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RESUMEN  

El Virus de la Hepatitis E (HEV), perteneciente a la familia Hepeviridae, género Orthohepevirus 

A, es un virus no envuelto con simetría icosahédrica, pequeño de entre 32-34 nm, con un genoma 

ARN simple hebra de polaridad positiva y aproximadamente 7,5 Kb de longitud.  

En función de análisis filogenéticos, el HEV se clasifica en al menos 8 genotipos (HEV1-8), de 

los cuales cuatro infectan a humanos, subdividiéndose a su vez en distintos subtipos. La 

presentación clínica de la enfermedad varía en gravedad, desde subclínica a una hepatitis 

fulminante.  

Adicionalmente, en las zonas de moderada y alta endemicidad, la infección por HEV es la causa 

más común de hepatitis viral aguda, dónde la mayoría de los casos tienen un curso clínico 

silencioso y los pacientes eliminan el virus rápidamente. Por otro lado, en países no endémicos 

la infección por HEV presenta una tasa de mortalidad menor al 4%, siendo sin embargo, 

potencialmente grave en mujeres embarazadas infectadas con cepas de HEV1, ascendiendo el 

valor de esta tasa a un 20%, debido a que la enfermedad puede progresar a una falla hepática 

fulminante. 

Las principales vías de transmisión del virus son por la ruta fecal-oral y zoonótica, a través del 

consumo de carnes o productos derivados de cerdo u otros animales infectados. A su vez, se ha 

demostrado evidencia de transmisión vertical de madre a hijo.  

En un contexto nacional, se ha reportado hace pocos años en la Sección Virología los primeros 

casos de infección autóctona por HEV en humanos, siendo principalmente identificados como 

HEV3, el cual se encuentra ampliamente distribuido en el mundo, habiéndose detectado además, 

cepas en cerdos nacionales, el principal reservorio para HEV. Paralelamente, también se halló 

evidencia de un caso perteneciente al HEV1, asociado a casos esporádicos en nuestro país. 

Asimismo, recientemente fue detectada la presencia de HEV en una muestra de agua 

correspondiente al HEV1. 

Particularmente, la escasa información disponible referente a aspectos de biología viral de HEV 

junto con el creciente número de casos clínicos reportados en nuestro país, hace necesario 

profundizar en el estudio de este virus emergente. 

Precisamente, el presente proyecto pretende realizar una primera aproximación a análisis 

transcriptómicos y proteómicos de la respuesta celular frente a la replicación in vitro por HEV, 

analizando los cambios moleculares inducidos por la replicación viral en células A549. Son 

extremadamente escasos los antecedentes de análisis proteómicos y transcriptómicos con HEV 

a nivel mundial, por lo que se trata de un estudio pionero para Uruguay y América Latina. 

Primeramente, a partir de suero de pacientes infectados con HEV3, se aisló el virus exitosamente 

en las líneas celulares A549 (células epiteliales de adenocarcinoma pulmonar humano) y HepG2 

(células de hepatocarcinoma humano). No obstante, HepG2 no demostró ser un sistema de 

propagación eficiente para HEV. Conjuntamente, se obtuvieron cultivos primarios estables de 

hepatocitos de rata neonata, comprobando no ser susceptibles a la infección por HEV. 

Notablemente, se identificaron 2274 genes con expresión diferencial en las células A549, 

correspondiendose 1300 a genes sobre-expresados y 1174 a genes sub-expresados. 

Análisis de ontología de genes, revelaron que los principales procesos biológicos alterados están 

asociados a la respuesta al estrés del retículo endoplasmático, regulación de autofagia, 

catabolismo aminoacídico, metabolismo lipídico, muerte celular necrótica y proliferación celular. 

Destacadamente, se identificó la desregulación de las vías de señalización de wnt, p38 MAPK, 

p53 y JAK/STAT. 

Respecto al estudio de proteómica, se detectó una proteína sub-expresada para la condición de 

infección, identificándose como queratina tipo II citoesqueleto 8 isoforma 2.  

En conclusión, ambos análisis sugieren que la replicación de HEV en células A549 produce una 

disminución de la proliferación celular, incrementando la apoptosis, provocando además, un 

aumento en la respuesta inflamatoria, alterando procesos y vías metabólicas celulares.
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Orígenes del Virus de la Hepatitis E (HEV). 
 

El primer reporte asociado a esta enfermedad ocurrió en Nueva Delhi, India entre 1955 

y 1956 proveniente de agua contaminada, atribuyéndose inicialmente a hepatitis A 

(Vishwanathan et al., 1957).  

Posteriormente, durante 1978 y 1979 surgió otro brote causando miles de casos de 

ictericia y fallecidos en Cachemira, India, por lo que se procedió a realizar estudios 

serológicos utilizando tests (encontrándose disponibles recién para ese momento) a los 

sueros almacenados para ambas epidemias, no obteniéndose marcadores serológicos 

específicos para hepatitis A ni para hepatitis B. Por lo tanto, se había identificado un 

nuevo agente de hepatitis viral entérica no-A no-B, al cual nombraron ET-NANBH 

(Khuroo et al., 1980; Wong et al., 1980).  

En 1983, un virólogo Ruso visualizó partículas pseudo virales esféricas (VLPs) de 

aproximadamente 27-30 nm mediante microscopía inmuno-electrónica (IEM) en su 

propia materia fecal tras auto-administración de heces infectadas provenientes de los 

brotes, comprobando así su trasmisión por vía fecal-oral, observándose además que la 

misma produjo hepatitis cuando fue inoculada en monos Cynomolgus (Balayan et al., 

1983). 

En 1990, se clonó y se secuenció por primera vez el ADNc (ADN copia) parcial de ET-

NANBH, renombrándose a hepatitis E (Reyes et al., 1990). Al año siguiente, se publicó 

el genoma completo de HEV (Tam et al., 1991). 

 

1.2. Virología molecular de HEV. 

 

1.2.1. Morfología. 

La partícula viral de HEV posee una forma icosahédrica y mide 27- 32 nm de diámetro.  

Estudios de cristalografía para HEV-VLP permitieron identificar que cada proteína de 

cápside contiene 3 dominios lineales que forman distintos elementos estructurales. 

Además, los métodos de modelados estructurales indican que la cápside nativa de HEV 

T=3 (Figura 1A) contiene dímeros más planos con menos curvatura que los de HEV-

VLP T=1 (Figura 1B), sugiriendo que secuencias N-terminal adicionales se requieren 

para la regulación del tamaño de la partícula (Guu et al., 2009). 

En 2016, HEV fue declarado como un virus casi-envuelto  ya que existe de ambas 

formas, envuelto (eHEV) y desnudo (Yin et al., 2016), al igual que HAV (Feng et al., 

2013). Precisamente, HEV se puede encontrar en materia fecal como un virus desnudo, 

sin embargo, al ser producido en cultivo celular éste presenta una envoltura lipídica 

(Takahashi et al., 2008), de igual manera se observa para los viriones circulantes en 

sangre que están recubiertos por membrana celular del hospedero. Esta característica 

le brinda protección contra los anticuerpos neutralizantes para la forma eHEV (Chapuy 

Regaud et al., 2017).
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1.2.2. Genoma. 

 

HEV contiene un genoma de ARN simple hebra de polaridad positiva de 

aproximadamente 7,2 Kb, consiste en una corta región no codificante (NCR) en 5’ 

conteniendo una caperuza de 7-metil guanosina (Cap) y una corta 3’ NCR terminando 

en una cola poli-A (Tam et al., 1991). Posee tres marcos abiertos de lectura (ORFs) 

parcialmente solapados, que codifican las proteínas no estructurales (NSPs), seguidas 

de una proteína estructural (Tam et al., 1991; Tsarev et al., 1992).  

El ORF1, codifica una poliproteína no estructural que consiste principalmente en una 

replicasa necesaria para la replicación viral. El ORF2 codifica la proteína estructural de 

cápside y el ORF3 codifica para una pequeña proteína multifuncional (posiblemente una 

viropirona clase I requerida para la secreción de la partícula viral) (Mori y Matsuura., 

2011). Recientemente, se describió un ORF4 solapado dentro de ORF1 solo para el 

genotipo 1 de HEV y se observó que la expresión de ORF4 es cap-independiente e 

impulsada por un elemento putativo de sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), 

solamente bajo estrés del retículo endoplasmático, y promueve la actividad de la ARN 

polimerasa viral para la replicación (Nair et al., 2016). Además del ARN genómico a 

partir del cual el ORF1 es directamente transcrito, durante la replicación de HEV se 

genera un ARNm sub-genómico bicistrónico de 2,2 Kb, permitiendo la expresión de 

ORF2 y ORF3, solapándose entre sí parcialmente o totalmente dependiendo de la 

especie (Graff et al., 2006).  

Asimismo, en el genoma se encuentran dos elementos cis reactivos (CREs). El primer 

CRE se solapa sobre el 3’ final de ORF2 y el 3’NCR, siendo esencial para la replicación 

viral (Cao et al., 2010; Parvez., 2015). Mientras que el segundo CRE se localiza en la 

Figura 1 Morfología de HEV. 

(A). Estructura cristalográfica para HEV-VLP T=1, los 3 dominios S (Shell), M (Medio) y P (Protruding) 

se muestran de azul, amarillo y rojo, respectivamente. (B). Modelo de cápside nativa T=3, se observan 

las 3 moléculas casi equivalentes A-C en azul, rojo y amarillo, respectivamente. Se encuentra 

destacada una unidad asimétrica junto con los ejes de simetría icosahédrica. Extraído de Guu et al., 

2009. 

A B 
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región intergénica del genoma formando una horquilla como estructura secundaria que 

podría promover la síntesis del ARN sub-genómico (Cao et al., 2010). 

 

1.2.3. Proteínas virales. 
 

1.2.3.1. ORF1 

 

El ORF1 es el marco abierto de lectura de mayor longitud en el genoma de HEV y posee 

5082 nucleótidos (nt) (Tsarev et al.,1992; Emerson et al., 2001). Se extiende desde el 

extremo 5’ del genoma, luego de una región de 25 nt de la NCR. Codifica para una 

poliproteína de 1693 aminoácidos (aa) necesaria para la replicación. A partir de análisis 

bioinformáticos, se identificaron 8 dominios funcionales putativos, el dominio de 

metiltransferasa (Met), dominio Y (Y), cisteina proteasa tipo papaína (PCP o PLP), 

región hipervariable (HVR), región rica en prolina (Pro), dominio X (X), dominio helicasa 

(Hel) y ARN polimerasa ARN dependiente (RdRp) (Figura 3) (Koonin et al., 1992). 

Hasta el momento, no se conoce con certeza si el producto del ORF1 funciona como 

una sola poliproteína o si necesita ser posteriormente procesado en unidades más 

pequeñas por proteasas celulares o virales (Ansari et al., 2000; Ropp et al., 2000; Sehgal 

et al., 2006; Suppiah et al., 2011; Perttila et al., 2013). Sin embargo, la mayoría de los 

estudios realizados al respecto indican proteólisis de la poliproteína, actuando por lo 

tanto, los dominios cómo unidades independientes (Panda et al., 2000; Ropp et al., 

2000; Magden et al., 2001; Parvez, 2013; Paliwal et al., 2014). 

Posiblemente, PRO y HVR pueden estar involucradas en la determinación del tropismo 

Figura 2. Representación esquemática del genoma de HEV, del ARN subgenómico y de 

los ORFs.  

Se muestra el ORF1 (26-5107 nt) codificado por el ARN genómico. El ORF2 (5145-7127 nt) y 

el ORF3 (5131-5475 nt) son codificados por el mismo ARN subgenómico. También se observan 

los recientemente identificados IRES (2701-2787 nt) y el ORF4 (2835-3308 nt) solapados en el 

ORF1 Extraído de Nan y Zhang., 2016. 
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del hospedero, ya que los otros dominios son más conservados entre los genotipos de 

HEV (Nan y Zhang., 2016). 

 

 

 Dominio Met. 

 

Es la primer proteína en el extremo N-terminal. Contiene 4 motivos distintos 

conservados, donde los motivos I, II y IV contienen un residuo de histidina (His) 

invariante, AspXXArg y una tirosina (Tyr) invariante, respectivamente (Rozanov et al., 

1992). Esta proteína cataliza la síntesis de la caperuza de 7-metil guanosina del ARN 

viral, dicha estructura de caperuza es necesaria para la unión eficiente del ARNm al 

ribosoma y para que los ARNs virales evadan la activación de la inmunidad innata 

mediada por interferón (Holla et al., 2013). 

 

 Dominio Y 

 

Es el segundo dominio luego de Met, es muy similar al virus de la Rubéola (Koonin et 

al., 1992). Hasta el momento, no hay información sobre la función de este dominio. 

 

 Dominio PCP 

 

Este dominio exhibe moderada similitud al del virus de la Rubéola (Koonin et al., 1992), 

sin embargo, su función en HEV no es del todo conocida. Ensayos sobre inhibición de 

proteasa demostraron que PCP es similar a una quimotripsina (Paliwal et al., 2014), lo 

cual sugiere que es una proteasa real en el procesamiento proteolítico de la poliproteína 

(Nan y Zhang., 2016). 

Asimismo, se ha demostrado que PCP actúa como antagonista de la función del gen 15 

interferón-estimulado (ISG15) para inhibir la inmunidad innnata del hospedero cuando 

se expresa junto con Met (Karpe y Lole, 2011). 

 

 

 

Figura 3. Esquema de los dominios putativos en la poliproteína del ORF1. 

Met: metiltransferasa, Y: dominio Y, PCP: cisteina proteasa tipo papaína, HV: región 

hipervariable, PRO: región rica en prolina, X: dominio X, Hel: dominio helicasa y RdRp: ARN 

polimerasa ARN dependiente. Los números indican los residuos aminoacídicos aproximados. 

Extraído de Nan y Zhang., 2016. 
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 Dominio HVR 

 

Inicialmente, se creía que la región hipervariable servía como una bisagra entre el 

dominio Pro y el macrodominio X, debido a que muchos residuos de prolina en HVR 

forman estructuras terciarias inestables (Koonin et al., 1992; Tsai et al., 2001; Dosztanyi 

et al., 2006; Dunker et al., 2008). No obstante, HVR aparenta ser una región 

instrinsecamente desordenada (IDR), caracterizada por una sostenida inserción o 

deleción de segmentos de genes (Purdy, 2012a; b). Asimismo, desempeña un rol 

importante en la eficiencia de la replicación de HEV in vitro (Pudupakam et al., 2009, 

2011).  

Por otro lado, si bien esta región es intercambiable entre genotipos, sus diferencias 

genotipo específicas implican que HVR está involucrada en el tropismo de especies y la 

adaptación al hospedero (Pudupakam et al., 2011). 

 Dominio Pro 

 

Este dominio es considerado una IDR permitiendo inserciones y deleciones (Purdy, 

2012a;b). Está demostrado que es importante para la eficiencia de la replicación in vitro 

(Pudupakam et al., 2009; 2011) así como también es intercambiable entre genotipos 

con diferencias genotipo específicas (Pudupakam et al., 2011).  

A través de estudios bioinformáticos, se descubrió que la IDR contiene motivos lineales, 

incluidos dos sitios de corte de proteasa, tres sitios de unión a ligando y dos quinasas a 

lo largo de los genotipos (Purdy et al., 2012b). 

 Dominio X 

 

A pesar de que su función no está descrita aún, se tiene conocimiento que este dominio 

se asemeja al del virus de la Rubéola, Alfavirus y Coronavirus (Gorbalenya et al., 1991; 

Koonin et al., 1992). Se lo conoce como macrodominio debido a su semejanza al 

dominio no-histónico de la histona macroH2A (Pehrson y Fried, 1992; Pehrson y Fuji, 

1998). 

En un reporte reciente, se sugiere que la heterogeneidad de cuasiespecies del 

macrodominio podría facilitar la persistencia de HEV en los pacientes con transplante 

de órganos (Lhomme et al., 2014). 

 Dominio Helicasa 

 

Las helicasas son proteínas motoras capaces de desenrollar las hebras de ácido 

nucleico utilizando la energía de la hidrólisis de ATP (Kadare y Haenni, 1997). La 

helicasa de HEV pertenece a la superfamilia SF-1 conteniendo 7 motivos y se sugiere 

que posee actividad NTPasa y de desenrollamiento del ARN (Koonin et al., 1992; 

Kadare y Haenni, 1997). Además, se ha propuesto que consta de actividad 5’ 

trifosfatasa, pudiendo actuar junto con Met para catalizar la formación de la caperuza 

(Karpe y Lole, 2010). Se observó que los motivos I y III son cruciales y únicos para el 

funcionamiento de la helicasa (Mhaindarkar et al., 2014). 
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 Dominio RdRp 

 

Los virus ARN de polaridad positiva codifican para una ARN polimerasa necesaria para 

la replicación viral  (O’Reilly y Kao, 1998). La RdRp de HEV pertenece al supergrupo III 

y una muestra amplia similitud al del virus de la Rubéola y al  virus de la rizomanía de la 

remolacha (Koonin et al., 1992). Además, se encuentra localizada en el retículo 

endoplasmático, el cual puede ser un potencial sitio de replicación para HEV (Rehman 

et al., 2008).  

1.2.3.2. ORF2 

 

Este marco abierto de lectura tiene 1983 nt de largo (Reyes et al., 1993) y su producto 

completo posee 660 aa, con una masa molecular aproximada de 72 KDa (Robinson et 

al., 1998).  Además, contiene glicanos unidos amino terminalmente a tres sitios de 

glicosilación (Asn 137, 310 y 562) y un potencial péptido señal de 15 aa dentro de la 

región N-terminal que promueve su translocación al retículo endoplasmático (ER) 

(Jameel et al., 1996) (Figura 4), el cual es requerido para la expresión en la superficie 

celular vía ER (Zafrullah et al., 1999).   

La proteína de cápside se divide en 3 dominios, dominio shell (cáscara), dominio medio 

y dominio protruding (prominente), conteniendo éste último, un dominio putativo de 

unión a receptor, cumpliendo un rol importante con respecto a la determinación de  la 

antigenicidad y en la neutralización viral (Guu et al., 2009; Yamashita et al., 2009). 

Asimismo, los monómeros de cápside se auto-ensamblan para formar decámeros, 

consistiendo en 180 copias organizadas para formar un icosahedro (Xing et al., 2010).  

La proteína madura se observó que necesita procesamiento proteolítico para remover 

los primeros 111 aa y los últimos 52 aa (Li et al., 1997; 2005a). A partir de análisis 

genéticos del ORF2, se reveló que presenta más de 85% de homología entre los 

genotipos de HEV, encontrándose la mayor divergencia en los primeros 111 aa (Mori 

and Matsuura, 2011). 

Recientemente, se identificaron epítopes neutralizantes conformacionales y lineales en 

la proteína de la cápside, evidenciando que la cápside es el principal blanco para la 

neutralización de HEV (Gu et al., 2015; Tang et al., 2015). Por lo tanto, se generó una 

vacuna de subunidades recombinante con la proteína de cápside truncada para el 

genotipo 1 de HEV, comercializada en China bajo el nombre de Hecolin®  (Nan y Zhang, 

2016). 

Figura 4. Ilustración de los dominios de la proteína de la cápside codificada por el ORF2. 

Los números entre paréntesis y sobre el cuadro indican el residuo aminoacídico.  

Se observan el péptido señal, los sitios de clivaje y los 3 sitios de unión de glicanos.  

S: Dominio Shell (cáscara), M: Dominio Medio, P: Dominio Protruding (prominente). 

Extraído de Nan y Zhang., 2016. 
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1.2.3.3. ORF3 

 

Es el ORF más pequeño y se solapa al ORF2 por 300 nt en un diferente marco de lectura 

(Graff et al., 2006), codifica para la fosfoproteína multifuncional VP13 de 113-114 aa con 

un peso molecular de 13 KDa (Huang et al., 2007). VP13 contiene 2 dominios 

hidrofóbicos en su mitad N-terminal (D1 y D2) y 2 dominios ricos en prolina en su porción 

C-terminal  (P1 y P2)  (Figura 5) (Kannan et al., 2009; Holla et al., 2013). El dominio D1 

se colocaliza en el citoesqueleto (Zafrullah et al., 1997) y se une a una proteina-quinasa 

activada por mitógeno (MAPK) (Kar-Roy et al., 2004), activando la quinasa regulada 

extracelularmente (ERK), produciendo una posible señal de supervivencia celular  y 

proliferación celular prolongada (Rodríguez-Frías et al., 2012). El dominio D2 

interacciona con hemopexina, proteína de fase aguda, la cual se ha registrado que 

desciende a nivel plasmático en pacientes infectados con HEV (Taneja et al., 2009; 

Rodríguez-Frías et al., 2012). Por lo tanto, se infirió que ORF3 inhibe la respuesta innata 

del hospedero atenuando la respuesta inflamatoria de fase aguda, observándose 

además, un aumento en la secreción de α1-microglubulina con capacidad 

inmunosupresora, posiblemente protegiendo a las células infectadas con HEV (Chandra 

et al., 2008). Precisamente, en un proyecto realizado recientemente en la Sección 

Virología, mediante una transfección estable a través de un vector de expresión 

conteniendo la región ORF3 en células A549 (células de adenocarcinoma pulmonar 

humano), se observó que la expresión de la proteína codificada por ORF3 protege a las 

células del proceso de apoptosis (García, Tesina de Grado 2016). 

La región P1 contiene el residuo de serina  (Ser71) fosforilado, conservado entre todas 

las cepas de HEV. Mientras que la región P2, contiene un motivo que se une a varias 

proteínas que contienen dominios SRC de homología 3 (SH3) (Korkaya et al., 2001), 

estos dominios comunmente participan en vías de señalización involucradas en el 

crecimiento celular, diferenciación y otras funciones regulatorias (Zarrinpar et al., 2003). 

Paralelamente, también se ha demostrado que VP13 es capaz de inhibir la vía de 

apoptosis de mitocondrias, por medio de sobre-expresión de los genes de canales 

aniónicos voltaje-dependiente (Moin et al., 2007). 

En otro estudio, se reportó que VP13 inhibe la traslocación nuclear del factor de 

transcripción STAT3 y sub-regula la expresión de los genes mediados por STAT3, como 

las proteínas de respuesta de fase aguda (Chandra et al., 2008). 

Por otro lado, VP13 no se requiere para la replicación in vitro (Emerson et al., 2006) 

pero si para la infección in vivo y para la liberación del virión de las células infectadas 

(Graff et al., 2005; Huang et al., 2007; Yamada et al., 2009).  

Actualmente, se identificó a la proteína de ORF3 como una viroporina clase I que 

funciona como un canal iónico, siendo esencial para la liberación de la partícula viral 

durante la infección (Ding et al., 2017). También, se observó una región putativa 

transmembrana, la cual puede estar involucrada en la localización de la proteína en el 

ER (Ding et al., 2017). 
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1.2.3.4. ORF4 
 

Recientemente, se identificó un ORF4 (2235-3308 nt) exclusivo del genotipo 1 de HEV. 

A diferencia de los otros ORFs, su traducción se encuentra impulsada por un elemento 

IRES (2701-2787 nt), su producto interacciona con múltiples proteínas virales para 

formar un complejo proteico compuesto por RdRp, helicasa y X (Nair et al., 2016).   

 

1.2.4. Ciclo replicativo de HEV. 
 

 

HEV se multiplica en el hígado y alcanza el tracto digestivo a través de la bilis 

(Bouwknegt al.,2009), no obstante, la replicación también puede ocurrir en el tejido del 

tracto gastrointestinal (Izopet et al., 2012), riñones (Geng et al., 2016), sistema nervioso 

central (Drave et al., 2016), placenta (Bose et al., 2014) y ganglios linfáticos (Kamar et 

al., 2014). 

En cuanto a HEV en forma envuelto y desnudo, ambos presentan distintos mecanismos 

de entrada, sin embargo, no se cuenta con mucha información sobre el ingreso de HEV 

desnudo (Yin et al., 2016). 

En primer lugar, ocurre la unión al receptor, la fijación de los viriones por medio de 

proteoglicanos de heparan sulfato a sus células blanco y se internaliza eHEV (partícula 

envuelta) por medio de endocitosis mediada por clatrina receptor dependiente y 

dinamina, dónde también participan las GTPasas proteínas-Ras-relacionadas RAB5A y 

RAB7A (Figura 6-paso 1) (Kalia et al., 2009; Kapur et al., 2012; Holla et al., 2015; Yin et 

al., 2016). 

Luego del ingreso de eHEV,  su cuasi envoltura es sometida a una degradación lipídica 

lisosomal para exponer la proteína de la cápside (Yin et al., 2016).  

Posteriormente, el virión pierde todo el recubrimiento en un proceso escasamente 

comprendido, con el objetivo de liberar y traducir el ARN de sentido positivo por factores 

del hospedero para producir la poliproteína ORF1 que contiene la RdRp. 

Figura 5. Esquema de los dominios de la fosfoproteína reguladora multifuncional 

ORF3. Se observan los dominios hidrofóbicos D1 y D2 y los dominios ricos en prolina 

P1 y P2, los números indican la posición aminoacídica. El punto rojo muestra la serina 

71 que es fosforilada. Extraído de Rodríguez-Frías et al., 2012. 

 Fosforilación 
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Subsiguientemente, la RdRp transcribe ARN viral completo complementario de sentido 

negativo, el cual es utilizado como molde para la transcripción de ARN sentido positivo 

a ser empacado en los viriones de la progenie y también es utilizado para la transcripción 

del fragmento subgenómico de 2,2 Kb codificante para el ORF2 y el ORF3 (Figura 6-

paso 2) (Graff et al., 2006; Varma et al., 2011).  

A continuación, los ribosomas del hospedero traducen ORF2 y ORF3 en el retículo 

endoplasmático (Mahilkar et al., 2016).  

Inmediatamente, la fosfoproteína cofificada en el ORF3 que exhibe una actividad de 

canal iónico, interacciona con una amplia variedad de genes del hospedero, entre ellas, 

con el gen 101 susceptible de tumores (TSG101), miembro del complejo de clasificación 

endosomal para el transporte (ESCRT) involucrado en la formación de cuerpos 

multivesiculares en el citoplasma donde HEV adquiere su envoltura lípidica 

intracelularmente del trans-Golgi para luego egresar de la membrana plasmática celular 

asociado a VP13 (Figura 6-paso 3) (Dalton et al., 2009; Yamada et al., 2009; Emerson 

et al., 2010; Nagashima et al., 2014a; 2014b; Holla et el., 2015; Kenney et al., 2015a; Qi 

et al., 2015; Surjit et al., 2016). 

Finalmente, los eHEV liberados por la membrana apical, ingresan al ducto biliar, donde 

se ha sugerido que la envoltura lipídica es degradada (Figura 6-paso 4), explicando por 

qué HEV se encuentra en forma desnudo en la materia fecal. Mientras que, si eHEV es 

liberado por la membrana basal de los hepatocitos ingresa al suero en su forma cuasi-

envuelta, encontrándose protegido de los anticuerpos neutralizantes (Takahashi et al., 

2008; Chapuy-Regaud et al., 2017). 
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Figura 6. Ciclo replicativo de eHEV.  

Se muestran los 4 pasos desde la unión e ingreso del virión, la replicación, su egreso de la 

célula que infecta, indicando las proteínas y moléculas involucradas y finalmente su distribución 

en el organismo del hospedador. 

Extraído de Nimgaonkar et al., 2018. 
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1.3. Taxonomía de HEV y distribución geográfica de genotipos. 

 

En 2014, se clasificó a HEV en la familia Hepeviridae, compuesto por 2 géneros, 

Orthohepevirus (incluye a cepas de mamíferos y aves) y Piscihepevirus (incluye 

solamente a HEV de trucha, CTV) (Smith et al., 2014) (Figura 7).  

El género Orthohepevirus se subdivide en 4 especies de A-D. A su vez, dentro de 

Orthohepevirus A se reconocen 8 genotipos G 1-8 (Figura 8 y Figura 9), de los cuales 

los primeros 4 infectan a humanos (Smith et al., 2014). Los genotipos 1 (Aye et al., 1992; 

Tsarev et al., 1992; Bi et al., 1993) y 2 (Chatterjee et al., 1997) son antroponóticos, es 

decir, se encuentran limitados a hospederos humanos, mientras que los genotipos 3 

(Kwo et al., 1997; Schlauder et al.,1998) y 4 (Takahashi et al., 2002; 2003) poseen 

múltiples hospederos como cerdos, jabalíes, ciervos, conejos, delfines y son zoonóticos 

por lo que pueden transmitirse a humanos (Smith et al., 2014). Conjuntamente, estos 4 

genotipos capaces de infectar a humanos han sido clasificados en 24 subgenotipos, 

dónde se destacan 5 subgenotipos HEV1 (1a-1e), 2 HEV2 (2a, 2b), 10 HEV3 (3a-3j) y 

7 HEV4 (4a-4g) (Lu et al., 2006). Sin embargo, la clasificación en subgenotipos resulta 

ser controversial, debido a la información faltante y a la nomenclatura inadecuada de las 

cepas de referencia disponibles para varios subgenotipos (Oliveira et al., 2013; Smith et 

al., 2014). 

En cambio, en los genotipos 5 y 6 se clasificaron cepas de jabalíes japonesas diferentes 

entre sí con una secuencia nucleotídica única, sin embargo, se desconoce si 

corresponden a cepas zoonóticas (Takahashi et al., 2011; 2014; Smith et al., 2014). 

Asimismo, se aislaron cepas de camellos en el Medio Oriente con una divergencia 

nucleotídica mayor al 20% de los otros genotipos, por lo cual se lo clasificó en el genotipo 

7 (Smith et al., 2014; Woo et al., 2014). Recientemente, se identificó HEV de camélido 

en un paciente con transplante de hígado, por lo que podría sugerir que es una cepa 

zoonótica (Lee et al., 2016). 

 

Clasificación de familia 

ICTV: Sin asignar. 

Descubrimiento de HEV 

humano  

(Balayan et al., 1983). 

 

Clasificación de familia 

ICTV: Sin asignar. 

Genoma completo de 

HEV secuenciado  

(Tam et al., 1991). 

Clasificación de familia 

ICTV: Sin asignar. 

HEV clonado por primera vez 

(Reyes et al., 1990). 

Clasificación de familia 

ICTV: Caliciviridae. 

Clasificación basada en 

similaridad en morfología 

y organización de 

genoma al virus Norwalk 

(King, 2011) 

Clasificación de familia ICTV: Sin 

clasificar. 

Nombre del género: Hepatitis E-like 

viruses . Removido de Caliciviridae 

debido a la gran distancia filogenética de 

los Calicivirus en dominios no 

estructurales (King, 2011). 

Clasificación de familia 

ICTV: Caliciviridae. 

Nombre del género: 

Hepevirus, remplazando a 

Hepatitis E-like viruses 

(King, 2011). 

Clasificación de familia 

ICTV: Hepeviridae. 

Nombre del género: 

Hepevirus (King, 2011). 

 

Clasificación de familia ICTV: 

Hepeviridae. 

Géneros: Orthohepevirus, 

Piscihepevirus. 

Secuencias de referencias 

comunes para los subtipos de 

HEV (Smith et al., 2016). 

Clasificación de familia ICTV: 

Hepeviridae. 

Géneros: Orthohepevirus (HEV de 

mamífero, aviar y humano, 

Piscihepevirus (trucha) (Smith et 

al., 2014). 

Figura 7. Linea de tiempo de la clasificación de Hepeviridae. 

Se exhibe la cambiante clasificación a lo largo del tiempo según el Comité Internacional de Taxonomía de 

Virus (ICTV). 

Extraído y modificado de Kelly et al., 2016. 
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Por último, se obtuvieron cepas de HEV de camellos bactrianos chinos, exhibiendo 

cierta heterogeneidad genética de las cepas de los genotipos anteriores, por lo tanto, se 

lo clasificó en el genotipo 8 (Woo et al., 2016; Sridhar et al., 2017).  

Con respecto a Orthohepevirus B, le fueron asignadas cepas de aves (AHEV) (Smith et 

al., 2014). Paralelamente, cepas de ratas (RHEV) y hurones se clasifican en 

Orthohepevirus C. Finalmente, en la especie Orthohepevirus D se encuentran cepas de 

murciélagos (Lorenzo et al., 2007; Johne et al., 2010a; Drexler et al., 2012; Raj et al., 

2012; Krog et al., 2013; Lin et al., 2014; Smith et al., 2014; Woo et al., 2014). 

En cuanto a la distribución geográfica (Figura 10), el genotipo 1 (HEV1) se encuentra 

frecuentemente distribuido en Asia (particularmente en India), África y Cuba, circulando 

también en América del Sur, como Venezuela (Gutiérrez et al., 2012) y Uruguay (Mirazo 

et al., 2014a). Paralelamente, se ha detectado HEV2 en África y México (Kamar et al., 

2012a). 

Ambos genotipos, HEV1 y HEV2 se han asociado con casos epidémicos y esporádicos 

para países desarrollados y autóctonos/endémicos para países en desarrollo (Purcell et 

al., 2008). 

Por otro lado, HEV3 está distribuido mundialmente (Lu et al., 2006), detectándose 

también en Uruguay (Mirazo et al., 2011), asociándose a casos esporádicos y 

endémicos en países desarrollados (Purcell et al., 2008). HEV4 se ha reportado 

mayormente en el sudeste asiático, habiéndose detectado algunos casos autóctonos en 

Europa (Kamar et al., 2014), considerado responsable de casos esporádicos y HEV7 ha 

sido identificado en el Medio Oriente (Hakze van der Honing et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Rango de hospedador de HEV. 

Se observa la distribución de hospedadores (círculo 

exterior) que infecta HEV para los 8 genotipos de la 

especie Orthohepevirus A (círculo interior). 

Extraído y modificado de Nimgaonkar et al., 2018. 

 

 

Figura 9. Arbol filogenético para los miembros de la 

especie Orthohepevirus A. 

Construido con el método de máxima verosimilitud, modelo 

GTR con distribución gamma y sitios invariantes, utilizando 

137 regiones ORF1 y ORF2 concatenadas, excluyendo la 

HVR y la inserción específica de conejo.  

Extraído y modificado de Smith et al., 2014. 
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1.4. Variabilidad genética. 

 

 

Análisis filogenéticos y matrices de identidad con los genomas completos de los 4 

genotipos llevados a cabo por Okamoto et al., 2007, revelaron que, HEV1 posee hasta  

11,8 % de diversidad intra-genotipo, mientras que HEV3 y HEV4 muestran un amplio 

rango de divergencia intra-genotípica (0-19,3% y 0,1-17%, respectivamente).  

En cuanto a HEV2, la variabilidad intra-genotipo entre el único genoma completo 

disponible (cepa mexicana) y 16 secuencias parciales africanas es de 12,13-16,8% 

(Okamoto et al., 2007). 

Con respecto a la divergencia inter-genotipos, HEV7 presenta una heterogeneidad 

mayor al 20% entre los demás 6 genotipos (Smith et al., 2014; Woo et al., 2014). 

A nivel aminoacídico, se observó una diferencia inter-genotípica para ORF2 de 6,5-

11,7%, indicando una gran conservación aminoacídica para la proteína de cápside entre 

los genotipos, correspondiéndose con la baja diversidad antigénica, ya que existe un 

solo serotipo de HEV (Okamoto et al., 2007).  

Además, en un estudio se reportó la identidad nucleotídica y aminoacídica comparativa 

entre HEV humano y RHEV para las distintas regiones del genoma (Batts et al., 2011). 

Figura 10. Distribución mundial de los genotipos de HEV.  

Se observa en el mapa la localización geográfica de los genotipos, particularmente en América 

del Sur, se encuentra principalmente HEV3 y HEV1/HEV3 en simultáneo para Uruguay y 

Venezuela.  

Obtenido y adaptado de Kamar et al., 2017. 
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Presentando una similitud nucleotídica del 60% y del 55% para las regiones no 

traducidas 5’NCR y 3’NCR, respectivamente; exhibiéndo un 53%, 57% y 46% de 

identidad para las regiones codificantes ORF1, ORF2 y ORF3, respectivamente.   

Paralelamente, se registró una identidad aminoacídica entre HEV y RHEV, del 49%, 

55% y 29% para las regiones codificantes ORF1, ORF2 y ORF3, respectivamente, con 

varios motivos altamente conservados en genes virales claves.  

Por otro lado, se observó que secuencias de genoma completo de conejo presentaban 

menos del 80% de similitud nucleotídica con los demás genotipos del género 

Orthohepevirus A (Zhao et al., 2009). 

Asimismo, pueden ocurrir eventos de recombinación entre los 7 genotipos (Smith et al., 

2014), habiéndose reportado recombinación en los dominios X y helicasa de ORF1 

(Wang et al., 2010).  

Notablemente, han sido observados inserciones y deleciones en la región hipervariable, 

incluyendo inserciones de genes humanos (Shukla et al., 2011), asociándose con un 

aumento en la replicación de HEV en células hepáticas (Shukla et al., 2011; Kenney y 

Meng, 2015b). 

La tasa de mutación de HEV se estimó indirectamente de aislados clínicos, como 1,5 X 

10-3 sustitución de base por sitio por año, siendo similar al del virus de la hepatitis C 

(Takahashi et al., 2004a). Frecuentemente, pueden ocurrir mutaciones a lo largo de todo 

el genoma durante la propagación y los pasajes sucesivos para su adaptación al cultivo 

celular (Lorenzo et al., 2008). Su alta variabilidad se debe a su proceso de transcripción 

como con otro virus ARN, al utilizar una RdRp viral que no posee correción de lectura 

(Proof-reading). Por otra parte, la presión selectiva impuesta por las drogas antivirales 

y la respuesta inmune del hospedador podrían contribuir adicionalmente a aumentar la 

tasa de variabilidad (Lhomme et al., 2014). 

Las inserciones/deleciones, recombinaciones y sustituciones en el genoma de HEV, 

pueden influir en su replicación y en la interacción de virus-hospedador y ser 

subsecuentemente asociado a patogénesis. 

Bajo la presión inmune, las mutaciones silenciosas y no-sinónimas clinicamente 

relevantes, pueden relacionarse a formas severas de la enfermedad y a una potencial 

resistencia antiviral. Precisamente, se observó que la ineficacia en el tratamiento con 

Ribavirina está asociado a ciertas mutaciones en el dominio de RdRp, modificando el 

fitness replicativo de HEV (Figura 11) (Debing et al., 2014; Debing et al., 2016; Todt et 

al., 2016). 
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1.5. Transmisión de HEV. 

 
 

Se reconocen cuatro principales rutas de transmisión asociadas a los distintos 

genotipos de HEV, presentando una distribución geográfica característica según los 

contextos endémicos o no-endémicos: transmisión por fuente de agua contaminada 

vía fecal-oral, transmisión zoonótica a través de alimentos o por exposición a fluidos 

corporales de animales infectados, vía parenteral y vertical (Figura 12). Sin embargo, 

aunque permanece en debate, también se ha reportado evidencia de una ruta 

adicional, por transmisión persona a persona. 

Algunas de estas rutas son aún tema de controversia, siendo la vía más común por 

medio del consumo de agua contaminada en países en desarrollo (Kemar et al., 1997; 

Khuroo et al., 2016). Durante muchos años, se consideró que la hepatitis E era un 

problema para la salud pública sólo en países en vías de desarrollo. Sin embargo, 

actualmente debido a su potencial zoonótico es frecuentemente reconocida en países 

industrializados dónde no se creía endémico previamente (Kwo et al., 1997; Erker et 
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Figura 11. Efectos de mutaciones en el ciclo replicativo de HEV y su implicancia clínica. 

Los cuadros rojos indican el dominio y región del genoma mutado en la maquinaria 

transcripcional/traduccional (cuadro azul punteado). Los posibles efectos de la mutación se 

indican al costado de los cuadros rojos y su potencial resultado clínico se muestra por debajo 

del cuadro. Extraído y adaptado de Tong et al., 2016. 
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al., 1999; Schlauder et al., 1999; Worm et al., 2000; Kabrane-Lazizi et al., 2001; Mizuo 

et al.,2002; Sadler et al., 2006). 

 

 

 

 

 

1.5.1. Transmisión fecal-oral. 

 

En regiones altamente endémicas, los brotes epidémicos se asocian a infecciones con 

los genotipos HEV1 y HEV2, asociados a fuentes de agua contaminada para consumo, 

usualmente posterior a una inundación o fuertes lluvias, favoreciendo las condiciones 

de contaminación del agua (Viswanathan et al., 1957; Khuroo et al., 1980). También, se 

han reportado varios brotes durante el verano, debido a la reducción en el caudal de 

agua en ríos, provocando un aumento en la concentración de contaminantes fecales 

(Naik et al., 1992). Asimismo, en África han ocurrido varios casos en campos de 

refugiados con recursos limitados de higiene (Teshale et al., 2010a; Thompson et al., 

2012).  

En el sudeste asiático, se ha demostrado que las epidemias recurrentes corresponden 
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Figura 12.  HEV zoonótico, rutas y fuentes de infección. 
Las líneas rojas son rutas comprobadas de infección, las líneas negras son probables vías de infección y 

las líneas negras punteadas son posibles rutas. El cerdo es considerado el reservorio principal y está 

comúnmente infectado asintomáticamente con HEV a nivel mundial. 

Extraído y adaptado de Mclean et al., 2017. 
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a deposiciones de heces humanas en cursos de ríos y la utilización del agua del mismo 

río sin tratar para consumir, cocinar e higiene personal (Corwin et al., 1999).  

Además, se han reportado brotes de hepatitis E en áreas urbanas sub-desarrolladas, 

debido a goteras en las cañerías de agua que atraviesan el suelo contaminado con 

aguas residuales, ya que el suministro intermitente de agua conduce a que se produzca 

presión negativa en la cañería durante períodos sin flujo, permitiendo la succión de estos 

contaminantes (Sailaja et al., 2009). 

En países en desarrollo como en países industrializados, se demostró que las aguas 

residuales sin tratamiento contienen partículas infecciosas de HEV, que resultan estar 

cercanamente relacionadas a cepas humanas (HEV1 y HEV2) y de otros animales 

(HEV3 y HEV4) (Jothikumar et al., 1993; Pina et al., 2000; Clemente-Casares et al., 

2003; Vaidya et al., 2003; Ipagunta et al., 2007). 

Precisamente, en los Países Bajos se detectó HEV3 en agua de río originada 

posiblemente del saneamiento (Rutjes et al., 2009). 

Ciertamente, efluentes de criaderos de animales, particularmente cerdos, han estado 

asociado a infecciones humanas, habiéndose detectado HEV3 en aguas residuales 

(Borges et al., 2004; Rutjes et al., 2009), ya que notablemente, el ARN de HEV es 

también detectable en la orina de porcinos infectados, planteando una ruta de 

exposición adicional para los humanos (Kasorndorkbua et al., 2005) . 

Las prácticas de riego e irrigación permiten que HEV y otros virus hepáticos y entéricos 

impacten en cursos de agua (Tyrrel et al., 2003; Ziemer et al., 2010). 

El curso temporal de estas infecciones varían de brotes unimodales que duran unas 

pocas semanas, a epidemias múltiples que duran alrededor de un año, caracterizadas 

por la contínua contaminación del agua y probablemente por la transmisión persona-

persona (Viswanathan et al., 1957; Naik et al., 1992).  

1.5.2. Transmisión zoonótica. 

 

En regiones no-endémicas, donde no se han reportado brotes, los casos identificados 

corresponden a hepatitis viral aguda, asociados hasta ahora la infección con HEV3 y 

HEV4 a través del consumo de alimentos. Especialmente, por consumo de carne de 

cerdo, chacinados, productos porcinos como hígado de cerdo, salchichas, vísceras, 

jamón, ya sea en estado crudo o insuficientemente cocido (Mansuy et al., 2011, Servant-

Delmas et al., 2016). Ciertamente, en un estudio realizado en Francia en embutidos 

hechos con hígado de cerdo, se identificó una relación genética entre secuencias de 

HEV obtenidas de los productos derivados de hígado y secuencias virales recuperadas 

de pacientes que los habían ingerido, proporcionando firme evidencia de que la infección 

de HEV humano está asociada al consumo de algunos tipos de salchicha (Colson et al., 

2010). 

Estudios han planteado que los profesionales y trabajadores en estrecho contacto con 

porcinos o agua de saneamiento se encuentran más expuestos a la infección por HEV 

(El-Esnawy et al., 2000; Bouwknegt et al., 2008a; Galianan et al., 2008; Rutjes et al., 

2009) siendo más frecuentemente seropositivos para HEV en comparación a la 

población general (Colson et al., 2007; Perez-García et al., 2007; Renou et al., 2007;  

Lange et al., 2017), ya que el contacto directo con fluidos de animales puede ser una 

ruta de transmisión al haberse detectado HEV en hisopados rectales y nasales (Meng 

et al., 1998).  
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Con respecto a RHEV, el potencial zoonótico de ratas no es claro hasta el momento (Li 

and Wakita, 2018). 

Por otro lado, se ha reportado la infección por consumo de moluscos bivalvos como 

mejillones, ostras, que son consumidos crudos o escasamente cocidos (Crossan et al., 

2012), habiéndose observado además que HEV es estable en condiciones ambientales 

tanto alcalinas como ácidas y en congelados por hasta más de 10 años (Emerson et al., 

2005; Namsai et al., 2011). Precisamente, se describió un brote de HEV por consumo 

de moluscos a bordo de un crucero europeo (Said et al., 2009; Crossan et al., 2012; 

Diez-Valcarce et al., 2012). Conjuntamente, se realizó un relevamiento en moluscos en 

varios países de Europa (Said et al., 2009; Crossan et al., 2012; Diez-Valcarce et al., 

2012), Korea y Japón, detectándose cepas de HEV, identificadas como HEV3 suino 

para el caso de Korea y Japón (Li et al., 2007; Song et al., 2010; Kamar et al., 2012a).  

Igualmente, un screening realizado en vegetales verdes y frutillas derivó en la detección 

de cepas de HEV3, posiblemente debido a la exposición al agua contaminada por 

irrigación de los cultivos (Brassard et al., 2012; Maunula et al., 2013; Kokkinos et al., 

2017).  

Asimismo, se informó sobre un caso de infección por HEV de camélido en un paciente 

con trasplante de hígado que ingería regularmente carne de camello y su leche (Lee et 

al., 2016), planteando una posible nueva ruta de transmisión zoonótica. A su vez, se 

identificó una alta prevalencia de infección activa en vacas, demostrándose la excreción 

de HEV genotipo 4 por leche vacuna (Huang et al., 2016). Paralelamente, otra fuente de 

infección constituye el consumo de carne de ciervo (Tei et al., 2003) y jabalí crudo o no 

suficientemente cocido (Matsuda et al., 2003). 

Cabe destacar, que se detectaron cepas circulantes en Francia de HEV de conejo 

destinados al consumo, las cuales se encontraban cercanas desde el punto de vista 

filogenético a cepas aisladas de pacientes, por lo que se puede inferir que HEV de 

conejo tiene gran potencial zoonótico (Izopet et al., 2012; Abravanel et al., 2017). 

Las infecciones transmitidas por alimento pueden ser prevenidas por medio de una 

preparación cuidadosa, ya que HEV es resistente en carne cocinada a baja temperatura 

(~56ºC) (Feagins et al., 2008a), por lo que es necesaria una cocción de 

aproximadamente 20 minutos a alta temperatura (~70ºC) para inactivar HEV (Barnaud 

et al., 2012). 

 

 

1.5.3. Transmisión parenteral. 

 

Aunque se trata de una vía no demasiado frecuente, infecciones por HEV asociadas a 

la transfusión sanguínea han sido documentadas, pertenecientes a HEV3 en Europa 

(Hewitt et al., 2014), HEV1 y HEV4 en China (Zhang et al., 2017), HEV1 en India (Khuroo 

et al., 2004, Arankalle et al., 2000) y HEV3-HEV4 en Japón (Satake et al., 2017).  

Solo una minoría de los receptores de productos sanguíneos infectados desarrolla 

hepatitis E sintomática, la mayoría de las transmisiones iatrogénicas permanecen 

asintomáticas, excepto para el caso de los pacientes inmunocomprometidos, donde 

existe el riesgo considerable de desarrollo de hepatitis E crónica (Hewitt et al., 2014). 

Es por estas razones, que la transmisión iatrogénica se considera desatendida, ya que 

en general carecen de síntomas y desarrollan solo unas menores anormalidades en los 
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niveles de enzimas hepáticas, que puede ocurrir meses luego de la infección (Satake et 

al., 2017). 

No obstante, cabe resaltar la alta tasa de donantes de sangre virémicos HEV ARN 

positivos detectada en muchos países, desde un rango de 1 cada 611 donantes para 

los Países Bajos (Shrestha et al., 2016), hasta 1 cada 14.799 para Australia (Zaaijer et 

al., 2015). 

Paralelamente, en un estudio se llevó a cabo un relevamiento de HEV ARN en los pools 

de plasma utilizados para manufacturar productos medicinales (por ejemplo albumina, 

factores de coagulación, inmunoglobulinas, etc) en Norteamérica, Europa, el Medio 

Oriente y Asia, detectándose la presencia de HEV en todas las regiones excepto para 

el Medio Oriente, observándose una mayor frecuencia de positivos en Asia (Baylis et 

al., 2016). 

Asimismo, se reportaron brotes de una transmisión nosocomial de HEV en pacientes 

hospitalizados y entre trabajadores de la salud (Robson et al., 1992; Siddiqui et al., 

2005). 

Por otro lado, también se confirmó la transmisión por trasplante de hígado (Schlosser et 

al., 2012) y trasplantes de injertos renales (Pourbaix et al., 2017). 

 

1.5.4. Transmisión vertical. 

 

Se encuentra reportado en países endémicos cómo India la transmisión de HEV1 y 

HEV2 de la madre al feto durante el embarazo, observándose una alta morbilidad y 

mortalidad perinatal (Khuroo et al., 1995; Khuroo et al., 2009). Asimismo, en India se 

analizaron muestras de sangre de cordón umbilical para IgM anti-HEV y HEV ARN, 

identificándose transmisión en el 33% de los casos (Kumar et al., 2004). Con respecto 

a las mujeres embarazadas con HEV, se ha demostrado que los casos de muerte fetal 

intrauterina, parto prematuro y mortalidad perinatal son mayores (Khuroo et al., 1981; 

Mirghani et al., 1992). 

Además, se detectaron ARN de HEV y anticuerpos anti-HEV en el calostro de madres 

infectadas, sin embargo, se cree que amamantar no provocaría transmisión al infante, 

ya que el título viral en el calostro es demasiado bajo como para causar una infección 

(Chibber et al., 2004). 

 

1.5.5. Transmisión persona-persona. 

 

El rol de la transmisión persona a persona permanece controversial hasta el momento 

(Aggarwal et al., 1994; Mast et al., 1994; Skidmore et al., 1999; Nicand et al., 2005). 

Algunos estudios han propuesto que a diferencia de otras infecciones transmitidas 

entéricamente, la transmisión de HEV persona a persona, ya sea en casos epidémicos 

unimodales o esporádicos, es infrecuente y poco común (Aggarwal et al., 1992; Somani 

et al., 2003).  

Particularmente, en brotes ocurridos en un campo de refugiados al norte de Uganda, la 

aparición de varios casos en una misma familia, sugirió que podía deberse a la 

transmisión persona a persona. Esta hipótesis se vio reforzada ya que no se halló ARN 

viral en los pozos utilizados para el consumo de agua, ni en cerdos analizados de la 
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zona, descartando la transmisión zoonótica, siendo además un brote de varios meses 

de duración (Teshale et al., 2010b). 

Sin embargo, si bien la razón exacta no es conocida, otros estudios descartaron dicha 

teoría y sugirieron que este caso también podría ser explicado por la alta tasa de ataque 

(proporción entre el número de personas afectadas y el número total de personas 

residentes en el área) resultando de los altos niveles de contaminación ambiental 

(Aggarwal, 2010; Nishiura, 2010). 

Incluso en situaciones con múltiples casos de infección en una sola familia, el intervalo 

de tiempo entre casos es corto, insinuando una infección primaria compartida 

proveniente posiblemente de agua contaminada, en lugar de persona-persona 

(Aggarwal et al., 1992).  

Ciertamente, algunas investigaciones han demostrado que la transmisión por esta vía 

es posible (Krawczynski et al., 2000, Vrati et al., 1992), en México se reportó una alta 

tasa de ataque secundario entre miembros de una familia (Velazquez et al., 1990) y en 

Francia se demostró la transmisión intrafamiliar de HEV3 (Ducancelle et al., 2007). 

 

 

1.6.  Epidemiología. 

 

Estudios serológicos y moleculares demostraron que HEV se encuentra distribuido 

mundialmente y es la principal causa de hepatitis viral transmitida entéricamente. 

Anualmente, grandes epidemias son atribuidas a HEV en áreas endémicas, mientras 

que en los países desarrollados se han incrementado los reportes de casos esporádicos 

(Pérez-García et al., 2013). 

La Organización Mundial de la Salud estima que hay unas 20 millones de infecciones 

de HEV a nivel mundial, dando lugar a aproximadamente 3,3 millones de casos 

sintomáticos (Rein et al., 2005) y 56.600 muertes vinculadas a HEV (Lozano et al., 

2012). No obstante, este estimado se basa en información de 9 de las 21 áreas de Carga 

Global de Enfermedades (GBD), por lo que la verdadera GBD sería superior (Hughes et 

al., 2010).  

La mayoría de estas infecciones son por HEV1 y HEV2, afectando a los individuos en 

los países en desarrollo (Hughes et al., 2010).  

Las tasas de letalidad para las epidemias se encuentran en el rango de 0,2%-4% 

(Hughes et al., 2010). Sin embargo, las tasas de mortalidad son considerablemente más 

altas en mujeres embarazadas llegando hasta el 20% en países endémicos con HEV1 

y HEV2 (Khuroo et al., 1981). En la Tabla 1 se resumen los aspectos epidemiológicos y 

clínicos principales para los cuatro genotipos. 

 

1.6.1. HEV en las regiones en desarrollo. 

 

En estas regiones las epidemias ocurren frecuentemente, usualmente separadas por 

algunos años. HEV es hiperendémico en países en desarrollo como India, Bangladesh, 

Egipto y China, con una tasa de prevalencia del 25% de todos los casos de hepatitis 

agudas no-A no-B o brotes por agua contaminada (Teo et al., 2009). En el caso de 

México, su usual calificación en la literatura como hiperendémico permanece 

controversial, debido a que no se han registrado brotes de HEV en las últimas dos 
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décadas (Fierro et al., 2016). 

Por otro lado, HEV es considerado endémico cuando es agente etiológico de más del 

25% de todos los casos de hepatitis virales no-A no-B reportadas, comprendiendo la 

mayoría de Europa occidental, Estados Unidos, Nueva Zelanda, varios países en 

Sudamérica, la mayoría de Asia y el Medio Oriente (Zuckerman, 2003; Teo et al., 2009; 

Teo, 2010) (Figura 13). 

En países en desarrollo, el rango de seroprevalencia se encuentra entre 4,6% (Balayan 

et al., 1994) y 50% (Arankalle et a., 1995; Aggarwal et al, 1997; Gambel et al., 1998; 

Das et al., 2000; Vivek et al., 2010) dónde las infecciones sintomáticas son más 

comunes para individuos de entre 15 y 40 años, mientras que los casos asintomáticos 

o anictéricos son más frecuentes en niños (Kmush et al., 2013). 

 

 

Se realizó un análisis de modelado basado en estudios epidemiológicos, proyectando 

tasas de incidencia anuales de 0,5%-1,0% para las edades de 0 a 15 años, 1,0%-1,4% 

para 15 a 20 años y un descenso de 0,2% para mayores de 30 años (Rein et al., 2005). 

Estos patrones de seroprevalencia coindicen con reportes sobre el genotipo 1 en 

regiones endémicas, en los cuales los anticuerpos de HEV comienzan a incrementarse 

en la adolescencia y alcanzan el pico entre las segunda y tercera década de la vida 

(Kmush et al., 2013). Precisamente, la prevalencia de anticuerpos IgG anti-HEV tiende 

a aumentar con la edad, especialmente en los hombres (Arankalle et al 2001; Fukuda 

et al., 2007, Takahashi et al., 2004b, Li et al., 2006, Wong et al., 2004). Asimismo, esta 

seroprevalencia difiere entre áreas urbanas y rurales, siendo la tasa de positivos mayor 

en estas últimas (Tuker et al., 1996; Echevarría et al, 2014; Alvarado-Esquivel et al., 

2015).  

Figura 13. Endemismo mundial para la infección por hepatitis E. Extraído de Donelly et al., 

2016. 
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Los brotes de hepatitis E han sido característicamente asociados a una alta tasa de 

ataque y mortalidad entre las mujeres embarazadas, registrándose en India un 

porcentaje significativamente mayor de infección para gestantes en comparación a la 

población general (Khuroo et al., 1981). 

Notablemente, la presencia de anticuerpos para HEV no protege de una futura 

reinfección (Servant-Delmas et al., 2016).  

Además, los humanos y animales excretan una considerable carga viral durante las 

primeras etapas de la fase aguda de la infección por HEV, posiblemente contribuyendo 

a mantener este ciclo endémico (Teo et al., 2010).  

 

1.6.2. HEV en regiones desarrolladas. 

 

Si bien los grandes brotes de hepatitis E están limitados a regiones en desarrollo, en los 

países industrializados se ha registrado un aumento drástico en el número de casos 

autóctonos, dónde las cepas predominantes son HEV3 y HEV4, siendo por lo tanto 

principalmente transmitido zoonóticamente, por transfusión sanguínea y trasplante de 

órganos (Li et al., 2005b; Colson et al., 2010; Lewis et al., 2010; Miyamura et al., 2011). 

Se estima que HEV presenta un 6% de seroprevalencia en Estados Unidos, mientras 

que en Francia el rango de seroprevalencia en donantes de sangre varía entre 21,9% a 

71,3% dependiendo del área geográfica (Ditah et al., 2014; Clemente-Casares et al., 

2016). Justamente, en Francia ocurren 545 hospitalizaciones y 18 muertes por año 

debido a la infección por HEV, considerándose posiblemente, hiperendémica la zona 

del suroeste recientemente (Van Cauteren et al., 2017). En el Reino Unido, Luxemburgo, 

Holanda y Alemania entre un 10%-30% de individuos presentan evidencia serológica de 

previa exposición a HEV (Kamar et al., 2012a).  

Por lo tanto, actualmente muchos países desarrollados son considerados ahora 

endémicos (Dalton et al., 2016a).  

Asimismo, se ha detectado HEV en Japón, Corea, China, Rusia, Australia, Italia y 

España, entre otros (WHO, 2010).  

Sin embargo, la incidencia de HEV en general se cree subestimada, ya que no se testea 

rutinariamente para HEV en presencia de síntomas de hepatitis aguda (Avellon et al., 

2015; Murrison et al., 2017). 

 

1.6.3. Grupos de Riesgo. 

 

Como se mencionó anteriormente, el consumo de agua no tratada, de carne o moluscos 

crudos o insuficientemente cocidos y la exposición directa a animales como cerdos, 

jabalíes y ciervos, son considerados factores de riesgo para la infección por HEV.  

Las mujeres embarazadas son consideradas un importante grupo de riesgo, debido al 

aumento en la severidad de la enfermedad para las infectadas con HEV. 

Por otro lado, la subpoblación inmunocomprometida con un bajo conteo de linfocitos T 

CD4 está asociado a un mayor riesgo de infección por HEV, principalmente por la 

posibilidad de desarrollar una infección crónica (Kenfak-Foguena et al., 2011; Pineda et 
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al., 2014), reportándose en Europa una seroprevalencia de HEV para pacientes con HIV 

de entre 1%-26% (Renou et al., 2010; Kaba al., 2011; Kenfak-Foguena et al., 2011; Jardi 

et al., 2012; Rapicetta et al., 2013; Pineda et al., 2014; Riviero-Barcela et al., 2014;  

Scotto et al., 2014; Bradley-Stewart et al., 2015). Además, los individuos con cirrosis 

presentan una seroprevalencia de anti-IgG del 23% (Kamar et al., 2008; Jardi et al., 

2012; Pineda et al., 2014). 

Asimismo, los pacientes con trasplante de órganos que usualmente se encuentran 

inmunocomprometidos, poseen un riesgo elevado de desarrollar cronicidad para HEV 

(Jardi et al., 2012). También, los pacientes con enfermedades hepáticas preexistente 

(posiblemente por otros virus hepatotrópicos) pueden presentar una mayor prevalencia 

que la población general (Lopez-Fabal y Gomez-Garces, 2015).  

 

 

 

 

 

Parámetro HEV1- HEV2 HEV3 – HEV4 

Distribución geográfica Regiones en desarrollo Regiones desarrolladas 

Reservorios Humanos 
Animales (suinos 

principalmente) 

Transmisión 

 Agua contaminada 

con heces 

 Iatrogénico 

 Vertical 

 Persona-Persona 

 Zoonótico 

 Iatrogénico 

Patrones 

epidemiológicos 

Grandes o pequeñas 

epidemias y casos 

esporádicos 

Sólo casos esporádicos 

Grupo etario 
Hombres jóvenes más 

comúnmente 
Usualmente mayores 

Manifestaciones 

hepáticas 

 Asintomático 

 Hepatitis aguda auto-

limitada 

 Falla hepática 

fulminante para 

embarazadas (HEV1) 

o con enfermedad 

hepática crónica pre 

existente 

 Asintomático 

 Hepatitis aguda auto-

limitada 

 Hepatitis crónica 

reportada en pacientes 

trasplantados 

recibiendo drogas 

inmunosupresoras 

 

Manifestaciones 
Extrahepáticas 

 Neurológicas 
 Renales 
 Pancreatitis 

 Neurológicas 
 Renales 
 Pancreatitis 
 Hematológicas 

Tabla 1.  Características epidemiológicas y clínicas para los 4 genotipos de HEV. 
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1.6.4. Situación epidemiológica en Latino América.  

 

En América del Sur, HEV ha sido detectado en Brasil (Parana et al., 1997; Vitral et al., 

2014), Chile (Ibarra et al., 1994; Brahm et al., 1996; Ibarra et al., 1997), Argentina (Rey 

et al., 1997; Schlauder et al., 2000; Munne et al., 2006; Martínez et al., 2014), Bolivia 

(León et al., 1999), Venezuela (Pujol et al., 1994; García et al., 2012), Perú (Hyams et 

al., 1996) y Uruguay (Mirazo et al., 2011) (Tabla 2).  

Existe una gran variabilidad genética para HEV en América del Sur y el Caribe, donde 

las cepas pertenecientes a Uruguay, Argentina y Brazil, aunque con baja homología 

entre sí, están más relacionadas a cepas de países industrializados, mientras que 

aislados de HEV del Caribe y México presentan una mayor similitud a cepas de origen 

africano y asiático (Panduro et al., 2011; Mirazo et al., 2013).  

  

Particularmente, en el caso de Uruguay se detectó por primera vez en 2011 la presencia 

de cepas de HEV pertenecientes al genotipo 3, correspondientes a casos esporádicos 

de infección aguda, analizadas mediante métodos moleculares y serológicos (Mirazo et 

al., 2011).  

Por medio de análisis de secuencia exhaustivos, se identificó la co-circulación de los 

subtipos 3h (nunca antes reportado en Sudamérica) y 3i (identificándose este último 

también en Argentina), y se observó que estas cepas se encontraban filogenéticamente 

más relacionadas a cepas Europeas, particularmente, de origen alemán (cepas suinas) 

y francés (cepas humanas) (Mirazo et al., 2013). Por lo tanto, se infirió que la adquisición 

de la infección se pudo haber dado por el consumo de chacinados o carne porcina 

insuficientemente cocida de origen Europeo (Mirazo et al., 2013).  

Posteriormente en 2014, se identificó un caso de una cepa autóctona asociado al 

genotipo 1 (Mirazo et al., 2014b). 

Recientemente, se realizó un relevamiento en reservorios animales (cerdos y jabalíes) 

en Uruguay por los métodos de ELISA y PCR. Para el caso de los criaderos suinos de 

San José, Montevideo y Canelones analizados, se obtuvo una tasa de seropositivos 

total de 46,8% y se detectó un 16,6% de ARN viral en los hígados de cerdo faenados. 

Por otro lado, 22,1% de los jabalíes presentaron anticuerpos anti-HEV. Los análisis 

filogenéticos entre estas cepas de cerdo y los aislados humanos Uruguayos revelaron 

una alta identidad nucleotídica, lo cual sugiere un gran riesgo zoonótico de transmisión 

de suinos a humanos en el país (Mirazo et al., 2018). 
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1.7. Patogénesis. 

1.7.1. Presentación clínica en humanos. 

 

El curso y las manifestaciones clínicas de HEV son altamente variables y actualmente 

se encuentran parcialmente conocidos (WHO, 2010; Wedemeyer et al., 2013; Ahmed et 

al., 2015) (Figura 14). Se ha reportado que los factores virales (genotipo y dosis del 

inóculo) y los factores del hospedero (presencia de enfermedad hepática previa, 

embarazo y distintos polimorfismos genéticos) determinan el curso de la infección 

(Wedemeyer et al., 2013). 

En la mayoría de los casos, HEV causa una infección auto-limitada (Ie Coutre et al., 

2009), presentando un espectro desde ausencia total de síntomas a enfermedad 

subclínica y en un 15%-25%, falla hepática fulminante (FHF), en los casos de 

embarazadas infectadas con el genotipo 1 (Naidu et al., 1957). Asimismo, puede causar 

una hepatitis crónica con un rápido progreso a cirrosis, especialmente en pacientes 

trasplantados, sometidos a tratamiento de quimioterapia o inmunocomprometidos 

Tabla 2. Genotipos de HEV reportados en América Latina.                

Extraído y adaptado de Fierro et al., 2016. 

1 Según información recogida en PubMed, se indica la infección 

independiente de la condición del hospedero (con o sin síntomas 

clínicos). 2 Metodologías usadas: RT-PCR fue utilizada para 

detectar el ARN genómico de HEV y ELISA para detectar los 

anticuerpos anti-HEV en suero. 3 Aves, ciervos, roedores y otros 

mamíferos. 
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(Kamar et al., 2014), estos casos se asocian mayormente al genotipo 3 (Panda et al., 

2007; Gérolami et al., 2008). 

Luego del período de incubación de 2-6 semanas, se pueden observan para los casos 

sintomáticos, los síntomas propios de una hepatitis y síntomas no-específicos, como 

fiebre, náuseas, dolor abdominal, vómitos, anorexia, hepatomegalia (Kamar et al., 2014; 

Ahmed et al., 2015), mialgias, artralgias, orina oscura, heces claras (Sayed et al., 2015) 

y niveles aumentados de transaminasas hepáticas (Hoofnagle et al., 2012; Wedemeyer 

et al., 2012). Además, en los países en desarrollo se ha observado ictericia en un 40% 

de los casos y en un 75% para los países desarrollados (Kamar et al., 2014).  

Con respecto a las mujeres embarazadas, la mayoría de la información clínica ha sido 

obtenida de Asia (particularmente India) y África. Hasta el momento, se han reportado 

15 casos en países industrializados y 2 casos autóctonos en Europa (Lachish et al., 

2015).  

Inicialmente, los síntomas no difieren entre una mujer embarazada y no embarazada, 

sin embargo, en un corto período de tiempo, estas manifestaciones clínicas pueden 

progresar a una falla hepática aguda y como consecuencia, producen una coagulación 

intravascular diseminada, encefalopatía y edema cerebral en un 70% de los casos 

(Khuroo et al., 2003). El coma hepático es la complicación más común, llegando al 100% 

de mortalidad (Kaskheli et al., 2015). Dependiendo de la severidad de los síntomas y la 

carga viral, puede ocurrir la mortalidad fetal o materna, especialmente en el tercer 

trimestre, pudiendo observarse parto prematuro, bajo peso al nacer, mortinato o la 

muerte del recién nacido en un 25% al 56% de los casos (Chaundhry et al., 2015; Sayed 

et al., 2015). 

La explicación de estos casos fatales se debe a que durante el embarazo, el sistema 

inmune es alterado para proteger al feto de ataques proviniendo del sistema inmune 

propio de la madre, aunque estos cambios también afectan la forma en que el sistema 

inmune responde a los agentes infecciosos (Pal et al., 2005, Jilani et al., 2007; Patra et 

al., 2007; Prusty et al., 2007, Bose et al., 2011; Prabhu et al.,2011; Salam et al., 2013; 

Arya et al., 2014, Kumar et al., 2014; Ramdasi et al., 2014; Sehgal et al., 2015; 

Bhatmagar et al., 2016; Kmush et al., 2016). Precisamente, uno de los principales 

cambios es el descenso de CD4 e incremento de CD8, por lo tanto, una disminución en 

la relación CD4/CD8, debido a una variación significativa en los niveles hormonales 

(aumento de progesterona, estrógeno y gonadotropina coriónica humana) 

(Navaneethan et al., 2008). Se ha demostrado que el aumento de estas hormonas posee 

un fuerte efecto supresivo en la inmunidad celular e intervienen en la apoptosis linfocítica 

vía el factor de transcripción NF-κB, el cual participa en el desarrollo hepático y 

regeneración (Prusty et al., 2005). En las mujeres con FHF, se ha observado una 

completa supresión del componente principal de NF-κB, manifestándose como 

apoptosis hepática. Además, estas hormonas esteroideas juegan un rol importante en 

la replicación viral, aumentando la predisposición a la infección viral (Jilani et al., 2007; 

Kar et al., 2008). 

Paralelamente, se han reportado varias manifestaciones clínicas extra-hepáticas. Entre 

ellas, neurológicas (síndrome de Guillain-Barré, amiotrofia neurálgica, encefalitis y 

mielitis (Geurtsvankessel et al., 2013; Van den berg et al., 2014; Dalton et al., 2016b; 

Fukae et al., 2016; Stevens et al., 2017) y renales (glomerulonefritis membranosa y 

membranoproliferativa) (Kamar et al., 2012b; Taton et al., 2013; Guinault et al., 2016). 
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Figura 14. Representación esquemática del HEV3 en países desarrollados.  

La mayoría de los casos causa una infección asintomática, solo una minoría produce hepatitis 

clínica aparente. Las zonas azul y gris representan pacientes sintomáticos pero actualmente 

sin ser reconocidos, esto incluye a los pacientes con distintos síndromes neurológicos 

asociados a HEV.  Extraído de Brendan et al., 2017. 

 

1.7.2. Infección de HEV en animales. 

 

Las infecciones naturales y experimentales en suinos resultan en un curso de infección 

subclínico, con solamente lesiones microscópicas medias en el hígado y nodos linfáticos 

asociados (Meng et al., 1997a; Halbur et al., 2001). La viremia dura 1-2 semanas y 

durante 3-7 semanas ocurre la expulsión de HEV en materia fecal (Meng et al., 1997a; 

Halbur et al., 2001; Meng et al., 2011). La infección por HEV en cerdos es dependiente 

de la edad, para los 18 meses de edad se pueden encontrar hasta un 86% de cerdos 

infectados (Leblanc et al., 2007). La transmisión entre cerdos ocurre por la vía fecal-oral, 

en contacto directo con otros animales y su excreta y por agua contaminada 

(Kasorndorkbua et al., 2004; Albinana-Gimenez et al., 2006; Bouwknegt et al., 2008b; 

Feagins et al., 2008b., Meng et al., 2011). 

Por otro lado, HEV de ratas se ha propuesto que posee una prevalencia mundial (Kamar 

et al., 2010b; Purcell et al., 2011; Mulyanto et al., 2014), donde las ratas adquieren el 

virus a una edad temprana y la infección generalmente prosigue sin síntomas visibles 

(Purcell et al., 2011). 

HEV aviar presenta un distinto curso de infección, con un alto nivel de infección 

subclínica y con tasas de mortalidad de 0,3-1,0% (Huang et al., 2002; Sun et al., 2004; 

Peralta et al., 2009). Los signos clínicos pueden incluir una gran disminución en la 

producción de huevos hasta el 20%, aumento de tamaño del hígado y bazo y muerte 

aguda de las aves afectadas (Meng et al., 2008). 
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1.8. Diagnóstico. 

 

 

La infección por HEV puede ser diagnosticada indirectamente, detectando anticuerpos 

anti-HEV en el suero o directamente, detectando el ARN viral en las heces, sangre u 

otros fluidos corporales (Aggarwal et al., 2000; Aggarwal et al., 2013; Kamar et al., 2014) 

El ARN viral es detectable en sangre y materia fecal durante el período de incubación, 

persistiendo por 4 y 6 semanas, respectivamente.  

Se puede detectar una corta respuesta de IgM a las 2-6 semanas, cerca del momento 

donde las enzimas hepáticas incrementan su nivel (alanina aminotransferasa, aspartato 

aminotransferasa) y persiste de 6 a 9 meses, mientras que la tardía respuesta de IgG 

puede perdurar durante varios años (Huang et al., 2010; Kamar et al., 2017). 

Actualmente, existen tests comerciales para la detección indirecta de HEV, mayormente 

utilizando el enzimoinmunoensayo indirecto para detectar anticuerpos contra la proteína 

de la cápside viral (ORF2) y ocasionalmente contra el ORF3, para detectar ya sea la 

respuesta IgM, indicando una infección aguda, o IgG, implicando una infección pasada 

(Aggarwal et al., 2013). 

Sin embargo, esta técnica es considerada sub-óptima, ya que demuestra alta 

variabilidad inter-ensayo (Aggarwal et al., 2016).  

Por otro lado, la detección molecular del ARN viral es considerada la metodología gold-

standard, amplificando regiones en el genoma conservadas entre los genotipos, 

permitiendo, a su vez, genotipificar al secuenciar distintas regiones genómicas 

(Abravanel et al., 2012; Abravanel et al., 2013).   

Figura 15.  Curso de infección de HEV.  

Etapas de detección del ARN viral y de los anticuerpos IgM, IgG durante la infección de 

hepatitis E. 

Extraído y adaptado de Kamar et al., 2017. 
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1.9. Modelos de cultivo celular. 

 

Históricamente, HEV ha sido extremadamente difícil de aislar in vitro, obstaculizando 

profundizar el estudio de su ciclo de replicación al no existir un sistema eficiente de 

cultivo celular (Nimgaonkar et al., 2018).   

HEV fue aislado por primera vez en células 2BS (línea finita de pulmón embrionario 

humano) (Huang et al., 1992a; b), no obstante, luego se realizaron intentos de propagar 

el virus en otras líneas más adecuadas y más sencillas de cultivar (Huang et al., 1992a; 

b). 

Subsiguientemente, se reportaron otras líneas celulares como A549 (adenocarcinoma 

pulmonar humano), PLC/PRF/5 (hepatocarcinoma humano) y HepG2 (hepatocarcinoma 

humano) en donde se obtuvo el aislamiento, incluyendo a su vez hepatocitos primarios 

de primates no-humanos (chimpancés, macacos cynomolgus, tamarinos y mono verde 

africano) (Kane et al., 1984; Arankalle et al., 1988; Huang et al., 1992; 1995; 1999; 

Kazachkov et al., 1992; Tsarev et al., 1994; Li et al., 1996; Meng et al., 1996; 1997b; 

Tam et al., 1996a; b; 1997; Wei et al., 2000).  

Posteriormente, en un estudio se analizaron 21 líneas continuas potenciales para 

propagar HEV, incluyendo las 3 mencionadas anteriormente, sin embargo, sólo fue 

posible aislarlo en A549 y PLC/PRF/5 (Tanaka et al., 2007).   

Precisamente, otro estudio demostró que varias cepas de los genotipos 1, 3 o 4 de 

muestras de suero pudieron infectar y replicar HEV en A549 (Okamoto, 2013).  

Paralelamente, estudios iniciales no lograron aislar RHEV en líneas celulares derivadas 

de ratas, sin embargo, si fue posible propagar RHEV en líneas de hepatoma humano 

(HepG2, HuH-7, PLC/PRF/5) (Jirintai et al. 2014). Asimismo, la susceptibilidad de las 

ratas a genotipos de HEV humanos permanece controversial, un estudio no registró la 

infección de cepas humanas en ratas por medio de una inyección intravenosa (Li et al., 

2013a). 

A pesar de estos avances, actualmente no existe un único sistema eficiente ni de 

sencilla implementación y reproducibilidad para el aislamiento de HEV. 

iPSC: Células madre pluripotentes inducidas. *S10-3 es un sub-clon de Huh7 seleccionado por su 

habilidad para producir la cepa infecciosa Sar55. 

Tabla 3. Modelos in vitro para estudiar HEV Orthohepevirus A. 

Extraído de Nimgaonkar et al., 2018. 
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2. Hipótesis de trabajo. 

 

El impacto producido por enfermedades emergentes constituye un problema de 

creciente preocupación desde el punto de vista sanitario y clínico. Indudablemente, este 

es el caso de HEV, ya que desde hace algunos años la Sección Virología ha detectado 

y reportado en varias publicaciones científicas, los primeros casos autóctonos de 

infección por el virus en humanos, siendo principalmente asociados a HEV3, el cual se 

encuentra ampliamente distribuido en el mundo. Por otro lado, también se halló 

evidencia de un caso perteneciente al HEV1, asociado a casos esporádicos nunca antes 

identificados en el Cono Sur. Paralelamente, mediante análisis moleculares se 

comprobó que dichas cepas están filogenéticamente emparentadas con aislados suinos 

europeos, sugiriendo un origen zoonótico de la infección, la cual es, además de la vía 

fecal-oral, una de las principales vías de transmisión. Asimismo, se detectaron cepas en 

cerdos nacionales, el principal reservorio para HEV, sugiriendo que la transmisión 

zoonótica a partir de reservorios animales mamíferos juega un rol preponderante en la 

diseminación del HEV en las regiones no endémicas como América del Sur. 

Particularmente, la escasa información disponible referente a aspectos de biología viral 

de HEV junto con el creciente número de casos clínicos reportados en nuestro país, 

hace necesario profundizar en el estudio de este virus emergente. 

Son extremadamente escasos los antecedentes de análisis proteómicos y 

transcriptómicos con HEV a nivel mundial, por lo que se trata de un estudio pionero para 

Uruguay y América Latina sobre un virus que se encuentra creciendo en incidencia e 

importancia tanto en países desarrollados como en países en desarrollo no endémicos.  

Hasta el momento, el entendimiento de la biología viral de HEV es muy limitado y las 

opciones terapéuticas son pocas, esto se debe parcialmente a la falta de modelos 

animales robustos y convenientes (Debing et al., 2016). Al presente no se han reportado 

estudios que evalúen la capacidad de HEV humano de infectar cultivos primarios de 

hepatocitos de ratas, por lo que el siguiente proyecto plantea analizar dicha posibilidad. 

Actualmente, no existe un sistema sencillo de aislamiento viral para HEV in vitro, lo cual 

es esencial para el mejor entendimiento de la biología del virus, incluyendo la interacción 

entre el mismo y las células hospedero. 

A nivel mundial, solamente existen dos estudios sobre proteómica, ambos en suinos 

(Lee et al., 2011), uno de ellos para HEV4 de muestra fecal porcina (Shen et al., 2014), 

por lo que este proyecto resulta ser pionero para HEV3 en muestras de suero humanas. 

Además, cabe destacar que sólo se han reportado dos análisis transcriptómicos para 

HEV en cultivos celulares, el primero involucrando la transfección de un clon de genoma 

completo HEV1 en células Huh-7 (Jagya et al., 2014) y el segundo consistiendo en la 

transfección de un vector recombinante con ORF3 porcino en células HepG2 (Xu et al., 

2016a). Por lo tanto este proyecto también resulta ser novedoso al realizarse por primera 

vez en un cultivo celular infectado con HEV3 humano.  

Es notable la falta de información respecto al ciclo viral, por lo cual el presente proyecto 

propone brindar herramientas para ayudar a comprender los cambios en los genes y las 

proteínas celulares para los cultivos infectados con HEV en comparación con células 

control y así eventualmente elucidar mecanismos moleculares asociados con la 

alteración de la función debido a la replicación viral. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo general 

 

El presente trabajo pretende realizar una primera aproximación a análisis 

transcriptómicos y proteómicos de la respuesta celular frente a la infección por HEV, 

analizando los cambios moleculares inducidos por la replicación viral en células A549 y 

evaluar la posibilidad de aislar HEV en líneas celulares específicamente hepáticas. 

 

3.2.  Objetivos específicos. 

 

 Aislamiento de  HEV in vitro. 

Aislar HEV in vitro en una línea celular continua hepática HepG2 (células de 

hepatocarcinoma humano) y en A549 (células epiteliales de adenocarcinoma 

pulmonar humano) a partir de sueros de pacientes infectados con HEV. 

Asimismo, se evaluará la posibilidad de aislar HEV en cultivo primario de 

hepatocitos de rata neonata. 

 

 Optimización de metodologías bioquímicas y moleculares. 

Optimizar e implementar las metodologías para llevar a cabo los protocolos de 

proteómica y transcriptómica para el estudio del impacto de la replicación viral 

sobre la expresión génica de la línea celular infectada. 

 

 

 Análisis transcriptómicos. 

Efectuar análisis de transcriptómica con el fin de determinar de forma cuali-

cuantitativa los genes diferencialmente expresados en las células A549 

infectadas con el virus. 

 

 

 Análisis proteómicos. 

Realizar estudios proteómicos comparativos para analizar la expresión 

diferencial de las proteínas en las células A549 infectadas y sin infectar. 
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4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL - MATERIALES Y 

MÉTODOS. 

 

4.1. Aislamiento viral. 

 

4.1.1 Células A549. 

 

Las células A549 (Células adenocarcinómicas humanas de epitelio basal alveolar 

ATCC® CCL-185™) se propagaron en medio de crecimiento DMEM/F-12 GlutaMAX™, 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco, Invitrogen, Life Technologies) suplementado 

con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Invitrogen, Life Technologies), 100 µg/ml de 

estreptomicina (Gibco, Invitrogen, Life Technologies), 100 unidades/ml de penicilina 

(Gibco, Invitrogen, Life Technologies), 2,5 µg/ml de anfotericina B (Gibco, Invitrogen, 

Life Technologies) 2 mM de glutamina (Gibco, Invitrogen, Life Technologies) y 3,0 g/L 

de caldo sulfato de triptosa estéril (TPB, Sigma Aldrich, Merck) en una atmósfera 

húmeda a 37ºC con 5% CO2.  

El aislamiento de HEV fue llevado a cabo según el protocolo detallado por Zhang et al., 

2011 con modificaciones. A partir de tres sueros humanos S1, FA3 (S2) y HEUY8 (S3) 

infectados con HEV pertenecientes al HEV3 (Mirazo et al., 2011), se prepararon los 

inóculos virales. En primer lugar, se diluyeron al medio los sueros en DMEM/F-12 (sin 

SFB) /PBS-BSA 0,2% (buffer fosfato salino-seroalbúmina bovina) y se filtraron a través 

de un microfiltro estéril de 0,22 µm de tamaño de poro (Millex-GV; Millipore). Se incluyó 

además el suero S2 en una dilución al quinto (S4).  

Posteriormente, en una placa de 24 wells, las monocapas de células con una 

confluencia de 60-70% se lavaron repetidamente con PBS 1X y se procedió a la 

infección viral por duplicado con un volumen de 100 µl (500 µl para S4), incubándose 

por 3 horas a 37ºC, incluyéndose dos controles de células sin infectar.  

Subsiguientemente a la incubación, el inóculo fue retirado, lavándose la monocapa 

celular con PBS 1X y luego se agregó medio de mantenimiento (DMEM/F-12, 5% de 

SFB, 100 µg/ml de estreptomicina, 100 unidades/ml de penicilina, 2,5 µg/ml de 

anfotericina B, 2 mM de glutamina y 3,0 g/L de caldo sulfato de triptosa estéril).  

A continuación, cada 72 horas las monocapas celulares se lavaron repetidamente con 

PBS 1X, se tripsinizaron en 0,25% de tripsina (PAN-Biotech) y las células fueron 

replicadas con una dilución al cuarto en medio de crecimiento fresco (conteniendo 10% 

de SFB).  

Las células infectadas fueron sometidas a pasajes seriados mientras se mantuvieron 

viables, examinándolas periódicamente en microscopio óptico invertido.  
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4.1.1.1. Reinfección de HEV. 

 

Consecutivamente al aislamiento viral, se evaluó la reinfección de HEV a las 48, 72 y 96 

horas post infección, utilizando como inóculo el pasaje celular que presentó mayor 

número de copias de ARN (se detalla más adelante), el cual fue congelado y 

descongelado en nitrógeno líquido repetidamente. Por lo tanto, se infectó con el inóculo 

viral del pasaje celular seleccionado diluido al cuarto en medio DMEM/F-12 0% FSB con 

un volumen final de 250 µl (por duplicado para cada condición e incluyendo controles 

de células) en una placa de 12 wells con una confluencia de 60-70%, previamente 

lavada con PBS 1X.  

La infección fue incubada por 1 hora a 37ºC, luego se retiró el inóculo, lavándose la 

monocapa y agregándose medio de mantenimiento.  

Finalmente, las células fueron cosechadas a las 48, 72 y 96 horas, respectivamente. 

 

4.1.2. Células HepG2. 

 

Las células HepG2 (Células humanas de carcinoma hepatocelular ATCC® HB-8065™) 

fueron propagadas en medio de crecimiento DMEM High Glucose (Invitrogen, Life 

Technologies) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Invitrogen, Life 

Technologies), 100 µg/ml de estreptomicina (Sigma-Aldrich), 100 unidades/ml de 

penicilina (Gibco, Invitrogen, Life Technologies), 2.5 µg/ml de anfotericina B (Gibco, 

Invitrogen, Life Technologies) y 2mM de glutamina (Gibco, Invitrogen, Life Technologies) 

en una atmósfera húmeda a 37ºC con 5% CO2.  

Para realizar el aislamiento de HEV, primeramente se preparó el inóculo viral, 

consistiendo en una dilución al medio en medio DMEM libre de SFB del último pasaje 

de aislamiento obtenido por A549 del suero S2 (congelado y descongelado en nitrógeno 

líquido) seleccionado en un volumen final de 500 µl, el mismo fue utilizado para infectar 

botellas de cultivo F25 con una confluencia de monocapa de 60-70%, las cuáles fueron 

previamente lavadas con PBS 1X y se incluyeron además controles de células.  

Una vez incubado por 1:30 horas a 37 ºC, el inóculo viral fue retirado, lavándose la 

monocapa celular con PBS 1X y se agregó medio de mantenimiento (DMEM High 

Glucose, 5% de SFB, 100 µg/ml de estreptomicina, 100 unidades/ml de penicilina, 2,5 

µg/ml de anfotericina B y 2 mM de glutamina). 

Las células fueron posteriormente replicadas cada 72 horas, lavándose repetidamente 

con PBS 1X, se tripsinizaron en 0.25% de tripsina (PAN-Biotech) y las células fueron 

replicadas con una dilución al cuarto en medio de crecimiento fresco (conteniendo 10% 

de SFB) durante 10 pasajes seriados, controlando su evolución bajo el microscopio 

óptico invertido.  

 

4.1.2.1. Reinfección de HEV. 

 

Se analizó la reinfección viral a las 48, 72 y 96 horas post infección con el pasaje 

seleccionado de HepG2 en las mismas condiciones que las descritas para A549. 



          Materiales y Métodos 

 
42 

 

 

 

 

4.1.3. Obtención de cultivo primario de hepatocitos de rata. 

 

Primeramente, se preparó el medio de cultivo de hepatocitos, conteniendo DMEM/F-12 

GlutaMAX™, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco, Invitrogen, Life Technologies), 

suplementado con 15% de suero fetal bovino (SFB) (Invitrogen®, Life Technologies), 

100 µg/ml de estreptomicina (Gibco, Invitrogen®, Life Technologies), 100 unidades/ml 

de penicilina (Gibco, Invitrogen®, Life Technologies), 2,5 µg/ml de anfotericina B (Gibco, 

Invitrogen®, Life Technologies) 2 mM de glutamina (Gibco, Invitrogen®, Life 

Technologies) y 10 mg/ml de insulina (Sigma-Aldrich). 

Los cadáveres frescos de ratas neonatas (Rattus rattus) fueron cedidos por el 

departamento de Fisiología de Facultad de Medicina, UdelaR.  

Inmediatamente, los animales fueron transportados a la Sección Virología, Facultad de 

Ciencias manteniéndose en frío hasta su procesado.  

A continuación, se procedió a la disección y extracción de los hígados con instrumental 

quirúrgico estéril, separando el tejido conjuntivo. Se llevó a cabo la optimización del 

procedimiento, para lo cual, se realizó un pool de los hígados disgregándolos 

mecánicamente y enzimáticamente con bisturí y mortero en placa de Petri con una 

solución de 0,25% de tripsina (PAN-Biotech), luego, la suspensión fue centrifugada 

durante 10 minutos a 2000 RPM, recuperándose el sobrenadante, el cual se plaqueó 

sobre una placa de 6 wells en medio de cultivo de hepatocitos y se incubaron a 37 ºC 

en un ambiente humidificado con 5% CO2.  

El pellet resultante de la centrifugación fue resuspendido en solución de tripsina 0,25% 

nuevamente y se sometió a agitación por 1 hora a 100 RPM a 37 ºC, una vez disgregado 

se plaqueó sobre una placa de 6 wells como se describe anteriormente. 

El medio de hepatocitos fue sustituido por primera vez a las 96 horas post plaqueo, 

cambiándoselo sucesivamente cada 4 días y fueron replicadas por primera vez a los 11 

días. 

 

4.1.3.1. Tinción Ácido Periódico-Schiff (PAS). 

 

Con el objetivo de confirmar la presencia de hepatocitos diferenciados, se realizó la 

tinción PAS para identificar la producción de glucógeno. El fundamento de esta tinción 

consiste en que los carbohidratos que contienen grupos hidroxilos adyacentes (1, 2-

glycol), encontrados en el glucógeno, son oxidados por el ácido periódico para producir 

grupos aldehídos adyacentes. Por lo tanto, estos grupos aldehídos reaccionan con el 

reactivo de Schiff produciendo en consecuencia una coloración magenta en las áreas 

que poseen estos carbohidratos. 

Según las especificaciones de Leyca, Microsystems con modificaciones, a los 8 días 

post plaqueo, la monocapa de hepatocitos fue lavada con PBS 1X y se fijaron las células 
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con una solución de formaldehído-PBS 4% por 20 minutos, luego de ese período se 

retiró la solución de fijación y las células fueron lavadas 3 veces con PBS 1X. 

Posteriormente, a temperatura ambiente se le agregó a la placa la solución de ácido 

periódico 0.5% (volumen necesario para cubrirla) dejándola reposar por 5 minutos, se 

lavó repetidamente con agua miliQ, inmediatamente, se colocó el reactivo de Schiff 

(Droguería Industrial Uruguaya, Emilio Benzo S.A.) incubándose por 15 minutos y se 

lavó nuevamente con agua miliQ por 10 minutos. Subsiguientemente, se deshidrató 

mediante dos cambios de etanol 95% y etanol absoluto, incubándose 2 minutos cada 

uno. Por último, se removió el etanol y se observó en microscopio óptico invertido. 

 

 

4.1.3.2. Aislamiento viral en hepatocitos. 
 

A los 11 días post plaqueo se realizó la primera infección de HEV, se utilizó 100 µl del 

pasaje de A549 de FA3 (previamente congelado y descongelado en nitrógeno líquido) 

que presentó mayor número de copias de ARN en 300 µl de medio de hepatocitos 0% 

FSB como inóculo viral, se incubó por 1:30 horas a 37 ºC 5% CO2, lavándose con PBS 

posteriormente y se le agregó medio de hepatocitos con 5% SFB, a los 7 días post 

infección se cosecharon las células.  

Además, a los 11 días post plaqueo, se realizó el primer pasaje celular y se llevó a cabo 

la segunda infección en las células replicadas en las mismas condiciones descritas, 

realizándose un pasaje post infección a los 3 días, permitiéndoles crecer por 3 días más, 

cosechando finalmente las células. Incluyéndose controles de células. 

 

4.2. Análisis de Mycoplasma sp. en cultivos celulares. 

 

Los Mycoplasmas son bacterias carentes de pared celular que pertenecen a la clase 

Mollicutes, los mismos pueden permanecer en los cultivos celulares por largos períodos 

de tiempo sin evidencia de afectar visiblemente al cultivo. Sin embargo, los 

Mycoplasmas pueden causar alteraciones extensas al cultivo (Drexler y Uphoff, 2000). 

La frecuencia de contaminación es alrededor del 10-30%. Los Mycoplasmas sp. 

infectivos están limitados a unas pocas especies dentro del género Mycoplasma y 

Acholeplasma, siendo los humanos, suinos y bovinos sus hospederos naturales.  

Por lo tanto, se deben establecer métodos de detección de alta sensibilidad y 

especificidad como el ensayo de PCR con primers específicos que amplifican una región 

conservada del ARN ribosomal 16s de Mycoplasmas (Drexler y Uphoff, 2004) (Tabla 4).   

Se analizaron las células A549 y HepG2 según el protocolo de Drexler y Uphoff, 2004 

con modificaciones. Las células y los sobrenadantes cosechados, correspondiéndose a 

1 ml, fueron centrifugados 5 minutos a 2000 RPM, lavándose el pellet obtenido con PBS 

1X y re-centrifugándose, (el procedimiento fue repetido 3 veces), el pellet fue finalmente 

resuspendido en 50 µl de PBS 1X. Posteriormente, la suspensión fue calentada a 85ºC 

por 15 minutos para liberar el ADN y se centrifugó nuevamente. Se utilizó el 

sobrenadante como molde para la PCR.  
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La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 25 µL, utilizándose 1X de Taq Buffer 

con KCl (Thermo Scientific®), 2 mM de MgCl2 (Thermo Scientific®), 0,2 mM de dNTPs 

mix, 1 µM de cada primer, 1,5 U de la enzima Taq™ DNA Polymerase (Thermo 

Scientific®) de acuerdo a las especificaciones del fabricante, añadiéndose a la mezcla 

2,5 µL de ADN y agua UltraPure™ DNase/Rnase-Free Distilled Water-DEPC 

(Invitrogen®),  hasta completar el volumen.  

El protocolo de ciclado consistió en una desnaturalización inicial a 95 °C por 5 minutos, 

realizándose 35 ciclos a 95 °C por 45 segundos, 55 °C por 45 segundos y 72 °C por 45 

segundos. Seguido de un paso de extensión final a 72 °C por 10 minutos. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

4.3. Detección de HEV en cultivos celulares. 

 

 

4.3.1. Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). 

 

Se optimizó y se llevó a cabo la técnica de inmunofluorescencia para evidenciar la 

presencia de antígenos virales pertenecientes a HEV en los aislamientos.  

Fueron analizaron los pasajes post-infección (ppi) 11, 15 y 20 correspondientes a A549. 

Con respecto al ppi 11, al momento de replicar las células, se retiró 150 µl de células 

tripsinizadas para colocar sobre un portaobjetos, permitiéndole secar. Conjuntamente, 

con el propósito de analizar la efectividad de la reinfección, se realizó una reinfección 

con el ppi 15 como inóculo como se describió en 4.1.1.1 creciéndose por 72 horas, luego 

se realizó el mismo procedimiento que para el ppi 11.  

Para el ppi 20, las células fueron crecidas directamente sobre cubreobjetos estériles en 

una placa de 6 wells incubándose por 3 días, posteriormente, los cubreobjetos fueron 

secados en cámara de flujo. Se incluyeron controles de células sin infectar en todos los 

ensayos. 

En todos los casos, se fijaron las láminas sumergiéndolas en solución de fijación 

conteniendo formaldehído 4% por 20 minutos, lavándose dos veces con PBS 1X. A 

continuación, se llevó a cabo la permeabilización de las membranas celulares con el 

detergente no-iónico Tritón X-100 al 0,1% durante 10 minutos y se lavó con PBS 1X. 

Subsiguientemente, se realizó el bloqueo de las láminas para impedir interacciones 

inespecíficas por parte de los anticuerpos, para ello se cubrieron en solución PBS-BSA 

1% incubándose overnight a 4 ºC.  Posteriormente, se retiró la solución de bloqueo y se 

Nombre 
primer 

Polaridad Secuencia nucleotídica 
Fragmento 
esperado 

ADNr 16s a 

Myco5 Sentido  5’-YGCCTGRGTAGTAYGYWCGC-3’ 600 pb  
(pares de bases) Myco3 Antisentido 5’-GCGGTGTGTACAARACCCGA-3’ 

Tabla 4. Primers utilizados para el análisis de micoplasmas en los cultivos 

celulares. 

a. Drexler y Uphoff, 2004. 
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añadió una dilución 1/200 en PBS-BSA 1% del anticuerpo primario monoclonal de ratón 

reconociendo la proteína de cápside de HEV (Abcam), durante 1 hora a temperatura 

ambiente.  

Ulteriormente, las placas fueron lavadas con PBS-BSA 1% 3 veces cada 5 minutos, 

luego, para los ppi 11 y 20 se utilizó una dilución 1/500 en PBS-BSA 1% del anticuerpo 

secundario anti-ratón IgG H&L conjugado a isotiocianato de fluoresceína, FITC (Abcam), 

incubándose en oscuridad por 1 hora a temperatura ambiente. Sin embargo para el ppi 

15, se utilizó una dilución 1/500 en PBS-BSA 1% del anticuerpo secundario anti-ratón 

IgG H&L conjugado al fluoróforo Alexa Fluor® 555 (Abcam) incubándose en oscuridad 

por 1 hora a temperatura ambiente. 

A continuación, se lavaron las placas 2 veces con PBS-BSA 1% cada 5 minutos y se 

realizó un último lavado en PBS 1X. 

Las láminas para los ppi 11 y 20 fueron incubadas posteriormente con una dilución 1/400 

en PBS 1X del marcador DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol) por 2 minutos a temperatura 

ambiente en oscuridad, el cuál tiñe los núcleos al unirse a regiones AT en el ADN 

emitiendo fluorescencia azul, lavándose por último con PBS 1X. Los portaobjetos 

correspondientes al ppi 15 fueron incubados con la tinción nuclear azul de Evans en una 

dilución 1/30000 durante 5 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. 

Las láminas se secaron y se montaron al cubreobjetos con glicerol estéril 70%.  

Finalmente, fueron visualizadas en el microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse 80 

i. 

 

4.3.2. Extracción de ARN total celular. 
 

Se realizó la extracción del ARN total por medio del método de Trizol™ (Invitrogen®, 

Thermo Scientific) según las epecificaciones del fabricante. Las monocapas en botella 

F25 de los ppi 9, 10, 11, 15, 20 y 22 de A549 y las monocapas de los ppi 1 al 10 de 

HepG2 fueron lavadas con PBS 1X, se tripsinizaron y se les agregó medio de 

mantenimiento, utilizándose 1,5 ml para la extracción de ARN, 1 ml para continuar 

propagando el aislamiento y 1,5 ml se guardó como stock.  Con respecto al aislamiento 

de los cultivos primarios de hepatocitos, luego de lavar las monocapas, se extrajo 1,5 

ml de las 2 infecciones realizadas en placas de 6 wells. 

Para llevar a cabo la extracción, los ppi seleccionados se centrifugaron a 1500 RPM por 

5 minutos para recuperar las células, lavándose el pellet con PBS 1X, se añadió 1 ml 

del reactivo Trizol™ al pellet celular y se dejó 5 minutos en reposo a temperatura 

ambiente. Luego, se agregó 200 µl de cloroformo, vortexeando por 15 segundos y 

dejándose reposar por 3 minutos. A continuación, se centrifugó por 15 minutos a 14000 

RPM 4 ºC, recuperándose la fase acuosa y se añadió 500 µl de isopropanol, 

mezclándose por inversión unos segundos y se dejó reposar por 10 minutos en hielo.  

Posteriormente, se centrifugó 10 minutos a 14000 RPM 4 ºC, descartándose el 

sobrenadante, para añadirle 1 ml de etanol 75% al pellet.  Seguidamente, se centrifugó 

por 2 minutos a 14000 RPM 4 ºC, se retiró el sobrenadante, permitiéndole al pellet secar 

por unos minutos.  

Finalmente, el pellet fue resuspendido en 30 µl de agua DEPC (Invitrogen®), 

calentándose ligeramente por 10 minutos a 60 ºC para facilitar su disolución.  

Por último, se midió su concentración y la relación de absorbancias 260/280 nm en 
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NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific®). El ARN obtenido fue alicuotado y almacenado a 

-80 ºC hasta su análisis para preservar su integridad. 

 

 

4.3.3. Retrotranscripción-Reacción en cadena de la polimerasa 

tiempo final (RT-PCR). 

 

A partir del ARN total obtenido para A549, se llevaron a cabo tres RT-PCR para regiones 

distintas del genoma viral, que amplifican la cápside (CAP) codificada por ORF 2 y la 

metiltransferasa (MT) y replicasa (REP) correspondientes al ORF 1 (Tabla 5), con el 

propósito de detectar el ARN de HEV en los pasajes celulares. Incluyéndose en todas 

las reacciones un control negativo con agua estéril libre de nucleasas (UltraPure™ 

DNase/Rnase-Free Distilled Water-DEPC, Invitrogen®) en lugar de ARN. 

   

 

 

 Retrotranscripción (RT) 

Para las regiones de MT y CAP se realizó la reacción en un volumen final de 20 µl. Se 

utilizó 5 µl de ARN, 1 µM de primer y se completó con agua DEPC, se incubó a 70 ºC 

por 5 minutos y se colocó inmediatamente en hielo. Luego, fue adicionado el mix de 

reacción conteniendo1X Reaction buffer, 1 mM dNTPs y 200 U de la enzima RevertAid 

Reverse Transcriptase (Thermo Scientific®) como concentraciones finales, incubándose 

Nombre 
primer 

Round 
PCR 

Polaridad 
Posición 

nulceotídica 
Secuencia nucleotídica 

Fragmento 
esperado 

Tm 

MT (ORF 1) a 

HEA1 RT / 1º Antisentido 419-397 5’-CCATCRARRCAGTAAGTGCGGTC-3’ 

287 pb 

50ºC 
HES1 1º Sentido 54-77 5’-CTGGCATYACTACTGCYATTGAGC-3’ 

HEA2 2º Antisentido 336-313 5’-GGCAGWRTACCARCGCTGAACATC-3’ 
50ºC 

HES2 2º Sentido 50-70 5’-CTGCCYTKGCGAATGCTGTGG-3’ 

CAP (ORF 2) b 

3157 RT / 1º Antisentido 6395–6417 5’-CCCTTATCCTGCTGAGCATTCTC-3` 

348 pb 

58ºC 
3156 1º Sentido 5687–5708 5’-AAT(C)TATGCC(A)CAGTACCGGGTTG-3’ 

3159 2º Antisentido 6298–6319 5’-AGCCGACGAAATC(T)AATTCTGTC-3’ 
58ºC 

3158 2º Sentido 5972–5993 5’-GTT(C)ATGC(T)TT(C)TGCATACATGGCT-3’ 

REP (ORF 1) c 

REAP 1º Antisentido 5276–5301 5’-GGGGTTGGTTGGATGAATATAGGGGA-3’ 

600 pb 

56ºC 
RESP 1º Sentido 4535–4557 5’-TGGAAGAARCAYTCYGGTGAGCC-3’ 

RIAP 2º Antisentido 5257–5278 5’-GGAGTGCGAAGGGCTGAGAATC-3’ 
58ºC 

RISP 2º Sentido 4571–4593 5’-TGGAAYACYGTCTGGAAYATGGC-3’ 

Tabla 5.  Sets de primers utilizados para la detección de HEV en los cultivos celulares.  

a. Wang et al., 1999. Las posiciones nucleotídicas son de acuerdo a la cepa de referencia US AF060668. 
b. Meng et al., 1997a. Las posiciones de los primers son en relación a la secuencia publicada de una cepa HEV Birmana (Tam et    al., 

1991). 
c. Takahashi et al., 2002. Las posiciones nucleotídicas mencionadas son en referencia a la cepa HE-JI4 (Takahashi et al., 2002). 
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por 1 hora a 42 ºC y posteriormente a 70 ºC durante 15 minutos.  

En el caso de REP, se optimizó el procedimiento, realizándose en las mismas 

condiciones antes descritas, excepto que se utilizó 0,2 µg de random hexámeros como 

primers (Thermo Scientific®) y por lo tanto se agregó un paso de incubación de 10 

minutos a 25 ºC previo a la etapa de 1 hora 42 ºC.  

 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

 

Para las tres amplificaciones se realizó una nested-PCR, aplicándose las mismas 

condiciones en ambos rounds. La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 50 

µL, utilizándose 1X de Taq Buffer con KCl (Thermo Scientific®), 2 mM de MgCl2 (Thermo 

Scientific®), 0,2 mM de dNTPs mix, 1 µM de cada primer, 1,5 U de la enzima Taq™ 

DNA Polymerase (Thermo Scientific®) de acuerdo a las especificaciones del fabricante, 

añadiéndose a la mezcla 5 µL de ADNc (ADN copia) y agua DEPC cantidad necesaria. 

El protocolo de ciclado para MT en ambos rounds consistió en una desnaturalización 

inicial a 94 °C por 5 minutos, realizándose 35 ciclos a 94 °C por 1 minuto, 50 °C por 45 

segundos y 72 °C por 1 minuto. Seguido de un paso de extensión final a 72 °C por 10 

minutos. 

El ciclado para la amplificación de ambos rounds de CAP fue, 94ºC - 5 min./ 35 ciclos 

de 94 ºC - 1 min., 58ºC - 45 seg., 72 ºC – 1 min./ y 72ºC – 10 min. 

Finalmente, en el caso de REP para el primer round se utilizó el ciclado de 94 ºC – 5 

min/ 30 ciclos de 94 ºC – 1 min., 56 ºC – 1 min., 72 ºC – 1 min./ 72 ºC – 10 min. En el 

segundo round se modificó la temperatura de hibridación de los primers a 58 ºC. Todas 

las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador applied biosystems® AB-Veriti® 96-

well. 

4.3.4. Electroforesis en gel de agarosa. 

 

Los productos de PCR obtenidos fueron examinados por medio de electroforesis en 

geles de agarosa, sembrándose 10 µL de producto de amplificación junto al buffer de 

carga 6X (Thermo Scientific®) en geles 1,5 % preparados en buffer TAE 1X (Tris, ácido 

acético, EDTA pH=8,4) y conteniendo 2,5 µl del agente intercalante SYBR® Safe 

10000X (Invitrogen®), a un voltaje de 100 V.  

En todos los casos se corrió un marcador de peso molecular 100 pb GeneRuler™ Plus 

DNA Ladder (Thermo Scientific®). 

Los productos corridos en la electroforesis fueron visualizados y fotografiados con un 

transiluminador bajo luz ultravioleta, sincronizado al programa bioinformático 

procesador de imágenes Carestream. 

 

4.3.5. Purificación y secuenciación de productos de PCR. 

 

Para confirmar la identidad de los fragmentos obtenidos, se procedió a la purificación de 

los amplicones de MT por banda de gel, con el Kit comercial Zymoclean™ gel DNA 

Recovery (Zymo Research). Se midió la concentración en ng/µL y la relación de 

absorbancias 260/280 nm en un NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific®).  
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Finalmente, los fragmentos purificados fueron secuenciados por el Servicio 

Secuenciador Automático ABI 3730xl de Macrogen, Corea.  

Posteriormente, la identidad de las secuencias fue confirmada a través de la herramienta 

bioinformática BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) perteneciente a NCBI 

(National Center for Biotechnology Information), empleándose el software BioEdit v. 

7.0.5 para realizar el análisis y edición de las secuencias. 

 

4.3.6. Diseño de curva estándar para cuantificación absoluta por    

Real Time-RT PCR. 

 

Primeramente, para el análisis de la cuantificación absoluta de ARN se debe realizar 

una transcripción in vitro del fragmento de interés, correspondiente en este caso a la 

región de solapamiento ORF2-3 de 137 pb, clonado en un vector plasmídico 

conteniendo el promotor T7 (Figura 16), como se detalla más adelante (Mirazo et al., 

2018). A partir del transcripto obtenido de concentración conocida, se genera una curva 

estándar, basándose en diluciones seriadas de número de copias de ARN viral 

conocido, caracterizándose por una relación lineal inversamente proporcional entre el 

valor de Ct (número de ciclo en el cual la señal de fluorescencia supera el umbral) y el 

logaritmo del número de copias (Higuchi et al., 1993). Por último, se calcula el número 

de copias de la muestra de interés por medio de la regresión lineal de la curva estándar. 

 

 

 

4.3.6.1. Extracción de ADN plasmídico de pJET-ORF2. 

 
 

Inserto de ADN Promotor T7 

Promotor T7 

Promotor T7 

Transcripción in vitro con 

ARN polimerasa T7 

Eliminación del ADN 

molde con DNAsa I 

Transcriptos de ARN 

 

 

Sitio de linealización 

Figura 16. Diagrama de la transcripción in vitro. A partir del vector con el inserto de interés, se 

linealiza, se realiza la transcripción in vitro y luego se elimina el ADN molde. 

Extraído y adaptado del manual de TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit, Thermo Scientific®. 
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A partir de un plásmido pJET 1.2 (Figura 17) conteniendo toda la región ORF2 de HEV 

(previamente clonado) (Mirazo, Tesis Doctoral 2014) conservado en glicerol, se creció 

un mini cultivo. Para ello, se utilizó 3 ml de LB líquido, 3 µl de ampicilina 100 mg/ml y 5 

µl del vector a crecer, incubándose a 37 ºC en agitación a 220 RPM overnight. 

Posteriormente, una vez crecidos los mini cultivos se procedió a la extracción del ADN 

plasmídico por medio del Kit Zyppy™Plasmid Miniprep (Zymo research), según las 

especificaciones del fabricante. A continuación, se midió la concentración en ng/µL y la 

relación de absorbancias 260/280 nm en NanoDrop™ 2000 Thermo Scientific®. 

 

 

4.3.6.2. Linealización del vector. 

 
 

Con el objetivo de obtener una síntesis eficiente de transcriptos de tamaño definido, es 

necesario linealizar el vector, ya que de lo contrario, debido a la alta procesividad de la 

ARN polimerasa, los plásmidos circulares generan largos transcriptos heterólogos en 

elevadas cantidades (TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit, Thermo Scientific®). 

Por lo tanto, se digirió el plásmido con la enzima de restricción NcoI que posee un sitio 

de reconocimiento para dicha enzima, en un volumen final de 10 µl, se añadió 1 U de la 

enzima NcoI (Thermo Scientific®), 1 X de buffer Tango y 1 µg del vector, luego se incubó 

a 37 ºC durante 3 horas y se inactivó a 80 ºC por 20 minutos.  

Subsiguientemente, se realizó una electroforesis en gel de agarosa 0,8% para confirmar 

la efectiva restricción del vector. El plásmido conteniendo el inserto linealizado posee 

una longitud de 5000 pb. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Vector de clonación pJET 1.2/blunt. En la imagen se representan los distintos sitios 

presentes en el vector, la región rep (pMB1) perteneciente al replicón responsable de la replicación, 

un sitio de inicio de replicación, un promotor T7, el gen letal eco47IR y el gen β-lactamasa bla(ApR). 

A la derecha del vector se indica la secuencia del mismo, destacándose el sitio de múltiple clonado, 

los sitios de reconocimientos de distintas enzimas de restricción (NcoI particularmente) y de 

hibridación para los cebadores forward y reverse incluidos en el Kit. (Extraído del manual 

CloneJET™ PCR Cloning Kit). 
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4.3.6.3. Transcripción in vitro. 

 
Es posible llevar a cabo la transcripción del inserto por medio de una ARN polimerasa 

T7 debido a que el plásmido pJET 1.2 contiene el promotor T7. 

Se realizó la transcripción in vitro con el kit TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit, 

Thermo Scientific® según las especificaciones del proveedor (Figura 17). En un volumen 

final de 20 µl, se mezcló a temperatura ambiente 1X TranscriptAid Reaction buffer, 10 

mM de cada NTP (ATP, CTP, GTP y UTP), 1 µg del plásmido lineal y 2µl de la enzima 

TranscriptAid enzyme mix (conteniendo la ARN polimerasa T7 e inhibidor de RNasa 

RiboLock™ recombinante). 

A continuación, se incubó a 37 ºC por 2 horas. Inmediatamente, se adicionó 2 U de 

DNasa I libre de RNasa (Thermo Scientific®) y se permitió incubar durante 15 minutos a 

37 ºC, luego se añadió 41.7 mM de EDTA pH 8 (Thermo Scientific®), incubándose 10 

minutos a 65 ºC. 

Todas las concentraciones se encuentran expresadas como concentración final. 

 

 

4.3.6.4. Purificación de los transcriptos. 

 

A la reacción previamente obtenida se le adicionó 115 µl de agua DEPC y 292 mM de 

acetato de sodio pH 5,2 (Thermo Scientific®).  

Posteriormente, se realizó la purificación de los transcriptos por el método de Trizol™ 

(Invitrogen®, Thermo Scientific). Para ello, se añadió a la mezcla 150 µl del reactivo 

Trizol™, se dejó reposar 5 minutos a temperatura ambiente y se agregó 30 µl de 

cloroformo, vortexeando por 15 segundos y dejándose reposar durante 3 minutos. 

Luego, se centrifugó a 14000 RPM por 15 minutos a 4 ºC, recuperándose la fase acuosa, 

a la cual se le adicionó 75 µl de isopropanol, mezclando por inversión y permitiendo 

reposar por 10 minutos en hielo.  

A continuación, se realizó otra centrifugación a 14000 RPM durante 10 minutos a 4 ºC, 

se descartó el sobrenadante y se le agregó 150 µl de etanol 75% al pellet. 

Subsiguientemente, se realizó una última centrifugación a 14000 RPM por 2 minutos a 

4 ºC.  

Finalmente, se descartó el sobrenadante y se secó el pellet obtenido, para luego 

resuspenderlo en 30 µl de agua DEPC, calentándose ligeramente por 10 minutos a 60 

ºC para facilitar su disolución. 

4.3.6.5. Cálculo del número de copias de ARN/µl. 

 

En primer lugar, se midió la concentración de los transcriptos obtenidos en ng/µL y la 

relación de absorbancias 260/280 nm en NanoDrop™ 2000 Thermo Scientific®.  

El cálculo del número de copias de ARN involucra: el peso molecular promedio de un 

nucleótido de ARN 340 Da, el número de Avogadro 6,022 X 1023 moléculas/mol, la 

concentración inicial del transcripto en g/µl y el largo del transcripto expresado en 

nucleótidos (IDT Integrated DNA Technologies-Scienceprimer.com). 
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Nº copias de ARN/µl =
[transcripto ARN (g/µl)]  ×  6,022 X  1023 moléculas/mol

Largo transcripto (nt) ×  340 g/mol. nt
 

 

4.3.6.6. RT-PCR tiempo final de transcriptos. 
 

Para confirmar la efectiva transcripción del fragmento de interés, se realizó una RT-PCR 

a partir de los transcriptos obtenidos. Asimismo, con el objetivo de corroborar la 

ausencia de ADN en las diluciones a utilizarse en la curva estándar, se incluyeron en la 

etapa de PCR los transcriptos puros sin dilución y con dilución 1/10000, 1/100000. La 

RT-PCR se llevó a cabo como se describió anteriormente para la amplificación de la 

región CAP, utilizándose 1 µl de molde para la PCR. 

 

4.3.6.7. Amplificación por Real Time RT-PCR. 

 

Posteriormente, para realizar el estudio analítico de la qRT-PCR se llevó a cabo el 

ensayo amplificando el fragmento de la región de solapamiento de los ORF 2 y 3 (Tabla 

6), verificando un buen desempeño de la curva estándar previo a incluir las muestras de 

interés en la reacción. 

A partir del transcripto obtenido, se realizaron 5 diluciones seriadas en base 10 en el 

rango de 3 X 107 – 3 X 103 número de copias/ µl. 

Se utilizó el kit SuperScript® III Platinum® SYBR® Green-One-Step qRT-PCR with ROX 

(Invitrogen, Life Technologies) según las especificaciones del fabricante, el cual se basa 

en el sistema de fluoróforo SYBR Green (uniéndose directamente a ADN doble hebra) 

y el fluorocromo ROX como referencia pasiva para normalizar la señal de fluorescencia. 

La reacción se llevó a cabo en 25 µl de volumen final, utilizándose 12,5 µl de 2X SYBR® 

Green Reaction Mix with ROX, 0,2 µM de cada primer, 0,5 µl de la enzima SuperScript™ 

III RT/Platinum® Taq Mix y 3 µl de ARN, por duplicado para cada muestra y estándar. El 

protocolo de ciclado utilizado se describe en la Tabla 7. Las amplificaciones de qPCR 

fueron llevadas a cabo en el equipo ABI 7500 (Applied Biosystems), empleando el 

software ABI 7500 versión 3.0. 

Los aislamientos en A549, HepG2 y de hepatocitos primarios de rata fueron analizados 

por Real Time PCR para cada pasaje realizado, con el objetivo de estudiar la cinética 

de replicación viral, así como también las reinfecciones a las 48, 72 y 96 horas llevadas 

a cabo en A549 y HepG2, cuantificando en todos los casos el título viral. 
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4.3.6.8. Curva estándar de cuantificación absoluta.  

 

Una vez obtenida la curva estándar (se promediaron los valores de Ct entre tres ensayos 

independientes con 2 réplicas cada uno) describiendo una adecuada relación lineal 

entre el logaritmo en base 10 de la concentración del estándar y el valor de Ct, se 

analizaron cuatro parámetros que evalúan el desempeño analítico del ensayo: la 

eficiencia, el rango dinámico, el coeficiente de determinación y el coeficiente de 

variación (CV) intra e inter ensayo. 

La eficiencia de la qRT-PCR se define como la capacidad de la qRT-PCR de duplicar el 

ADNc molde disponible en cada ciclo, la misma fue calculada según la ecuación E= 10(-

1/K) -1, siendo K la pendiente de la recta. 

El coeficiente de determinación (R2) indica el ajuste de los datos a la recta de regresión. 

El rango dinámico es el rango de concentraciones dónde la PCR se comporta de forma 

cuantitativa permitiendo cuantificar la muestra de interés.  

Los coeficientes de variación permiten evaluar la reproducibilidad del ensayo, los CV 

intra ensayo determinan la variabilidad de los Ct dentro de un mismo experimento para 

tres reacciones de PCR y los CV inter ensayo establecen la variabilidad de los Ct entre 

Nombre 
primer 

Polaridad Secuencia nucleotídica 
Fragmento 
esperado 

Posición 
nucleotídica del 

amplicón 

ORF 2-3a 

366 Sentido  5’-GYTGATTCTCAGCCCTTCGC-3’ 
137 pb 5325–5461 

363 Antisentido 5’-GMYTGGTCDCGCCAAGHGGA-3’ 

 Temperatura Tiempo 

Holding 
42º C 30 min 

95º C 10 min 

Ciclado (40 ciclos) 

95º C 45 seg 

58º C 45 seg 

72º C 45 seg 

Curva de disociación o melt 

95º C 15 seg 

60º C 15 seg 

95º C 15 seg 

a. Inoue et al., 2006. La posición nucleotídica es de acuerdo con la cepa HE-JA10 (AB089824). 

Tabla 6.  Primers utilizados para la amplificación por qRT-PCR. 

Tabla 7.  Protocolo de ciclado para la amplificación de un fragmento      

de la región ORF 2-3 por Real Time RT-PCR. 



          Materiales y Métodos 

 
53 

tres experimentos idénticos. Los CV se calcularon mediante la ecuación  

CV= (Sn-1/ )*100, siendo la media de los valores de Ct y Sn-1 el desvío estándar. 

4.4. Análisis transcriptómicos. 

 

La secuenciación de un transcriptoma entero provee un importante entendimiento del 

perfil transcripcional celular en un momento biológico dado, dando lugar a la 

identificación y la cuantificación de transcriptos, lo que permite estudiar la expresión 

génica en un organismo (An introduction to Next-Generation Sequencing Technology 

Illumina). 

 

4.4.1. Verificación de la integridad del ARN total celular. 

 

 

Primeramente, se seleccionaron los ppi 11 correspondientes a A549 para el análisis 

transcriptómico, para ello, es necesario corroborar la integridad del ARN total extraído 

anteriormente para las infecciones y controles de células. Por lo tanto, se realizó una 

corrida electroforética en gel de agarosa 0,8% como se detalló previamente, utilizando 

50 µg de bromuro de etidio como agente intercalante (Invitrogen®).  

El ARN total íntegro se visualiza como 2 bandas correspondientes a las subunidades de 

los ARN ribosomales eucariotas (ARNr), encontrándose a 4,5 Kb para el 28s y a 1,9 Kb 

para el 18s. 

 

4.4.2. Estabilización de muestras para transporte. 

 

Fue necesario utilizar un medio que permitiera preservar los ARN a temperatura 

ambiente a largo plazo ya que las muestras fueron analizadas en el laboratorio 

AUSTRAL-omics, Universidad Austral de Chile (UACh) Campus Isla Teja, Valdivia-

Chile. Precisamente, se empleó el sistema de RNAstable® (Biomatrica), el cual se basa 

en una mezcla de compuestos termoestables que forman una cubierta protectora 

alrededor del ARN estabilizándolo y permitiendo su almacenaje a temperatura ambiente. 

Se añadió 10 µl de ARN a cada tubo RNAstable® (conteniendo la capa protectora) y se 

secó utilizando SpeedVac por 30 minutos sin calor. Posteriormente, cuando se desee, 

el ARN puede ser fácilmente recuperado por medio del agregado del mismo volumen 

de agua y permitiendo hidratar durante 15 minutos. 

 

4.4.3. Construcción de Librerías. 
 

 

En primer lugar, las muestras (réplicas biológicas) fueron hidratadas y purificadas por el 

kit Nucleospin RNA Clean-up (Macherey-Nagel), en el laboratorio AUSTRAL-omics. 

Seguidamente, la integridad de los ARN se comprobó nuevamente por medio de un 

Fragment Analyzer (Advanced Analytical Technologies, Inc.) empleando el kit RNA DNF 

471, para lo cual, 2 µl de cada muestra fueron desnaturalizados a 70 ºC por 2 minutos, 

cargándose con 22 µl de buffer diluent marker en una placa de 96 pocillos.  
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A continuación, se obtiene la concentración y el valor de integridad de ARN (RIN), el 

cual posee un rango de 0-10, considerándose apropiados para la secuenciación valores 

entre 7 y 10. Asimismo, se midió la concentración por fluorimetría utilizando el kit Qubit® 

RNA HS Assay en un Qubit® 3.0 (Invitrogen®). 

El protocolo de generación de librerías se llevó a cabo con el kit KAPA Stranded mRNA-

Seq Illumina® Platforms (Kapa Biosystems) (Figura 18). 

El proceso implica capturar las moléculas de ARNm conteniendo poli-A utilizando perlas 

magnéticas unidas a oligo-dT. A continuación de la captura, el ARNm es fragmentado 

bajo elevada temperatura en presencia de magnesio, inmediatamente, estos pequeños 

fragmentos de ARNm clivados son copiados en una primera hebra de ADNc utilizando 

transcriptasa reversa y random primers. La síntesis de la segunda hebra de ADNc 

convierte el híbrido ADNc:ARN a ADNcdh (ADN copia doble hebra) e incorpora dUTP a 

la segunda hebra de ADNc (la cual no será amplificada). Subsiguientemente, los 

fragmentos de ADNc atraviesan un proceso de reparación de extremos, de adición de 

una base A y luego la ligación de los adaptadores (oligos que son complementarios a 

los primers unidos a la celda de flujo). Finalmente, los productos son luego enriquecidos 

y purificados por medio de una PCR para crear la librería de ADNc final. 

 

 

 Captura de los ARNm. 

 

 

Primeramente, las perlas de captura fueron resuspendidas e incubadas en una placa 

magnética para remover el sobrenadante, reemplazándolo con igual volumen de binding 

buffer y repitiéndo este paso 2 veces. Luego, se añadieron 50 µl de perlas en binding 

buffer a 50 µl del ARN total (100 ng finales), realizándose la captura en un termociclador 

a 65 ºC por 2 minutos. A continuación, la solución se incubó en una placa magnética, 

descartándose el sobrenadante. Las perlas magnéticas fueron luego resuspendidas en 

200 µl de buffer de lavado y sometidas nuevamente a la placa magnética, descartándose 

el buffer. Posteriormente, las perlas se resuspendieron en agua DEPC libre de RNasas 

y se realizó una segunda captura de ARNm a 70 ºC durante 2 minutos. 

 

 

 Fragmentación de ARNm, priming y elución. 

 

 

Las perlas conteniendo los ARNm se resuspendieron en el buffer 1X de fragmentación, 

priming y elución y fueron incubadas en un termociclador a 94 ºC por 7 minutos, 

obteniéndose un tamaño de ARNm de 300 pb aproximadamente. Luego, se incubaron 

las muestras en la placa magnética, conservándose el sobrenadante (20 µl). 

 

 

 Síntesis de primera y segunda hebra por transcripción reversa. 

 

  

A continuación, se incubó en termociclador los ARNm fragmentados con el master mix 

de síntesis de primera hebra. Inmediatamente, se añadió el master mix de síntesis de 

segunda hebra al producto obtenido y se incubó durante 1 hora a 16 ºC. 
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Luego, el sobrenadante del producto de reacción fue removido utilizando las perlas 

magnéticas AMPure XP, realizándose posteriormente, 2 lavados sucesivos con etanol 

80%. 

 

 

 A-tailing y ligación de adaptadores. 

 

Subsiguientemente, las perlas magnéticas conteniendo el ADNcdh se incubaron con el 

mix de A-tailing por 30 min. a 30 ºC y 30 min. a 60 ºC, añadiéndose de esta forma dAMP 

a los extremos 3’. Seguidamente, se agregaron a las perlas, 35 µl del mix de ligación de 

adaptadores y 5 µl de los adaptadores TruSeq RNA (Illumina®), incubándose por 15 

minutos a 20 ºC. Las perlas con el ADNcdh ligado con adaptadores fueron lavadas en 

primer lugar con una solución de PEG/NaCl y luego, se realizaron 2 lavados con etanol 

80%, repitiéndose el procedimiento 2 veces.  

El ADNcdh fue resuspendido en 22 µl de Tris-HCl pH 8,0 10 mM. 

 

 Amplificación de las librerías. 

 

Se realizó la amplificación empleando 20 µl de ADNcdh y 30 µl de master mix de 

amplificación de librerías. El programa de PCR consistió en un paso inicial de 

desnaturalización a 98 ºC por 45 seg., seguido de 16 ciclos de desnaturalización a 98ºC 

durante 15 seg., hibridación 60 ºC - 30 seg. y extensión 72 ºC – 30 seg., con una 

extensión final de 5 min. a 72 ºC. 

Posteriormente, las librerías fueron purificadas mediante 2 lavados con etanol 80% en 

placa magnética utilizando las perlas magnéticas AMPure XP. 

Por último, las librerías se resuspendieron en 22 µl Tris-HCl pH 8,0 10 mM, verificándose 

por medio de un Fragment Analyzer, utilizando el kit de alta sensibilidad para NGS, DNF 

474 HS-NGS. 

 

 Cuantificación de las librerías. 

 

Las librerías se cuantificaron utilizando el kit dsDNA HS Qubit Assay y se calcularon en 

nM con la siguiente fórmula: 

[
Concentración en ng/µl

660 g/mol × tamaño promedio de librería
] × 106 = Concentración en nM 

Finalmente, las librerías se cargaron en el equipo NextSeq 550 a una concentración de 

12 pM. 
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4.4.4. Secuenciación masiva (Next-Generation Sequencing). 

 

La secuenciación se llevó a cabo en el equipo NextSeq 550 (Illumina®) de acuerdo a su 

guía de sistema Illumina.  

En primer lugar, las bibliotecas normalizadas son desnaturalizadas y diluidas, luego son 

cargadas en un cartucho de reactivo y posteriormente en una celda de flujo (flow cell). 

Durante esta etapa, ocurre la generación de clusters, donde cada molécula individual 

de ADN es clonalmente amplificada a través de amplificación por puente (Figura 18). 

Para ello, inicialmente las monohebras de ADN de la librería se unen a los oligos 

complementarios en la celda, la amplificación por puente ocurre cuando el otro extremo 

del fragmento ligado forma un puente hacia otro oligo complementario en la celda, la 

posterior repetición de los ciclos de desnaturalización y extensión resulta en la 

amplificación localizada de moléculas individuales en millones de clusters clonales 

únicos. 

A continuación, se realiza la secuenciación por síntesis (SBS), la cual utiliza cuatro 

nucleótidos fluorescentemente marcados. Durante cada ciclo de secuenciación, un 

dNTP marcado es incorporado en la cadena nucleotídica, actuando como un terminador 

reversible para la polimerización. Luego, el fluoróforo es identificado a través de 

excitación por láser y adquisición de imagen de la celda. Por último, el fluoróforo es 

clivado enzimáticamente.  

Finalmente, cada cluster en la celda de flujo producirá un solo read de secuencia.  

 

 

 

 

 

A B 

Figura 18. Diagrama sobre la secuenciación masiva (NGS).  

A. Generación de clusters. B. Secuenciación. Extraído de An introduction to Next-Generation 

Sequencing Technology Illumina. 
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4.4.5. Análisis bioinformático. 
 

 

El análisis informático se llevó a cabo en el laboratorio AUSTRAL-omics, UACh. 

Con el propósito de identificar los genes con expresión diferencial entre las células A549 

sin infectar e infectadas, el análisis informático de las secuencias se basó parcialmente 

en el artículo de Trapnell et al., 2012. 

Primeramente, las lecturas obtenidas mediante la secuenciación fueron sometidas a un 

control de calidad utilizando el programa PrinSeq (Schmieder y Edwards, 2011). Este 

control de calidad consistió, en primer lugar, en la remoción de las primeras 11 pb de 

cada secuencia para así eliminar las bases poco resueltas por el secuenciador, propio 

de la tecnología Illumina. Luego, se realizó un trimming por calidad en el extremo 3’ para 

remover las regiones de baja calidad introducidas por la secuenciación. Además, se 

eliminaron las lecturas que presentaron un largo de secuencia menor a 40 pb, para evitar 

el alineamiento inespecífico de fragmentos de ADN muy cortos. Seguidamente, se 

eliminó el conjunto de datos de lecturas con calidad promedio menor a Q30. 

Posteriormente, las lecturas filtradas fueron alineadas contra el genoma humano 

(versión GRCh38, GenBank assembly accession: GCA_000001405.15) como 

referencia.  

El alineamiento se realizó con el software mapeador de lecturas de ARN-seq TopHat 

(Trapnell et al., 2009) utilizando el parámetro --library-type=fr-firststrand, diseñado para 

considerar las uniones de splicing entre exones presentes en genomas eucariotas, el 

cual utiliza el alineador Bowtie (Langmead et al., 2009). 

Luego de alineadas las secuencias, con el objetivo de identificar los genes 

diferencialmente expresados, se utilizó el programa Cufflinks a través de la herramienta 

Cuffdiff (Trapnell et al., 2010), empleando la anotación de genes de ensembl versión 83, 

correspondientes al genoma de referencia (GRCh38). El software Cuffdiff permite 

calcular con elevada exactitud los niveles de expresión de 2 o más muestras con 

significancia estadística, este modelo estadístico asume que el número de lecturas 

generadas por cada transcripto es proporcional a su abundancia, pero fluctúa debido a 

la variabilidad técnica introducida por la preparación de las librerías, secuenciación y por 

la variabilidad biológica de las réplicas. 

Una vez cuantificados los transcriptos, se normalizaron los niveles de expresión con el 

método FPKM (Fragmentos por kilobase de transcripto por millones de fragmentos 

mapeados) en Cuffdiff, permitiendo que los niveles de expresión para los diferentes 

genes y transcriptos puedan ser comparados entre corridas. A continuación, se realizó 

un análisis de la variabilidad de las réplicas utilizando el método Escalado 

Multidimensional (MDS) en Cuffdiff, con el propósito de observar si existen réplicas 

atípicas (outliers) que se pueden llegar a originar durante las etapas de preparación de 

librerías y secuenciación. 

Finalmente, los genes con expresión diferencial estadísticamente significativa respecto 

a la condición control fueron definidos como aquellos que exhibieron un valor de FDR < 

0.05 (p-valor ajustado para múltiples pruebas utilizando la corrección de Benjamini-

Hochberg- tasa de descubrimiento falso) y a su vez, (Log2(tratamiento/control) ≥ 1, o, ≤ 

-1, es decir, el valor del logaritmo en base 2 de la tasa de cambio (log2 fold change) sea 
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mayor o igual a 1 (genes sobre-expresados DGE-UP), o por otro lado, menor o igual a  

-1 (genes sub-expresados DGE-DOWN). 

Asimismo, se utilizó la herramienta R/Bioconductor (Gentleman et al., 2004) 

CummeRbund con los resultados generados mediante Cuffdiff para la visualización y 

realización de los gráficos. 

Posteriormente, el análisis bioinformático de los datos obtenidos se realizó en el marco 

de una pasantía en la Universidad Austral de Chile-Valdivia. 

A partir de los genes diferenciales obtenidos se realizó una búsqueda para identificar 

los términos enriquecidos de ontología de genes (GO) y p-valores, con un umbral de  

10-3, utilizando la herramienta GOrilla (http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/) (Eden et al., 

2009). A continuación, estos valores fueron sometidos al software REVIGO 

(http://revigo.irb.hr/) (Supek et al., 2011), el cual reduce términos GO redundantes, 

permitiendo visualizar gráficamente los procesos biológicos, funciones moleculares y 

componentes celulares involucrados.  

Conjuntamente, se realizó la anotación funcional de los DGE totales empleando el 

programa DAVID v 6.8 (Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery- https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) (Huang et al., 2009a).  

Paralelamente, se llevaron a cabo además, análisis de ontología identificando las vías 

metabólicas y de señalización alteradas por medio del programa Panther 

(http://www.pantherdb.org/geneListAnalysis.do) (Mi et al., 2016). 

 

4.5. Análisis proteómicos. 

 
 

El proteoma representa a la totalidad de proteínas pertenecientes a un organismo o 

sistema en un contexto biológico dado, mientras que la proteómica es el estudio a gran 

escala de las proteínas. El análisis proteómico ha sido asociado tradicionalmente a la 

exhibición de grandes números de proteínas de una línea celular dada u organismo en 

geles de poliacrilamida bidimensionales, en términos de presencia y abundancia 

relativa. El objetivo de esta técnica usualmente es la caracterización de la compleja red 

de regulación celular, identificando proteínas que están sobre-expresadas o sub-

expresadas, es decir comparar el perfil de expresión proteica, entre dos condiciones 

biológicas distintas.  

La electroforesis bidimensional clasifica a las proteínas de acuerdo a dos propiedades 

independientes en dos pasos separados (Figura 19).  

La etapa de primera dimensión corresponde al isoelectroenfoque (IEF), el cual separa 

las proteínas de acuerdo a su punto isoeléctrico (pI) y el paso de segunda dimensión es 

una electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE), separando a 

las proteínas según su peso molecular. Por lo tanto, cada spot resultante en el ensayo 

bidimensional corresponde a una única proteína de la muestra (2D Electrophoresis 

Principles and Methods-Amersham Biosciences). 

 

 

 

 

 

 

 

https://david.ncifcrf.gov/home.jsp
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4.5.1. Lisis celular. 

 

Primeramente, se realizó la reinfección de HEV en A549 con el pasaje celular que 

presentó mayor número de copias de ARN como se describió anteriormente. 

Las monocapas celulares de A549 sin infectar e infectadas con confluencia del 100% 

correspondientes a placas p100 de cultivo celular (aproximadamente 8,8 X 106 células) 

fueron tripsinizadas, diluidas en PBS 1X y centrifugadas a 2000 RPM por 5 minutos, 

luego, el pellet se lavó en PBS, volviéndose a centrifugar, este procedimiento fue 

repetido 3 veces y el pellet seco fue conservado a -80 ºC hasta su uso.  

Se realizó la optimización de la lisis celular utilizando diferentes condiciones.  

 

 Lisis mecánica. 

Con el objetivo de comparar la efectividad de las distintas condiciones, se emplearon 3 

métodos por separado de lisis mecánica: congelado-descongelado en nitrógeno líquido, 

sonicación y calor. Para ello, el pellet obtenido anteriormente fue resuspendido en 200 

µl de PBS.  

Condición B 

Condición A 
Solubilizar proteínas  

de las células 

Isoelectroenfoque  

en tiras de gradiente de pH  

(Primera dimensión) 

(Reducción y 

alquilación) 

(Segunda dimensión)  

 

Tinción  

Condición A  Condición B 

Análisis de imagen 

Extracción de spots de interés 

Espectrometría de 

masa para identificar 

proteína de interés. 

Equilibración  

Figura 19. Esquema representando la técnica de electroforesis bidimensional. 

Las células derivadas de 2 condiciones diferentes son solubilizadas y el extracto crudo es 

sometido a isoelectroenfoque. Luego, las cisteínas de la tira son reducidas y alquiladas 

para aplicarse a un gel SDS-PAGE. El gel se tiñe, se analizan las imágenes y los spots 

diferenciales de interés son estudiados por espectrometría de masa.  

Extraído y modificado de Pandey y Mann, 2000. 
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A continuación, por un lado se realizó la lisis mediante 3 rondas de congelado y 

descongelado en nitrógeno líquido, paralelamente, se lisó mediante sonicación durante 

72 segundos a 38% de potencia, según Shen et al., 2014 y por último, otra suspensión 

celular fue calentada a 90 ºC por 10 minutos. Posteriormente, se centrifugó 15 minutos 

a 14000 RPM a 4 ºC para remover el debris celular, conservando el sobrenadante y 

almacenándolo a -80 ºC hasta su análisis. 

 

 Lisis por medio de detergentes. 

 

Asimismo, se optimizó la lisis celular con un método más adecuado utilizando buffers de 

lisis conteniendo detergente, según Shen et al., 2014 con modificaciones. 

En primer lugar, se utilizó un buffer de lisis 1 conteniendo 7 M de urea, 2 M de tiourea, 

4% del detergente zwitteriónico CHAPS, 1X de Inhibidor de Proteasa en tableta 

(SigmaFAST™) y 50 µM de DTT. Se añadió 200 µl del buffer de lisis al pellet celular y 

se permitió solubilizar a temperatura ambiente durante 1 hora. Inmediatamente, el ADN 

fue removido y la suspensión de lisis fue centrifugada a 14000 RPM por 15 minutos, 

recuperándose el sobrenadante, el cual se centrifugó nuevamente para remover todo 

remanente de debris celular. El sobrenadante fue alicuotado y conservado a -80 ºC. 

Finalmente, se escogió el buffer de lisis 2 como opción más apropiada, conteniendo 7 

M de urea desionizada, 2 M de tiourea, 2% de CHAPS, 0,002% de azul de bromofenol 

y 20 mM de TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphine) como agente reductor. Se agregó 

800 µl de este buffer de lisis al pellet celular y se incubó por 1 hora a temperatura 

ambiente. Posteriormente, se centrifugó durante 15 minutos a 14000 RPM a 

temperatura ambiente, se recuperó el sobrenadante, volviéndose a centrifugar a 

continuación.  

Por último, se alicuotó el sobrenandante, almacenándolo a -80 ºC.  

 

4.5.2. Cuantificación por método de Bradford. 

 

La cuantificación por el método de Bradford se basa en una reacción colorimétrica, 

utilizando la tinción Coomassie G-250, la cual es catiónica doblemente protonada bajo 

condiciones ácidas y de color rojo. Cuando entra en contacto con una proteína, el 

Coomassie es convertido a una forma estable azul desprotonada con una absorción 

máxima a 595 nm. Precisamente, debido a que la cantidad de la forma azul aniónica es 

proporcional a la cantidad de proteínas en la muestra, es posible cuantificar la 

concentración de las mismas por medio de una curva estándar lineal.  

 

En primer lugar, se puso a punto la metodología, se preparó una solución stock de 10 

mg/ml de BSA (Seroalbúmina bovina) (AppliChem), a partir de la cual se prepararon 5 

diluciones, 1,0, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2 mg/ml y un blanco (agua miliQ) para realizar la curva 

de calibración.  

Paralelamente, las muestras de lisados celulares fueron medidas sin diluir y diluidas ½, 

1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80. 
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El ensayo se llevó a cabo en una placa de 96 wells fondo plano (Greiner CELLSTAR®), 

se cargó por duplicado en cada pocillo 10 µl de cada dilución y 300 µl del reactivo de 

Bradford (Fermentas®). Se midió la absorbancia en el espectrofotómetro Varioskan® 

Flash (Thermo Scientific®) a 595 nm. 

A continuación, se graficó la curva de calibración absorbancia versus concentración 

proteica en mg/ml, restándose la absorbancia del blanco a las absorbancias obtenidas 

para las diluciones. Finalmente, la concentración proteica de los lisados fue interpolada 

de la curva de calibración. 

 

4.5.3. SDS-PAGE.  

 

Los lisados celulares fueron inicialmente analizados por SDS-PAGE en geles 12% de 

10 X 8 X 0,46 cm (BioRad Mini PROTEAN system).  

Todas las concentraciones se expresan como concentraciones finales. 

El gel separador consistió en acrilamida/bisacrilamida 12%, 375 mM de Tris-HCl/SDS 

pH 8,8, 0,1% de Persulfato de amonio (APS), 0,1% de SDS (dodecil sulfato de sodio) y 

0,07% de Temed (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina) en un volumen final de 5 ml.  

Para el gel concentrador se utilizó 5% de solución de acrilamida/bisacrilamida, 80 mM 

de Tris-HCl/SDS pH 6,8, 0,1% de APS, 0.1% de SDS y 0,1% de Temed, en un volumen 

final de 2 ml.  

Se sembraron 1,4 µg, 4 µg, 10 µg, 20 µg de proteína de las muestras para las distintas 

condiciones de lisado mecánico, evaluándose la diferencia sin calentar y calentadas a 

80ºC por 7 minutos en buffer de carga (SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,1% 

y 50 mM DTT), en un volumen final de 20 µl. Además, se analizaron los lisados en buffer 

de lisis para 4 µg, 5 µg, 10 µg y 20 µg de proteínas en buffer de carga sin calentar, en 

un volumen final de 20 µl.  

Se utilizó 5 µl del marcador de peso molecular Spectra™ Multicolor Broad Range Protein 

Ladder (Thermo Scientific®). 

A continuación, se realizó la corrida electroforética en la cuba Mini PROTEAN Tetra Cell 

(BioRad) a 60 mA utilizando buffer de electroforesis (Tris base, glicina y SDS). 

Posteriormente, los geles fueron fijados y teñidos en agitación overnight en solución de 

tinción (0.05% Coomassie R-250, 9% ácido acético, 45% metanol y se completó con 

miliQ).  

Al día siguiente, los geles fueron desteñidos utilizando una solución decolorante (20% 

metanol, 10% etanol, 5% ácido acético, completándose con agua miliQ) manteniéndose 

en agitación hasta la visualización de las bandas.  

 

4.5.4. Isoelectroenfoque 

 

 

El punto isoeléctrico de una proteína se define como el valor de pH para el cual su carga 

neta es cero. Precisamente, las diferencias en los puntos isoeléctricos de las proteínas 

son la base de separación por isoelectroenfoque.  

El principio del método isoelectroenfoque es someter proteínas a un gradiente de pH 
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bajo un campo eléctrico, por lo que comenzarán a moverse hacia el electrodo con carga 

opuesta. Durante la migración a través del gradiente de pH, las proteínas acumularán o 

perderán protones, a medida que migran, su carga neta y movilidad disminuirán, 

eventualmente, la proteína se detendrá al llegar al punto en el que el gradiente de pH 

iguale su pI.  

 

El procedimiento se llevó a cabo utilizando tiras de pH inmovilizado (IPG strips), donde 

el gradiente de pH está covalentemente unido a la matriz de acrilamida, se emplearon 

Immobiline DryStrip Gels pH 4-7 lineal de 13 cm (GE Healthcare, Life Sciences), según 

el protocolo de Shen et al., 2014 con modificaciones.  

En primer lugar, las tiras fueron rehidratadas de forma pasiva, para ello, se añadió 75 

µg de lisado del buffer de lisis 1, 0,5% de IPG buffer 4-7 conteniendo anfolitos 

(mejorando la solubilidad de las proteínas y produciendo una conductividad más 

uniforme) y buffer de rehidratación (7 M de urea desionizada, 2 M de tiourea, 2% de 

CHAPS, 0,002% de azul de bromofenol, 18 mM DTT) en un volumen final de 250 µl en 

bandejas de cerámica de 13 cm con electrodos (Ettan IPGphor Strip Holder-GE). Luego, 

se selló con aceite mineral para evitar la evaporación de la muestra. 

Posteriormente, se optimizó utilizando finalmente 120 µg de proteínas directamente del 

buffer de lisis 2, el cual es a su vez el buffer de rehidratación (utilizándose 

inmediatamente después de efectuada la lisis celular), añadiendo solamente 0,5% de 

IPG buffer, cargándose 250 µl en las bandejas. 

La rehidratación pasiva con la muestra se realizó directamente en las bandejas de 

cerámica en el equipo Ettan IPGphor II a 20 ºC durante 16 horas. El protocolo de corrida 

del isoelectroenfoque se realizó a 20 ºC en la unidad Ettan IPGphor II a 50 µA por tira 

(Tabla 8), según las recomendaciones del manual de GE 2D Electrophoresis Principles 

and Methods. Las tiras fueron luego conservadas a -20 ºC hasta su utilización. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.5. Equilibración.  

 

Las tiras deben ser equilibradas previo a realizar la segunda dimensión. Para solubilizar 

las proteínas enfocadas y permitir la unión del SDS, es necesario equilibrarlas en buffers 

conteniendo SDS.  

Primeramente, las tiras fueron incubadas en buffer de equilibración (Urea 6M, glicerol 

Tabla 8. Protocolo de corrida para isoelectroenfoque en tiras de 13 cm IPG strips 4-7 GE. 

 

Etapa Modo de voltaje Voltaje Tiempo Volts-horas 

S1 Step and hold 500 V 1 hr  

S2 Gradient 1000 V 1 hr  

S3 Gradient 8000 V 2:30 hr  

S4 Step and hold   8000 Vhr 

Total 20.500 Vhr 

 Tabla 8. Protocolo de corrida para isoelectroenfoque en tiras de 13 cm IPG strips 4-7 GE. 
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30%, Tris-HCl pH 8,8 50 mM, SDS 2% y azul de bromofenol 0,002%), se añadió además 

5 mM de TCEP y se incubó a temperatura ambiente por 15 minutos para reducir los 

grupos sulfhidrilos. Subsiguientemente, se retiró la solución y se agregó nuevamente 

buffer de equilibración con el agregado esta vez de 20 mM de iodoacetamida (IAA) para 

alquilar las cisteínas reducidas, permitiéndose incubar por 30 minutos a temperatura 

ambiente. 

 

4.5.6. Electroforesis bidimensional. 

 

Se prepararon geles verticales SDS-PAGE 10% de 15 cm X 15 cm X 1,5 mm como fue 

detallado previamente, utilizando 34 ml de gel separador y 4 ml de gel concentrador sin 

colocar peine. Las tiras fueron colocadas en la parte superior de los geles junto con el 

marcador de peso molecular PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo 

Scientific®) cargado en papel de filtro. Seguidamente, la tira y el marcador fueron 

cubiertos con solución de sellado de agarosa (agarosa 0,5%, buffer de corrida SDS 1X, 

azul de bromofenol 0,002% y cantidad suficiente de agua miliQ). 

A continuación, se efectuó la corrida electroforética a 50 V por 17 horas y se aumentó a 

200 V durante 2:30 horas finales. 

Los geles 2D fueron fijados en solución de fijación (30% etanol, 7% ácido acético y agua 

miliQ hasta completar) y se tiñeron overnight con solución de Coomassie coloidal (ácido 

fosfórico 10%, sulfato de amonio 10%, Coomassie Blue G-250 1,2% y etanol 15%). 

Se escanearon los geles en un escáner UMAX Power-Look 1120 (Institut Pasteur de 

Montevideo) con el software LabScan (GE Healthcare). Las imágenes fueron analizadas 

visualmente. 

 

 

4.5.7. Identificación de proteínas por espectrometría de masa. 

 

 

El spot diferencial identificado fue escindido manualmente del gel y analizado por el 

servicio de espectrometría de masa del Institut Pasteur de Montevideo. La adquisición 

de los espectros (MS y MS/MS) se realizó en un espectrómetro de masa MALDI/TOF-

TOF (Analyzer Abi Sciex).  

Posteriormente, la identificación de la proteína por mapeo peptídico se realizó con el 

motor de búsqueda Mascot (http://www.matrixscience.com) a partir de los valores 

obtenidos de masas monoisotópicas MS (m/z) y MS/MS (m/z).  

Los parámetros de búsqueda utilizados fueron: un salto de corte de tripsina permitido, 

carbamidometilación de cisteínas (debido al empleo de IAA) y oxidación de metioninas 

(debido al empleo de APS) como modificaciones, una tolerancia de masa de péptidos  

(MS) de 0,05 Da y una tolerancia de masa de fragmento (MS/MS) de 0,6 Da. 

Finalmente, se consideró una correcta identificación de la proteína a los valores de score 

de Mascot estadísticamente significativos (p<0,05). 

 

 

http://www.matrixscience.com/
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Aislamiento viral. 

 

 Células A549. 

 

Luego de 22 pasajes seriados post-infección (ppi) a partir de los dos sueros humanos 

S2 y S3 del HEV3, se observó un claro efecto citopático (CPE) en la monocapa celular 

de las células A549, en comparación a las células controles sin infectar (Figura 20).  

 

Sin embargo, HEV no presenta un efecto citopático característico por lo que se confirmó 

su aislamiento por técnicas moleculares y serológicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Imágenes obtenidas del microscopio invertido para la línea celular 

A549 a un aumento de 10X. 

A. Efecto citopático observado en el ppi 22 para las células inoculadas con suero 

infectado con HEV, donde se visualiza una notoria afectación de la monocapa celular. 

B. Células sin infectar.  

A B 
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 Células HepG2. 

 

 

Con respecto a la línea celular HepG2, se realizaron 10 pasajes post-infección. 

No obstante, no se observó un efecto citopático particular (Figura 21). Por lo 

tanto, también se verificó el aislamiento por métodos moleculares.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Cultivo primario de hepatocitos de rata. 

 

Luego de realizarse la disección de las ratas neonatas (Rattus rattus) (Figura 22), a los 

4 días post plaqueo de los hepatocitos se observó la adhesión de las células a la placa 

de cultivo (Figura 23A), obteniéndose a los 8 días efectivamente el cultivo primario, 

visualizándose una monocapa de células (Fig. 23B). A los 11 días, fue posible apreciar 

una monocapa 100% confluente, resultando por lo tanto en un procedimiento exitoso 

(Fig 23C). 

Con respecto a la tinción PAS, se observó una tinción característica de los citoplasmas 

celulares, indicando la correcta diferenciación de los hepatocitos (Fig. 23D), por lo que 

fue posible llevar a cabo el procedimiento de aislamiento viral en dichos cultivos 

primarios.  

Sin embargo, no se observó efecto citopático alguno en el cultivo primario. 

 

 

 

 

A B 

Figura 21. Imágenes obtenidas del microscopio invertido para la línea 

celular HepG2 a un aumento de 10X. 

A. Células infectadas, ppi 4. B. Células control sin infectar.  
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Figura 23. Imágenes de cultivo primario obtenidas de microscopio 

óptico (20X). 

A. Células adheridas a los 4 días post plaqueo.  

B. Monocapa celular a los 8 días. C. Monocapa confluente para los 11 

días. D. Tinción PAS, se aprecian los citoplasmas celulares teñidos de 

magenta. 

A B 

Figura 22. Obtención de los hígados de rata. 

A. Ratas neonatas (Rattus rattus).  

B. Disección y extracción del hígado.  

A B 

C D 
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5.2. Análisis de Mycoplasma sp. en cultivos celulares. 

 

En cuanto a la PCR de detección de Mycoplasma, no se obtuvo amplificación tanto para 

las células A549 como para HepG2, observándose exclusivamente un producto de PCR 

correspondiente a 600 pb para el control positivo incluido en la reacción (Figura 24). 

Permitiendo por lo tanto, continuar con los posteriores ensayos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 5.3. Detección de HEV en los aislamientos virales. 

 

5.3.1. Inmunofluorescencia indirecta. 

 

Se llevó a cabo el método de IFI en los aislamientos virales realizados en A549, 

utilizando un anticuerpo primario monoclonal reconociendo la proteína de cápside de 

HEV y un anticuerpo secundario IgG H&L conjugado a FITC para el caso de los pasajes 

celulares 11 y 20, por otro lado, se utilizó un anticuerpo secundario IgG H&L conjugado 

a Alexa Fluor® 555 para el ppi 15 (Figura 31). 

Fue posible evidenciar la presencia de proteínas virales para los tres pasajes 

analizados, observándose señal correspondiente a FITC (ppi 11 y 20) y a Alexa Fluor® 

555 (ppi 15) en el citoplasma celular. 

Con respecto a los ppi 11 y 15 la señal fue observada sólo en algunas células (Fig. 31A 

y B), mientras que para el ppi 20 se visualizó la señal a lo largo de toda la monocapa 

celular (Fig. 31C), demostrando una mayor síntesis proteica. 

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa de la PCR de 

Mycoplasma.  

Se visualiza un fragmento de amplificación de 600 pb. 

1. Células A549. 2. Células HepG2. 3. Control positivo. 4. 

Control negativo. 5.  Marcador de peso molecular 100 pb 

GeneRuler™ Plus DNA Ladder (Thermo Scientific®). 

1 2 3 4 5 
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A B 

C 

Figura 31. Imágenes de inmunofluorescencia indirecta de HEV (10X) 

en células A549 infectadas. 

A. Merge con DAPI para el ppi 11, se observan en azul los núcleos 

celulares y en verde la señal del fluoróforo FITC en el citoplasma.  

B. Tinción con azul de Evans para el ppi 15, se visualizan en rojo las 

células y en amarillo el fluoróforo Alexa Fluor® 555 en el citoplasma. 

C. Merge con DAPI para el ppi 20, apreciándose los núcleos en azul y 

en verde la señal de FITC en el citoplasma para toda la monocapa 

celular.  
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5.3.2. RT-nested PCR. 

 

Se llevó a cabo la detección molecular de HEV para analizar los aislamientos virales de 

la línea celular A549, amplificando tres regiones distintas del genoma viral por RT-

nested PCR (Figura 25).  

Para el caso de la región metiltransferasa correspondiente al ORF1 (Figura 25A), se 

obtuvo la amplificación para los cultivos infectados a partir de los sueros S1 y S4, 

mientras que, para las regiones de cápside de ORF2 (Figura 25B) y replicasa de ORF1 

(Figura 25C) se observaron productos de PCR para todos los cultivos infectados con los 

sueros S1, S2, S3 y S4.  

Asimismo, el análisis de las secuencias obtenidas para los fragmentos correspondientes 

a MT permitió confirmar una alta homología con cepas de HEV. 

Corroborándose, por consiguiente, el efectivo aislamiento de HEV para esta línea 

celular. 
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2 3 4 5 6 1 

1 2 3 4 5 6 

1 2 3 4 5 6 

A 

Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa de las RT-nested PCR en A549. 

Se visualizan los productos de amplificación de los segundos rounds para las 3 regiones 

MT, CAP y REP de HEV para el ppi 11. 

A. Fragmentos de 287 pb para MT. 1. Suero S1. 2. S2. 3. S3. 4. S4. 5. Control negativo.  

B. PCR de CAP, se visualizan los fragmentos de 348 pb.1. S1. 2. S2. 3. S3. 4. S4. 5. 

Control negativo. 

C. Productos de PCR de 600 pb para REP. 2. S1. 3. S2. 4. S3. 5. S4. 6. Control negativo. 

El marcador de peso molecular de 100 pb GeneRuler™ Plus DNA Ladder (Thermo 

Scientific®) se observa en los carriles 6 (A, B) y 1 (C).  

Las flechas indican el producto de PCR esperado.  
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5.3.3. Obtención de la curva estándar para Real time-RT-PCR. 

 

5.3.3.1. Linealización del vector pJET-ORF2 HEV. 

 

Inmediatamente después de crecer los plásmidos y realizar su extracción, el vector 

clonado fue linealizado utilizando enzimas de restricción. Las digestiones enzimáticas 

fueron analizadas mediante una corrida electroforética, dónde fue posible comprobar la 

correcta linealización de los vectores, observándose un único fragmento del tamaño 

esperado de 5000 pb (Figura 26). Estos resultados permitieron avanzar y llevar a cabo 

la transcripción in vitro de los plásmidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

5.3.3.2. RT-PCR CAP de transcriptos. 
 

Se evaluó la transcripción de los fragmentos por medio de RT-PCR y la ausencia de 

ADN en la reacción a través de una PCR, amplificando la región de la cápside (Figura 

27).  

Notablemente, se obtuvo una efectiva transcripción de los plásmidos, observándose 

amplificación para las RT-PCR. Además, se constató la ausencia de ADN plasmídico 

remanente en las diluciones a utilizar.  

Ciertamente, debido a estos resultados obtenidos, los transcriptos fueron utilizados 

para generar la curva estándar.  

1 2 3 4 

Figura 26. Electroforesis en gel de 

agarosa de los plásmidos pJET 1.2-

ORF 2 HEV linealizados. 

Se aprecian bandas correspondientes 

a 5000 pb.  

1. Vector 1. 2. Vector 2. 3. Control 

negativo. 4. Marcador de peso 

molecular GeneRuler™ 1 Kb Plus DNA 

Ladder (Thermo Scientific®). 
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5.3.3.3. Curva estándar.  

 

El vector 1 fue el seleccionado para realizar la curva estándar, ya que presentó mayor 

concentración. A partir de la fórmula detallada en la sección 4.3.5.5 de Materiales y 

Métodos, se realizó el cálculo del número de copias de ARN por µl, obteniéndose un 

valor de 3 X 1012 copias de ARN/µl. Posteriormente, se realizaron los ensayos de qRT-

PCR para las diluciones de la curva de calibración y se graficaron los valores promedio 

de Ct vs logaritmo del número de copias/µl (Figura 28), analizándose los resultados 

obtenidos en base a distintos parámetros (Tabla 9).  

En primer lugar, se observó un rango dinámico lineal entre 3 X 103- 3 X 107 copias de 

ARN/µl, comportándose de forma cuantitativa. 

Con respecto a los valores de eficiencia y coeficiente de determinación se obtuvieron 

valores aceptables de 81% y 0,9947, respectivamente.  

Asimismo, el rango para los coeficientes de variación inter ensayo fue de 1,72-6,85 % y 

de 0,05-1,30 % para los CV intra-ensayo.  

 

 

Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa de las RT-PCR 

CAP de los transcriptos. 

Se aprecian productos de PCR de 348 pb.  

1. RT-PCR Vector 1. 2. RT-PCR Vector 2. 3. PCR Vector 1. 

4. PCR Vector 2. 5. PCR Vector 1 dil 1/10000. 6. PCR Vector 

2 dil 1/10000. 7. PCR Vector 1 dil 1/100000. 8. PCR Vector 2 

dil 1/100000. 9. Marcador de peso molecular GeneRuler™ 1 

Kb DNA Ladder (Thermo Scientific®). 10. Control negativo 

RT-PCR. 11. Control negativo PCR. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
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Nº copias 
ARN/µl 

CV (%) 
intra-

ensayo 

CV (%) 
inter-

ensayo 
Eficiencia 

(%) 

3X107 0,41-1,33 6,82 

81 
3X106 0,08-0,37 6,85 

3X105 0,05-0,80 5,29 

3X104 0,31-1,03 5,59 

3X103 0,31-1,30 1,72 

Figura 28. Curva estándar de cuantificación absoluta por Real 

Time RT-PCR para HEV. 

Se graficó Ct vs log (nº copias ARN/µl), promediándose los valores de 

Ct entre 3 ensayos independientes con 2 réplicas cada uno. Además, 

se presenta la ecuación de la recta y el R2 para la regresión lineal. 

Tabla 9. Parámetros analizados para la curva estándar de qRT-PCR. 

Se calcularon los valores de CV intra e inter ensayo y el porcentaje de 

eficiencia de la reacción para el rango dinámico 3 X 103- 3 X 107 copias 

de ARN/µl. 
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5.3.4. Amplificación por Real Time RT-PCR. 

 

Los distintos pasajes de los aislamientos virales correspondientes a las líneas celulares 

A549, HepG2 y cultivo primario de hepatocitos fueron analizados por qRT-PCR. 

Asimismo, se cuantificó el título viral en todos los casos por cuantificación absoluta a 

través de la curva estándar y se graficó la cinética de replicación viral como el número 

de copias de ARN/µl para cada pasaje (Figura 29).  

En cuanto a las células A549 infectadas, se amplificó exitosamente la región de 

solapamiento ORF 2-3 en todos los pasajes testeados (ppi 9, 10, 11, 15, 20 y 22 para 

S3). A su vez, se observó una disminución en el título viral desde el ppi 9 hacia el 11, 

continuado por un constante incremento, obteniéndose el máximo valor para el ppi 15, 

presentando 2.09 X 107 número de copias de ARN/µl (indicando el pico de concentración 

de ARN viral), seguido de un marcado decremento en el número de copias para los 

restantes pasajes (Figura 29A y Tabla 10).  

Con respecto a los aislamientos virales en HepG2, se obtuvo amplificación solamente 

para los 4 primeros pasajes.  

En la cinética de replicación viral, se apreció una distribución similar a la presentada en 

A549, caracterizada por una disminución del título del ppi 1 al 2, con un concomitante 

aumento hacia el ppi 4, registrándose en este último, el máximo valor de 4,24 X 106 

número de copias de ARN/µl (Figura 29B y Tabla 10). Por lo tanto, se comprobó la 

presencia de ARN de HEV en las células HepG2. Sin embargo, el mayor número de 

copias alcanzado para HepG2 resultó ser significativamente inferior en comparación a 

A549. 

Por otro lado, no fue posible aislar HEV en los cultivos primarios de hepatocitos de rata, 

ya que no se detectó ARN viral en los cultivos infectados. 

Finalmente, se evaluó la capacidad de reinfección de HEV en las líneas celulares A549 

(inoculando con el ppi 15) y HepG2 (inoculando con el ppi 4) a las 48, 72 y 96 horas de 

post reinfección (Figura 30). No obstante, se observó exclusivamente una amplificación 

del genoma viral para los cultivos de A549, con una mayor carga viral a las 72 horas 

(1,94 X 106 número de copias de ARN/µl), decayendo a las 96 horas. 

Consiguientemente, los cultivos de HepG2 no fueron susceptibles para la reinfección de 

HEV (datos no mostrados). 
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Figura 29. Gráficas de cinética de replicación viral para los 

cultivos infectados A549 y HepG2.   

Se representan como nº de copias ARN/µl vs días post infección 

detallando los números de pasajes sobre la curva.  

A. Carga viral para los cultivos de A549, se observa un pico de 

número de copias para el ppi 15 de S3. 

B. Título viral para los cultivos de HepG2, se visualiza un pico de 

número de copias para el ppi 4. 

A 

B 
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Ppi Nº copias ARN/µl 

9 2,93 X 105 

10 2,04 X 105 

11 4,93 X 104 

15 2,09 X 107 

20 1,57 X 105 

22 2,90 X 104 

Ppi   Nº copias ARN/µl 

1 2,04 X 106 

2 2,89 X 105 

3 1,59 x 106 

4 4,24 X 106 

Figura 30. Gráfica de barras comparativa para la reinfección en 

las células A549 a las 48, 72 y 96 horas. 

Se presentan los números de copias/µl vs horas post reinfección, 

observándose la mayor carga viral para las 72 horas. 

Tabla 10. Valores de números de copias ARN/µl para los pasajes 

de los aislados virales (ppi). 

A la izquierda se detalla la carga viral para A549, y a la derecha para 

HepG2. 

 

Horas post infección (Hrs.) 
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5.4. Análisis transcriptómicos. 

 

 5.4.1. Análisis de integridad del ARN celular. 

 

 

En primer lugar, con el propósito de verificar la integridad del ARN total previo a realizar 

las librerías y la secuenciación, se realizó una corrida electroforética en gel de agarosa 

del ARN total celular extraído para el ppi 11 de A549 y el control de células (Figura 32). 

Ciertamente, se observaron 2 bandas muy definidas correspondientes a las 

subunidades 28s y 18s de los ARNr.  

Asimismo, se evaluaron los ARN totales a través de un Fragment Analyzer (Figura 33).  

Se obtuvieron 2 picos para el electroferograma RFU (unidades relativas de 

fluorescencia) vs tamaño del ARN (en nucleótidos) a 4,5 Kb para el 28s y a 1,9 Kb para 

el 18s, presentando además como se esperaba, el doble de intensidad para la banda 

de 28s.  Los valores de RIN para las muestras se encontraron entre un rango de 8.2 y 

10.  

Por lo tanto, se obtuvo ARN total íntegro de alta calidad permitiendo realizar los 

posteriores ensayos de generación de librerías. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Electroforesis en gel 

de agarosa para los ARN totales 

celulares de A549. 

Se visualizan 2 bandas nítidas, 

pertenecientes a las subunidades 

ribosomales 28s y 18s del ARNr. 

1. Marcador de peso molecular 

GeneRuler™ 1 Kb DNA Ladder 

(Thermo Scientific®). 

2. ARN control de células. 

3. ARN ppi 11. 

1 2 3 
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A 

B 

Figura 33. Electroferogramas de Fragment Analyzer para los ARN totales. 

A. Gráfico RFU vs tamaño para el marcador ladder de fragment analyzer utilizado de 15-

6000 nt. 

B. Gráfico RFU vs tamaño (nt) para el ARN celular, con el kit DNF 471. Se aprecian 2 picos 

en el gráfico indicando las subunidades ribosomales 28s y 18s. LM, indica el marcador de 

tamaño de la corrida (15 nt). 
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5.4.2. Generación de librerías. 

 

Una vez obtenidas las librerías, se verificaron utilizando un Fragment Analyzer (Figura 

34). 

Se observó para el electroferograma RFU vs tamaño (nt) un pico a 300 nt. De esta 

forma, se demostró que los productos obtenidos presentaban el tamaño correcto como 

se especifica en el kit KAPA Stranded mRNA-Seq Illumina® Platforms (Kapa 

Biosystems). 

 

 

 

5.4.3. Análisis bioinformático. 

 

Primeramente, se detalla a continuación (Tabla 11) el número de lecturas crudas 

obtenidas a partir de la secuenciación masiva, el número de lecturas filtradas luego de 

aplicado el control de calidad con el software Prinseq y el porcentaje de lecturas filtradas 

alineadas con respecto al genoma de referencia utilizando el programa TopHat. 

Destacadamente, fue posible alinear más del 99,5% de las lecturas filtradas. 

 

 

Figura 34. Electroferograma para las librerías obtenidas. 

Gráfico RFU vs tamaño (nt) obtenidos por Fragment Analyzer con el kit de alta sensibilidad 

NGS-HS DNF 474 (1pb -6000 pb). LM, Marcador bajo de la corrida, UM, Marcador alto de 

la corrida. Se obtuvo un pico a 300 nt en el gráfico, como se indica en el kit utilizado. 
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Asimismo, el análisis de MDS (Anexo I, Figura 1) reveló que no se presentaron réplicas 

atípicas provenientes del procedimiento de librerías y/o secuenciación. 

Una vez efectuado el procesamiento completo de los datos, se identificaron un total de 

60687 transcriptos para las células A549, pudiendo realizarse el análisis estadístico con 

16840 genes, de los cuáles 2474 presentaron expresión diferencial (DGE) cumpliendo 

con los criterios estadísticos propuestos FDR < 0.05 y (|Log2 (fold change)| > 1 (Figura 35), 

encontrándose 1300 sobre-expresados (DGE-UP) y 1174 sub-expresados (DGE-

DOWN) con respecto a la condición control.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Muestra 
Nº de lecturas 

crudas 

Nº de lecturas 

filtradas 

Porcentaje de lecturas 

filtradas alineadas 

CC1 25.988.507 22.150.947 99,85 % 

CC2 27.370.211 23.258.626 99,86 % 

S1 21.167.106 18.061.885 99,84 % 

S2 22.685.154 19.482.915 99,77 % 

S3 22.179.558 18.205.794 99,67 % 

Tabla 11. Resultados obtenidos del análisis bioinformático. 

Se especifican los números de lecturas crudas, filtradas y alineadas luego de la 

secuenciación masiva para cada muestra. CC, control de células. S, sueros 

humanos infectados con HEV. 

 

Figura 35. Gráfico de volcán representando el análisis estadístico de los datos.  

Eje X, log2 (fold change tratamiento/control) ≥ 1 (DGE-UP), o, ≤ -1 (DGE-DOWN) y en el 

eje Y, –log10(p-valor). 

Se aprecian en rojo los genes DGE estadísticamente significativos para las células 

infectadas con respecto al control.  
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5.4.3.1. Ontología de genes (GO). 

 
A continuación, con respecto al análisis de ontología de genes utilizando el software 

Panther (Mi et al., 2016), en líneas generales se destacan que los genes alterados están 

involucrados en procesos metabólicos, de regulación biológica, de adhesión biológica y 

en procesos del sistema inmune.  

 

Particularmente, a través del programa REVIGO (Supek et al., 2011), se obtuvieron 2 

gráficos tree maps para las categorías de GO (removiéndose términos redundantes) de 

DGE total: proceso biológico y función molecular (Figura 36A y B).  

Con respecto a los procesos biológicos en los cuales participan las proteínas codificadas 

por los genes totales con expresión diferencial, se observaron principalmente procesos 

asociados a la respuesta al estrés del retículo endoplasmático, regulación de autofagia, 

metabolismo lipídico, catabolismo aminoacídico, procesos celulares de sistemas y 

muerte celular necrótica (Figura 36A).  

Por otra parte, se identificaron las principales funciones moleculares alteradas, 

encontrándose entre ellas, transporte transmembrana de moléculas inorgánicas, 

actividad oxido-reductasa, señalización celular y unión a receptor (Figura 36B). 

 

Complementariamente, con el propósito de obtener información sobre la frecuencia de 

genes diferencialmente expresados correspondientes a las distintas anotaciones 

funcionales, se empleó el programa DAVID (Huang et al., 2009a), donde cada gen 

puede estar anotado a uno o más términos.  

Mayoritariamente, en cuanto a función molecular, se observó que un 52.1% (1203 

genes) de DGE codifican para proteínas de unión. Seguidamente, un 10.7% (248) 

corresponden a proteínas de unión al ADN, un 10% (231) a proteínas de unión a ATP, 

un 5.4% (125) se asocian a factores de transcripción y un 5% (124) de las proteínas 

poseen actividad catalítica. 

Asimismo, el 49.2% (1135) del total de DGE codifican para fosfoproteínas y el 55.3% 

(1277) codifican para proteínas para las cuales existen al menos 2 isoformas debido a 

eventos de splicing alternativo del pre-ARNm. 

 

Simultáneamente, se visualizaron gráficamente los términos GO enriquecidos para los 

procesos biológicos de DGE-UP y DGE-DOWN por medio del software REVIGO, 

indicando el grado de similitud de los términos (Anexo II, Figura 1 y 2). Se observó para 

los genes sobre-expresados una menor representación de términos en comparación a 

los genes sub-expresados.  

Asimismo, los procesos biológicos modificados implicados a los DGE-UP fueron: 

metabolismo de aminas, metabolismo lipídico (20), respuesta inflamatoria aguda (30 

genes), respuesta al estrés del retículo endoplasmático (24) y muerte celular necrótica. 

Por otro lado, los procesos biológicos reconocidos para los DGE-DOWN están 

relacionados al ciclo celular (158 genes), regulación de procesos celulares, metabolismo 

de ADN, división celular (107), reparación (50 genes) y replicación de ADN (61 genes), 

organización y segregación de cromosomas (3), organización de microtúbulos del 

citoesqueleto (16 genes), procesos del sistema respiratorio, procesamiento y 

presentación de antígenos vía MHC clase II (11 genes), entre otros. 
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Interesantemente, también se observó una disminución en el proceso biológico de 

regulación positiva de proliferación celular (44 genes sub-expresados), mientras que se 

presentó un incremento para el proceso de regulación negativa de la proliferación celular 

(32 genes sobre-expresados). 

 

Conjuntamente, con respecto al análisis utilizando el software GOrilla (Eden et al., 

2009), se representaron los términos GO significativos para DGE total mediante gráficas 

en estructura DAG (grafo acíclico dirigido), presentando una forma jerárquica en donde 

cada gen puede estar anotado a uno o más términos en cada ontología (Anexo II, Figura 

3, 4 y 5). 
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A 

B 

Figura 36. Gráficos tree map para los términos GO de los DGE. 

Se observan los términos GO más enriquecidos, dónde cada rectángulo es un sólo cluster respresentativo, 

encontrándose agrupados los subtérminos relacionados por similitud semántica (SimRel=0,7) en 

“superclusters” indicados por el mismo color y un término superpuesto. El área de los rectángulos es 

proporcional a la significancia de la sobre-representación del término GO (-log10 p-valor). 

A. Se aprecia la categoría de ontología de proceso biológico para DGE.  

Rango de p-valor obtenidos del programa GOrilla: 1,39 X 10-9 – 9,6 X 10-4. 

B. Se presenta la categoría de función molecular para DGE.  

Rango de p-valores obtenidos del programa GOrilla: 8,76 X 10-7 - 9,56 X 10-4. 

Realizado con el programa REVIGO. 
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Paralelamente, se analizaron las vías metabólicas y de señalización modificadas 

empleando el programa Panther (Figura 37).  

Respecto a los genes sub- y sobre-expresados, coincidiendo para ambos casos, se 

observaron principalmente vías correspondientes a señalización de apoptosis, estrés 

oxidativo, vías de inflamación mediada por citoquinas y quimioquinas, vía de 

señalización de p53 y vías Wnt. 

Asimismo, se reconocieron exclusivamente para los DGE-UP, vías de señalización de 

interleuquinas, metabolismo y salvataje de pirimidinas, PI3K y p38 MAPK (Figura 37A). 

En cuanto únicamente a los DGE-DOWN, los procesos metabólicos y de señalización 

alterados se asocian a la vía de la ubiquitina-proteasoma, regulación del citoesqueleto, 

ciclo celular, regulación de la transcripción, biosíntesis de purinas y pirimidinas de novo 

y vías de señalización del interferón-γ (IFN-γ) (Figura 37B). 

Además, se utilizó la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 

encontrándose 25 genes sobre-expresados pertenecientes a la vía de procesamiento 

de proteínas del retículo endoplasmático. 

 

Interesantemente, numerosos genes pertenecientes a la vía de señalización JAK/STAT 

activados por interferón resultaron alterados; identificándose una sobre-expresión de 

2.13, 4.09, 2.12, 4.36 y 4.00 veces para los genes IFN-α, IFN-γ, STAT6 (transductor de 

señal y activador de la transcripción), JAK3 (janus quinasa) e IRF7 (factor de regulación 

de interferón), respectivamente. Asimismo, se observó una disminución de los genes 

SOCS3 (perteneciente a la vía del INF-γ) y SOCS2 (ambos supresores de señalización 

por citoquinas que regulan negativamente la vía JAK/STAT), presentando una expresión 

de un 23% y 38%, respectivamente. 

Por otra parte, en el Anexo III (Tablas 1 y 2) se detallan las listas de los 10 genes con 

mayor sobre- y sub-expresión para las células A549 infectadas. Destacándose 

significativamente, los genes SNTB1 (Sintrofina) y SCIN (Scinderina), los cuales se 

expresan 71 y 67 veces más, respectivamente, con respecto al control sin infectar. 

Contrariamente, los genes BCL2A1 (Proteína BCL2) y BMPER (Proteína reguladora 

endotelial-BMP) exhibieron una expresión notablemente disminuida, expresándose 

solamente en un 3,7% y 5,5%, respectivamente, en comparación al control sin infectar.  
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Figura 37. Gráficos circulares de las vías metabólicas afectadas por los DGE. 

A. Se indican para los DGE-UP las vías metabólicas involucradas más relevantes. 

B. Se representan para los DGE-DOWN las vías metabólicas involucradas más destacadas. 

En ambos casos se muestra el número de DGE pertenecientes a cada vía metabólica seleccionada. 

Realizado con el programa Panther. 

Nota: Las gráficas obtenidas son con respecto al total de genes que fueron identificados por el programa 

Panther. 
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Por otro lado, por medio del programa DAVID, se observó principalmente que el 31% 

(715) de las proteínas codificadas por los genes diferencialmente expresados se 

localizan en el núcleo celular, seguido por un 29.9% (689) de proteínas localizadas en 

el citoplasma (Figura 38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Gráfico de barras de los términos GO-componente celular para los genes 

diferencialmente expresados.  

Se representa el componente celular con respecto a la frecuencia de DGE. 

Se detalla el pocentaje de DGE identificados para cada componente celular. Se muestran solo las 

anotaciones con mayor porcentaje. Rango de p-valor: 7,0 X 10-8 – 1,2 X 10-2. 

GO y p-valores obtenidos del programa DAVID. 

 

 



                                                                                                                                    Resultados 

 
87 

5.5. Análisis proteómicos. 

 

5.5.1. Cuantificación de proteínas por Bradford. 
 

 

Primeramente, se obtuvo la curva de calibración Absorbancia vs Concentración (mg/ml) 

para el rango de 0.2-1 mg/ml (Figura 39).  

A continuación, se interpolaron del gráfico los valores de las concentraciones para las 

distintas condiciones de lisis realizadas en las células A549 (Figura 40). 

Las diluciones que se encontraron dentro del rango de concentraciones de la curva 

estándar, permitiendo ser interpoladas, fueron al medio y al quinto para los casos de 

lisis por congelado-descongelado y por detergente (buffer de lisis). Asimismo, en el caso 

de lisis mediante sonicación fue posible calcular la concentración solamente para la 

muestra sin dilución. Sin embargo, para el caso de la lisis por calor, no se logró 

determinar la concentración ya que los valores de absorbancia resultaron ser muy 

inferiores al valor límite de la curva de calibración. 

Con respecto a la lisis mecánica mediante tres rondas de congelado-descongelado en 

nitrógeno líquido, se obtuvo una concentración de 1.28 mg/ml. En cambio, en cuanto a 

la lisis realizada a través de sonicación por 72 segundos a 38% de potencia, se obtuvo 

un valor de 0.20 mg/ml. Por otro lado, utilizando buffer de lisis se alcanzó un valor de 

2.00 mg/ml. 

Por lo tanto, la lisis celular utilizando buffer de lisis fue la condición que exhibió mayor 

concentración proteica.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Curva de calibración Absorbancia (595 nm) vs Concentración proteica 

(mg/ml). 

Se obtuvo el gráfico para el estándar BSA utilizando el método de Bradford.  

Se presentan la ecuación de la recta y el R2 para la regresión lineal. 
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5.5.2. SDS-PAGE. 

 

Subsiguientemente, los lisados celulares obtenidos fueron verificados mediante un 

SDS-PAGE (Figura 41).  

Con respecto a los lisados por métodos mecánicos (Figura 41A), se observó una lisis 

más efectiva para el caso del congelado-descongelado en nitrógeno líquido. 

Precisamente, fue posible apreciar la presencia de bandas a distintas alturas para los 

10 µg de proteínas, mientras que para 20 µg se visualizó un exceso de concentración 

proteica impidiendo la distinción de las bandas. 

Paralelamente, en cuanto a la lisis por sonicación se observaron bandas pero de muy 

baja intensidad en comparación a las demás condiciones. Asimismo, no se visualizaron 

bandas para la lisis mediante calor. 

En todos los casos se obtuvieron mejores resultados para las muestras sin calentar. 

Por otro lado, para la lisis utilizando un buffer apropiado con detergente (Figura 41B) se 

identificaron mayor número de bandas, con mayor nitidez y definición en comparación 

a los métodos exclusivamente mecánicos. No obstante, se apreció un exceso de 

concentración para los 20 µg, dificultando su correcta visualización, al igual que en el 

caso del congelado-descongelado. 

Indudablemente, el método empleando el buffer de lisis resultó ser el más apropiado y 

efectivo para la lisis de células eucariotas A549. 

Figura 40. Gráfica de barras comparativa para las distintas condiciones de lisis 

celular en A549. 

Se presenta la concentración proteica en mg/ml para cada condición, observándose la 

mayor concentración para el caso 3.  

1. Lisis mecánica mediante sonicación por 72 segundos a 38% de potencia. 

2. Lisis mecánica por 3 rondas de congelado-descongelado en N2 líquido. 

3. Lisis utilizando buffer de lisis. 

1 2 3 
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1 2 3 4 5 
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Figura 41. SDS-PAGE al 12% comparando las diferentes 

condiciones de lisis para las células A549. 

A. Lisis por métodos mecánicos. 2. Congelado-descongelado en N2 

líquido, 20 µg de proteínas sin calentar la muestra. 3. Congelado-

descongelado, 20 µg de proteínas, muestra calentada. 4. Congelado-

descongelado, 10 µg de proteínas sin calentar. 5. Congelado-

descongelado, 10 µg de proteínas, muestra calentada. 6. Sonicado, 4 

µg de proteínas, sin calentar. 7. Sonicado, 4 µg de proteínas, muestra 

calentada. 8. Lisis por calor. 

B. Lisis por buffer de lisis. 2. 4 µg de proteínas. 3. 5 µg de proteínas. 

4. 10 µg de proteínas. 5. 20 µg de proteínas. 

El marcador de peso molecular Spectra™ Multicolor Broad Range 

Protein Ladder (Thermo Scientific®) se observa en el carril 1 para 

ambos casos. 
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5.5.3. Electroforesis bidimensional. 

 

Posteriormente, una vez definido el método de lisis celular, con el propósito de comparar 

los perfiles de expresión proteica entre las células A549 infectadas con HEV y sin 

infectar, se procedió a optimizar el protocolo de isoelectroenfoque y electroforesis 

bidimensional. Se utilizaron tiras de gradiente de pH 4-7 de 13 cm para la primera 

dimensión y luego, las proteínas fueron separadas en un gel SDS-PAGE 10 % para la 

segunda dimensión. 

En los geles bidimensionales se reconocieron varios spots definidos (Figura 42), 

observándose perfiles de proteínas mayormente conservados entre ambas condiciones.  

Sin embargo, fue posible detectar un spot diferencial sub-expresado en las células 

infectadas.  
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Figura 42. Electroforesis bidimensional de las proteínas totales 

de las células A549. 

Se especifican el gradiente de pH 4-7 y el peso molecular (PM) para 

cada banda del marcador PageRuler™ Plus Prestained Protein 

Ladder (Thermo Scientific®). 

A. Células A549 control sin infectar, se indica el spot 1 

diferencialmente expresado e identificado por un círculo.  

B. Células A549 infectadas con HEV, se muestra con un círculo el spot 

1 sub-expresado, representado por un triángulo descendente. 
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5.5.4. Espectrometría de masa. 

 

La proteína fue identificada mediante espectrometría de masa MALDI/TOF-TOF (Figura 

43) como queratina humana K8 (keratin, type II cytoskeletal 8 isoform 2 [Homo sapiens]) 

utilizando el motor de búsqueda Mascot, con un 81% de cobertura de secuencia y un 

score estadísticamente significativo (p<0,05) (Tabla 12). Asimismo, el valor de pI y masa 

molecular obtenidos se corresponden al resultado visualizado para dicho spot en el gel 

bidimensional SDS-PAGE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Resultado del análisis por espectrometría de masas MALDI-TOF/TOF 

para el spot 1. 

A. Espectro de masa (porcentaje de intensidad vs m/z) de los péptidos trípticos obtenidos 

a partir del spot 1. 

B. Se muestran la asignación de los valores m/z a péptidos de la secuencia de la proteína 

K8, mediante el motor de búsqueda Mascot. En rojo se representan los péptidos 

identificados, con una cobertura de secuencia del 81%. 
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Nº spot 
en el 
gel 

Proteína 
Cobertura 

de 
secuencia 

Score de 
proteína 

p-valor 
pI 

teórico 

Masa 
molecular 

teórica 

Nº acceso 
NCBI 

1 

keratin,  
type II 

cytoskeletal 
8 isoform 2 

[Homo 
sapiens] 

81% 74 0.0064 5.52 54 KDa NP_002264.1 

Tabla 12. Identificación de proteína celular por MALDI-TOF/TOF diferencialmente expresada en 

células A549 infectadas por HEV. 

 

Nota: El triángulo negro descendente indica que la proteína se encuentra sub-expresada en células A549 

infectadas. 
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6. DISCUSIÓN

En la actualidad, HEV es reconocido como una importante causa de hepatitis viral aguda 

mundialmente, siendo la principal en regiones endémicas (Guerra et al., 2017). 

Particularmente, en los países industrializados se ha registrado en los últimos años un 

aumento drástico en el número de casos autóctonos, identificándose como HEV3, 

principalmente transmitido por vía zoonótica a partir del consumo de carne de cerdo 

insuficientemente cocida o cocinada a baja temperatura (Li et al., 2005b; Colson et al., 

2010; Lewis et al., 2010; Miyamura et al., 2011); habiéndose detectado recientemente 

cepas de HEV en cerdos nacionales (Mirazo et al., 2018). 

En Uruguay, el consumo de carne de cerdo por habitante ha crecido un 54% entre los 

años 2009-2014, representando un 15% del consumo total de carnes. Asimismo, el 

70,9% de la carne de cerdo que se consume en el mercado interno procede del exterior 

(DIEA-MGAP, 2014; INAC, 2014), sugiriendo que la transmisión zoonótica a partir de 

reservorios animales mamíferos (particularmente el cerdo) juega un rol importante en la 

diseminación de HEV en regiones no endémicas como América del Sur. 

Si bien han transcurrido más de dos décadas desde el descubrimiento y secuenciación 

del genoma completo de HEV, el conocimiento de este virus respecto a su ciclo viral y 

patogenia es aún limitado.  

Recientemente, las perspectivas de las investigaciones sobre HEV han cambiado 

drásticamente a raíz de los últimos hallazgos en el área. Actualmente, los estudios se 

han centrado en comprender la biología viral y caracterizar la respuesta inmune del 

hospedero durante la infección (Nan et al., 2017). 

Además, el creciente número de casos clínicos de HEV3 reportados en nuestro país, 

hace necesario profundizar en el estudio de este virus emergente. 

Precisamente, en el presente trabajo se implementaron por primera vez a nivel mundial 

estudios transcriptómicos y proteómicos sobre la replicación in vitro de HEV3, 

analizando los cambios moleculares inducidos en las células A549. 

Hasta el momento, no existen antecedentes en la literatura que describan el análisis 

transcriptómico en células A549 infectadas con HEV3 humano, por lo que este estudio 

prueba ser pionero.  

Asimismo, no se han reportado estudios proteómicos en células A549 infectadas con 

HEV3 humano, por lo que este análisis también resulta ser novedoso.  

En primer lugar, se aisló HEV in vitro exitosamente a partir de tres sueros humanos 

infectados con HEV3 en células A549, observándose un claro efecto citopático en las 

monocapas celulares para dos de los sueros utilizados, luego de 22 pasajes seriados 

post-infección (ppi). Estos resultados concuerdan con lo observado por Zhang et al., 

2011.  

La evidencia respaldando estos resultados proviene de estudios, donde se demostró 

que el desarrollo del CPE depende del título viral, mientras que la replicación del virus 

en cultivo no depende de este factor (Dzagurov et al., 1997). 

Asimismo, fue posible llevar a cabo el aislamiento de HEV en células HepG2, si bien, 

los cultivos no presentaron efecto citopático. Precisamente, se ha propuesto además, 

que la ocurrencia del CPE pueda estar principalmente relacionado al sistema de cultivo 

in vitro empleado (Huang et al., 1999). 

Adicionalmente, fue posible desarrollar y llevar a cabo exitosamente una curva de 
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calibración para la cuantificación del ARN viral por medio de una Real Time RT-PCR. 

Paralelamente, con respecto a la cinética de replicación viral por qRT-PCR en las células 

A549 y HepG2 infectadas, en términos comparativos, ambas exhibieron un 

comportamiento análogo al presentar un progresivo incremento en el número de copias 

de ARN/µl hacia el ppi con mayor título viral (ppi 15 y 4, respectivamente) debido a la 

constante replicación del ARN viral; finalizando con un descenso gradual hasta los ppi 

analizados, pudiendo explicarse por la etapa de síntesis de proteínas virales y con 

siguiente ensamblaje y producción de viriones. Asimismo, se ha reportado que ciertas 

mutaciones en el genoma viral son necesarias para la adaptación al cultivo celular 

(Johne et al., 2014), por lo tanto, es posible que estas cepas virales no se encuentren 

adaptadas al crecimiento in vitro.  

Cabe destacar también, que se obtuvo un mayor título viral para la infección en las 

células A549 (2,09 X 107 nº copias ARN/µl). 

Por otro lado, se analizó la capacidad de reinfección de HEV en los 2 sistemas de 

cultivos celulares. En el caso de A549, fue posible detectar una reinfección, 

observándose a las 72 horas el mayor título viral. 

Acorde a lo expuesto anteriormente, A549 representó ser una línea celular más 

adecuada para el aislamiento de HEV3. 

En contraposición, el sistema de aislamiento en HepG2 no demostró ser estable ni 

eficiente, ya que no se obtuvo reinfección viral en los cultivos y el título viral alcanzado 

en los cultivos infectados resultó ser marcadamente inferior (4,24 X 106 nº copias 

ARN/µl). 

Conjuntamente, fue posible obtener con éxito cultivos primarios de hepatocitos de rata 

neonata (Rattus Rattus), sin embargo, no se detectaron en los cultivos ARN viral de HEV 

en lo absoluto. Por lo tanto, se comprobó que los hepatocitos de rata no son susceptibles 

a la infección por HEV3. Asimismo, estudios in vivo en ratas tampoco han demostrado 

susceptibilidad a la infección por HEV humano (Li et al., 2008; Huang et al., 2009b; 

Purcell et al., 2011; Li et al., 2013a; 2013b). 

Previos estudios sugieren un rol crucial de la respuesta inmune mediada por células en 

la patogénesis de la infección por HEV (Prabhu et al., 2011). No obstante, la interacción 

patógeno-hospedero comienza antés de que el mecanismo de defensa adquirida se 

desencadene. Por consiguiente, es importante comprender la respuesta inicial del 

hospedero que pueda llegar a modificar el curso de la infección. De esta manera, para 

un mejor entendimiento de los cambios inmediatos que ocurren luego de la infección, 

en ausencia de factores externos modificadores de la respuesta, es necesario llevar a 

cabo un análisis transcriptómico in vitro (Jagya et al., 2014). 

Notablemente, en los análisis transcriptómicos llevados adelante en esta tesis, se 

identificaron 2474 genes con expresión diferencial estadísticamente significativa, de los 

cuales 1300 corresponden a genes sobre-expresados y 1174 a genes sub-expresados.  

Complementariamente, el análisis de ontología de genes reveló que los principales 

procesos biológicos alterados están asociados a la respuesta al estrés del retículo 

endoplasmático, regulación de autofagia, catabolismo aminoacídico, metabolismo 

lipídico y muerte celular necrótica. Asimismo, el proceso de necrosis celular se encontró 

aumentado, igualmente, se identificó una disminución en la regulación positiva del 

proceso de proliferación celular y un incremento en la regulación negativa de la 

proliferación. 

Estos resultados obtenidos se corresponden ampliamente a lo divulgado por otros 

investigadores, donde se observó la desregulación de genes involucrados en el 
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metabolismo lipídico y de apoptosis celular (Jagya et al., 2014; Xu et al., 2016a), (en 

análisis implicando la transfección de un clon de genoma completo HEV1 en células 

Huh-7 y en la transfección de un vector recombinante con ORF3 porcino en células 

HepG2).   

Al mismo tiempo, los procesos modificados de catabolismo aminoacídico y metabolismo 

de aminas, se relacionan congruentemente a lo obtenido por Jagya et al., 2014, en el 

cual se reportó una expresión alterada de los genes involucrados en el metabolismo de 

aminoácidos. 

Paralelamente, se apreció alteración en los procesos de señalización celular, 

presentación de antígenos y un aumento en la respuesta a inflamación aguda, 

equivalentemente a lo reportado por Jagya et al., 2014. 

Conjuntamente, los procesos relacionados al ciclo celular, división celular, reparación y 

replicación de ADN, se vieron disminuidos. 

Asimismo, se constató un incremento en la actividad para las vías de señalización 

relacionadas a p38 MAPK, PI3K y señalización de interleuquinas. Precisamente, la vía 

de p38 MAPK está involucrada en procesos de diferenciación celular, apoptosis y 

senescencia, componiéndose de quinasas que responden al estrés celular y a 

citoquinas inflamatorias. (Zarubin y Han, 2005), similarmente la vía PI3K regula 

procesos de proliferación celular (Cantley, 2002). 

En cambio, las vías de señalización disminuidas se asocian a la vía de la ubiquitina-

proteasoma, regulación del citoesqueleto y vía de señalización del interferón-γ.  

Ciertamente, se identificaron genes sobre- y sub-expresados pertenecientes a las vías 

p53, la cual promueve la apoptosis (Fidman y Lowe, 2003) y wnt, la cual regula aspectos 

cruciales que determinan el destino de las células, como diferenciación celular, 

crecimiento celular y proliferación (Pfister y Kühl, 2018). 

Destacadamente, estos resultados se corresponden a lo obtenido por Paingankar y 

Arankalle, 2015, reportando la desregulación en la vía wnt y en la organización del 

citoesqueleto debido a la infección por HEV.  

Además notablemente, se observó un aumento en los genes activadores de la vía de 

señalización JAK/STAT a partir de IFN, resultando en la sobre-expresión de IRF7, lo 

que produce un efecto antiviral en las células (Fleming, 2016).  

Recientemente, se reportó efectivamente una reducción de la replicación de HEV por 

IRF-1 mediante la vía JAK/STAT (Xu et al., 2016b). 

Paralelamente, se detectó un aumento en la expresión de los genes CXCR4 

(quimioquina) e INF-α y una sub-expresión por parte del gen SOCS3 (perteneciente a la 

vía del INF- γ, actuando como supresor de señalización por citoquinas que regula 

negativamente la vía JAK/STAT) (Rawlings et al., 2004), coincidiendo con lo reportado 

en una investigación para el caso de pacientes con HEV aguda (TrehanPati et al., 2011). 

Asimismo, se constató un incremento de la expresión del gen EIF4EBP1 (represor del 

factor eucariota de iniciación de la traducción 4E) mediado por el aumento de la 

activación de la vía p53, reportándose en un estudio la limitación de la infección por HEV 

a través de este gen vía PI3K (Zhou et al., 2014). 

Por otra parte, se identificaron los genes SNTB1 y SCIN como los más sobre-

expresados, siendo SNTB1 una proteína de unión a actina, localizada en el 

citoesqueleto que participa en la contracción muscular, mientras que la proteína SCIN 

cliva filamentos de actina, asociándose a los procesos de regulación negativa de la 

proliferación celular y regulación positiva de la apoptosis. Las vías de señalización de 

este gen están mediadas por p38 MAPK (NCBI-Gene y Uniprot).  
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Contrariamente, los genes BCL2A1 y BMPER exhibieron la mayor sub-expresión. 

La proteína BCL2A1 actúa como un regulador pro- y anti-apoptótico, involucrado en una 

gran variedad de actividades celulares como homeostasis y tumorogénesis, este gen es 

además un blanco directo para ser transcripto por NF-κB en respuesta a mediadores de 

inflamación.  La proteína BMPER está implicada en el proceso de angiogénesis y de 

regulación positiva de la cascada de ERK1/2 (quinasas reguladas por señal 

extracelular), la cual promueve a su vez, principalmente la proliferación celular y 

diferenciación (NCBI-Gene y Uniprot). 

Por lo tanto, estos resultados sugieren que la infección por HEV promueve 

principalmente el proceso de apoptosis en la línea celular analizada.  

En contraposición, en un proyecto realizado recientemente en la Sección Virología, se 

reportó que la expresión de la proteína codificada por ORF3 (mediante transfección 

estable a través de un vector de expresión) en la línea celular A549 protege a las células 

del proceso de apoptosis (García, Tesina de Grado 2016). 

En forma destacada, se observó también que el 52.1% (1203) de DGE totales codifican 

para proteínas de unión y el 49.2% (1135) codifican para fosfoproteínas. 

Por último, cabe resaltar que el 31% (715) de las proteínas codificadas por los DGE se 

localizan en el núcleo celular. 

La naturaleza dinámica del proteoma de una célula, permite el estudio de la expresión 

génica directamente a un nivel proteómico. Ciertamente, las alteraciones en el proteoma 

debido a una enfermedad, pueden ocurrir en diversas maneras que no son predecibles 

desde el análisis genómico (Hanash et al., 2003).  

Precisamente, los análisis proteómicos son una poderosa tecnología que brinda un 

mejor entendimiento de la patogénesis y de los biomarcadores involucrados en una 

enfermedad (Hanash et al., 2003).  

Los cambios proteómicos en cultivos de células infectadas han sido previamente 

estudiados para varios virus (Chan et al., 2007; Chang et al., 2007; Sun et al., 2008), ya 

que las infecciones virales usualmente resultan en alteraciones en el proteoma de las 

células que determinan el destino de las mismas y el progreso de la patogénesis (Lee 

et al., 2011). 

En primer lugar, se obtuvo una lisis celular exitosa con un método que probó ser efectivo 

y adecuado para células eucariotas de mamífero, utilizando detergente CHAPS, 

correspondiéndose con lo expresado en la literatura (Shen et al., 2014), en comparación 

a métodos estrictamente mecánicos, comprobándose mediante el gel SDS-PAGE y por 

la concentración proteica obtenida. 

Se implementó un sistema de electroforesis bidimensional para reconocer el perfil de 

expresión proteico en el rango de pH 4-7 para células A549, detectándose varios spots 

de proteínas definidos. Asimismo, se apreció un perfil muy conservado entre las 2 

condiciones, pudiéndo indentificarse un spot diferencial asociado a una proteína sub-

expresada en las células infectadas, correspondiéndose a la proteína queratina K8 

(keratin, type II cytoskeletal 8 isoform 2 [Homo sapiens]) detectada por espectrometría 

de masa. 

De forma similar, previos estudios proteómicos en células A549 infectadas con HEV 

suino, identificaron la sub-expresión de la proteína K9 (Keratin, type I cytoskeletal 9), 

entre otras (Shen et al., 2014). 

Las queratinas son típicamente filamentos intermedios, perteneciendo al citoesqueleto, 

siendo importantes para la estabilidad mecánica y la integridad del epitelio (Moll et al., 

2008). Adicionalmente, la proteína K8 de epitelio simple posee funciones regulatorias, 
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protegiendo a las células (especialmente los hepatocitos) de la apoptosis (Caulin et al., 

2000; Ku et al., 2003a), estrés, daño celular (Zatloukal et al., 2000; Ku et al., 2003b) y 

posiblemente cumpliendo funciones en la regulación del ciclo celular (Toivola et al., 

2001; Ku et al., 2002; Margolis et al., 2006; Galarneau et al., 2007; Magin et al., 2007).  

Notablemente, en la patología humana, defectos en K8 pueden predisponer a 

enfermedades hepáticas, particularmente cirrosis hepática criptogénica (Ku et al., 

2003b; Zatloukal et al., 2004). Precisamente, se ha sugerido que esta proteína es 

necesaria para la integridad estructural de los hepatocitos (Ku et al., 1995; Loranger et 

al., 1997; Toivola et al., 1998), expresándose además en la mayoría de los carcinomas 

(Moll et al., 2008).  

Dado lo expuesto, los resultados de proteómica sugieren un aumento en la apoptosis 

en las células de cultivo infectadas al encontrarse la proteína K8 sub-expresada, 

concordando con lo obtenido para el análisis de transcriptómica. 

Sin embargo, el gen que codifica para la proteína K8 no se encontró diferencialmente 

expresado a través de la secuenciación masiva del transcriptoma.  

Precisamente, discordancias significativas entre la expresión génica para los niveles de 

transcriptos y proteínas han sido previamente reportadas, demostrándose una 

insuficiente correlación entre la abundancia relativa de los transcriptos de ARNm y sus 

correspondientes productos proteicos, mediante las metodologías de microarray y 

electroforesis diferencial 2D, respectivamente (Gygi et al., 1999; Griffin et al., 2002; 

Ghazalpour et al., 2011; Stare at al., 2017). Destacadamente, en un estudio se obtuvo 

una correcta correspondencia entre proteínas y transcriptos solo para la mitad del total 

de genes analizados, observándose, que el nivel de correlación varía dependiendo de 

la función biológica y localización celular de las proteínas (Ghazalpour et al., 2011). 

Una de las razones biológicas para la baja correlación entre perfiles de expresión de 

transcriptoma y proteoma, yace en los mecanismos de regulación post-transcripcional 

(Vogel et al., 2012). Asimismo, la abundancia de proteínas refleja un balance dinámico 

entre eventos moleculares como: vida media del ARNm, eficiencia de traducción, 

splicing alternativo, plegamiento, transporte, localización, secreción, estabilidad proteica 

y degradación (Ghazalpour et al., 2011). Cabe resaltar que el proteoma celular es 

generalmente más estable y no todas las perturbaciones transcripcionales son 

manifestadas a nivel de proteínas (Dressaire et al., 2009; Maier et al., 2011).  

Por lo tanto, los análisis de transcriptomica y proteómica son dos aspectos moleculares 

complementarios (Stare at al., 2017). 

Por otro lado, es también posible que debido a la limitada sensibilidad de la técnica, 

algunos cambios en la abundancia de las proteínas no sean reconocidos. 

En resumen, ambos estudios realizados en el presente proyecto permiten inferir que la 

replicación de HEV en células A549 produce una disminución en la proliferación celular, 

incrementando la apoptosis, caracterizándose además por un aumento en la expresión 

génica vinculada a la respuesta inflamatoria, alterando procesos y las vías metabólicas 

celulares wnt, p38 MAPK, p53 y JAK/STAT, dando así lugar al daño celular. 

A pesar de que HEV está actualmente ganando reconocimiento y revistiendo gran 

importancia, aún resta comprender más en profundidad su patogénesis y los 

mecanismos moleculares implicados. 
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7. CONCLUSIONES 

 

 

 Primeramente, se aisló exitosamente HEV3 de suero humano en las líneas 

celulares A549 y HepG2, observándose mayor eficiencia para las células A549. 

 

 Se obtuvieron cultivos primarios estables de hepatocitos de rata neonata, no 

obstante, demostraron no ser susceptibles a la infección por HEV. 

 

 Se realizó una curva de cinética de replicación para los días post-infección de 

HEV en A549 y HepG2, mediante la cuantificación absoluta por Real Time RT-

PCR. 

 

 Se generaron y aplicaron por primera vez en Uruguay metodologías de 

transciptómica y proteómica en las células A549 infectadas con HEV3. 

 

 Se identificaron 2474 genes con expresión diferencial, de los cuales 1300 

corresponden a genes sobre-expresados y 1174 a genes sub-expresados.   

 

 Respecto a la ontología de genes, se observó que los principales procesos 

biológicos alterados están asociados a la respuesta al estrés del retículo 

endoplasmático, regulación de autofagia, catabolismo aminoacídico, 

metabolismo lipídico y muerte celular necrótica. 

 

 La mayoría de las proteínas codificadas por los DGE se localizan en el núcleo. 

 

 En cuanto al análisis de proteómica, se detectó una proteína sub-expresada para 

la condición de infección, identificándose como queratina K8 (keratin, type II 

cytoskeletal 8 isoform 2 [Homo sapiens]).  

 

 

 Por último, los resultados derivados de la implementación de ambas estrategias 

metodológicas sugieren que la replicación de HEV en células A549 produce una 

disminución de la proliferación celular, incrementando la apoptosis, promoviendo 

un aumento en la respuesta inflamatoria y alterando numerosos procesos 

biológicos celulares.
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8. PERSPECTIVAS 

Los resultados presentados en esta Tesis representan una base para comenzar a 

profundizar los limitados conocimientos de la biología viral de HEV, planteando un 

amplio campo de investigación en Uruguay. 

 

 En primer lugar, desarrollar y optimizar un cultivo primario de hepatocitos de 

cerdo. 

 

 Conjuntamente, con respecto a los resultados obtenidos de proteómica en A549, 

a modo de profundizar se podría implementar un estudio de proteómica shotgun. 

En el cual no es necesario un paso previo de separación de proteínas, 

digiriéndose las proteínas enzimáticamente directo de la mezcla compleja y 

separando los péptidos por HPLC acoplado a un espectrómetro de masas (LC-

MS/MS), permitiendo además, un análisis cuantitativo comparando el conteo de 

espectros de fragmentación entre las dos condiciones. 

 

 Alternativamente, es posible llevar a cabo una metodología de 2D DIGE 

(Electroforesis diferencial de geles), la cual permite comparar dos condiciones 

biológicas al igual que el 2D clásico pero de forma cuantitativa. En esta técnica 

las proteínas de las dos condiciones a comparar son marcadas con dos 

fluoróforos distintos (Cy3 y Cy5), mezclándose junto a un estándar interno 

marcado (Cy2) y separándose en un mismo IEF y gel SDS-PAGE. El gel es 

analizado en un escáner de fluorescencia y software asociado, pudiendo 

determinarse la abundancia relativa de proteínas. 

 

 

 Complementariamente, en cuanto a los resultados de transcriptómica, se 

podrían realizar estudios funcionales, comprobando experimentalmente 

mediante cuantificación relativa por qPCR, inhibiendo farmacológicamente o 

silenciando un gen o genes de una vía seleccionada para así determinar cualés 

regulan finalmente a un DGE de interés.  

 

 

 Eventualmente, evaluar el transcriptoma en distintas etapas de la cinética de 

replicación viral en los cultivos infectados de células A549 y asimismo, comparar 

analizando el transcriptoma de las células HepG2 infectadas. 

 

 

 A largo plazo, para adquirir un mejor entendimiento sobre la biología viral de 

HEV, sería interesante realizar estudios de ribonómica, la cual considera la 

organización dinámica de los ARNm en la nucleoproteína, brindando información 

sobre traducibilidad y localización.
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10. ANEXOS 

10.1. ANEXO I: Gráfico de escalamiento multidimensional (MDS) de las   

réplicas.

 

 

 

 

 

 

Figura 1-Anexo I. Gráfico de análisis multidimensional. 

Se observó que no existieron replicas atípicas (outliers). 
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10.2. ANEXO II: Gráficos de ontología de genes.

  

Figura 1-Anexo II. Gráfico representando GO para la categoría de procesos 

biológicos correspondiente a los DGE-UP. 

El color de las burbujas indica el p-valor obtenido para los términos enriquecidos de GO 

(cuanto más rojo, menor es el p-valor) y el tamaño de las burbujas representa la frecuencia 

del término GO con respecto a la base de datos GOA (Gene Ontology Annotation-European 

Bioinformatics Institute). Los términos GO con alta similitud se encuentran unidos por 

ángulos, donde el grosor de las líneas indica el grado de similitud, además, los nodos 

similares se observan más cercanos entre si. 

Rango de p-valores obtenidos por el programa GOrilla: 9,92 X 10-5 - 9,41 X 10-4. 

Realizado con el programa REVIGO. 
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Figura 2-Anexo II. Gráfico representando GO para la categoría de procesos 

biológicos correspondiente a los DGE-DOWN. 

El color de las burbujas indica el p-valor obtenido para los términos enriquecidos de GO 

(cuanto más rojo, menor es el p-valor) y el tamaño de las burbujas representa la frecuencia 

del término GO con respecto a la base de datos GOA (Gene Ontology Annotation-European 

Bioinformatics Institute). Los términos GO con alta similitud se encuentran unidos por 

ángulos, donde el grosor de las líneas indica el grado de similitud, además, los nodos 

similares se observan más cercanos entre si. 

Rango de p-valores obtenidos por el programa GOrilla: 1,87 X 10-15 - 9,28 X 10-4. 

Realizado con el programa REVIGO. 
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Figura 3A, B-Anexo II. Representación DAG para la categoría de procesos biológicos 

correspondientes a los DGE. 

Se visualizan los términos GO enriquecidos con un código de colores reflejando su grado 

de enriquecimiento indicado por su p-valor.  

Realizado con el programa GOrilla. 

B 
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Figura 4-Anexo II. Representación DAG para la categoría de función molecular 

correspondientes a los DGE. 

Se visualizan los términos GO enriquecidos con un código de colores reflejando el grado 

de enriquecimiento indicado por su p-valor.  
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Figura 5-Anexo II. Representación DAG para la categoría de componentes celulares 

correspondientes a los DGE. 

Se visualizan los términos GO enriquecidos con un código de colores reflejando el grado 

de enriquecimiento indicado por su p-valor.  
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Tabla 1-Anexo III. Lista de los 10 genes con mayor sobre-expresión para las células A549 

infectadas.  

Se indican el ID del gen, la expresión relativa, FDR (p-valor ajustado-tasa de descubrimiento falso) y 

su descripción. 

 

10.3. ANEXO III: Lista de DGE-UP y DGE-DOWN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gen ID 

Expresión 

relative 

(Fold 

change) 

FDR Descripción 
Símbolo del 

gen 

ENSG00000172164.13 71 1,327E-02 

syntrophin, beta 1 (dystrophin-

associated protein A1, 59kDa, 

basic component 1) 

SNTB1 

ENSG00000006747.14 67 5,976E-04 scinderin SCIN 

ENSG00000173175.14 60 5,976E-04 adenylate cyclase 5 ADCY5 

ENSG00000107099.15 53 5,976E-04 dedicator of cytokinesis 8 DOCK8 

ENSG00000198203.9 46 5,976E-04 
sulfotransferase family, cytosolic, 

1C, member 2 
SULT1C2 

ENSG00000129946.10 46 5,976E-04 
SHC (Src homology 2 domain 

containing) transforming protein 2 
SHC2 

ENSG00000135842.16 43 5,976E-04 
family with sequence similarity 

129, member A 
FAM129A 

ENSG00000109846.7 41 5,976E-04 crystallin, alpha B CRYAB 

ENSG00000174951.10 33 5,976E-04 

fucosyltransferase 1 (galactoside 

2-alpha-L-fucosyltransferase, H 

blood group) 

FUT1 

ENSG00000170959.14 33 5,976E-04 doublecortin domain containing 1 DCDC1 
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Tabla 2-Anexo III. Lista de los 10 genes con mayor sub-expresión para las células A549 infectadas.  

Se indican el ID del gen, la expresión relativa, FDR (p-valor ajustado-tasa de descubrimiento falso) y su 

descripción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gen ID 

Expresión 

relativa 

(Fold 

change) 

FDR Descripción 
Símbolo 

del gen 

ENSG00000140379.7 0,037 5,976E-04 BCL2-related protein A1 BCL2A1 

ENSG00000164619.8 0,056 4,295E-02 BMP binding endothelial regulator BMPER 

ENSG00000144583.4 0,057 5,976E-04 
membrane-associated ring finger 

(C3HC4) 4, E3 ubiquitin protein ligase 
MARCH4 

ENSG00000169071.14 0,059 1,727E-02 
receptor tyrosine kinase-like orphan 

receptor 2 
ROR2 

ENSG00000140465.13 0,071 2,843E-03 
cytochrome P450, family 1, subfamily A, 

polypeptide 1 
CYP1A1 

ENSG00000180537.12 0,072 5,976E-04 ring finger protein 182 RNF182 

ENSG00000187800.13 0,078 5,976E-04 
platelet endothelial aggregation receptor 

1 
PEAR1 

ENSG00000108691.9 0,081 5,976E-04 chemokine (C-C motif) ligand 2 CCL2 

ENSG00000107984.9 0,081 5,976E-04 
dickkopf WNT signaling pathway 
inhibitor 1 

DKK1 

ENSG00000165480.15 0,082 5,976E-04 
spindle and kinetochore associated 
complex subunit 3  

SKA3 


