación celular, 
la viabilidad y la transformación [11]. HBx no se encuentra 
incorporada al virión y se comporta como un elemento 
transactivador de la expresión genética celular y viral [12]. Se 
ha sugerido que HBx induce la carcinogénesis por diversos 
mecanismos, como por ejemplo la desregulación del ciclo 
celular. Sin embargo, el papel de las mutaciones específicas 
en el gen X no ha sido bien caracterizado, aún cuando se 
ha descrito que las deleciones en este gen se detectan con 
mucha frecuencia en pacientes con CHC [12,13]. HBx se 
solapa con el gen C que contiene el promotor de la cápside 
(PC). 

El riesgo de desarrollar CHC se correlaciona con el 
nivel de replicación del VHB, el genotipo circulante y las 
mutaciones [14]. El genotipo C del VHB se ha asociado con 
un riesgo elevado de desarrollar CHC [15]. Se ha reportado 
que los nativos de Alaska infectados con el subgenotipo F1 
poseen un riesgo mayor de desarrollar cáncer que con los 
genotipos A-D [16]. De hecho, la edad media de los pacientes 
infectados con el VHB genotipos A,C,D que presentaron 
CHC fue de 60 años, mientras que para el genotipo F 
fue sólo de 22,5 años. Sin embargo, los investigadores 
han indicado que este hecho puede estar relacionado con 
factores ambientales, como las altas concentraciones de 
aflatoxinas encontradas en los pacientes. La presencia de 
mutaciones en el genoma del VHB asociadas a severidad 
de la enfermedad, también se ha visto diferencialmente 
presente entre genotipos y subgenotipos del VHB [17]. En 
un trabajo previo encontramos una mayor frecuencia de 
mutaciones en distintas regiones del genoma del VHB en 
pacientes infectados con el subgenotipo F2, con respecto al 
subgenotipo F3 [18].

El objetivo de este trabajo fue estudiar la variabilidad 
genética de la proteína HBx con el fin de correlacionar estas 
mutaciones con parámetros clínicos y virológicos de la 
enfermedad por el VHB. 

Materiales y métodos

Población de estudio: Se estudiaron un total de 77 muestras 
de sangre de pacientes positivos para VHB (18 con 
hepatitis aguda y 59 con hepatitis crónica), previamente 
diagnosticados y caracterizados con el desarrollo de 
diferentes patologías hepáticas, por gastroenterólogos 
del Hospital “Dr. Domingo Luciani” de Caracas y previo 
consentimiento escrito. Este estudio fue aprobado por el 
Comité de Bioética del IVIC.

La obtención del suero se realizó centrifugando cada 
muestra de sangre a 500g durante 5 min a temperatura 
ambiente, luego de dejar la muestra de sangre reposar por 
10 min a temperatura ambiente. Los sueros se preservaron a 
-80 ºC hasta el momento de su uso. 

El aislamiento del ADN viral se realizó siguiendo 
las indicaciones del protocolo de extracción de la casa 
comercial QIAampDNA Mini Kit (QIAGEN, Alemania); el 
ADN aislado fue conservado a -80 ºC hasta el momento de 
su uso.

Amplificación y secuenciación del gen X del VHB: El gen X 
del VHB fue amplificado mediante dos reacciones de am-
plificación consecutivas (Nested-PCR) usando dos juegos 
de cebadores externos 1182P: 5’-ctcgccaacttacaaggccttt-3’ 
y 1910N: 5’-cratgtccatgyccyaaagc-3’ ó 1101P: 5’-ctcgcca-
acttacaaggccttt-3’ y 1906N: 5’-tccaaattcttttatagggg-3’, para 
maximizar el número de muestras amplificadas. El proceso 
de amplificación consistió en una predesnaturalización a 94 
ºC durante 3 min seguido por 42 ciclos a 94 ºC durante 1 
min, 50 ºC por 1 min y 72 ºC por 1 min, con una extensión 
final de 1 min a 72 ºC. En la segunda ronda de PCR, se 
emplearon los cebadores 1601P: 5’-gtttgctgacgcaaccccc-3’ 
y 1860N: 5’-cagcttggaggcttgaacagt-3’ o 1263P: 5’-gatcca-
tactgcggaactcc-3’ y 1860N: 5’-cagcttggaggcttgaacagt-3’ o 
1450P: 5’-tacgtcccgtcggctgaatc-3’ y 1860N: 5’-cagcttgga-
ggcttgaacagt-3’. Las condiciones de amplificación para la 
segunda PCR fueron: una predesnaturalización a 94 ºC du-
rante 3 min seguido por 40 ciclos a 94 ºC durante 40 seg, 55 
ºC por 40 seg y 72 ºC por 1 min y 40 seg, con una extensión 
final de 4 min a 72 ºC, esperándose un tamaño de 259 pb; 
597 pb ó 410 pb, respectivamente.

Análisis de secuencia: Las muestras positivas fueron 
secuenciadas usando los cebadores internos sentido y 
antisentido, empleando el servicio Macrogen (Seúl, Corea). 
El análisis filogenético se realizó por el método estadístico 
“Neighbor Joining” o vecino más cercano, con distancia 
genética estimada con corrección de Kimura 2 parámetros, 
utilizando el programa DNAMAN 5.2.2 (LynnonBioSoft, 
Canada). Las secuencias nucleotídicas fueron traducidas 
a secuencias proteícas mediante el programa DNAMAN 
versión 5.2.2. (LynnonBioSoft, Canadá) para identificar la 
presencia de mutaciones en las posiciones M130K y V131I 
del ORF X del VHB.

Determinación del marcador serológico antígeno e (HBe) 
/anticuerpo anti-HBe: La presencia del HBe o de su 
anticuerpo fue evaluada mediante ensayo inmunoenzimático 
(ELISA) directo, tipo sándwich, utilizando el estuche de la 
casa comercial DiaSorin (Immunolab, Italia).

Análisis estadístico: Las diferencias estadísticas fueron 
evaluadas empleado la prueba de Chi-Cuadrado con 
corrección de Yates o mediante la prueba exacta de Fisher, 
cuando el valor de una celda era menor de 5. Para ello se 
empleó el software EpiInfo versión 7.1.1.14. La significancia 
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de las diferencias en medias se evaluó mediante el test t de 
Student. Se consideró significativo cuando p fue menor o 
igual a 0,05.

Resultados

De los 77 pacientes analizados, se logró amplificar el 
fragmento del gen X en 45 aislados que correspondieron 
a 10 pacientes con infección aguda y 35 pacientes 
crónicos. En la tabla 1 se muestran las características 
relevantes de los 45 aislados. Se pudo observar que los 
valores de aminotransferasas tanto ALT como AST fueron 
significativamente más elevadas en los pacientes que 
cursaban una infección aguda.

en las muestras que no expresaron el antígeno e (AgeHB), 
aunque sin significancia estadística.

Se observó un alto grado de variación en la frecuencia 
de las mutaciones estudiadas con respecto al genotipo 
infectante (Figura 1). La frecuencia de las mutaciones fue 
alta para los genotipos C y D y menor en los genotipos F3. 
La prevalencia de las mutaciones simples y de la doble 
mutación fue significativamente menor en el genotipo F3 al 
compararlo con el genotipo C (p<0,01).

Característica Valor

Edad 34 ± 17 años

Sexo 5 F, 40 M

Estado de la infección 10 agudos, 35 crónicos (2 CHC)

ALT (UI/mL) Agudos (1589, n=10), Crónicos (111, 
n=21)1

AST (UI/mL) Agudos (1256, n=10), Crónicos (75, n=21)1

Genotipos infectantes 34 F (25 F3, 6 F2, 3 F1), 5 D, 3 C, 2 H, 1 A

Mutaciones proteína X
9 K130M, 1 K130L ,8 V131I, 1V131L, 1 
V131T, 6 dobles K130M/V131I, 1 doble 
K130L/V131T

Tabla 1. Características demográficas, clínicas y del VHB infectante en los 
pacientes estudiados.

1Aminotransferasas ALT y AST, promedios con diferencia estadísticamente 
significativos (t Student 0,01 para ALT y 0,001 para AST).

El análisis de la secuencia del fragmento del gen X para 
los 45 aislados permitió la asignación de los genotipos y 
subgenotipos circulantes, observándose que un 75% de los 
aislados se agruparon dentro del genotipo F. Así mismo, se 
logró la identificación de las mutaciones en las posiciones 
K130M y V131I de la proteína X, de las cuales 9 aislados 
presentaron un cambio en la posición K130M, 8 en la 
posición V131I y en 6 aislados se logró identificar la doble 
mutación K130M/V131I. Un aislado de paciente infectado 
con VHB genotipo H presentó simultáneamente un inusual 
cambio en las posiciones K130L/V131T y mutaciones en el 
PBC específicamente en A1761C y T1765C. 

De los dos pacientes que presentaban CHC, el análisis de 
secuencia del virus reveló la presencia de la doble mutación 
K130M/V131I en uno de los aislados (Tabla 2); dicha 
muestra correspondió al genotipo infectante C. 

Ninguno de los virus de pacientes en fase aguda presentó 
alguna de las mutaciones (K130M y/oV131I), mostrándose 
una prevalencia significativamente mayor de mutaciones en 
pacientes en fase crónica (Tabla 2). Se observó igualmente 
una mayor prevalencia de mutaciones en las muestras de 
pacientes de 25 o más años de edad. Por otra parte, se 
observó una tendencia a una mayor presencia de mutaciones 

Parámetros Alguna
K130M o V131I

Doble
K130M/V131I

p (alguna 
mutación)

Edad (años) < 25: 1/13 (8%)
>25: 9/21 (14%)

< 34: 1/13 (8%) 
>25: 5/28 (24%) 0,03

Sexo F: 3/5 (60%)
M: 8/40 (20 %)

F: 1/5 (20%)
 M: 4/40 (10%) 0,08

Estadío Cr: 11/35 (31%)
A: 0/10 (0%)

Cr: 6/35 (17%)
A: 0/10 (0%) < 0,01 (ambos)

Daño 
hepático

CHC: 2/2 (100%)
no CHC: 8/43 (19%)

CHC: 1/2 (50%)
no CHC: 5/43 (12%) 0,05

AgeHB Neg: 7/16 (44%)
Pos: 4/25 (16%)

2/16 (13%)
3/25 (12%) 0,056

Tabla 2. Mutaciones en el gen X y parámetros clínicos y demográficos.

Cr: crónico. A: agudo.

Discusión

Diferentes evidencias muestran que la infección crónica 
con el VHB está asociada con el progreso a cirrosis (C) 
y CHC. Se conoce que en el progreso de la enfermedad 
intervienen características clínicas, genéticas, virales y 
demográficas. Estos factores, sumados a la variabilidad de 
VHB, están asociados al incremento en la patogenicidad 
y al desarrollo de un daño hepático severo [19,20]. De 
esta forma, la frecuencia y tasa de progresión neoplásica 

Figura 1: Frecuencia de mutaciones en el gen X en función del genotipo 
viral. Se muestran los números de aislados con mutaciones con respecto 
al número total de aisaldos del genotipo correspondiente. Se muestran las 
diferencias significativasentre el genotipo C y el F3 para la presencia de al 
menos una mutación (*) o doble mutación (**).

3
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está determinada por varios factores, siendo los más 
determinantes el genotipo, la edad, el sexo, el consumo de 
alcohol y de aflatoxinas, así como a factores genéticos del 
hospedero, como la hemocromatosis hereditaria [16,21-
23]. En particular, existen múltiples evidencias de que la 
doble mutación K130M/V131I está asociada a una mayor 
frecuencia de CHC [21]. Este estudio muestra la correlación 
de distintos parámetros clínicos y virales, tales como la 
edad, la fase clínica de la enfermedad y el genotipo del virus 
infectante, con la aparición de mutaciones en el gen X. Se 
observó una mayor frecuencia de las mutaciones K130M 
y V131I, en los virus de pacientes en fase crónica de la 
enfermedad y en los pacientes con cáncer de hígado, como 
era esperado [20]. Por otra parte, las mutaciones K130L/
V131T y A1761C y T1765C en el PBC encontradas en 
un aislado del VHB genotipo H no han sido descritas; se 
desconoce si están asociadas al desarrollo de CHC.

El AgeHB es una variante secretada de la proteína de la 
cápside, altamente inmunogénica, que actúa probablemente 
como inmunomodulador de la respuesta inmunitaria del 
hospedador. Una reducción en la expresión de este antígeno 
podría estar involucrada en la persistencia viral [24]. 
Diferentes autores reportan que la presencia de A1762T/
G1764A reduce la síntesis de AgeHB por la supresión de 
la transcripción del ARNmpreC de un 50 a 70% [12,13]. El 
solapamiento de las mutaciones K130M/V131I, presentes en 
el gen X, con la doble mutación en PBCA1762T/G1764A, 
podría favorecer la desaparición del AgeHB durante la 
historia natural de la infección y por ende es compatible 
con una menor presencia del AgeHB en pacientes con virus 
que exhiben estas mutaciones, aunque en este estudio solo 
se observó una tendencia cercana a alcanzar significancia 
estadística (p=0,056), entre la presencia del alguna de estas 
mutaciones y la ausencia de este marcador serológico. 

La variedad de genotipos del VHB en un país está muy 
relacionada con su composición étnica y es posible, a través 
del estudio de la distribución de genotipos virales, inferir 
las inmigraciones humanas que han ocurrido en un país 
[9,25,26]. En Venezuela, si bien circulan varios genotipos 
del VHB, es altamente predominante el genotipo F, siendo 
mayoritario el subgenotipo F3, seguido por el F2 [27]. El 
genotipo F ha sido asociado a una progresión a formas 
más severas de la enfermedad en otras latitudes [28,29]. El 
primer estudio, proveniente de España, encontró una mayor 
frecuencia de muertes asociadas al genotipo F del VHB en 
comparación con otros genotipos [29]. Sin embargo, en ese 
estudio el número de casos de pacientes infectados con el 
genotipo F fue bajo. El estudio más completo del genotipo F 
del VHB proviene de Alaska, donde los autores encontraron 
una mayor frecuencia de aparición de CHC en pacientes 
infectados con el genotipo F del VHB, a una edad menor 
[28]. 

Es importante destacar que el subgenotipo del VHB 
genotipo F que circula en Alaska es el F1b, que circula 
también en Argentina [10]. La frecuencia de aparición 
de mutaciones asociadas a severidad de infección 
parece también estar asociada no sólo al genotipo sino al 

subgenotipo infectante. En un estudio reciente en Argentina, 
los autores hallaron una mayor frecuencia de mutaciones 
en el PBC (que corresponden a las mutaciones K130M/
V131I) en el VHB subgenotipo F1b, comparado con los 
genotipos A2, D y F4 [30]. En nuestro estudio, la frecuencia 
de mutaciones observada en el subgenotipo F3 fue 
significativamente menor que la observada en los aislados 
genotipos C, para el cual ha sido descrita una alta frecuencia 
de estas mutaciones [23]. Existen evidencias que muestran 
que los pacientes con genotipo C presentan un mayor daño 
hepático que los pacientes con genotipo B, ocurriendo en 
el genotipo C una mayor frecuencia de la doble mutación 
K130M/V131I [20], en concordancia con lo obtenido en 
este trabajo. En un estudio previo venezolano, se encontró 
que la prevalencia de mutaciones en el gen de la cápside 
y PBC eran menores en el subgenotipo F3 comparado con 
el F2 [18]. Todas estas evidencias apuntan a que podrían 
existir diferencias en la severidad de infección en función 
no solo del genotipo viral, sino también, en el caso del 
genotipo F, del subgenotipo. El subgenotipo F1b podría 
estar asociado a una mayor frecuencia de aparición de 
mutaciones y a una mayor severidad de infección, mientras 
que en el subgenotipo más común en Venezuela, el F3, la 
aparición de estas mutaciones no sería tan rápida.

En conclusión, este estudio confirma la relación entre 
la aparición de las mutaciones en la proteína X (o en el 
PBC) y distintos parámetros como la edad, la fase de 
la enfermedad y el daño hepático, en Venezuela. Estos 
resultados, aunados a otro estudio previo realizado en el 
país, sugieren que el subgenotipo F3 podría estar asociado 
a una progresión menos severa de la enfermedad que otros 
subgenotipos como el F1b o F2. Estas evidencias resaltan 
la importancia del seguimiento clínico y virológico de los 
pacientes infectados con el VHB para un mejor control de 
esta enfermedad.
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