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RESUMEN  

El virus de la hepatitis B (HBV) es miembro de la familia Hepadnaviridae y 

causa enfermedades hepáticas en todo el mundo. El genoma del HBV es circular, 

de DNA y parcialmente de doble cadena. Presenta cuatro marcos de lectura 

abiertos (ORFs): S codifica para las proteínas de superficie; C, codifica para la 

proteína Core y el Antígeno e de la hepatitis B (HBeAg); P, codifica para la 

polimerasa; X, codifica para la proteína regulatoria X. Todos los ORFs se 

encuentran sobrelapados en algún grado con el ORF P. A diferencia de las regiones 

no sobrelapadas, las regiones sobrelapadas presentan una mayor restricción al 

cambio evolutivo debido a que una mutación en un sitio nucleotídico afecta 

simultáneamente dos marcos de lectura. En el presente trabajo de investigación se 

caracterizaron y compararon las regiones sobrelapadas y no sobrelapadas del 

genoma del HBV a nivel de composición y uso de codones, así como la variabilidad 

genética y sitios candidatos bajo selección natural. Los resultados indican que las 

regiones sobrelapadas presentan un mayor contenido de GC cuya variación dentro 

del genoma influye en el uso de codones a lo largo del genoma de manera 

importante. La presión mutacional es el principal mecanismo que determina el 

sesgo en el uso de codones. La variabilidad genética es menor en estas regiones; 

sin embargo, las tasas de sustitución no sinónimas son más altas que las de 

regiones no sobrelapadas. Aparentemente, se debe a que las regiones 

sobrelapadas codifican para proteínas o dominios que están bajo constante presión 

selectiva por mecanismos del sistema inmune o por el efecto farmacológico. Es 

posible que la selección natural actúe a través de la eliminación de mutaciones 

deletéreas o fije aquéllas que aumenten la capacidad de replicación del HBV 

(adecuación biológica). 

La evolución molecular de las regiones sobrelapadas en el HBV depende de  

tres aspectos principales: 1) tipo de sobrelape entre los dos ORFs; 2) rol funcional 

de los dominios de las proteínas codificados por las regiones sobrelapadas; y 3) 

presión mutacional sobre  los ORFs con menor presión selectiva.   
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ABSTRACT  

Hepatitis B virus (HBV) is a member of the Hepadnaviridae family and causes 

liver disease throughout the world. The HBV genome is circular, partially double-

stranded DNA and has four open reading frames (ORFs): the S gene encodes for 

surface proteins; the C gene encodes for the Core protein and hepatitis B e Antigen 

(HBeAg); P, encodes for polymerase; X, encodes for the regulatory protein X. All 

the ORFs are overlapped with ORF P to some extent. The overlapping regions 

present a greater restriction to evolutionary change because a mutation in a 

nucleotide site simultaneously affects two reading frames. Consequently, the action 

of evolutionary processes acts differently compared to the non-overlapping regions. 

In the present research work, the overlapping regions of HBV genome were 

characterized at the level of composition and codon use, as well as the genetic 

variability and candidate sites under natural selection, making a special comparison 

with the non-overlapping regions. The results indicate that the overlapping regions 

present a higher content of GC which its variation within the genome influences the 

use of codons throughout the genome in an important way, mutational pressure is 

the main mechanism that determines the bias in the use of codons. Genetic 

variability is lower in these regions. however, non-synonymous substitution rates 

are higher compared to its non-overlapping counterpart, this is because the 

overlapping regions encode for proteins or regions of them that are under constant 

selective pressure by elements of the immune system or pharmacological where the 

Natural selection acts to either eliminate deleterious mutations or fix those that 

increase the replication capacity of HBV (fitness). 

The molecular evolution of the overlapping regions in HBV depends on three 

aspects: 1) Type of overlap between the two ORFs 2) Functional role of the domains 

of the proteins encoded by the overlapping regions. 3) Mutational pressure could 

play an important role in ORFs with lower selective pressure.
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1. INTRODUCCIÓN

1.1. Características generales de los genomas virales 

Los virus son agentes infecciosos obligados intracelulares en todos los seres 

vivos. Se estima que existen al menos 1031 partículas virales, por lo tanto, son las 

entidades biológicas más abundantes del planeta (Breitbart & Rohwer, 2005). Con 

base en el tipo de genoma y el modo de replicación (Baltimore, 1971), existen 7 

grupos de virus: Grupo I  en donde se encentran virus de DNA de doble cadena; 

Grupo II, virus de DNA de una sola cadena; Grupo III, virus de RNA de doble 

cadena; Grupo IV, virus de RNA de una sola cadena de polaridad positiva; Grupo 

V, virus RNA de una sola cadena de polaridad negativa;  Grupo VI, virus de RNA 

de una sola cadena con actividad de retrotranscriptasa y  el Grupo VII, virus de DNA 

parcialmente de DNA con actividad de retrotranscriptasa.   

De manera general, los virus contienen genomas cuyo material genético 

puede ser de DNA o RNA. En ambos casos, la organización y estructura de los 

genomas varía ampliamente, pueden ser genomas de una o dos cadenas de ácido 

nucleico, circulares, lineales o segmentados. Los virus que presentan genomas de 

DNA de doble cadena son no segmentados, mientras que algunos genomas de 

DNA de una sola hebra se encuentran en múltiples segmentos. Por otro lado, los 

genomas virales de RNA son generalmente segmentados, principalmente los virus 

de RNA de una sola cadena (Chaitanya, 2019). 

El tamaño de los genomas virales varía ampliamente, en el caso de los virus 

de DNA, el rango del tamaño de los genomas abarca alrededor de 4 órdenes de 

magnitud, desde 0.859 nt (circovirus porcino) hasta 2,473,870 nt (Pandovirus). Los 

virus de RNA poseen genomas universalmente pequeños, van desde un rango de 

1,682 nt (virus de la hepatitis delta) hasta 31,526 nt (virus de la hepatitis murina) 

(Cui et al., 2014). Lo que es claro es que la distribución del tamaño de los genomas 

en el árbol de la vida no es al azar, existe mayor variación de tamaños genómicos 

en virus de DNA que en virus de RNA, desde virus de DNA de ~ 2000 kbp que 

infectan protistas y algas hasta de ~3 kbp que infectan a mamíferos. Por otro lado, 

los virus de RNA presentan tamaños de genoma mucho más pequeños y con menor 

diversidad de tamaños, interesantemente, los virus de RNA infectan principalmente 

eucariontes, esto sugiere que la distribución del tamaño de los genomas virales no 
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correlaciona con la antigüedad de los linajes de sus hospederos (Campillo-Balderas 

et al., 2015). 

El tamaño de los genomas virales está restringido al tamaño de la cápside 

del virión (Cui et al., 2014). Generalmente, los virus de RNA y los virus de DNA de 

una sola cadena tienen genomas pequeños y, por lo tanto, cápsides pequeñas. Una 

propiedad intrínseca de gran parte de los virus es carecer de capacidad corrección 

de error en el proceso de la replicación, cada grupo de virus tiene una tasa 

mutacional por nucleótido, entre más grande es el genoma más probabilidad existe 

de generar mutaciones deletéreas, es decir, mutaciones que provoquen 

disminución en la capacidad replicativa y de propagación del virus. Esto último 

aplica principalmente para los genomas de RNA, ya que en general los virus de 

DNA presentan una menor tasa mutacional que les permite alcanzar tamaños de 

genomas más grandes (Holmes, 2009). 

Finalmente, una consecuencia de la compactación genómica en los virus, es 

la abundancia de marcos abiertos de lectura (ORFs) sobrelapados, se ha reportado 

que existe una relación negativa entre el tamaño del genoma y la proporción de 

genes sobrelapados en virus de RNA (Figura 1). El sobrelapamiento ocurre como 

una estrategia evolutiva para aumentar la diversidad de proteínas codificadas en 

genomas pequeños. En las regiones sobrelapadas puede ocurrir un cambio 

mutacional que sea neutral en un marco de lectura y no neutral en el otro. Asimismo, 

se puede presentar un caso de pleiotropía ya que un sitio nucleotídico puede tener 

un impacto importante en la capacidad de los virus para replicarse, generando un 

costo para la capacidad adaptativa. Así pues, el sobrelapamiento de genes 

favorece la diversidad funcional ante las altas restricciones de tamaño en los 

genomas virales (Belshaw et al., 2007; Holmes, 2009).  
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Figura 1 Relación negativa entre la proporción de sobrelapes de genes en genomas virales y el 

tamaño de su genoma, ambos expresados en logaritmo natural. Los puntos representan diferentes 

familias virales, principalmente de RNA; los virus con mayor y menor porcentaje de genes 

sobrelapados son señalados (Hipoviridae y HBV, respectivamente). Modificado de Belshaw et al. 

(2007) 

 

1.2. Procesos evolutivos en los genomas virales  

 

El cambio evolutivo es un proceso que resulta del éxito reproductivo 

diferencial de los individuos cuyas diferencias fenotípicas son heredables y en 

consecuencia se alteran las frecuencias de los genotipos correspondientes entre 

generaciones. La evolución es, por lo tanto, inevitable en poblaciones de entidades 

que (a) se autorreplican y (b) exhiben una variación hereditaria en los fenotipos que 

afectan la reproducción (Knipe et al. 2001). Los virus, al ser entidades replicativas 

autónomas que pueden presentar gran variación genética a nivel intrapoblacional, 

están también sujetos a los diferentes procesos evolutivos (Morley, & Turner, 2017). 

Consecuencia de la dinámica de los diferentes procesos evolutivos sobre las 

poblaciones virales es lo que permite las diferentes estrategias de sobrevivencia a 

corto y largo plazo de los virus ante las diferentes presiones selectivas. Esto ha 

generado la inmensa diversidad conocida en los virus en cuanto a su morfología, 
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estrategia de replicación, tipo de hospederos, tolerancias ambientales, así como en 

las estrategias de transmisión (Knipe et al. 2001). 

1.2.1. Mutación y recombinación  

 

La mutación y la recombinación se caracterizan por ser los únicos procesos 

evolutivos que generan diversidad genética en las poblaciones. Particularmente en 

los genomas virales, las tasas mutacionales y de recombinación son 

considerablemente altas, por lo que son elementos muy importantes a considerar 

en la dinámica evolutiva de las poblaciones de virus (Moya et al., 2004).  

Las mutaciones surgen mediante tres mecanismos: (1) por efecto de 

mutágenos (luz UV, rayos X) sobre los ácidos nucleicos; (2) por daño simultáneo 

de las bases nitrogenadas de los ácidos nucleicos y (3) a través del fallo de las 

enzimas que replican y reparan los ácidos nucleicos. Los primeros dos mecanismos 

actúan de manera similar en los genomas virales, sin embargo, las variaciones en 

las tasas de mutación entre virus se deben principalmente a las diferencias en la 

fidelidad de las enzimas replicadoras del material genético. Así, los virus con 

polimerasas de alta fidelidad tienen tasas de mutación relativamente bajas y 

viceversa (Fleischmann WR Jr., 1996). 

La tasa de mutación de un organismo se define como la probabilidad de que 

un cambio en la información genética se transmita a la siguiente generación. En los 

virus, una generación comúnmente se define como un ciclo de infección celular; 

esto incluye, la unión a la superficie celular, la entrada, la expresión génica, la 

replicación, la encapsidación y la liberación de partículas virales. El concepto de 

tasa de mutacional no es lo mismo que la frecuencia observada de mutaciones en 

una población viral determinada. Esta última es el producto de otros procesos como 

la selección natural, la deriva genética, la recombinación, etc., a lo que se conoce 

como diversidad genética (Sanjuán & Domingo-Calap, 2016) 

Por otro lado, las tasas de mutación de los virus varían según la composición 

del genoma, el tamaño y la estructura. En general, los virus de RNA producen de 

10-6 a 10-4 nuevas sustituciones de bases por nucleótido por ciclo replicativo, 

mientras que estas tasas varían de 10-8 a 10-6 en los virus de DNA. Además, los 

genomas virales  de una sola cadena parecen mutar más rápido que los de doble 
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cadena; además, se ha demostrado una correlación inversa entre el tamaño del 

genoma y la tasa de mutación. (Sanjuán & Domingo-Calap, 2019) 

La recombinación ocurre cuando al menos dos virus coinfectan a la misma 

célula hospedera e intercambian material genético. Existen diferentes tipos de 

recombinación viral basados en el sitio en donde se realiza el proceso de 

entrecruzamiento genético (crossing over). La recombinación homóloga ocurre en 

el mismo sitio en ambas hebras parentales; mientras que en la no homóloga,  ocurre 

en diferentes sitios de los fragmentos genéticos involucrados, También existe un 

tipo de recombinación de reordenamiento llamado cambio antigénico (antigenic 

shift) que ocurre en virus con genomas segmentados, como el de la influenza, que 

pueden intercambiar segmentos genómicos completos dando lugar a nuevas 

combinaciones de segmentos genéticos en cada ciclo replicativo. La recombinación 

es un proceso común en los virus e influye de manera importante en su evolución. 

Por ejemplo, la recombinación se ha asociado con la expansión del rango de 

hospederos virales, la aparición de nuevos virus, el aumento de la virulencia y la 

patogenia, la modificación de tropismos tisulares, la evasión de la inmunidad del 

huésped y la evolución de resistencia a antiviral ( Simon-Loriere & Holmes, 2011; 

Pérez-Losada et al., 2015). 

1.2.2. Selección natural y deriva génica  

La mutación genera múltiples variantes genéticas en una población llamadas 

polimorfismos. Los polimorfismos genéticos pueden llegar a aumentar su 

frecuencia y eventualmente fijarse o eliminarse en la población. La probabilidad de 

que una mutación generada recientemente sea fijada o eliminada depende de dos 

factores: (1) el grado en que la mutación aumenta o disminuye la capacidad de un 

individuo para sobrevivir y reproducirse (adecuación biológica) en el entorno actual, 

y (2) el tamaño de la población en cuestión, comúnmente denominada como “N”. 

Las mutaciones beneficiosas o ventajosas son aquéllas que aumentan la 

adecuación biológica de los individuos de la población en relación con aquellos 

individuos que no la tienen, mientras que las mutaciones deletéreas lo disminuyen 

y las mutaciones neutrales no tienen un efecto apreciable en éste (Pybus & Shapiro, 

2012). 
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El efecto de la selección natural es aumentar la frecuencia de una mutación 

beneficiosa hasta que se fija en la población (selección positiva) o disminuir la 

frecuencia de una mutación perjudicial hasta que se elimina (selección negativa) . 

Por el contrario, la deriva genética  ocasiona que las frecuencias de todos los tipos 

de mutaciones fluctúen aleatoriamente a lo largo del tiempo, sin una tendencia a 

aumentar o disminuir, hasta que las mutaciones se fijen o eliminen. El tamaño de 

las fluctuaciones aleatorias es mayor si la N es pequeña y menor si la N es grande. 

En la (Pybus & Shapiro, 2012; Sanjuán & Domingo-Calap, 2019). 

1.3. Composición y uso de codones en los genomas virales 

La composición de los genomas cambia en función de las dinámicas de 

diferentes procesos evolutivos como mutaciones de bases (por ejemplo, el cambio 

de C a T durante la replicación), pérdida de fragmentos largos o cortos de 

nucleótidos (incluidos genes), replicación de nucleótidos, reordenamientos, 

recombinación, duplicación, transformación, conjugación y/o transducción (Bohlin 

& Pettersson, 2019). 

El contenido de nucleótidos varía considerablemente entre grupos de virus, 

inclusive dentro de la misma familia viral, por ejemplo, los lentivirus y deltaretrovirus 

pertenecen la familia Retroviridae, mientras que los lentivirus presentan genomas 

que son ricos en Adenina (A) y bajos en citosina (C), los deltaretrovirus, como el 

virus de la leucemia de células T humanas (HTLV) poseen genomas pobres en A y 

ricos en C (van der Kuyl & Berkhout, 2012). Por otro lado, miembros de la familia 

Adenoviridae, virus de DNA de doble cadena, presentan una predominancia de 

citocina (C) y guanina (Reddy et al., 1998; Sprengel et al., 1994). 

El sesgo de uso de codones se define como a las diferencias en frecuencia 

de codones sinónimos en una secuencia de DNA codificante. Se han propuesto dos 

hipótesis para explicar el sesgo en uso de codones, la primera menciona que lo 

establece la eficiencia de traducción, los genes correspondientes a proteínas cuya 

expresión sea del tipo constitutiva y/o frecuente, cuyo uso de codones debe ser 

similar al de la célula hospedera, mientras que los genes de las proteínas que deben 

expresarse bajo condiciones restrictivas podrían involucrar codones que no son 

comúnmente utilizados por la célula hospedera. La segunda hipótesis se refiere a 

la noción de que el sesgo en el uso de codones existe debido a restricciones 
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genéticas inherentes (por ejemplo, contenido de GC) y a sesgos en los eventos 

mutacionales (Hershberg & Petrov, 2008) .  

Una de las posibles aplicaciones del análisis del contenido de nucleótidos de 

los genomas virales es para determinar el impacto potencial de las restricciones de 

composición en el uso de codones. Por ejemplo, en el genoma del virus del Zika 

(ZIKV), la A y G se presentan en mayor frecuencia que U y C, los contenidos 

promedio de GC y AU fueron 46.75 y 53.24%, respectivamente. En la tercera 

posición de los codones, G y A presentaron alta frecuencia, mientras que U fue el 

menor entre ellos. Esto sugiere que en el genoma del ZIKV el contenido de A y G 

influye en el uso de los codones por restricción en la composición, debido a que 

variación de estos nucleótidos modificaría considerablemente la frecuencia de 

codones sinónimos (Butt et al. 2016) 

Existen una gran variedad de índices para medir el sesgo de codones en 

secuencias codificantes. Aquí se mencionan tres de las métricas más utilizadas en 

los genomas virales: la frecuencia relativa de uso de codones sinónimos (RSCU, 

por sus siglas en inglés), el número efectivo de codones (ENC) y la gráfica de 

relación ENC vs el contenido de GC en la tercera posición (GC3) (Roth et al., 2012).  

La frecuencia relativa de uso de codones sinónimos (RSCU) de un codón se 

define mejor como la relación de su frecuencia observada con su frecuencia 

esperada siempre que todos los codones que codifican un aminoácido particular se 

utilicen igualmente (Paul M. Sharp & Li, 1986). Los valores de RSCU para todas las 

secuencias codificantes de los genomas se calculan para determinar los patrones 

de uso de codones sinónimos sin la influencia de la composición de aminoácidos o 

la longitud de secuencia. Los valores de RSCU se estiman de la siguiente manera 

(Paul M. Sharp & Li, 1986): 

𝑅𝑆𝐶𝑈𝑖 =
𝑋𝑖𝑗

1
𝑛
∑𝑛
𝑖=1 𝑋𝑖𝑗

𝑛𝑖  

donde Xij es el número observado del i-ésimo codón para el j-ésimo 

aminoácido que tiene ni clases de codones sinónimos. Los codones sinónimos con 

los valores RSCU de <1.0, 1.0 y >1.0 representan el sesgo de uso de codones 

subrepresentados (codones menos abundantes), sin sesgo (uso igual de todos los 

codones sinónimos) y la presencia de uso de codones sobrerrepresentados 

(codones abundantes), respectivamente. 
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El número efectivo de codones (ENC) es el número total de codones 

diferentes usados en una secuencia y  se calcula utilizando la siguiente fórmula 

(Wright, 1990): 

𝐸𝑁𝐶 = 2 +
9

𝐹2
+
1

𝐹3
+
2

𝐹4
+
3

𝐹6
 

donde F (i = 2, 3, 4, 6) es la media de los valores de Fi para el aminoácido 

degenerado i veces. Los valores de Fi se calculan mediante la fórmula general: 

𝐹𝑖 =
𝑛∑𝑖

𝑗=1 (
𝑛𝑗
𝑛 )

2 − 1

𝑛 − 1
 

donde n es el número total de apariciones de los codones para ese aminoácido y nj 

es el número total de apariciones del j-ésimo codón para ese aminoácido. 

Los valores de ENC oscilan entre 20 y 61 (Wright, 1990). Un valor ENC de 

20 indica un sesgo extremo de uso de codones (solo se usa uno de los posibles 

codones sinónimos para el aminoácido correspondiente); mientras que el 61 indica 

que no hay sesgo en absoluto (todos los posibles codones sinónimos se utilizan 

para el correspondiente aminoácido). En consecuencia, cuanto menor sea el valor 

de ENC, mayor será el grado de sesgo de uso de codones.  

Finalmente, el gráfico ENC vs GC3 proporciona información cualitativa sobre 

la influencia de la presión de mutación y la selección natural en el sesgo de uso de 

codones. Aquí, los valores ENC corresponden a los valores del eje “Y” y GC3 

(frecuencia de ya sea una guanina o citosina en la posición del tercer codón de los 

codones sinónimos, excluyendo Met, Trp y codones de paro) corresponden al eje 

X (Wright, 1990). El uso de codones está limitado solo por el sesgo mutacional de 

G + C cuando los valores de ENC predichos caen debajo o alrededor de la curva 

estándar (relación funcional entre ENC y GC3 esperados). De lo contrario, otros 

factores como la selección natural, el plegamiento del RNA y la deriva genética 

juegan un papel importante en la configuración del sesgo de uso de codones 

(Kumar et al., 2018).  
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1.4.  El virus de la hepatitis B: características generales 

El virus de la hepatitis B (HBV) fue identificado por primera vez por Baruch 

Blumberg en los 1960’s (Blumberg et al. 1965). Este virus es el causante de 

enfermedades hepáticas alrededor del mundo; se estima que aproximadamente 

250-260 millones de individuos están infectados crónicamente y un tercio de la 

población mundial tiene evidencia serológica de exposición. Esto convierte al HBV 

en un problema de salud pública global con niveles endémicos de infección en el 

sureste asiático y en África, con una tasa de prevalencia de al menos el 8% en 

muchas poblaciones. Además, diversos obstáculos no han permitido la erradicación 

de la infección por HBV: sesgos en la cobertura de vacunación, largos periodos 

entre la vacunación y sus efectos en la prevalencia de la población, así como la 

falta de una cura definitiva. Por lo anterior, es necesario tener un entendimiento 

detallado y robusto del genoma, estructura, diversidad y evolución del HBV para 

poder encontrar nuevos y/o mejores métodos que contribuyan a la eliminación de 

este problema de salud pública (McNaughton et al. 2019). 

El HBV se transmite a través de la exposición a sangre y fluidos corporales 

infectados (en particular, semen y secreciones vaginales). Aunque se ha detectado 

el HBV en la saliva, las lágrimas, la leche materna, el sudor y la orina, existe una 

mínima evidencia de transmisión a través de la exposición a estos líquidos donde 

no hay sangre, y no se ha demostrado que la lactancia materna aumente el riesgo 

de infección (Zheng et al. 2011). La mayoría de las infecciones en todo el mundo 

se adquieren por transmisión perinatal al nacer, por transmisión horizontal a / entre 

niños pequeños, por contacto sexual y por consumo de drogas inyectables (Lok y 

McMahon 2009).  

La epidemiología de la hepatitis B se puede describir en términos de la 

prevalencia del antígeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) en una población, 

clasificada en alta (> 8% de prevalencia de HBsAg), intermedia (2% -7%) y áreas 

de baja prevalencia (<2%). Entre los países del continente asiático existe una alta 

prevalencia, que también se presenta entre las poblaciones indígenas del 

Amazonas en Sudamérica y Alaska en Norteamérica.  En contraste, existen zonas 

de endemicidad intermedia en Europa y baja en países como Estados Unidos y 

Canadá (MacLachlan & Cowie, 2015). 
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México se ha considerado como una zona de baja endemia, no obstante, se 

ha demostrado que en el país existen zonas de alta prevalencia, principalmente en 

poblaciones indígenas, al igual que en Centro y Sudamérica. Recientemente  se  

ha  descrito  una  alta  frecuencia de  hepatitis  B  oculta  en  poblaciones  indígenas  

en México (Roman et al., 2010). Se han detectado zonas geográficas de alta 

prevalencia del antígeno de la proteína core (HBcAg) pero bajas prevalencias del 

HBsAg. Los estudios epidemiológicos más recientes y de revisión de la literatura 

muestran que en el país hay por lo menos tres millones de personas adultas que 

se han infectado (anti-HBcAg positivos) y de estos un mínimo de 300 000 

portadores activos (HBsAg positivos) podrían requerir tratamiento. No obstante, si 

consideramos a la población indígena como zona de alta endemia, el número de 

pacientes que se han infectado podría aumentar hasta 7 u 8 millones de mexicanos 

y a cerca de un millón de portadores activos (Escobedo-Meléndez et al., 2011). 

El HBV es el virus prototipo de la familia Hepadnaviridae, según el ICTV.Los 

virus de esta familia pertenecen al grupo VII (Baltimore, 1971) e infectan 

únicamente a animales. De manera clásica, los hepadnavirus se clasifican en dos 

géneros: Orthohepadnavirus, cuyos virus infectan mamíferos, y Avihepadnavirus, 

cuyos virus infectan aves. No obstante, como se puede observar en la Fig. 2A se 

han descubierto hepadnavirus que infectan tanto a peces como a anfibios, lo que 

sugiere que su diversidad puede ser aún mayor (Dill et al. 2016; Lauber et al. 2017).  

Con base en la diversidad de la secuencia genómica, el HBV es clasificado 

en 8 genotipos principales: A, B, C, D, E, F, G, H (Fig. 2B). Cada genotipo tiene una 

distribución geográfica definida, sin embargo, dependiendo de la dinámica evolutiva 

entre los genotipos y dentro de ellos existen diversas variantes recombinantes y 

subgenotípicas (Kurbanov, et al 2010). Los genotipos A y D se distribuyen 

principalmente en Europa y Oceanía, mientras que los genotipos B y C tienen alta 

incidencia en diferentes partes de Asia. En África, el genotipo predominante es el 

E, principalmente en la parte occidental del continente. En E.U.A. y Canadá 

predominan los genotipos A, B, C y D, mientras que en el caribe se distribuye 

principalmente el A. En Latinoamérica, los genotipos con principal incidencia son F, 

G y H, predominando en general el genotipo F en toda la región. Sin embargo, la 

incidencia de los genotipos en Brasil y México difieren del resto de Latinoamérica. 

En Brasil, particularmente predominan los genotipos A y D, mientras que  en 

México, los genotipos principales son el G (10.2%) y H (63.3%). Con lo anterior, es 
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claro que la distribución del HBV es cosmopolita, sin embargo, se muestran 

patrones similares entre países de la misma región del mundo pero varían en 

diferentes partes del mundo (Velkov et al., 2018). 

Figura 2 Relaciones evolutivas y distribución geográfica del HBV. A) Árbol filogenético en donde se 

muestra las relaciones evolutivas entre el HBV de humano y otros miembros de la familia 

Hepadnaviridae. B) Distribución geográfica de cada genotipo del HBV (Modificado de McNaughton 

et al. 2019). 

El HBV es un virus esférico con un diámetro de aproximadamente 42 nm, 

presenta una cápside icosaédrica (Figura 3). La cápside está envuelta con una 

membrana lipoproteica hecha de tres proteínas de envoltura: large (L), middle (M) 

y small (S). Estas proteínas se encuentran en una proporción aproximada de 1:1:4. 

La cápside contiene un genoma circular de DNA parcialmente de doble cadena, el 

cual está covalentemente unido a la polimerasa en el extremo 5’ de la cadena 

negativa cadena (Seeger et al., 2013).  
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Figura 3. Representación esquemática del virión del HBV. L(Large), M (Medium) y S (Small) 

corresponden a las proteínas de superficie, la envoltura viral está representada con los círculos 

grises, seguido de cápside constituida por dímeros de la proteína Core, en este último 

compartimento se almacena el material genético en forma de DNA circular relajado (rcDNA), en el 

extremo 5’ del genoma se une covalente mente la polimerasa viral (P). (Modificado de Lamontagne 

et al., 2016). 

1.4.1. Organización y expresión genómica del HBV 

El genoma del HBV presenta cuatro ORFs que codifican para siete proteínas: 

cuatro estructurales [proteínas de superficie (L, M y S) y la proteína Core] y tres no 

estructurales [polimerasa (P), la proteína X (X) y el antígeno e (HBeAg)]. Todos los 

ORFs se sobrelapan con algún otro ORF de alguna manera, el ORF S se encuentra 

en su totalidad embebido en el ORF P siendo éste el fragmento sobrelapado más 

grande de los virus animales. El ORF P abarca dos tercios del genoma y se 

sobrelapa con todos los demás genes. (Rancurel et al. 2009). 

Figura 4 Representación lineal de los ORFs presentes en el genoma del HBV. El ORF P en morado, 

el ORF C en azul, el ORF S en verde y el ORFX en rojo. Algunos ORFs tienen diferentes regiones 

que codifican para dominios proteicos funcionalmente distintos, PreC y Core en el caso del ORF C 

y PreS1, PreS2y S en el ORF S (Modificado de Lamontagne et al., 2016). 
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La expresión de los ORFs da origen a cuatro transcritos de diferente tamaño 

(Figura 5A). E ORF C, que presenta las regiones Precore (PreC) y Core, codifica 

para dos transcritos de aproximadamente 3.5 kbp, el más grande de ellos se 

denomina Precore RNA y codifica para proteína Precore que mediante proteólisis 

en la parte N terminal, origina el HBeAg. El otro transcrito denominado RNA 

pregenómico (pgRNA) se utiliza ya sea como cadena molde para el proceso de 

retrotranscripción y origina el DNA genómico del HBV, o bien, se traducen las 

proteínas polimerasa y Core. El ORF S se divide estructural y funcionalmente en 

las regiones pre-S1, pre-S2 y S, a partir de este ORF se generan dos transcritos, 

uno de 2.4 kbp y otro de 2.1 kbp, del primero se traduce la proteína L, mientras que 

del segundo las proteínas M y S (Figura 5B). Esto es posible al uso de diferentes 

codones de inicio de la traducción mediante el mecanismo de leaky scanning 

ribosomal. La función del HBeAg permanece en gran medida indefinida. Sin 

embargo, con base en diversos estudios en animales, es evidente que la HBeAg 

no está involucrada en la infección viral, la replicación y el ensamblaje, pero es 

importante para la infección natural in vivo (Kramvis et al. 2018).  

Figura 5. Características del genoma del virus de la hepatitis B. A) Organización genómica general, 

se muestran los diferentes ORFs así como sus cuatro transcritos principales B) Sitios de inicio de la 

transcripción y las proteínas que codifican, tanto para el ORF C (arriba) como para el ORF S (abajo) 

(Modificado de Liang, 2009). 

La polimerasa (Pol) es una proteína de 84 kDa de aproximadamente 800 

aminoácidos, es codificada por el ORF P y está dividida funcionalmente en cuatro 

dominios. El dominio de la proteína terminal (TP) participa en la encapsidación y el 
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inicio de la síntesis de la cadena negativa; el dominio Spacer conecta los dominios 

TP y RT, sin embargo, carece de alguna otra función definida; el dominio de la 

transcriptasa reversa (RT) cataliza la síntesis del genoma de DNA; y el dominio 

ribonucleasa H (RH)degrada el RNA pregenómico y facilita la replicación. 

El ORF X codifica una proteína de 16.5 kDa de aproximadamente 154 

aminoácidos. Tiene múltiples funciones, incluida la transducción de señales, la 

activación transcripcional, la reparación del DNA y la inhibición de la degradación 

de proteínas. El mecanismo de esta actividad y la función biológica de HBxAg en el 

ciclo de vida del virus sigue siendo en gran parte desconocido (Bouchard & 

Schneider, 2004). Sin embargo, está bien establecido que el HBxAg es necesario 

para la infección productiva del HBV in vivo y puede contribuir al potencial 

oncogénico del HBV (Liang, 2009). 

 

1.4.2. Ciclo de replicación e historia natural del HBV. 

La replicación del genoma del HBV se puede dividir ampliamente en tres 

fases: (I) Los viriones infecciosos contienen en su núcleo icosaédrico interno el 

genoma como un DNA parcialmente bicatenario, circular pero no cerrado 

covalentemente de aproximadamente 3.2 kb de longitud (rcDNA), (II) tras la 

infección, el rcDNA se convierte, dentro del núcleo de la célula hospedera, en un 

DNA circular covalentemente cerrado (cccDNA) similar a un plásmido, también 

conocido como unidad replicativa o episoma, (III) a partir del cccDNA, varios RNA 

genómicos y subgenómicos son transcritos por la RNA polimerasa II celular; de 

estos, el RNA pregenómico (pgRNA) se empaqueta selectivamente en cápsides de 

progenie y se transcribe de manera inversa por la proteína P presente en nuevos 

genomas de DNA-RC  (Lamontagne et al. 2016). En el esquema de la Figura 6 se 

representan los 12 procesos principales. del ciclo de replicación del HBV. 
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Figura 6. Ciclo replicativo del HBV. 1 Unión de la partícula viral al receptor NTCP, 2 Endocitosis, 3 

Liberación de cápside, 4 Entrada de rcDNA al núcleo, 5 Síntesis de cccDNA, 6 Transcripción; 7 

transferencia de RNAm al citoplasma; 8 Encapsidación; 9 Síntesis de cadena (-) de DNA por RT, 10 

Síntesis de cadena (+) de DNA; 11 Entrada de viriones al lumen de RE, 12 Liberación de virus a 

través de un cuerpo multivesicular (MVB). (Modificado de Karayiannis,2017). 

 

Tras la infección, el período de incubación del HBV varía de 28 a 180 días. 

En la mayoría de infecciones, el periodo de incubación es de 60 ± 110 días, El HBV 

suele causar hepatitis aguda, caracterizada por necrosis de las células hepáticas e 

inflamación periportal. La insuficiencia hepática es la complicación más grave de la 

hepatitis viral, que se presenta con coma. Menos del 1% de los pacientes 

desarrollan hepatitis fulminante. Desde un punto de vista serológico, el HBsAg se 

convierte en detectable en el suero 2 ± 8 semanas antes de cualquier elevación de 

aminotransferasas (ALT).  

A medida que avanza la infección aumentan los niveles de ALT, se detectan 

fácilmente otros productos virales, como la DNA polimerasa viral y el HBeAg. La 

IgM anti-HBcAg son detectable al comienzo de la enfermedad clínica, seguida de 

la IgG anti-HBcAg. El HBcAg se encuentra solo en las células del hígado. A medida 

que avanza la recuperación y la convalecencia, aparecen en la sangre anticuerpos 
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contra otras proteínas virales. Cuando aparece anti-HBe, el HBeAg se vuelve 

indetectable. Los anti-HBsAg aparecen tardíamente en la convalecencia, después 

de 6 semanas a 6 meses el HBsAg desaparece. Si los antígenos permanecen 

detectables después de 6 meses, se considera que el paciente es portador de 

hepatitis B (Juszczyk, 2000). Específicamente, se vuelve un estado crónico de la 

infección y puede evolucionar a daño hepático progresivo hasta en 15 a 40% de 

casos, con desarrollo de cirrosis e insuficiencia hepática y/o hepatocarcinoma. 
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2. ANTECEDENTES PARTICULARES 

2.1. Características de los genes sobrelapados 

 

Los genes sobrelapados, se definen como regiones nucleotídicas ubicadas 

en un mismo locus que codifican para más de una proteína mediante el uso de 

diferentes marcos abiertos de lectura (Wei & Zhang, 2015). Este tipo de genes se 

encuentran presentes en el genoma de organismos pertenecientes a los tres 

dominios del árbol de la vida: Archea (Gomes-Filho, 2015), Bacteria (Rogozin et al., 

2002) y Eukarya (Makałowska et al., 2007) así como en el genoma mitocondrial 

(Taanman, 1999). Sin embargo, y como se hablará con mayor detalle en el 

siguiente apartado, es en el genoma de los virus donde los genes sobrelapados 

tienen una mayor distribución, aproximadamente el 75% de los virus conocidos los 

presentan y se cree que fueron las restricciones físicas impuestas por la cápside 

de los viriones que generaron contracción del tamaño en el genoma y como 

mecanismo adaptativo se originaron las superposiciones (Chirico, et al., 2010).  

Los genes sobrelapados presentan características muy particulares que los 

convierten en candidatos interesantes para su estudio evolutivo, en primer lugar 

codifican proteínas originadas de novo mediante un proceso denominado 

“overprinting”, en el cual mutaciones en un marco de lectura ancestral da lugar a la 

expresión de un segundo sin eliminar el primero (Keese & Gibbs, 1992; Sabath et 

al. 2012). Por otra parte, los genes sobrelapados representan un caso de conflicto 

adaptativo, es decir, las presiones selectivas serán diferentes en cada marco de 

lectura e incluso a nivel de sitio nucleotídico y al mismo tiempo existen restricciones 

evolutivas dependientes entre ambas proteínas codificadas (Mizokami et al.,1997; 

Pavesi, 2018). 

De manera general, y como se puede observar en la Figura 7, los genes 

sobrelapados pueden ser clasificados en dos tipos: (1) genes sobrelapados en la 

misma cadena, los cuales se transcriben de la misma hebra de ácido nucleico 

(también conocidos como sobrelapes paralelos o unidireccionales); (2) genes 

sobrelapados en diferentes cadenas, los cuales son transcritos de las dos cadenas 

complementarias del DNA, también conocidos como sobrelapes antiparalelos 

(Sanna et al. 2008). El gen de referencia en un par de genes superpuestos se llama 

fase 0, los sobrelapes de la misma cadena pueden estar en dos fases (1 y 2). De 
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acuerdo al tipo de organismo, existen diferencias en la abundancia y distribución 

de sobrelapados paralelos o antiparalelos. En genomas bacterianos y virales los 

sobrelapes unidireccionales son los que predominan (Johnson and Chisholm, 

2004), en los genomas eucariontes como el de los humanos y ratones alrededor 

del 90% de los genes sobrelapados son antiparalelos (Sanna et al. 2008; Saha et 

al. 2014). 

 

 

Figura 7. Fases y orientaciones de genes sobrelapados. Sobrelapes paralelos van en una dirección 

5’ a 3’ y los antiparalelos de 3’ a 5’. A partir de un marco de lectura de referencia (fase 0) existen 

otras cinco posibilidades en las que un ORF puede ser leído, ejemplificado con las diferentes fases 

0, 1 y 2, tanto en la hebra sentido como antisentido. (Modificado de Sabath, 2008). 

 

2.2. Los genes sobrelapados en el mundo viral  

 

Una característica particular observada en los virus es la abundancia de 

marcos abiertos de lectura (ORF, por sus siglas en inglés) sobrelapados, los cuales 

se presentan a una mayor escala en comparación con los tres dominios de la vida. 

Los genes sobrelapados se originan por varios mecanismos, principalmente por el 

uso de codones de inicio alternativos, lectura ribosomal y cambio de marco 

ribosomal (Brandes & Linial, 2016). Se reporta que los eventos de sobrelapamiento 

son mayores en virus de RNA y en virus con genomas pequeños. 

 Por otra parte, se han sugerido diversas explicaciones de esta gran 

abundancia de genes sobrelapados, una teoría argumenta que los eventos de 

sobrelape surgieron como un mecanismo restricción selectiva ante la alta tasa de 

mutación, principalmente en los virus de RNA (Krakauer, 2000), otra teoría 

establece que el sobrelapamiento es un mecanismo efectivo para la generación de 
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nuevos genes al introducir nuevos marcos de lectura en uno ya existente, una 

tercera teoría y la más aceptada menciona que es la compresión genómica la 

principal fuerza evolutiva generadora de sobrelapes de genes, siendo esta 

compresión generada por la restricción física que ocasiona por la capside, 

especialmente en los virus icosaédricos (Chirico et al. 2010; Brandes & Linial, 

2016). 

Un modelo interesante para el estudio de los genes sobrelapantes desde el 

punto de vista evolutivo, es el el virus de la Hepatitis B (HBV), esto debido a que 

alrededor del 50% de su genoma (Zaaijer et al. 2007) presenta marcos abiertos de 

lectura (ORF) sobrelapados y el  marco de lectura del gen que codifica para la 

proteína de superficie  se encuentra totalmente embebido en  el marco de lectura 

de gen que codifica para la polimerasa. Dado que el sobrelapamiento de genes 

cubre una gran parte del genoma y que  una sustitución nucleotídica sinónima en 

un ORF puede dar lugar a una sustitución nucleotídica no sinónima en el ORF 

sobrelapado, se piensa que la evolución del genoma del HBV está limitada para 

mantener las funciones esenciales de sus proteínas (Cento et al. 2012).  

. 

2.3. Composición nucleotídica en regiones sobrelapadas 

Los genes sobrelapados presentan una composición nucleotídica 

significativamente diferente de las regiones no sobrelapadas. En los genes 

sobrelapados existe una sobre representación del nucleótido C, los dinucleótidos 

CG, TC y CC; de los aminoácidos Arg, Ser y Gln, así como de los codones 

sinónimos CGA (Arg), TCG (Ser ) y AGC (Ser). Estos patrones de composición 

están correlacionados, Arg es codificado por codones ricos en CG, por ejemplo 

CGA, el cual también es abundante; asimismo, Ser es codificado en gran parte por 

TCG, que es una combinación de los dinucleótidos en mayor abundancia TC y CG. 

Pavesi (2020), analizando 20 características de composición en genes 

sobrelapadas virales, encontró que existe una subrepresentación de T, los 

dinucleótidos TA, AT, TT y TG, los aminoácidos Tyr, Val, Phe e Ile, los codones 

sinónimos TAT (Tyr), TTT (Phe) , ATT (Ile) y GTT (Val) y de aminoácidos con baja 

degeneración de codones. De igual manera, estos patrones se correlacionan entre 

sí, los aminoácidos subrepresentados, Tyr, Phe e Ile están codificados por codones 

ricos en A y T (entre los cuales TAT, TTT y ATT están subrepresentados). La 
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disminución del contenido de dinucleótidos TA y TG tiene un claro significado 

biológico, ya que reduce la probabilidad de aparición de codones de terminación 

(TGA, TAG y TAA) en regioens sobrelapados (Pavesi et al., 2018).  

Las proteínas sobrelapadas tienen una composición de secuencia 

generalmente sesgada hacia los aminoácidos promotores de desorden y se predice 

que contienen significativamente más desorden estructural que las proteínas no 

sobrelapadas, además, gran parte son creadas de novo. La mayoría de las 

proteínas creadas de novo se han descrito como proteínas huérfanas (es decir, 

restringidas a una especie o género), casi todas son proteínas accesorias que 

juegan un papel en la patogenicidad o diseminación viral, en lugar de proteínas 

centrales para la replicación o estructura viral. Se predice que la mayoría de las 

proteínas creadas de novo presentan estructuras intrínsecamente desordenadas y 

tienen una composición de secuencia altamente inusual (Rancurel et al 2009). 

2.4. Variabilidad genética en el HBV 

En el caso particular del HBV, una característica de la infección de este virus 

es la notable heterogeneidad genética a nivel inter e intrapaciente. El último caso 

de variabilidad como una población de genomas estrechamente relacionados, pero 

no idénticos se conoce como cuasiespecies virales. Es bien reconocido que tales 

mutaciones pueden tener implicaciones importantes con respecto a la patogénesis 

de la enfermedad viral. Por ejemplo, en la infección crónica, la mutación del punto 

G a A en el nucleótido (nt) 1896 en la región Precore (preC), así como las 

mutaciones A1762T y G1764A en la región promotora están altamente asociadas 

con la seroconversión de HBeAg, en este estado los pacientes presentan bajos 

niveles de viremia y la consiguiente curación clínica. En contraste, la infección 

aguda con el mutante pr-C G1896A representa un alto riesgo de insuficiencia 

hepática fulminante. Aunque estos hechos ilustran claramente las implicaciones 

clínicas de ciertas mutaciones virales, la creciente evidencia sugiere fuertemente 

que la heterogeneidad genética viral es más complicada de lo que se pensaba 

(Revill et al., 2020) . 

La mayoría de los cambios genómicos observados en las variantes virales 

del HBV son sustituciones de bases únicas y se distribuyen ampliamente por todo 

el genoma. En un estudio cuatro de ocho (50%) pacientes con HBeAg negativo sin 
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terapia crónica mostraron una prevalencia relativamente baja del mutante Precore 

(preC) G1896A en los tejidos del hígado, lo que sugiere que otras mutaciones 

estaban involucradas en su seroconversión de HBeAg. Curiosamente, los tejidos 

hepáticos en 4 de 5 (80%) de los casos anti-HBe positivos tratados con análogos 

de nucleósidos (NA) presentaron frecuencias extremadamente bajas de la 

mutanción preC G1896A (0.0%, 0.0%, 0.1% y 1.1%), sugiriendo la alta sensibilidad 

de esta mutante a los NA. Además, gran abundancia de clones resistentes a NA 

fueron comunes tanto en el hígado como en el suero de pacientes sin tratamiento 

previo, y la proporción de mutantes M204VI resistentes a lamivudina y entecavir se 

expandió en respuesta al tratamiento con entecavir en el suero del 35,7% (5/14) de 

pacientes, lo que sugiere riesgo de desarrollar resistencia a los medicamentos de 

NAs. Por otra parte, se encontró menos diversidad utilizando Entropia de Shannon 

en genomas de HBV en pacientes crónicos sin tratamiento con NAs ( Nishijima et 

al 2012) 

2.5. Evolución molecular de los genes sobrelapados 

Los genes sobrelapados están particularmente limitados evolutivamente 

porque una mutación en una región superpuesta afecta simultáneamente a los dos 

(u ocasionalmente más) genes involucrados en ese sobrelapamiento. Analizando 

las mutaciones en función de la posición del codón en la que caen, alrededor del 

70% de las mutaciones que ocurren en la tercera posición del codón son sinónimas, 

frente a solo 5 y 0% de las mutaciones en la primera y segunda posición del codón, 

respectivamente (Sabath et al. 2008ª). Esto ocasiona que una mutación sinónima 

en un marco de lectura es muy probable que sea no sinónima en el otro marco; esto 

permite que haya una compensación genética, pero también cierta restricción 

evolutiva.. Se ha demostrado que existe una mayor restricción al cambio evolutivo 

en las regiones sobrelapadas, por ende, presentan una menor diversidad genética 

que las regiones no sobrelapadas (Mizokami et al. 1997; Sabath et al. 2008b, 2012; 

Simon-Loriere et al. 2013).  

Además de la restricción, los sitios sobrelapados codifican residuos 

funcionalmente importantes para un gen u otro, pero nunca para ambos. Un método 

para determinar la restricción evolutiva en un gen sobrelapado es medir la tasa de 

sustitución de nucleótidos (número de variaciones por sitio),  específicamente, la 

tasa de sustituciones sinónimas (dS, el número de sustituciones sinónimos por sitio 
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nucleotídico sinónimo) y la tasa de sustituciones de no sinónimas (dN, el número 

de sustituciones no sinónimas por sitio nucleotífico no sinónimo. dS es 

independiente de las presiones selectivas externas y suele ser mayor que dN. dN 

puede estar sujeto a presiones selectivas externas, es decir, la conservación 

estructural requerida de la proteína codificada y su restricción conformacional. En 

marcos de lectura sobrelapados, un cambio sinónimo en un gen puede no ser 

neutral en el otro. Por lo tanto, la dS de genes sobrelapadas podría verse limitado 

debido a los cambios no sinónimos que se deben mantener en la población en un 

marco de lectura que este bajo selección natural positiva. Para el producto proteico 

de un gen, el grado de restricción evolutiva y selección sobre él puede indicarse 

mediante la relación dN/dS < 1 para la selección negativa o purificadora dN/dS > 1 

para la selección positiva. Bajo selección negativa, la diversidad genética disminuye 

a medida que un rasgo particular (frecuencia de fenotipo) se estabiliza en la 

población. En comparación, la selección positiva aumenta la frecuencia de ciertas 

variaciones y ocurre cuando no se alcanza un equilibrio en la población. (Fernandes 

et al.2016). 

Por ejemplo, el virus de la leucemia bovina contiene una región pXBL que 

codifica tres partes de cuatro proteínas reguladoras (Tax, Rex, G4, R3) en marcos 

de lectura sobrelapados. Las tasas de sustituciones sinónimas fueron 

consistentemente más bajas en regiones sobrelapadas que en regiones no 

sobrelapadas o con poco sobrelape, el sesgo de codones fue también más alto. A 

un mayor nivel de superposición en las regiones codificadoras se correlaciona con 

una mayor restricción evolutiva. Tax, la más conservada entre las cuatro proteínas 

reguladoras, mostró una selección purificadora consistente con su importancia en 

el ciclo de vida viral (Zhao et al 2007). 

El desarrollo de modelos evolutivos específicos para analizar genes sobrelapados 

ha sido un reto, sin embargo, diversos autores han realizado esfuerzos para el 

análisis de este tipo de genes (Hein and Stovlbaek, 1995; Krakauer, 2000). El 

enfoque estándar para detectar y analizar la selección natural actuando sobre 

regiones codificantes es mediante la estimación del cociente entre la tasa de 

sustituciones nucleotídicas no sinónimas (dN) y las tasas de sustituciones 

nucleotídicas sinónimas (dS). No obstante, como se ha mencionado, en los genes 

sobrelapados una mutación puede ser no sinónima en un marco de lectura y 

sinónima en el otro, por lo que los métodos clásicos no son útiles.  Métodos 
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particulares para los genes sobrelapados se han desarrollado a lo largo del tiempo, 

por ejemplo Sabath et al. (2008) desarrollaron un método de máxima verosimilitud 

para estimar simultáneamente la intensidad de la selección en cada uno de los 

genes sobrelapados, sin embargo, el método no puede evaluar si el cociente dN/dS 

difiere significativamente de 1 para cualquier gen, limitante que Wei & Zhang (2014) 

resuelven separando los efectos de cada mutación sobre los dos genes y 

estimando la varianza asociada permitiendo evaluar la neutralidad de cada gen. 

2.6. Evolución molecular de los genes sobrelapados en el HBV 

 

Mizokami et al. (1997) demostraron que las tasas de sustitución sinónima en 

regiones sobrelapadas eran menores que en las regiones no sobrelapadas en el 

genoma del HBV, proporcionando evidencia de las restricciones evolutivas 

asociadas con las regiones sobrelapadas. Zaaijer et. al (2007) propusieron que el 

HBV puede, mediante la degeneración del código genético, sobrepasar estas 

restricciones. Hablando particularmente de la región sobrelapada entre el ORF P y 

el ORF S, debido al cambio de marco de lectura en esta region , la primera posición 

en el codón del ORF P corresponde a la tercera posición en el codón del ORF S 

(P1S3), la segunda posición en el codón P corresponde a la primera posición en el 

codón S (P2S1), y la tercera posición en el codón P corresponde a la segunda 

posición en el codón S (P3S2). Por lo tanto, una mutación sinónima en P puede 

producir una mutación no sinónima correspondiente en S (P3S2), que puede 

producir un cambio de aminoácido en S pero conserva el sitio correspondiente en 

P. Con lo anterior, se satisface las restricciones de cambio en ambos genes.   

Zhang et al. (2010) proponen que las restricciones funcionales de los 

dominios de las proteínas del virus son las principales responsables de los 

diferentes patrones de selección exhibidos por la distribución de mutaciones y 

cambios de aminoácidos en las regiones donde se encuentran los genes 

sobrelapados. Por ejemplo, Chen et al. (2013) encontraron que la región que 

codifica para el dominio espaciador (Spacer) de la polimerasa,  es una región en 

donde se pueden acumular mutaciones que proporcionan flexibilidad para que 

puedan ocurrir cambios conformacionales en el dominio proteico codificado  y 

responder a la presión selectiva del sistema inmune.  
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Por otra parte, Pavesi (2015) encontró que la región sobrelapada P/S en HBV 

presenta dos patrones de uso de codones. Uno se localizó en el primer tercio del 

extremo 5’ del sobrelape y el otro en las dos terceras partes del extremo 3’, estos 

dos patrones se presentan en todos los hepadnavirus y sugiere que el dominio 

espaciador de la polimerasa y el dominio S de la proteína de superficie se originaron 

de novo por overprinting. Así pues, la medición y análisis de los patrones del uso 

de codones nos da información relevante para conocer procesos evolutivos en los 

genes sobrelapados así como de su origen (Kozlov, 1999; Paversi, 2006; Pavesi, 

2013; Pavesi, 2015) 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

Los trabajos previos se han enfocado en el análisis evolutivo de la región 

sobrelapada P/S del HBV. El presente trabajo pretende enfocarse en la 

caracterización de genes sobrelapados y no sobrelapados en el genoma 

completo del virus a través de la determinación de su composición nucleotídica, 

del uso y sesgo de codones, variabilidad genética y de los patrones de selección 

natural. De esta manera, se contribuirá al entendimiento de la capacidad 

adaptativa de algunas variantes del HBV ante las diferentes presiones 

inmunológicas y farmacológicas. 

4. HIPÓTESIS 

 

En las regiones sobrelapadas existe un mayor uso de codones con altos 

niveles de degeneración, así como un mayor número de mutaciones en sitios 

sinónimos que limitan el cambio evolutivo en comparación con las regiones no 

sobrelapadas del HBV. 
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5. OBJETIVOS  

 

5.1. Objetivo general  

 

Analizar la evolución molecular de las regiones sobrelapadas y no sobrelapadas 

presentes en el genoma del Virus de la Hepatitis B. 

5.2. Objetivos particulares 

 

• Determinar la composición nucleotídica de las regiones sobrelapadas y no 

sobrelapadas en el genoma del HBV. 

• Determinar la diferencia en uso de codones a lo largo del genoma del HBV 

• Determinar la variabilidad genética en las regiones sobrelapadas y no 

sobrelapadas del genoma del HBV. 

• Identificar y analizar señales de selección natural en las diferentes regiones 

del genoma del HBV 
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
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7.  MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1. Obtención, curación y partición de secuencias  

 

En agosto del 2019 se obtuvieron las secuencias genómicas de los 8 

principales genotipos del virus de la hepatitis B (A-H) de la base de datos 

especializada “The Hepatitis B Virus database, HBVdb” 

(https://hbvdb.lyon.inserm.fr/HBVdb/). La base de datos HBVdb contiene una 

colección de secuencias del virus de la hepatitis B anotadas, desarrollada por el 

equipo del Dr Fabien Zoulim en Francia. HBVdb tiene como objetivo (1) anotar las 

secuencias del HBV, (2) proporcionar información sobre el genotipo y sobre las 

proteínas codificadas por estas secuencias, (3) perfilar la resistencia al fármaco y 

(4) brindar acceso amigable a herramientas bioinformáticas para extraer y analizar 

estas secuencias del HBV (Hayer et al., 2013). 

Los genomas del HBV de cada genotipo se alinearon utilizando el programa 

SeaView (Gouy et al, 2010). La curación consistió en la identificación y eliminación 

de secuencias genómicas duplicadas y con un porcentaje de identidad del 99% en 

cada genotipo a través de JalView (Waterhouse et al. 2009). Además, se eliminaron 

los genomas que presentaron variación en su tamaño con base en los tamaños 

reportados por los genomas de referencia de cada genotipo reportados por la 

herramienta de genotipado del NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi). Los genotipos de 

referencia se resumen en la Tabla 1: 

 

Tabla 1 Genotipos de referencia utilizados en este proyecto 

Genotipo Acceso Nombre Tamaño (Nt) 

A X02763  Hepatitis b virus genome (serotype adw2) 3221 

B D00329 Hepatitis B virus subtype ADW DNA, complete genome, 

clone:pJDW233. 

3215 

C X04615  Hepatitis B virus genome, subtype ayr 3215 

D X65259  Hepatitis B virus (ayw,patient E) genes PreS1, PreS2, 

PreC, C, X and polymerase 

3182 

https://hbvdb.lyon.inserm.fr/HBVdb/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi
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E X75657 Human hepatitis virus (genotype E, Bas) preS1, preS2, 

S, C, X, antigens, core antigen, X protein and 

polymerase 

3212 

F X69798  Hepatitis B virus, subtype adw4 genes 3215 

G AF1605

01 

Hepatitis B virus strain IG29227, complete genome 3248 

H AY0904

54 

Hepatitis B virus strain 1853Nic, complete genome 3215 

 

Hecha la curación se obtuvo al menos 100 secuencias genómicas de cada 

genotipo para los análisis posteriores (Tabla 2). 

  

Tabla 2. Secuencias obtenidas posterior a la curación 

Genotipo Número de 

secuencias 

Fecha de obtención 

de secuencias 

Tamaño de genoma 

(nt) 

A 140 Agosto 2019 3221 

B 143 Agosto 2019 3215 

C 135 Agosto 2019 3215 

D 110 Agosto 2019 3182 

E 108 Agosto 2019 3212 

F 104 Agosto 2019 3215 

G 32 Agosto 2019 3248 

H 45 Agosto 2019 3215 

 

Finalmente, utilizando la herramienta Graphics de cada genotipo de 

referencia en el NCBI, se identificaron y se delimitaron las diferentes regiones 

sobrelapadas y no sobrelapadas de los genomas. Con ayuda de los programas 

Aliview (Larsson, 2014) y MEGAX (S. Kumar et al., 2018) se delimitaron las 

diferentes regiones y se generaron 10 conjuntos de datos correspondientes la 

región sobrelapada y no sobrelapada de los ORFs de los ocho genotipos del HBV: 

C, P, S y X (Figura 8). 
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Figura 8. Esquema representado las diferentes regiones en las que fue dividido el genoma del HBV. 

Se dividió en 10 regiones correspondientes a todas las regiones sobrelapadas y no sobrelapadas 

del genoma del HBV; C y CP, región del ORF C no sobrelapada y sobrelapada con el ORF , 

respectivamente; PC, PS y PX, región de P sobrelapada con el ORF C, el ORF S y el ORF X, 

respectivamente; P1 y P2, regiones no sobrelapadas del ORF P; SP, corresponde al ORF S, se 

sobrelapada en su totalidad con el ORF S; XP y X, región del ORF X sobrelapada con el ORF P y 

no sobrelapada, respectivamente.  

7.2. Caracterización de la composición nucleotídica de las regiones 

sobrelapadas y no sobrelapadas en el genoma del HBV 

 

Para caracterizar la composición nucleotídica del genoma del HBV se 

utilizaron los 10 conjuntos de secuencias pertenecientes a todas las regiones del 

genoma y se calcularon diferentes elementos de composición: en primer lugar  el 

contenido de Adenina (A), Timinia (T), Citocina (C) y Guanina (G) en general, 

seguido del contenido de las bases en la tercera posición de los codones ( A3, T3, 

C3 y G3), el contenido GC en la primera, segunda y tercera posición de los codones 

(GC1, GC2 y GC3),  el contenido de GC y AT en general y finalmente el contenido 

de los doce dinucleótidos (AA, AC, AG, AT, CA, CC,CG,CT,GA, GC, GG, GT, TA, 

TC,TG y TT). Para el cálculo se crearon scripts en R utilizando como base el 

paquete especializado para análisis de codones “kodonz” (Zhou & Kong, 2019) y  

“R453Plus1Toolbox” para los dinucleótidos. El contenido se calculó como 

frecuencias relativas de cada una de las variables de composición mencionadas 

anteriormente.  

Con los datos obtenidos se generaron dos matrices de datos multivariados, 

una correspondiente a las frecuencias de las variables de composición de bases 

versus las diferentes regiones genómicas del HBV, mientras que la otra matriz 

corresponde a las frecuencias de los 16 dinucleótidos versus las diferentes 
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regiones. Posteriormente con el objetivo de identificar asociaciones entre las 

variables de composición y las regiones del genoma se realizaron Análisis de 

Componentes Principales (PCA) y de correlación de Pearson utilizando cada una 

de las matrices de datos. 

En el caso particular de los datos de composición nucleotídica, posterior a 

identificar las variables que explicaban mejor la variación, se realizaron 

comparaciones de estas variables entre ORFs y sus regiones sobrelapadas y no 

sobrelapadas. La identificación de diferencias significativas se realizó mediante 

Análisis de Varianza (ANOVA) en R. 

7.3. Determinación del sesgo en el uso de codones 

 

Para determinar el sesgo en el uso de codones en las regiones del genoma 

del HBV se calcularon dos métricas. El primer parámetro se refiere al uso relativo 

de codones sinónimos (RSCU) que indica la frecuencia relativa de cada uno de los 

59 codones sinónimos presentes en una secuencia determinada. Cuando el valor 

de RSCU es >1 indica sesgo de uso de codón y cuando es <= 1 no existe sesgo. 

Los cálculos del RSCU de los 59 codones sinónimos en las diferentes regiones 

genómicas del HBV se realizaron en el programa MEGAX (S. Kumar et al., 2018), 

utilizando los 10 conjuntos de secuencias obtenidas previamente. 

El segundo parámetro utilizado es el número efectivo de codones (ENC), el 

cual indica el uso absoluto de codones en una secuencia. Los valores de ENC van 

de 20, indicando sesgo extremo en donde las secuencias utilizan sólo un codón 

para codificar cada aminoácido, a 61 en donde no existe sesgo utilizando todos los 

61 codones disponibles. Estos parámetros se calculan en todas las regiones 

utilizando el paquete “vhcub” (Mostafa & Soudy, 2019) en R.  Además, con estos 

datos se realizaron gráficas de ENC vs GC3 de la región sobrelapada y no 

sobrelapada del ORF P, las cuales nos indican de manera indirecta posibles 

mecanismos evolutivos que pueden estar actuando para determinar el sesgo de 

codones, la presión mutacional o la selección natural, principalmente.  

7.4. Variación genética en las regiones sobrelapadas y no sobrelapadas 

 

Para determinar la variabilidad genética, se generaron dos conjuntos de 

secuencias por cada genotipo (A-H), uno correspondiente a la región sobrelapada 
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y el otro a la región no sobrelapada de cada genoma, generando un total de 8 pares 

de archivos en formato fasta. A cada uno se le aplicaron los análisis que se explican 

a continuación: 

1) La entropía de Shannon se calculó mediante el programa Entropy de la 

base de datos de HIV de los Alamos (http://www.hiv.lanl.gov/). La entropía de 

Shannon cuantifica la variación en cada posición de un alineamiento de DNA: si la 

entropía es baja, existe poca variación nucleotídica; de lo contrario, es e alta. Esta 

medida de diversidad también se aplicó en los genomas completos de todos los 

genotipos.  2) El índice de Pi (π), el cual mide el número promedio de diferencias 

nucleotídicas por sitio entre secuencias; 3) el número total de mutaciones (Eta); y 

4) el número de sitios polimórficos, las últimas tres métricas se calcularon en el 

programa DnaSP (Rozas et al. 2017).  

Para identificar visualmente los sitios en donde existía una mayor variabilidad 

por sitio nucleotídico en cada codón y en determinada región genómica , los valores 

de entropía de Shannon de todos los sitios del genoma completo de los genotipos 

B, C, E y F del HBV se graficaron utilizando el programa ggplot en R, la 

particularidad realizada fue graficar con diferentes colores las posiciones de las 

bases en cada codón, así, todas las primeras posiciones corresponden a color 

verde, las segundas posiciones en azul y las terceras a las rojas. Se eligieron esos 

cuatro genotipos porque tienen distribución geográfica diferencial, así como el 

mismo tamaño genómico (3215 nt), condición importante para este análisis.  

7.5. Inferencia de sitios bajo selección natural  

 

La inferencia de sitios bajo selección natural se realizó por dos métodos, el 

primero fue utilizando el algoritmo Fixed Effects Likelihood (FEL) (Kosakovsky et al, 

2005) en la plataforma Datamonkey (Weaver, 2018); éste método clásico al igual 

que muchos otros realizan la inferencia de la selección a partir de secuencias 

codificantes de proteínas se basan en la siguiente observación: una sustitución no 

sinónima (o de reemplazo) cambia la secuencia primaria de la proteína codificada 

y es más probable que influya en la capacidad replicativa y de sobrevivencia 

(adecuación biológica) de un organismo que una sustitución sinónima aleatoria que 

no genera cambios en la secuencia de aminoácidos (Poon et al., 2009).  

http://www.hiv.lanl.gov/
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Si las mutaciones no sinónimas en un sitio de codón particular en la 

secuencia tienen un efecto insignificante en la función o expresión de la proteína (y 

por lo tanto en su adecuación biológica), entonces la tasa de sustituciones no 

sinónimas (dN) debería ser similar a la tasa de sustituciones sinónimas (dS), y el 

sitio evoluciona de forma neutral (Figura 9). Un exceso de sustituciones no 

sinónimas (dN> dS) puede interpretarse que ese sitio está bajo selección positiva, 

lo que sugiere que los cambios de aminoácidos aumentan la adecuación biológica. 

Una escasez de cambios de aminoácidos (dN <dS) indica que la selección negativa 

está funcionando para eliminar tales sustituciones del acervo genético (Poon et al., 

2009). 

 

Figura 9. Posibles resultados del cociente dN/dS y su interpretación evolutiva. Cuando dN = dS, el 

producto es igual a 1, se infiere que el sitio nucleotídico está bajo evolución neutral; cuando dN > 

dS, el producto del cociente es > 1, se infiere que el sitio nucleotídico está bajo selección natural 

(SN) positiva; cuando dN < dS, el producto del cociente es < 1, se infiere que el sitio nucleotídico 

está bajo selección natural (SN) positiva. 

 

No obstante, este tipo de métodos no están diseñados para inferir sitios bajo 

selección natural en regiones sobrelapadas, debido a que en este tipo de genes 

una posición puede ser simultáneamente sinónima para el ORF 1 pero no sinónima 

para el ORF 2. Por ello, se utilizó un segundo método implementado por el 

programa OLGenie (Nelson et al. 2019), considera los cambios sinónimos y no 

sinónimos observados en los dos ORFs sobrelapados.  

OLGenie estima la tasa de sustitución no sinónima (dN) y sinónima (dS) 

observados en genes sobrelapados modificando el método de Wei y Zhang (2015). 

Se utilizan cuatro medidas ampliadas de dN y dS: dNN, dSN, dNS y dSS, donde el 

primer subíndice se refiere al gen de referencia y el segundo subíndice se refiere al 

gen alternativo (NN, no sinónimo / no sinónimo; SN, sinónimo / no sinónimo; NS, 

no sinónimo / sinónimo; SS, sinónimo / sinónimo). Por ejemplo, dNS se refiere al 
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número medio de sustituciones de nucleótidos por sitio que no son anónimos en el 

gen de referencia, pero son sinónimos en el gen alternativo (NS). Dados estos 

valores, dN / dS puede estimarse para el gen de referencia como dNN / dSN o dNS 

/ dSS, o para el gen alternativo como dNN / dNS o dSN / dSS.  

En cada caso, el efecto de las mutaciones en uno de los dos genes 

sobrelapados se mantiene constante (N o S), lo que garantiza una “comparación 

equitativa” en el otro gen. Por ejemplo, si los cambios no sinónimos observados en 

el gen de referencia son sinónimos desproporcionados en el gen alternativo (dNS> 

dNN), el resultado será dNN / dNS <1.0, y se puede inferir la selección purificadora 

en el gen alternativo (Hughes y Hughes 2005). En la práctica, dNN / dNS en lugar 

de dSN / dSS se usa típicamente para evaluar la selección en el gen alternativo, ya 

que los sitios SS generalmente son demasiado raros para permitir una estimación 

confiable de dSS. 

La ventaja de FEL es su poder estadístico para la inferencia de sitios bajo 

selección, su desventaja es que fue hecho para ORFs no sobrelapados, respecto 

a OLGenie, su ventaja es que en un contexto de sobrelapamiento de ORFs, 

considera los cambios mutacionales de los dos marcos de lectura, su principal 

desventaja es que considera sólo los cambios observados en los dos ORF 

sobrelapados y no realiza filogenias para el mapeo de los cambios. Es por ello que 

se utilizaron ambos métodos para inferir, identificar y mapear sitios bajo selección 

natural tanto en regiones sobrelapadas como no sobrelapadas. Se utilizó el 

conjunto de secuencias genómicas del genotipo B (n=132) debido a que es de los 

genotipos de los cuales existe mayor estudios clínicos y biológicos en la literatura 

que fueron utilizados para realizar el análisis de resultados. 

7.6. Análisis estadísticos   

 

La normalidad de los datos se corroboró con el test de Shapiro-Wilk, 

posteriormente para identificar diferencias estadísticamente significativas en la 

composición, sesgo en el uso de codones y diversidad entre regiones sobrelapadas 

y no sobrelapdas en el genoma del HBV se realizaron pruebas de ANOVA o t-

student  dependiendo de las características de los datos.
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8. RESULTADOS 

8.1. Composición nucleotídica del genoma del HBV 

 

Las bases nucleotídicas predominantes en el genoma del HBV son la 

citosina y la timina, la frecuencia relativa de estas en porcentaje fue de 27% y 28% 

respectivamente (Figura 10A). Al contrastar la composición de bases entre las 

regiones sobrelapadas y no sobrelapadas del genoma, existe una predominancia 

de adenina y timina en las regiones no sobrelapadas y de citocina en las 

sobrelapadas (Figura 10B). El contenido de GC en el genoma del HBV corresponde 

a un 48.8%, de este total el 55.5% se encuentra distribuido en las regiones 

sobrelapadas del genoma, mientras que el 45.3% en las no sobrelapadas, además 

existe una fluctuación del contenido de GC entre genotipos del HBV, existiendo una 

desviación estándar de ± 0.37. 

 

Figura 10 Composición de nucleótidos del genoma del HBV. A) Contenido general en porcentaje 

de las bases nucleotídicas, B) Contenido en porcentaje de las bases nucleotídicas contrastando 

las regiones sobrelapadas (en rojo) y no sobrelapadas (en azul) del genoma del HBV. 

 

8.2. Composición nucleotídica entre regiones sobrelapadas y no 

sobrelapadas del HBV 

 

Para analizar los patrones de variación de la composición del genoma sobre 

las regiones sobrelapadas y no sobrelapadas se realizó un Análisis de 

Componentes Principales (PCA) utilizando como datos el contenido (%) de A, T, G, 

C, GC, AT GC1, GC2, GC3, A3 y G3 de las diferentes regiones del genoma del 

HBV. Como se observa en la Figura 11, las variables relacionadas con el contenido 

de GC se encuentran asociadas a las regiones sobrelapadas (círculos negros), con 

excepción de la región sobrelapada del ORF C. Por otra parte, las regiones no 
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sobrelapadas se encuentran principalmente asociadas con las variables 

relacionadas con el contenido de AT (en cuadro azul). 

Los resultados de correlación indican que el contenido de GC (r= 0.9623201, 

p < 0.01) GC3 (r=0.9081760 p < 0.01), GC3 (r= 0.8693677 p < 0.01), C (0.8325277 

p < 0.01) y G (r= 0.8312320 p < 0.01) son los principales elementos de composición 

que están asociados con la variación de nucleótidos entre las diferentes regiones 

del genoma del HBV.  

 

 

Figura 11. Gráfica bidimensional del Análisis de Componentes Principales utilizando los datos de 

composición de nucleótidos. Las regiones sobrelapadas (círculos negros) se asocian principalmente 

a las variables relacionadas al contenido de GC, mientras que las no sobrelapadas (cuadros azules) 

a las variables de contenido de AT. 

  

8.3. Composición dinucleotídica entre regiones sobrelapadas y no 

sobrelapadas del HBV 

 

De igual manera que con la composición nucleotídica, se realizó un PCA con 

los datos de frecuencia relativa de cada dinucleótido (Figura 12),  los dinucleótidos 

que presentan contenido de GC se encuentran asociadas principalmente a las 

regiones sobrelapadas (cuadros rojos). Por otra parte, las regiones no 

sobrelapadas se encuentran principalmente asociadas con dinucleótidos que 
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presentan contenido de AT ( cuadros azules), demostrando así que existe una 

diferencia en composición dinucleotídica entre regiones del genoma del HBV. 

 

Figura 12. Gráfica bidimensional del Análisis de Componentes Principales utilizando los datos de 

composición de dinucleótidos. Las regiones sobrelapadas (cuadros rojos) se asocian principalmente 

a las variables relacionadas al contenido de GC, mientras que las no sobrelapadas (cuadros azules) 

a las variables de contenido de AT. 

 

Para saber de manera más específica qué dinucleótidos se encontraban en 

mayor o en menor cantidad en las dos regiones principales del genoma que se 

analizan, se realizaron histogramas de las frecuencias relativas observables de 

cada dinucleótido (Figura 13). Se distinguió que en las regiones no sobrelapadas 

los dinucleótidos principalmente representados TpT, TpA, ApA. Por otro lado, en 

las regiones sobrelapadas los dinucleótidos GpC, CpC, TpG, fueron los que se 

encontraron en mayor cantidad. Estos resultados son congruentes tanto con los 

resultados de composición nucleotídica general como de dinucleótidos realizados 

en este trabajo. 
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Figura 13. Frecuencia de dinucleótidos en regiones sobrelapadas y no sobrelapadas del genoma 

del HBV. En asterisco se indican los nucleótidos principalmente representados en las regiones no 

sobrelapadas (azul) y no sobrelapadas (rojo). 

  

Ahora bien, una de las métricas más utilizadas para analizar la composición 

dinucleotídica es el Odd Ratio, el cual es un cociente de la frecuencia relativa 

observable entre la esperada de cada nucleótido, si el valor >1 ese dinucleótido se 

encuentra por arriba de lo esperado (sobrerrepresentado) y si es < 1 se encuentra 

por debajo de lo esperado (subrepresentado). 

En las regiones no sobrelapadas, los dinucleótidos subrepresentados son 

CpC y GpG, mientras que en las sobrelapadas los sobrerrepresentados son TC y 

GA principalmente.  LDentro de los  dinucleótidos que se encuentran 

subrepresentados, se encontró que CpG presenta el principal contraste, en cuanto 

a las regiones sobrelapadas el contenido de TA se encuentra subrepresentado 

(Figura 14).  

 

Figura 14. Odd Ratio de los dinucleótidos presentes en el genoma del HBV, contrastando las 

regiones no sobrelapadas (RNS) con las sobrelapadas (RS). Valores por arriba de 1 indica que 

existe una sobrerrepresentación de ese dinucleótido, mientras que por debajo de ese valor hay una 

subrepresentación 
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Con base en estos resultados, es claro que existen diferencias en la 

composición dinucleotídica; en primer lugar, de manera general entre regiones 

sobrelapadas y no sobrelapadas, pero también el PCA indica variación dentro de 

cada una de las regiones.
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8.4. Uso y sesgo de codones en el genoma del HBV 

8.4.1. Número Efectivo de Codones (ENC) 

 

Los resultados indican que existe variación significativa en el uso absoluto 

de codones. En primer lugar, entre el ORF C (49.47, ±1.34), ORF P (55.46, ±0.82), 

ORF S (57.21, ±2.75) y ORF X (55.57, ±1.41). Es importante recordar que valores 

de ENC mayores a 60 implican un sesgo muy pequeño o nulo ya que se encuentran 

presenten en el ORF todos los codones sinónimos posibles, sin embargo, se 

considera que existe sesgo significativo cuando los valores de ENC son menores a 

35 (He et al., 2019). Con base en lo anterior, en el genoma del HBV los ORFs que 

presentan un mayor y menor sesgo de codones son el ORF S y ORF X, 

respectivamente (Figura 15A).   

 

Figura 15. Número Efectivo de Codones (ENC) en el genoma del HBV. A) ENC de los cuatro ORFs 

del HBV, se puede observar un mayor sesgo en el ORF C, B) ENC de la región sobrelapada y no 

sobrelapada del ORF P, existe diferencia significativa con mayor sesgo en la región no sobrelapa 

del ORF P. 

 

Para contrastar las diferencias del uso de codones entre regiones 

sobrelapadas y no sobrelapadas, se comparó el uso de codones entre estas dos 

regiones en el ORF más grande, el ORF P. En la Figura 15B se puede observar 

que la región de P, que se sobrelapa con el ORF S, presenta un sesgo 

significativamente mayor (51.47 ±1.00) en comparación con la región no 

sobrelapada de P (53.71 ±1.46).   
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8.4.2. Relación entre ENC y los sitios sinónimos de los codones (GC3) 

 

 

Los cambios generados por presión mutacional en la tercera posición de 

cada codón son considerados neutros, cuando ocurren no generan cambios de 

aminoácidos debido a la propiedad degenerada del código genético. Una manera 

de analizar estos patrones es mediante la estimación de los cambios de contenido 

de G y C en la tercera posición (GC3) en un conjunto de secuencias. Por otra parte, 

se tiene establecido que en función de determinada frecuencia relativa de GC3 se 

espera la probabilidad de tener un determinado valor de ENC (A. Roth et al., 2012). 

Así, si cierto valor se sale de lo esperado significa que otro proceso además de la 

presión mutacional está sesgando el uso de codones en general; tal proceso es la 

selección natural.  

Con lo anterior, una de las maneras para visualizar e identificar la influencia 

de la presión mutacional o selección natural en las secuencias es mediante gráficas 

de relación ENC vs GC3. Particularmente, en este trabajo se obtuvieron dos 

gráficas correspondientes a las regiones sobrelapadas y no sobrelapadas del ORF 

P (Figura 16). En cuanto a la región del ORF P sobrelapada, se observa que todos 

los valores esperados de ENC en función de cierto valor GC3 caen por debajo de 

la curva de valores esperados. Esto indica que la presión mutacional es el principal 

proceso que está determinando el uso de codones. En lo que respecta a la región 

de P no sobrelapada, además de la presión mutacional, la selección natural influye 

en el uso de codones ya que valores de ciertas secuencias caen por arriba de los 

valores esperados. 
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Figura 16. Gráficas GC3 vs ENC en las regiones del ORF P. A) El sesgo en el uso de codones es 

determinado por la presión mutacional en la región sobrelapada del ORF P, B) El sesgo es 

determinado por la presión mutacional y la selección natural en la región no sobrelapada del ORF 

P. 

 

8.4.3. Frecuencia relativa del uso de codones sinónimos (RSCU) 

 

El valor de RSCU de un codón es el producto del cociente entre la frecuencia 

observada entre y la frecuencia esperada de cierto codón. Valores igual a 1 indican 

que no hay sesgo, mientras que valores >1.5 y >0.6 son considerados como 

sobrerrepresentados y subrepresentados, respectivamente (He et al., 2019).  

Se obtuvieron los valores de RSCU para cada región sobrelapada y no 

sobrelapada de cada ORF y en general presentes en el genoma del HBV. Los 

resultados de esto último se observan en la Figura 17, existen patrones de variación 

en la frecuencia de determinados codones en función de si la región genómica es 

sobrelapada o no.  En el eje de las X se representan todos los codones sinónimos 

ordenados de mayor a menos nivel de degeneración y en el eje de las Y los valores 

de RSCU. Uno de los principales patrones encontrados es que el uso de codones 

con niveles de degeneración más altos se encuentra en mayor frecuencia en las 

regiones sobrelapadas comparado con las no sobrelapadas:  3/6 codones que 

codifican para Leu (CUU, CUC, CUG), 4/6 para Ser (UCU, UCC, UCG, AGU) y 4/6 

para Arg (CGU, CGC, CGA, CGG) predominan en las regiones sobrelapadas.  
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Figura 17. Valores del RSCU de cada codón correspondiente tanto a la región sobrelapada (RS, en 

rojo) como la no sobrelapada (RNS, en azul). Valores por arriba de 1 indican una 

sobrerrepresentación de ese codón en determinada región, valores por debajo de 1 una 

subrepresentación. 

  

Se realizó un PCA utilizando los valores de RSCU de estas dos regiones, 

pero con énfasis en cada ORF. Se encontró que existen patrones de agrupamiento 

por similitud de uso de codones, específicamente, la región sobrelapada P con el 

ORF sobrelapado S por un lado (rectángulos rojos), y las regiones no sobrelapadas 

de P y C por el otro (rectángulos azules). Por otro lado, en general el ORF X tiene 

un uso de codones completamente diferente al del resto de ORFs, tanto su región 

sobrelapada como la no sobrelapada presentan valores atípicos, este patrón ocurre 

de igual manera con la región sobrelapada de C.  

 

Figura 18. Gráfica bidimensional del Análisis de Componentes Principales (PCA) utilizando los 

valores de RSCU en las diferentes regiones genómicas del HBV. En rectángulo rojo están señaladas 

las regiones sobrelapadas y en azul las no sobrelapadas. Existe un patron de uso de codones 
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similares entre regiones sobrelapadas, particularmente del ORF S y la región sobrelapada del ORF 

P; la región no sobrelapada del ORF P y el ORF C presentan similitud en el uso de codones, no 

obstante, el ORF X presenta un uso de codones totalmente diferente al resto, tanto su región 

sobrelapada como su no sobrelapada. 

 

Finalmente, para determinar la influencia de las composición nucleotídica en 

la variabilidad del uso de codones, se realizaron correlaciones de Pearson entre los 

datos originales de composición y el PC1 y PC2 de los datos de RSCU. Los 

resultados indicaron que las diferencias en la composición de GC (0.97, p < 0.01), 

GC3 (0.91, p < 0.01) y C3 (0.86, p < 0.01) son las variables mejor correlacionadas 

con PC1. 
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8.5. Variabilidad genética en el genoma del HBV  

8.5.1. Patrones de variación genética en el genoma completo del HBV 

 

 Con la finalidad de analizar la variación genética a lo largo de las diferentes 

regiones genómicas del HBV, se utilizó la métrica de entropía de Shannon que mide 

la variabilidad de bases por cada sitio en genoma. Los resultados de entropía de 

Shannon se graficaron en R y se obtuvo la Figura 19. Se observa la variación 

genética en cada posición del genoma en las diferentes regiones, las regiones 

sobrelapadas se encuentran sombreadas de rojo y las no sobrelapadas de amarillo. 

Existen dos patrones que se pueden distinguir, en primer lugar hay una mayor 

variabilidad nucleotídica en las regiones sobrelapadas, especialmente en las 

regiones P y C. En segundo lugar, las regiones sobrelapadas presentan una menor 

variación de nucleótidos, particularmente, la primera parte de la región PS y la 

región PC. 

 

Figura 19. Patrones de variabilidad genética en el genoma del HBV utilizando la entropía de 

Shannon. Las regiones sobrelapadas están sombreadas de rojo mientras que las no sobrelapadas 

de amarillo. Se observa una mayor variación de bases por sitio en las regiones no sobrelapadas que 

en las sobrelapadas. PS= Región sobrelapada del ORF P con el ORF S, P= Región no sobrelapada 

del ORF P, PX= Región sobrelapada del ORF P con el ORF X, X= Región no sobrelapada del ORF 

X, C= Región no sobrelapada del ORF C, PC= Región sobrelapada del ORF P con el ORF C. 
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Para determinar de una manera más cuantitativa la diferencia de variabilidad 

genética entre los dos tipos de regiones del genoma se calculó el índice Pi (π), el 

cociente de Shannon, el número total de mutaciones (Eta) y el número total de sitios 

polimórficos (S) en cada uno de los conjuntos de datos, es decir, en el conjunto de 

secuencias pertenecientes a las regiones sobrelapadas y no sobrelapadas del 

genoma de los principales genotipos (Figura 20).  

 

  

Figura 20. Comparación de variabilidad genética entre regiones sobrelapadas y no sobrelapadas 

del HBV. Se utilizaron cuatro métricas de variabilidad nucleotídica: A) Pi, B) Shannon, C) Eta 

(Número de mutaciones) y  D) S (Sitios polimórficos), * p < 0.05 y ns= no significativo. 

 

Se encontró diferencia significativa en tres de las cuatro medidas de 

variabilidad analizadas (Pi, Shannon y Eta) al comparar las dos regiones del 

genoma del HBV. Las regiones no sobrelapadas presentaron una variabilidad 

significativamente mayor en comparación de las sobrelapadas, estos resultados 

fueron consistentes con los visualizados en la Figura 19. Estos resultados obtenidos 

fueron comparando la diversidad general en cada región, no obstante, una 

mutación puntual puede generar o no alteraciones a nivel de aminoácido en función 

de en cuál posición del codón ocurra en un respectivo ORF. Mutaciones en la 

primera y segunda posición son consideradas como no sinónimas debido a que un 
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cambio en estas posiciones por lo general genera cambio de aminoácido, en 

contraparte de las mutaciones sinónimas las cuales ocurren en la tercera posición 

de los codones, las cuales casi en su totalidad no provocan cambios de aminoácido 

(Yang & Nielsen, 2000). 

8.5.2. La variabilidad genética entre regiones del genoma del HBV 

 

Hasta ahora, nuestros resultaron indican que las regiones sobrelapadas 

presentan una menor variabilidad genética en comparación con las no 

sobrelapadas (Figura 20). No obstante, aún no sabemos los efectos potenciales 

que tienen las mutaciones en cada codón de un marco de lectura correspondiente. 

Debido a la naturaleza sobrelapada del HBV, es importante analizar con mayor 

detalle los sitios en los que caen las mutaciones para entender el comportamiento 

de las restrucciones evolutivas en las regiones sobrelapadas.  Para hacer esto, se 

idenficaron las posiciones por codon en las que ocurren las variaciones, tomando 

como referencia el marco de lectura del ORF P. Como punto de comparación se 

identificaron también las posiciones alternas en los ORFs con los que se 

sobrelapada.  

 

 

Figura 21. Patrones de variación a nivel codón en el ORF P y los ORFs con los que sobrelapada, el 

ORF C, ORF X y ORF S. Las variaciones en color azul pertenecen a la primera posición de los 
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codones, en verde a la segunda posición y en rojo a la tercera. Se indican las regiones del ORF P 

que codifican para los dominios de la polimerasa correspondientes: TP, Spacer, RT y RH. 

 

En la Figura 21 se encuentra representada mediante una gráfica tipo “espejo” 

los valores de entropía por posición de base en los codones, los valores positivos 

corresponden a los valores por posición en función del marco de lectura de P, en la 

parte superior se encuentra un esquema representando las regiones que codifican 

para los diferentes dominios; los valores negativos corresponden a los valores por 

posición en función de C, S y X. La parte sombreada de rojo y amarillo 

corresponden a las regiones que se sobrelapan y que no se sobrelapan del 

genoma. 

Se puede observar que en el ORF P, a pesar de que las regiones no 

sobrelapadas son las más diversas, gran parte de estas variaciones ocurren en la 

tercera posición de los codones. Interesantemente, en la región que sobrelapa con 

el ORF S (PS), gran parte de las mutaciones ocurren en la posición 1, esto 

particularmente en la región que codifica para el dominio Spacer de P. Este dominio 

se sobrelapa con la región Pre S1 y Pre S2 del ORF S, entre estos dos ORFs existe 

un corrimiento de marco de lectura de +1, por lo que la posición 1 de cierto codón 

en P corresponde a la posición 3 en S (1p/3s), la posición 2 corresponde a la 

posición 1 en S 2p/3s y finalmente la posición 3 en P corresponde a la primera 

posición en S 3p/1s. Sin embargo, la alta variación en las posiciones en las 1p/3s 

se debe al carácter funcional de Spacer,  es un dominio que no presenta una función 

específica y es un sitio de flexibilidad mutacional (Chen et al. 2013). 
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8.6. Análisis de sitios bajo selección natural en el genoma del HBV.  

 

Una manera de analizar la dinámica evolutiva en los genomas es mediante 

la estimación de las tasas de cambio en cada posición de codones mediante el uso 

de algoritmos que utilizan modelos evolutivos para inferir si una posición está bajo 

presión selectiva o no, las tasas de sustitución por sitio se obtuvieron en el servidor 

DataMonkey (Weaver et al., 2018). Para inferir los sitios específicos bajos selección 

natural tanto positiva como negativa se utilizó DataMonkey para las regiones no 

sobrelapadas y OLGenie (Nelson et al. 2019) para las sobrelapadas. 

8.6.1. Patrones de sustitución nucleotídica.  

 

En la Figura 22 se encuentra representado el ORF P completo, el cual está 

constituido por cuatro regiones que codifican para los dominios correspondientes 

de la proteína Polimerasa: TP, Spacer, RT y RH. Además, estos diferentes 

dominios se encuentran sobrelapados con regiones de los ORF C, S y X, 

respectivamente. 

Existe una fluctuación en las tasas de sustitución a lo largo del ORF P, las 

tasas de sustitución sinónima (dS, en azul) son mayores en regiones no 

sobrelapadas en comparación con las sobrelapadas; en cuanto a las sustituciones 

no sinónimas (dN, en naranja) la intensidad parece resaltar en regiones 

sobrelapadas, especialmente en el dominio Spacer; además, en estas últimas 

regiones la intensidad de dS parece disminuir.  

El ORF S se encuentra totalmente embebido dentro del ORF P, para analizar 

con un poco más a detalle la dinámica de variación de las tasas de sustitución entre 

dos marcos de lectura de sobrelapados se realizó un acercamiento específicamente 

a esta región. 
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Figura 22. Patrones de sustitución en el ORF P. dS=Tasa de sustituciones sinónimas (en color azul), 

dN= Tasa de sustituciones no sinónimas (en color naranja). Se encuentran representados las 

diferentes regiones del ORF P que codifican para los dominios de la poli 

 

8.6.2. Patrones de sustitución nucleotídica en regiones sobrelapadas 

 

El ORF S está constituido por tres regiones que codifican para las regiones 

correspondientes de la proteína L: Pre-S1, Pre-S2 y S. Pre-S1 y Pre-S2 se 

encuentran principalmente sobrelapados con la región Spacer del ORF P, mientras 

que la región S se sobrepalapa totalmente con el dominio RT del ORF P. El primer 

patrón que se puede observar, es que en el ORF S en comparación con el ORF P 

en general existe una mayor intensidad en la señal de las tasas tanto sinónimas 

como no sinónimas (Figura 23). Esto podría tener dos explicaciones: en primer 

lugar, ocurre un menor número de mutaciones y, como consecuencia, genera la 

existencia de una menor variabilidad genética por sitio en el ORF P. Enn segundo 

lugar, con el paso del tiempo esto va a conllevar que ocurra una menor fijación de 

nucleótidos tanto en posiciones sinónimas como no sinónimas por lo que la señal 

es menor.  

Por otra parte, en la región de Spacer existe una predominancia de 

sustituciones no sinónimas a diferencia de su contraparte en el ORF S en donde 

las sustituciones sinónimas predominan, así pues, existe una compensación de 

presiones selectivas entre los dos ORFs. 
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Figura 23. Patrones de sustitución en el sobrelape del ORF S y el ORF P. dS=Tasa de sustituciones 

sinónimas (en color azul), dN= Tasa de sustituciones no sinónimas (en color naranja). Se encuentran 

representados las diferentes regiones del ORF P que codifican para los dominios de la polimerasa 

(Spacer y RT), además de las regiones del ORF S con las que se sobrelapa (Pre-S1, Pre-S2 y S). 

 

Dentro del ORF S, la región S es la que se encuentra bajo mayor presión 

selectiva debido a la identificación de regiones que codifican para epítopos, es 

decir, regiones de proteína que son blanco de elementos del sistema inmune Etas 

regiones se caracterizan por tener una dinámica de constante cambio como 

mecanismo de escape y sobrevivencia del virus. Para visualizar estos patrones 

evolutivos se realizó un acercamiento más a la región sobrelapada S/RT. 

En la Figura 24 se encuentra el mapa con la variación de las tasas de 

sustitución en el sobrelape de la región que codifica para la proteína S y la RT de 

la polimerasa. En la parte superior se observa las tasas de sustitución en el marco 

de lectura del ORF S acotadas a las diferentes subregiones de S, en la parte inferior 

se visualizan las tasas de sustitución en el marco de lectura de P acotadas a la 

región RT, las letras representan las cajas conservadas con sitios catalíticos. Los 

rectángulos en verde representan epítopos reportados en S, los cuadrados A, B y 

C en RT representan los sitios catalíticos de la polimerasa.  
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Figura 24. Tasa de sustituciones sinónimas y no sinónimas por posición a lo largo del sobrelape de 

la región S del ORF S con RT del ORF P. A) Tasas de sustitución de la región que codifica para S 

(proteína Small), B) tasas de sustitución de la región RT del ORF P, las letras representan las cajas 

conservadas con sitios catalíticos de la polimerasa. Las líneas verdes representan las regiones de 

S que presentan epítopos.   

 

Analizando la región S del ORF S se puede observar que en los epítopos las 

sustituciones sinónimas tienden a ser elevadas en comparación con las demás 

regiones, esto es una señal de que la selección natural positiva juega un papel 

importante en favorecer cambios que benefician la replicación y dispersión del HBV.  

En general, la región S presenta un mayor número de sitios, más del doble, que 

están bajo cambios no sinónimos (12.3%) que la región sobrelapada RT (5.3%). 

Esto sugiere nuevamente que S está bajo mayor presión selectiva, probablemente 

debido a la interección con elementos del sistema inmune.  

Además, se muestra que existen patrones de sustitución inversa entre los 

ORF sobrelapados. Mientras que en ORF los cambios sinónimos son elevados, en 

esos mismos sitios correspondientes al ORF alterno los predominantes son los no 
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sinónimos (véase Figura 24, del sitio 19 al 50) . Este proceso evolutivo “cooperativo” 

es probablemente uno de los aspectos clave en la evolución molecular de los genes 

sobrelapados en el HBV, ya sea para contrarrestar mutaciones que perjudiquen la 

replicación y propagación del virus o para generar cambios adaptativos ante las 

presiones selectivas del sistema inmune y de fármacos. 

8.6.3. Inferencias de sitios bajo selección natural en regiones 

sobrelapadas.  

 

Debido a la limitante de la identificación de sitios bajo selección natural en 

las regiones sobrelapadas mencionadas en la metodología, se utilizó OLGenie, un 

programa enfocado a cuantificar las diferencias sinónimas y no sinónimas 

considerando los dos ORFs sobrelapados. La limitante de este método es que solo 

toma en cuenta cambios observados, no realiza construcción de estados 

ancestrales para la inferencia de cambios a lo largo del tiempo. No obstante, es una 

herramienta complementaria a los métodos clásicos utilizados en DataMonkey. 

En la Figura 25 se muestra dos gráficas obtenidas con los resultados de 

OLGenie, estas representan los sitios identificados bajo señales de selección 

natural positiva (asteriscos verdes) y selección natural negativa (asteriscos rojos) 

correspondientes a la región sobrelapada S/RT de la Figura 24.  

 

Figura 25. Sitios bajo señales de selección natural en región sobrelapada S/RT. Los asteriscos 

verdes representan sitios bajo selección positiva, los asteriscos rojos sitios bajo selección negativa. 

dSN-dSS= Diferencia de la tasa de sustituciones que son sinónimas en S pero no sinónimas en RT, 

entre la tasa de sustituciones que son no sinónimas en ambos ORFs; dNS-dSS= Diferencia de la 

tasa de sustituciones que son no sinónimas en S pero sinónimas en RT, entre la tasa de 

sustituciones que son no sinónimas en ambos ORFs. 

  



 

 

54 
 

En las siguientes tablas se representan los sitios identificados bajo selección 

positiva utilizando tanto OLGenie como FEL en DataMonkey, en la Tabla 3 se 

encuentran los sitios con referencia a la región sobrelapada S, seguido de la 

sustitución que ocurre tanto a nivel de aminoácidos como de codón, posteriormente 

se señala si existe una implicación biológica reportada y finalmente el ScoreB62 

indica al grado de alteración fisicoquímica de determinada sustitución de 

aminoácido, valores negativos implican alteración significativa.   

 

Tabla 3. Sitios bajo selección positiva en el ORF S utilizando ambos métodos. 

Posición en 
S 

Sustitución en S Implicación Score B62 

21 Leu/Ser TTG →TCG Epítopo CTL -4 

40 Asn/Ser AAT → AGT Epítopo CTL 1 

122 Lys/Arg AAA → AGA Epítopo Ab 3 

208 Ile/Thr ATC → ACC Mutación de 
escape CTL 

-3 

 

De igual manera, en la Tabla 4 se muestran las características anteriormente 

mencionadas, sin embargo, correspondientes al marco de lectura de RT. 

 

Tabla 4. Sitios bajo selección positiva en el ORF P utilizando ambos métodos. 

Posición en 
RT 

Sustitución en P Implicación Score B62 

124 His/Asn CAC → AAC Mutación de 
resistencia 

-3 

127 Arg/Gly CGG → GGG - -4 

135 Ser/Tyr TCC → TAC Mutación de 
resistencia 

-3 

229 Leu/Val TTG → GTG Mutación de 
resistencia 

1 

 

En S los sitios bajo selección natural positiva corresponden a sitios de 

interacción con elementos del sistema inmune como las células citotóxicas o CTL, 

en especial el sitio 208. La sustitución encontrada en este trabajo ha sido reportada 

por trabajos experimentales como mutación de escape a células CTL. Respecto a 
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RT, los sitios bajo selección positiva identificados corresponden a sitios reportados 

como mutaciones de resistencia a fármaco  

Finalmente, cuando se identifican sitios bajo selección negativa, significa que 

una presión selectiva, por ejemplo, fármacos, están generando mutaciones en sitios 

funcionalmente importantes y que pueden afectar negativamente la adecuación 

biológica del virus. Los sitios bajo selección negativa identificados fueron 22 , 63, 

84 , 95, 146, 210, 221 para S y 30, 52, 71, 93, 95, 103, 154, 207 para RT. 

Específicamente, mutaciones en el sitio 207, el cual corresponde  al sitio catalítico 

C de RT, se han reportado como consecuencia de la acción de la Lamivudina, un 

fármaco comúnmente usado para el HBV y HIV para inhibir la actividad de la 

retrotranscriptasa y, consecuentemente, impedir la replicación viral.  

Así pues, el análisis de las dinámicas evolutivas y de sitios bajo selección 

natural en el HBV, así como en los demás genomas virales, se puede considerar 

como una herramienta importante para la identificación de sitios blanco del sistema 

inmune y posibles blancos farmacéuticos.
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9. DISCUSIÓN 

 

Al igual que otros miembros de la familia Hepadnaviridae, el Virus de la 

Hepatitis B (HBV) presenta una organización genómica compleja, en el genoma 

se encuentran cuatro marcos abiertos de lectura (ORFs) que codifican tanto para 

las proteínas estructurales (Core, L, M, S) como para las no estructurales 

(Polimerasa, X y HBeAg) necesarias para realizar el ciclo replicativo del HBV de 

manera exitosa. Esta compactación genómica es producto de la acción de 

diferentes presiones selectivas a lo largo de la historia evolutiva del HBV 

originando así sobrelapamiento de los ORFs para optimizar la producción de 

proteínas en un tamaño genómico limitado. En el HBV todos los ORFs se 

encuentran sobrelapados en algún grado, por lo que existen dos tipos de 

regiones en el genoma: las regiones sobrelapadas y las no sobrelapadas. Se ha 

reportado principalmente en virus de RNA que la composición nucleotídica y las 

tasas de sustitución entre estas regiones varían considerablemente (Hughes & 

Hughes, 2005; Pavesi, 2006, 2015; Rancurel et al., 2009). Sin embargo, no se 

conoce estudios integrales que consideren analizar las diferencias en 

composición, variabilidad y dinámicas evolutivas de las regiones sobrelapadas 

utilizando al HBV como modelo.  

Por lo anterior, en el presente trabajo se llevaron a cabo análisis con dos 

principales enfoques con el objetivo de determinar las principales características 

genómicas y evolutivas de las regiones sobrelapadas del HBV que conlleven a 

mejorar el entendimiento de la capacidad adaptativa del virus. El primer enfoque 

tiene que ver con una caracterización de la composición nucleotídica y el sesgo 

en el uso de codones a lo largo de las diferentes regiones del genoma del HBV. 

El sesgo en la frecuencia observada de los codones está determinada 

principalmente por dos procesos evolutivos: (1) la selección natural puede 

aumentar la frecuencia de codones en genes que se presenten una expresión 

continua; la principal presión selectiva la ejerce la abundancia de determinados  

tRNA mensajeros en la célula hospedera, cuyo objetivo principal es optimizar la 

velocidad/eficiencia del proceso traduccional; y otros factores como la eficiencia 

transcripcional, estructuras secundarias de RNA y la estructura de la proteína 

pueden ejercer también presión selectiva (Shackelton et al., 2006),  (2) la presión 

mutacional se refiere a las diferencias intrínsecas en la capacidad de los 
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genomas para generar mutaciones en los procesos replicativos, esto moldea los 

patrones generales de composición de bases y por ende en los genomas, gran 

parte de estas mutaciones suceden en sitios de los codones que no generan 

cambio de aminoácido por lo que son considerados procesos evolutivos 

neutrales (Bernardi & Bernardi, 1985; Sharp et al., 1993).  

El segundo enfoque de análisis del genoma del HBV en este estudio tiene 

que ver con la caracterización de la variabilidad genética y de la dinámica 

evolutiva de las regiones sobrelapadas. Se ha reportado anteriormente, que las 

dinámicas de variación genética y de los tipos de sustitución (sinónima o no 

sinónima) que ocurren en los genomas de los organismos vivos y de virus varía 

ampliamente según la región genómica, por ejemplo, entre regiones codificantes 

y no codificantes, regiones ricas en GC o AT, regiones reguladoras, entre otras 

(Lynch, 2010; Smith et al., 2002). Particularmente, los estudios que contrastan el 

cambio genético entre regiones sobrelapadas y no sobrelapadas de un gen son 

más escasos; sin embargo, existen claras diferencias en la manera en que estos 

dos tipos de regiones evolucionan (Miyata & Yasunaga, 1978; Krakauer, 2000). 

En los virus, se requiere una mayor atención para su estudio debido a que la 

mayoría de las regiones o genes completos sobrelapados codifican para 

dominios o proteínas funcionales importantes que aumentan la probabilidad de 

replicación y subsistencia  de las partículas virales (Rancurel et al., 2009). Por lo 

anterior, surgió el interés de analizar con mayor detalle la evolución de las 

regiones sobrelapadas en el HBV. Éstas  corresponden al 50% de su genoma 

codificante por lo que los resultados generados podrían contribuir a la evolución 

del HBV y sus implicaciones en el ciclo replicativo.  

Los virus sin importar si son de DNA o RNA, presentan diferencias en 

cuanto a la composición nucleotídica de sus genomas; estas variaciones ocurren 

entre virus, virus-hospedero, pero también dentro del mismo genoma viral. 

Nuestros resultados indican que existe variación nucleotídica significativa entre 

las regiones sobrelapadas y no sobrelapadas del genoma del HBV, en primer 

lugar, hay una predominancia de C y una disminución en el contenido de A en 

las regiones sobrelapadas. En cuanto a las regiones no sobrelapadas el 

nucleótido más abundante es T seguido de A, mientras que el menos abundante 

es C. Consecuentemente, el contenido de GC se encuentra principalmente 

asociado a las regiones de sobrelapadas y el contenido de AT a las no 

sobrelapadas (Figura 11). En otros genomas, el sesgo de composición de 
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determinado nucleótido es una firma genómica característica de determinada 

familia y grupo de virus, por ejemplo, en el HIV existe un enriquecimiento en el 

contenido de A y una disminución en C (Kuly & Berkhout, 2012). 

Pavesi et al (2018) analizaron la composición de regiones de genes 

sobrelapados en virus encontrando de manera similar que el contenido de C es 

predominante y AT está subrepresentado. Además, encontraron la presencia de 

determinados dinucleótidos asociados a las regiones sobrelapadas tales como 

CpC y CpG, en nuestros resultados además de encontrar la predominancia de 

estos mismos dinucleótidos también se encontró un alto contenido de TpC en 

comparación con las no sobrelapadas en donde predominó el contenido de TpT, 

ApA y TpA (Figura 13). Se ha reportado que el sesgo en la presencia de 

determinados dinucleótidos en genomas virales puede tener importantes 

implicaciones para la replicación de los virus, y por lo tanto, son de interés 

biomédico.  

La mayoría de los virus de RNA que infectan vertebrados y plantas, así 

como los virus de DNA pequeños presentan una disminución del contenido de 

los dinucleótidos CpG y TpA. Esto probablemente como respuesta adaptativa 

para simular la composición del RNAm del hospedero. Tomando en cuenta lo 

anterior, se ha realizado diversos estudios en donde la alteración en la frecuencia 

dinucleotídica influye en la capacidad replicativa y de sobrevivencia de los virus.  

En Echovirus 7, por ejemplo, el aumento del contenido de CpG y TpA mediante 

mutantes generó una reducción en la capacidad del virus para replicarse 

posterior a entrar a la célula hospedera, sugiriendo que el hospedero previene la 

replicación del material genético viral basándose en la composición sesgada del 

genoma viral (Atkinson et al., 2014; Fros et al., 2017; Karlin et al., 1994). 

Resultados similares se han observado en el virus de la influenza A (IAV) en 

donde se reportó un aumento en la atenuación de la replicación viral así como 

una inducción de la respuesta inflamatoria y adaptativa al maximizar la 

frecuencia de CpG, esto significa que la alteración de la composición de 

dinucleótidos podrían ser un método alternativo para la generación de vacunas 

inmunoreactivas (Gaunt et al., 2016). En el caso del HBV, las regiones 

sobrelapadas contienen un alto contenido de CpG y podrían ser sitios candidatos 

para realizar análisis experimentalmente con fines similares a los mencionados 

anteriormente.  
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Por otra parte, ha sido ampliamente estudiado que la composición de 

nucleótidos influye considerablemente en el uso y sesgo codones 

particularmente en virus de RNA, en donde la variación del contenido de AT es 

el principal elemento de composición que está asociado a la determinación del 

sesgo de codones (Belalov & Lukashev, 2013; Khandia et al., 2019; Sheikh et 

al., 2020). Este tipo de estudios en virus de DNA son menos comunes, 

particularmente en el HBV son escasos y no son claros, por ejemplo Qi et al. 

(2020) realizaron análisis del  número efectivo de codones (ENC) y la frecuencia 

relativa de uso de codones sinónimos (RSCU) en los genomas de las genotipos 

B, C y D. No obstante, en su metodología y resultados no especifican en cuál 

ORF y/o región se aplicaron dichos análisis, debido a la complejidad de los 

marcos de lectura sobrelapados y la organización circular del genoma no es 

posible aplicar estos análisis en las secuencias de genomas completos sin 

considerar separar los marcos abiertos de lectura (ORFs).  

El genoma del HBV consta de cuatro ORFs: C, P, S y X, los cuales 

codifican las proteínas necesarias para completar el ciclo replicativo del virus, se 

identificaron diferencias significativas en el uso total de codones entre los ORF 

mediante el ENC (Figura 15ª), se demuestra que los ORF C y ORF S  son los 

que presentan un mayor y menor sesgo, respectivamente. Los ORFs o genes 

con poco sesgo están bajo menor presión selectiva por parte de los RNAs de 

transferencia (tRNAs) debido a que presentan la mayoría de los codones 

posibles, esta característica se ha asociado a genes que son altamente 

expresados debido a que las proteínas que codifican son cruciales para la 

sobrevivencia del virus (Paul M. Sharp & Li, 1986; Sheikh et al., 2020). En el caso 

del HBV, el ORF S codifica tres proteínas estructurales que forman parte de la 

membrana del virión (S,M,L), por lo que su expresión es constitutiva. Por otra 

parte, el ORF C codifica para dos proteínas, una estructural (Core) y una no 

estructural (HbeAg); ésta última en un estado crónico de la infección del HBV su 

expresión se detiene, por lo que en general el ORF C se expresa en menor 

proporción en comparación con el ORF S (Juszczyk, 2000). 

Un resultado interesante fue el contraste en el uso de codones entre 

regiones sobrelapadas y no sobrelapadas del ORF P. Este ORF codifica para la 

polimerasa y abarca aproximadamente el 78% del genoma del HBV. Este mismo 

ORF P se encuentra sobrelapado aproximadamente en un 50% con los demás 

ORF por lo que es una condición óptima para comparar las limitaciones en el uso 
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de codones dentro de un mismo ORF. En la Figura 15B se muestra que en 

efecto, existen diferencias significativas en los patrones de uso de codones entre 

las regiones sobrelapadas y no sobrelapadas. Esto sugiere una vez más que las 

dinámicas de composición y evolutivas de las dos regiones son diferentes. Las 

gráficas de ENC vs GC3 del ORF P (Figura 16) corroboraron que las regiones 

están bajo procesos evolutivos diferenciales, por un lado, tenemos que tanto en 

la región sobrelapada como no sobrelapada, la presión mutacional es la principal 

fuerza que influye en determinar el uso de codones. Sin embargo, en la región 

sobrelapada se identificó la influencia de la selección natural, debido a que 

diversos valores de ENC de secuencias no sobrelapadas eran mayor a lo que se 

esperan bajo neutralidad. 

Así pues, las regiones sobrelapadas en el HBV tienen un uso absoluto de 

codones diferente de las regiones no sobrelapadas, además de presentar 

significativamente un menor sesgo de codones y éste es determinado no sólo 

por acción de la presión mutacional, sino también por la selección natural. 

Además, al igual que en el genoma de  bacteriófagos de la familia Microviriadae 

(Pavesi, 2006), en el HBV los ORFs tienen diferentes patrones de usos de 

codones. Existe un especial contraste entre regiones sobrelapadas y no 

sobrelapadas de los ORFs (Figura 18). De los cuatro ORFs del HBV, las regiones 

del ORF X presenta un uso de codones totalmente diferente al resto de las 

regiones genómicas; esto es un indicio de que probablemente este ORF fue el 

último en crearse dentro de la historia evolutiva del HBV. Lo anterior ha sido 

sugerido por Suh et al. (2014) en donde muestran que, mediante un enfoque de 

distribución filogenética y bajo la premisa que el ORF más reciente, se presenta 

en un menor número de taxa y encontraron que el gen X de la familia 

Hepadnaviridae era el más restringido, presentándose sólo en el género 

Orthohepadnavirus (Pavesi, 2006, 2015; Pavesi et al., 2013). 

A pesar de que el virus de la hepatitis B se clasifica como un virus de DNA, 

se replica con un intermediario de RNA, codifica su propia retrotranscriptasa y 

carece de capacidad de corrección de errores en el proceso de replicación 

(proofreading). Esto le otorga al HBV la capacidad de tener un alta tasa 

mutacional, que en conjunto con la acción de los procesos evolutivos le confiere 

una tasa evolutiva similar a la de los retrovirus (10-4 sustituciones/sitio/año). No 

obstante, discernir el origen y la estimación de las tasas evolutivas del HBV no 

ha sido fácil debido a la complejidad biológica del virus.   El genoma del HBV 
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tiene diversas restricciones al cambio evolutivo, tiene un tamaño pequeño (3215 

nt aprox.), marcos de lectura sobrelapados y estructuras secundarias de RNA, 

estas características permiten que exista una alta variabilidad en la diversidad 

genética y en las tasas de sustitución a lo largo del genoma, por ejemplo, entre 

regiones sobrelapadas y no sobrelapadas (Harrison et al., 2011; Kay & Zoulim, 

2007)   

Las regiones sobrelapadas presentan mayores restricciones evolutivas 

debido a que una mutación puede tener repercusiones simultáneamente en dos 

marcos de lectura. No obstante, esto no ha impedido al HBV el ser capaz de 

evolucionar adaptativamente ante las diferentes presiones selectivas de su 

estructura genómica, así como del hospedero a lo largo de la historia evolutiva 

de dicho virus. Si bien es cierto que las regiones sobrelapadas presentan una 

menor variabilidad genética (Figura 20), gran parte de estas variaciones ocurren 

en sitios no sinónimos, es decir, en la primera y segunda posición nucleotídica 

de los codones (Figura 21). En contraste, las variaciones genéticas en las 

regiones no sobrelapadas ocurren en sitios sinónimos de las terceras posiciones 

de los codones. Las dinámicas de variación genética en el genoma del HBV 

varían considerablemente en función de la región. En el ORF P, 

interesantemente en la región que sobrelapa con el ORF S (PS), gran parte de 

las mutaciones ocurren en la posición 1, específicamente en la región Spacer. 

Sin embargo esta alta variación se debe al carácter funcional de Spacer, el cual 

codifica para un dominio de la polimerasa que no presenta una función específica 

y por lo tanto está bajo poca presión selectiva, lo que lo convierte en un sitio de 

flexibilidad mutacional (Chen et al. 2013). 

Con base en estos resultados de variabilidad, es de esperar que las tasas 

de sustitución sinónima (dS) sean mayores en regiones no sobrelapadas y las 

tasas de sustitución no sinónima (dN) en las regiones sobrelapadas  del ORF P 

(Figura 22). Estos patrones evolutivos también se han reportado en genomas 

con regiones sobrelapadas de papilomavirus, virus de inmunodeficiencia en 

virus, procariontes (Hughes et al., 2001; Hughes & Hughes, 2005; Rogozin et al., 

2002). No obstante, en una región sobrelapada las dinámicas evolutivas pueden 

variar en función del dominio de la proteína codificada de los dos ORFs. Al 

analizar a más detalle las tasas de sustitución en la región sobrelapada del ORF 

P con el ORF (Figura 23) se encontró que efectivamente que, en cuanto al ORF 

S la dS fue mayor en las regiones Pre-S1 y Pre-S2 (Pre-S), mientras que en S 
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se presentan más sitios con alto dN. Biológicamente esto tiene implicaciones 

importantes, ya que la región Pre-S codifica para dominios  primordiales para el 

ingreso del virus a las células hospederas, así como para la morfogénesis de las 

partículas virales. Es por ello que es crucial que haya elevadas sustituciones 

sinónimas para mantener la estructura y funcionalidad de la proteína (Bruss & 

Vieluf, 1995; Watashi et al., 2014). Por otra parte, en la región del ORF alternativo 

que se sobrelapada con Pre-S es la región Spacer del ORF Pexiste un patrón 

inverso en donde predominan sustituciones no sinónimas. Este proceso 

evolutivo de “cooperación” es probablemente uno de los aspectos clave en la 

evolución molecular de los genes sobrelapados en el HBV, ya sea para 

contrarrestar mutaciones que disminuya la capacidad de replicación y 

propagación del virus o para generar cambios adaptativos ante las presiones 

selectivas del sistema inmune y de fármacos.  

Se han reportado diversas variantes genéticas en el genoma del HBV que 

son de interés clínico, en el ORF P las principales mutaciones se han identificado 

en la región que codifica para el dominio RT de la polimerasa, esto a 

consecuencia de las presiones selectivas generadas por los antriretrovirales 

cuyo objetivo es detener la replicación del HBV al inhibir el proceso de la 

retrotranscripción. La mutación rtM204V se ha reportado como una mutación de 

resistencia en pacientes bajo tratamiento con Entecavirm, rtl180M y rtM184V con 

Lamivudina y rtK103N con Nevirapina. Por otro lado, en el ORF S deleciones de 

la región Pre-S y la mutación F22L se han encontrado significativamente en 

mayor frecuencia en pacientes con un desarrollo avanzado de carcinoma 

hepatocelular, mientras que mutaciones en el ORF X, tales como A1383C, 

A1461G y T1485C se han asociado a una mayor sobrevivencia de pacientes con 

estee mismo padecimiento (Jayalakshmi et al., 2013; Liu et al., 2010; Zhang et 

al., 2016). Estas variantes tienen en común que se encuentran localizadas en 

regiones sobrelapadas, con base en los resultados de este trabajo de 

investigación. Es importante considerar los efectos que puedan tener estas 

mutaciones en los dos marcos de lectura y en las respectivas proteínas que 

codifican esto con el objetivo de tomar mejores decisiones para un adecuado 

diseño de estrategias terapéuticas.  

Como se había mencionado previamente, las variaciones genéticas en 

una población viral, se mantienen o eliminan debido a la acción principal de la 

deriva génica y la selección natural. Esta última cuando actúa sobre mutaciones 
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que benefician al virus para que complete su ciclo de vida y se propague se dice 

que actúa la selección positiva, por otro lado, la selección negativa actúa sobre 

mutaciones deletéreas (Nielsen, 2005). Las mutaciones de escape ocurren en 

proteínas de membranas que tienen contacto directo con elementos del sistema 

inmune, y estas ocasionan una disminución de la afinidad entre receptor-ligando 

evitando así que células CTL reconozcan epítopos virales, estos sitios están bajo 

presión selectiva constante y por lo tanto en constante cambio por acción de la 

selección positiva (Frost et al., 2018). 

En el HBV, la región S del ORF S codifica para la proteína “small”, la cual  

es la proteína de membrana más abundante y presenta un loop antigénico 

altamente inmunorreactivo (Wu et al., 2012). En el presente estudio se 

identificaron los principales sitios bajo selección positiva en esa región (Tabla 3), 

mientras que en la región RT del ORF alternativo a diferencia de ser mutaciones 

de escape, se identificaron como mutaciones de resistencia (Tabla 4), 

identificadas y caracterizadas en genomas de HBV provenientes de pacientes 

bajo régimen de medicación antiviral (Liu et al., 2010). Respecto a los sitios bajo 

selección negativa, éstos se identificaron en sitios que debido a la alta 

importancia funcional de la proteína que codifican, se deben de mantener 

conservados, tal es el caso del sitio RT207 que pertenece al sitio catalítico C de 

la polimerasa, el mal funcionamiento de esta región implicaría la inhibición de la 

replicación viral.  
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10. CONCLUSIONES   

 

La composición nucleotídica y el uso de codones entre las regiones 

sobrelapadas y no sobrelapadas en el genoma del HBV difiere 

significativamente. El contenido de GC y AT se encuentra principalmente 

asociado a las regiones sobrelapadas y no sobrelapadas, respectivamente. 

Las regiones sobrelapadas del ORF P en el HBV presentan un mayor 

sesgo en el uso de codones; además, la presión mutacional es el principal 

proceso evolutivo que influye en determinar el sesgo. 

Las regiones sobrelapadas presentan una menor variabilidad genética; sin 

embargo, las tasas de sustituciones no sinónimas son altas, por lo que varias de 

estas mutaciones se fijan por la selección positiva debido a diferentes presiones 

selectivas. Por lo  contrario,  las regiones no sobrelapadas, que suelen ser más 

variables,la mayoría de las mutaciones caen en sitios sinónimos. 

La evolución molecular de las regiones sobrelapadas en el HBV está en 

función de tres aspectos: 1) tipo de sobrelape entre los dos ORFs; 2) rol funcional 

de los dominios de las proteínas codificados por las regiones sobrelapadas; y 3) 

la deriva génica que podría actuar sobre los ORFs con menor presión selectiva 

como sucede en la proteína P.
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12. ANEXOS 

12.1. Contenido de GC en los diferentes ORFs y genotipos 

 

 

Figura 26. Contenido de GC (%) de los cuatro ORFs del genoma del HBV: C, P, S y X. ** p < 0.05. 

 

 

 

Figura 27. Contenido de GC (%) de los genomas de los principales genotipos del HBV. 
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12.2. Composición de aminoácidos en las diferentes regiones de los 

ORFs en función del nivel de degeneración de los codones que los 

codifican 

 

 

Figura 28. Composición de aminoácidos en las diferentes regiones de los ORFs en función del nivel 

de degeneración de los codones que los codifican. 
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12.3. Métricas de diversidad entre regiones y genotipos  

 

Tabla 5. Valores de las métricas de diversas en la región sobrelapada y no sobrelapada de cada genotipo del HBV. 

 Pi Shannon No total de mutaciones 
(Eta) 

No. sitios polimórficos (S) 

Genotipo Región no 
sobrelapada 

Región 
soprelapada 

Región no 
sobrelapada 

Región 
sobrelapada 

Región no 
sobrelapada 

Región 
sobrelapada 

Región no 
sobrelapada 

Región 
sobrelapada 

A  0.03917 0.02245 0.10267016 0.09765047 0.477 0.074 0.343 0.058 

B  0.0436 0.02 0.113 0.063 0.504 0.357 0.353 0.282 

C 0.04552 0.02597 0.13371509 0.09235767 0.569 0.493 0.393 0.351 

D 0.04959 0.02383 0.1206221 0.06716156 0.619 0.421 0.427 0.320 

E 0.02266 0.01281 0.07241808 0.04055702 0.448 0.333 0.331 0.267 

F 0.02429 0.01403 0.08883114 0.04098872 0.392 0.331 0.294 0.266 

G 0.01469 0.0106 0.04039227 0.02068233 0.128 0.091 0.123 0.087 

H 0.0356 0.01928 0.06803327 0.03812445 0.235 0.134 0.198 0.126 

Promedi
o 

0.03439 0.01862125 0.09246026 0.05756528 0.421 0.279 0.308 0.220 

SD 0.01248855 0.00557187 0.03103865 0.02736347 0.166 0.159 0.101 0.112 
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12.4. Tasa de sustitución entre en el dominio RT de la ORF P 

 

 

Figura 29.  Figura 30. Tasa de sustitución entre en el dominio RT de la ORF P. Sustituciones no sinónimas en rojo y 

sustituciones sinónimas en azul. Arriba de la gráfica representada la región sobrelapada y no sobrelapada de la 

región que codifica para la RT de la polimerasa. 
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12.5. Patrones de sustitución nucleotídica en el ORF C y ORF X de HBV 

 

 

Figura 31. Patrones de sustitución en el sobrelape del ORF C y el ORF P. dS= Sustituciones 

sinónimas, dN = Sustituciones no sinónimas. Regiones del ORF C representadas, PreC y Core; TP 

=Terminal Protein, del ORF P. 

 

 

Figura 32. Patrones de sustitución en el sobrepe del ORF S y el ORF P. dS= Sustituciones 

sinónimas, dN = Sustituciones no sinónimas. ORF P representado; Región RH del ORF P.  
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