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1- Resumen 

 

El virus de la Hepatitis E (HEV), único miembro de la familia Hepeviridae, fue 

identificado por primera vez en 1980 como el agente causal de la enfermedad 

Hepatitis E, distinguiéndolo mediante tests serológicos de la Hepatitis A y B. 

Actualmente HEV, presenta una amplia distribución geográfica mundial, con 

predominancia de formas epidémicas en regiones endémicas como el sudeste 

de Asia, Medio Oriente y parte de África; y formas no epidémicas causantes de 

los casos esporádicos encontrados en los países desarrollados y regiones sub 

desarrolladas no endémicas. Los genotipos 1, 2, 3 y 4 se han detectado en 

humanos, además de animales, mientras que los genotipos 5 y 6 se han 

detectado solo en animales como jabalí, rata, conejo y aves. Ésta, es la única 

de las hepatitis virales que posee mamíferos no humanos como reservorio, 

pero éstos, a diferencia de los humanos, son asintomáticos. En Uruguay la 

hepatitis E es una enfermedad emergente donde circulan cepas del genotipo 3 

y 1.   

La partícula de HEV es esférica con simetría icosaédrica y sin envoltura, 

resistente a las condiciones ácidas y alcalinas del tracto digestivo, lo que facilita 

su transmisión fecal-oral. El genoma está compuesto por una hebra simple de 

ARN polaridad positiva, de 7,2 Kb y posee tres ORF (ORF1, ORF2 y ORF3) 

parcialmente solapados. A su vez El ORF2 posee tres dominios: S que forma la 

cápside y los dominios M y P implicados en la interacción virus-célula huésped. 

El dominio P forma las protrusiones de la cápside y es allí donde mapea E2s, 

una secuencia interna de ORF2 que codifica el mínimo dominio antigénico del 

virus; éste está conservado en los primeros cuatro genotipos de HEV, por lo 
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que presenta un único serotipo. Hasta la fecha, dos tipos de vacunas basadas 

en proteínas ORF2 recombinantes del genotipo 1, han sido probadas 

clínicamente, con éxito en seres humanos; una basada en el sistema de 

expresión de baculovirus y otra en partículas p239 expresadas en E.coli, pero 

son necesarios más estudios para determinar la duración de la protección por 

la vacuna, necesidad de boosters y su eficacia en prevenir la enfermedad 

cuando se administra luego de la exposición a HEV.  

El objetivo de este trabajo consistió en desarrollar un sistema de expresión del 

antígeno E2s, empleando las características biológicas de la proteína Z del 

virus Junín. Esta proteína es la fuerza principal de brotamiento del virus y se ha 

demostrado que su expresión es suficiente para liberar partículas virales con 

envoltura lipídica, aún en ausencia de otras proteínas virales. De este modo 

generamos un sistema de VLPs las cuales confieren ventajas a la hora de 

generar vacunas contra hepatitis E debido a que, aunque sean más pequeñas, 

comparten propiedades morfológicas antigénicas con el virión nativo, y al estar 

vacías son completamente no infecciosas. Para generar estas VLPs se realizó 

una transfección en células HEK 293 con el plásmido pZ-E2s construido 

previamente en este trabajo mediante técnicas de PCR y clonación; se 

purificaron y fueron verificadas mediante ensayos inmunoenzimáticos, de 

fluorescencia y microscopía electrónica. Las VLPs generadas estuvieron 

acordes en forma y tamaño a lo reportado previamente en este sistema. 
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2- Introducción 

 

 

2.1- Taxonomía 

El virus de la Hepatitis E inicialmente fue adjudicado a la familia Picornaviridae 

(Quintana y González, 2003), ya que cuando fue detectado el agente etiológico 

no-A, no-B, se asumió que pertenecía a la misma familia que el virus de la 

Hepatitis A (Balayan et al., 1983; Miller, 1995). Luego en base a  las 

propiedades físico-químicas y microscopía electrónica, que revelaba 

morfologías similares a otros agentes pertenecientes a la familia Caliciviridae, 

se indicó que podría ser miembro de esta familia (Tam et al., 1991), pero en un 

género separado Hepevirus (Kabrani-Lazizi et al., 2001). Posteriormente, en el 

séptimo reporte del Comité Internacional de Taxonomía Viral, se ubicó al HEV 

en una familia aparte, Hepeviridae (Berke y Metson, 2000). Posteriormente, 

Smith et al., (2014) propone un esquema taxonómico en el cual la familia 

Hepeviridae se divide en los géneros Orthohepevirus y Piscihepevirus. 

 

2.2- Historia 

La primera epidemia de infección causada por el virus de Hepatitis E (HEV) 

ocurrió en la India (Nueva Delhi) en 1955. Dicha epidemia se debió a la 

contaminación fecal ampliamente diseminada en el agua de consumo de la 

ciudad y tuvo como consecuencia unos 29.000 casos identificados. Entre 1955 

y 1956 se volvieron a observar presuntas epidemias de hepatitis E en la Unión 
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Soviética y el Sudeste Asiático (Hillis et al., 1973; Mynt et al., 1985). Pero esta 

epidemia no fue reconocida como una enfermedad humana en sí misma hasta 

1980, cuando tests serológicos para el diagnóstico de Hepatitis A y Hepatitis B 

fueron aplicados en muestras colectadas y almacenadas durante la epidemia 

en India (Khuroo, 1980; Wong et al., 1980). Recién en 1983 se designa 

Hepatitis E al nuevo virus, identificado como la causa de la transmisión entérica  

de Hepatitis no-A, no-B (nAnB) (Balayan, 1983) y se lo denomina así, por 

entérico y epidémico (Rodríguez-Frias et al., 2012). 

Este virus, fue identificado por primera vez en 1983 y transmitido a un 

voluntario humano y a monos Cynomolgus, estableciéndose su rol etiológico en 

la transmisión entérica  nAnB (ET-nAnB) de la hepatitis (Balayan et al., 1983). 

En 1990, el genoma de HEV fue clonado directamente desde muestras 

obtenidas de un humano durante un brote ocurrido en China, (Sheng-Li et al., 

1993) y los antígenos virales codificados en el genoma ARN fueron expresados 

por tecnología de ADN recombinante (Reyes et al., 1990). 

 

2.3- Epidemiología 

Actualmente HEV presenta una amplia distribución geográfica mundial, con 

predominancia de formas epidémicas en regiones endémicas (Centro y 

Sudeste de Asia, Medio Oriente y parte de África) y formas no epidémicas, 

siendo estas últimas a su vez las causantes de los casos esporádicos 

encontrados en los países desarrollados (Fig. 1) (González, 2003; Quintana, 

2003). La enfermedad representa alrededor de un 1% de los casos informados 

de hepatitis viral aguda, asociados con viajes a zonas endémicas, aunque cada 
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vez son más frecuentes aquellos casos que no tienen historia de viajes (Pérez-

Gracia M, 2003; Rodríguez, 2003). La infección por el HEV ha sido asociada a 

cerca del 50% de los casos esporádicos de hepatitis viral aguda reportados en 

países en desarrollo (Clemente-Casares et al., 2003). En contraste con la 

incidencia geográfica de la enfermedad causada por HEV, la prevalencia 

geográfica de anticuerpo anti-HEV es ampliamente distribuida, encontrándose 

las prevalencias más altas en países donde la enfermedad fue endémica 

(Purcell y Emerson, 2008).  

 

La primera evidencia serológica de la infección por HEV en América del Sur se 

encontró en Venezuela en 1994 (Pujol et al., 1994). La región exhibe un 

endemismo moderado al HEV. Las tasas mayores de prevalencia se reportaron 

en poblaciones urbanas y rurales, entre 1 y 10% y no hay evidencia de 

Figura 1. Distribución geográfica de HEV. Países que han reportado infecciones por HEV 
epidémicas o esporádicas. Extraído de Panda et al, 2006. 
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diferencias en la prevalencia entre las diferentes regiones (América central y el 

Caribe, La cuenca Amazónica y el cono Sur) (Echevarría, 2013). En Nicaragua 

se detectó una prevalencia de anticuerpos anti-HEV de 4,6 y 8%, mientras que 

en Cuba se reportó una prevalencia de 5,3%. En Uruguay la hepatitis E es una 

enfermedad emergente y la prevalencia es de 1,2% (Quintana et al., 2005). Las 

prevalencias de anticuerpos anti-HEV más altas de Latino América se reportan 

en Bolivia (León et al., 1999). 

 

2.4- Distribución de genotipos 

2.4.1- Situación a nivel mundial 

Aunque se ha propuesto un único serotipo (Purcell, 1994), las cepas de HEV 

presentan una muy amplia diversidad genómica a lo largo de todo el genoma 

(Okamoto, 2007). Smith et al, (2014) presenta un consenso taxonómico para la 

clasificación de estas variantes de HEV (Fig. 2), tomando en cuenta relaciones 

filogenéticas, extensión de secuencia y rango de huésped. En dicha 

clasificación incluye cuatro genotipos, previamente descritos de acuerdo al 

análisis del genoma completo y/o regiones parciales que son variables en 

ORF1 y ORF2 (Schlauder et al., 2001; Zanetti et al., 1999); genotipo 1, 2, 3, 4, 

capaces de infectar humanos y los genotipos 5 y 6 recientemente asignados a 

HEV aviar, de rata (Johne et al., 2010), jabalí (Oliveira-Filho et al., 2013) y 

conejo (Geng et al., 2011; Zhao et al., 2009).  
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De acuerdo con el sistema actualmente aceptado de clasificación, los cuatro 

genotipos principales de HEV se subclasifican en subtipos definidos en las 

bases de cinco reconstrucciones filogenéticas: 5’ORF1, 3’ORF1, 5’ORF2, 

3’ORF2 y el genoma completo (Fig. 3) (Lu et al., 2006). 

 

Los genotipos 1 (subtipos 1a-e) y 2 (subtipos 2a y 2b) están restringidos a 

primates, son transmitidos predominantemente por vía fecal-oral y se limitan a 

regiones tropicales/templadas (Purdy y Khudyakov, 2011). 

 

El genotipo 3 (subtipos 3a-j) infecta varias especies de mamíferos, puede ser 

transmitido a humanos a través de la ingestión de carne cruda y se distribuye 

mundialmente (Meng, 2011). 

Figura 2. Análisis filogenético de la familia Hepeviridae y 
secuencias de HEV-like. Los árboles de Máxima 
Verosimilitud se realizaron en base a las secuencias de 
los ORF1 y 2, excluyendo la región hipervariable (HVR). 
Se indican valores de boostrap mayores al 70%. Pig: 
cerdo; Rabbit: conejo; Camel: camello; wild boar: jabalí. 
Extraído de Smith et al,. 2014. 
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El genotipo 4 (subtipos 4a-g) se comporta de forma similar al genotipo 3. Se 

pensaba que se restringía solo a Asia, pero recientemente fue identificado en 

aislados de humanos y suinos europeos (Nishizawa et al., 2003).  

 

2.4.2- Situación a nivel regional 

En Latinoamérica los orígenes de las cepas que circulan varía, las cepas 

circulantes en Argentina y Brasil se asocian con genotipos de América del 

Norte y Europa, mientras que los genotipos de HEV en México y el Caribe, se 

asocian a los responsables de epidemias en Asia y África (Echevarría et al., 

2013). Estudios genotípicos a partir de la secuenciación de muestras de ARN 

en sueros, han determinado que pertenecen a los genotipos 1 y 3 las que 

Figura 3.  Distribución geográfica de los genotipos del virus de hepatitis E. Los genotipos 1 y 2 
consisten en casos epidémicos reportados en Asia, varios países de Latino América  y África; 
los genotipos 3 y 4 comprenden casos zoonóticos y han sido aislados de casos esporádicos de 
infección por hepatitis E aguda en varios reservorios animales, particularmente cerdos 
domésticos y salvajes; el genotipo 3 se distribuye en todo el mundo en humanos y cerdos 
mientras que el genotipo 4 fue reportado en Asia del Este y Europa Central. Extraído de 
Mirazo, 2014. 
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circulan en la población humana de México y el Caribe. Casos importados de 

HEV de genotipo 1 fueron detectados en viajeros internacionales en Argentina 

(Munné et al, 2011) y casos autóctonos pertenecientes al genotipo 3 fueron 

encontrados en Argentina, Brasil y Uruguay (Mirazo et al., 2011). 

Recientemente, se ha detectado en Uruguay, el primer caso de hepatitis E 

autóctono perteneciente al genotipo 1 asociado a cepas de origen Indio, 

emparentadas a su vez con aislados de Cuba y Venezuela. Cabe destacar, que 

en estos países latinoamericanos dónde se reportaron aislados de HEV 

asociados al genotipo 1, son mayormente cepas autóctonas (Mirazo et al., 

2014). 

 

2.5- Características de la enfermedad 

Durante los brotes, las tasas de incidencia fueron de 1-15% en personas de 

entre 15 y 40 años de edad (Kane et al., 1984), franja etaria donde se observa 

la enfermedad sintomática con mayor frecuencia (Purcell y Emerson, 2008). La 

infección varía en severidad, desde subclínico, a hepatitis fulminante. Los 

casos más agudos de HEV tienen un curso clínico silencioso, y los pacientes 

manifiestan anticuerpos rápidamente (Rein et al., 2012; Zhu et al., 2010). 

Algunos estudios han sugerido una alta susceptibilidad de niños a la infección 

por HEV (Aggarwal et al., 1997; Arora et al., 1999). Las tasas de casos fatales 

durante las epidemias fueron de 0,2 y 4%, siendo mayores que la de Hepatitis 

A (Rodríguez-Frias et al., 2012). Se registra una tasa significativamente alta de 

entre 10-20% en mujeres embarazadas, que sufren falla hepática inexplicable, 

especialmente en el tercer trimestre (Arankalle et al., 1988; Khuroo et al., 1981; 
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Khuroo et al., 2003). El 60% de los casos de mujeres embarazadas infectadas 

con HEV se asociaron con incremento en la mortalidad de las gestantes, 

complicaciones obstétricas, nacimientos prematuros así como con la muerte de 

los neonatos. Aunque se desconocen los mecanismos por detrás de estos 

brotes, se piensa que puede ser por transmisión vertical  (Patra et al., 2007). 

 

2.6- Modos de transmisión 

Tanto el genotipo 1 como el genotipo 2 se asocian a grandes epidemias de 

hepatitis E relacionadas con el consumo de agua contaminada y condiciones 

sanitarias desfavorables. En cambio, los casos esporádicos de infección por 

HEV en regiones no endémicas son menos entendidos (Purcell et al., 2008).  

Existen varias vías de transmisión del HEV (Tabla 1): vía fecal-oral; transmisión 

persona-persona; vía parenteral; vía vertical; transmisión zoonótica; (revisado 

por Mirazo et al., 2014). 

 Fecal-oral asociado a fuentes de agua contaminada en un 

contexto de condiciones sanitarias poco favorables y están 

asociadas al genotipo 1 y 2 en todos los casos. También se ha 

reportado la presencia de ARN viral en fuentes de agua 

pertenecientes a criaderos suinos y en aguas residuales en 

países industrializados (Clemente-Casares et al., 2003; Lopes dos 

Santos et al., 2011).  

 Persona-persona, esta vía de transmisión no tiene un papel 

preponderante durante la aparición de brotes epidémicos 
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(Aggarwal et al., 1992). Ciertos hábitos de falta de higiene pueden 

contribuir en la transmisión del virus de un humano a otro.  

 Parenteral, existe evidencia de contagio entre donantes y 

pacientes durante transfusiones de sangre en países de Europa y 

Japón, considerados no endémicos para HEV (Colson et al., 

2007). Esta vía supone un potencial riesgo para la población en 

países industrializados y en vías de desarrollo.  

 Vertical la transmisión madre a hijo se asocia exclusivamente a 

cepas de genotipo 1 (Kar et al., 2008). 

  Zoonosis la Hepatitis E es la única entre las hepatitis virales que 

posee animales no humanos como reservorios, los cuales se 

presentan asintomáticos a diferencia de los humanos (Pavio et al., 

2010). 
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Extraído de Mirazo, 2014 

 

 

Tabla 1. Características epidemiológicas y clínicas de los cuatro Genotipos (1-4) de HEV. 
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2.7- Zoonosis 

En 1997 en Estados Unidos, se detectó Hepatitis E en cerdos, país que hasta 

ese momento se consideraba no endémico para HEV (Meng et al., 1997). 

Posteriores análisis realizados por Meng et al., (1998) sugirieron por primera 

vez que los suinos serían potencialmente reservorio de HEV. 

Una vez establecido el potencial rol del cerdo como reservorio, varios estudios 

se comenzaron a llevar a cabo para determinar la prevalencia de anticuerpos 

anti-HEV en piaras de América del sur. En Uruguay, el estado serológico de 

HEV en suinos, continúa desconocido (Mirazo et al., 2012). Actualmente, en 

estudios realizados en distintas regiones del mundo se han detectado 

anticuerpos anti-HEV en numerosas especies animales; entre ellos: cerdos, 

jabalíes, ratas, perros, gatos, mangostas, vacas, ciervos, ovejas, cabras, 

conejos, caballos y especies aviares (Pavio et al., 2010). Además, se ha 

identificado ARN perteneciente a HEV de los genotipos 3 y 4 tanto en cerdos 

como en jabalíes, ciervos, mangostas y conejos (Pavio et al., 2010). Se 

demostró que estos genotipos están cercanamente emparentados con cepas 

humanas, lo que sugiere una posible transmisión interespecies (Meng et al., 

1997; Pavio et al., 2010). La expansión en el rango de huésped y nuevos 

animales reservorio identificados, revelan un problema sanitario de mayor 

preocupación (Mirazo et al., 2012). 

Existe evidencia de la transmisión de HEV a través del consumo de carne 

contaminada de animales reservorio (Meng et al., 2013; Yazaki et al., 2003) y 

se ha identificado la transmisión de HEV por consumo de productos cárnicos 

derivados de animales infectados (Colson et al., 2010). El virus de la Hepatitis 
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E permanece infeccioso hasta los 60oC, sugiriendo la posibilidad de 

transmisión por consumo de alimentos crudos o ligeramente cocinados (Yugo y 

Meng, 2013). 

Como el HEV suino, el HEV aviar también está relacionado al HEV humano 

genéticamente y antigénicamente. Este hallazgo ofrece la posibilidad de 

estudiar los mecanismos de infección de HEV por especies cruzadas y 

tropismo tisular (Huang et al., 2005). 

 

2.8- Estructura viral, genoma y proteínas 

El HEV es una partícula esférica de 27 a 34 nm de diámetro, de simetría 

icosaédrica, sin envoltura (Quintana y González, 2003) y en su cápside posee 

espículas en forma de copa como los Calicivirus (Fig. 4), motivo por el cual, en 

un principio, se los incluyó en esta familia (Feinstone et al., 1973; Bradley et al., 

1987; Arankalle et al., 1988). HEV es resistente a la inactivación por las 

condiciones ácidas y alcalinas leves del tracto intestinal, facilitando la vía de 

transmisión fecal-oral (Rodríguez-Frias et al., 2012).  

 

 

Figura 4. a) Representación de HEV. b) 
Visualización de HEV mediante microscopía 
electrónica. Extraído de http://www.ua-bw.de 
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El genoma viral, está formado por una sola hebra de ARN de sentido positivo 

de 7,2 Kb con tres marcos abiertos de lectura (ORF) parcialmente solapados: 

ORF1, ORF2 y ORF3 (Tam et al., 1991) flanqueadas en los extremos 5’ y 3’ 

por dos regiones no codificantes. Hacia el extremo 5’ se encuentra un Cap de 

metil-guanina, éste, además de auxiliar en la traducción a través del 

reconocimiento del ribosoma, podría ser importante protegiendo al virus de la 

respuesta innata del huésped (Imran et al., 2011), también se encuentra una 

secuencia conservada de unos 58 nt  que se pliega en forma de estructuras 

tallo-bucle, esenciales para la replicación y transcripción del virus (Tam et al., 

1996). Hacia el extremo 3’ se encuentra un segmento poli (A) (Fig. 5) (Tam et 

al., 1991). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Organización del genoma de HEV. Posee tres marcos abiertos de lectura ORF1, 
ORF2 y ORF3. Se observan las regiones no codificantes, 5´Cap de metil-guanina y 3´ poli (A) y 
estructuras conservadas cerca del 5´con conformación de tallo-bucle. Extraído de Echevarría et 
al., 2013. 
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Tres proteínas virales son codificadas por los  ORF1, ORF2 y ORF3 del  

genoma viral (Fig. 6). Su presencia durante la infección por HEV es confirmada 

por la producción de anticuerpos contra estas proteínas en humanos y 

animales experimentales (Khudyakov et al., 1994; Panda et al., 1995). 

 

 

El ORF1 (Fig. 7) de unos 5000 nt, codifica una poliproteína de 1693 aa, la cual 

está implicada en las funciones virales no estructurales (Koonin et al., 1992). 

Los dominios funcionales identificados en la poliproteína incluyen (comenzando 

del N-terminal): metil-transferasa (MeT), cisteín-proteasa, ARN helicasa 

(muchos virus ARN de polaridad positiva la codifican y es esencial para la 

replicación del genoma viral) (Imran et al., 2011) y ARN polimerasa ARN 

dependiente (enzima fundamental, encontrada en todos los virus de ARN, 

implicada en la replicación del genoma, que utiliza un ARN de polaridad 

negativa como intermediario) (Rehman et al., 2008).  

 

Figura 5. Organización del genoma de HEV. Posee tres marcos abiertos de lectura ORF1, 
ORF2 y ORF3. Se observan las regiones no codificantes, 5´Cap de metil-guanuna y 3´ poli 
(A) y estructuras conservadas cerca del 5´con conformación de tallo-bucle. Extraído de 
Echevarría et al., 2013. 

Figura 6. Distribución genómica de HEV a) genotipo 1 – 3 b) genotipo  4. Extraído de Panda 
et al., 2006 
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Además el ORF1 posee dominios no del todo caracterizados: el dominio Y y el 

dominio X o “macro”, conservado en varios virus animales de hebra ARN de 

polaridad positiva, posiblemente esté implicado en la replicación y transcripción 

(Neuvonen y Ahola, 2009). 

Dentro del ORF1 se encuentra la región hipervariable (HVR) de HEV, que se 

solapa a la secuencia localizada entre el dominio X y la porción C-terminal de la 

cisteín- proteasa (Koonin et al., 1992). Las HVR varían en secuencia y longitud 

entre los diferentes HEV, y se demostró que la infectividad de HEV puede 

tolerar pequeñas deleciones en el HVR siendo estos residuos aminoacídicos 

dispensables para la infectividad del virus (Pudupakan et al., 2009), por lo 

tanto, aunque tolere las deleciones, estas secuencias podrían interactuar con 

factores virales y del huésped modulando la eficiencia de la replicación de HEV 

(Pudupakan et al., 2011). 

La región entre el final del ORF1 y el comienzo de ORF3/ORF2 parece 

contener elementos regulatorios (Imran et al., 2012). 

El ORF2 (Fig. 8) de unos 2000 nt codifica la proteína de la cápside de HEV, la 

cual posee 660 aa y es la encargada de encapsidar el genoma viral (Purdy et 

al., 1993). Contiene hacia el N-terminal una secuencia señal que transloca la 

proteína al retículo endoplásmico donde se glicosila (Jame et al., 1996). 

Figura 7. Dominios de ORF1.  Met: Metil-transferesa, PCP: Cisteín proteasa, Hel: 
Helicasa, RdRp: ARN polimerasa ARN dependiente. Dominios Y, X: no del todo 
caracterizados. Extraído de Imran et al., 2012. 
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Mutaciones en los sitios de glicosilación de ORF2 previenen la formación de 

partículas virales infecciosas (Graff et al., 2008). 

La proteína codificada por el ORF2 contiene tres dominios lineales (Xing et al, 

2010): el dominio Shell (S) (aa 119-319) que forma la cápside y los dominios 

Middle (M) (aa 320-454) y Protruding (P) (aa 320-606), que se relacionan con la 

interacción virus-célula huésped. El dominio P queda expuesto al exterior de la 

cápside y es el sitio de unión de anticuerpos neutralizantes (Ahmad et al., 

2011). 

 

El ORF3 (Fig. 9) de unos 370 nt, se encuentra casi totalmente solapado a 

ORF2. Se sugirió que la proteína ORF3 se traduce a partir de un ARN 

subgenómico bicistrónico con dos codones AUG, y codifica una fosfoproteína 

de unos 114 aa que se asocia al citoesqueleto (Zafrullah et al., 1997). La región 

C-terminal, posee varios dominios multifuncionales: dominios hidrofóbicos D1 y 

D2.  

El dominio D1 se une a una fosfatasa, evitando cambios conformacionales en 

la misma (Kar-Roy et al., 2004) de este modo se activa de forma prolongada la 

quinasa regulada extracelularmente (Erk), constituyendo una posible señal de 

supervivencia y proliferación celular (Moin et al., 2007). D2 interacciona con 

Figura 8. Dominios de ORF2. S: Shell, M: Middle P: 
Protruding. Asn 137, 310, 562: sitios de glicosilación. 
Extraído de  Rodriguez-Frias et  al., 2012 



23 
 

una glucoproteína de fase aguda, cuyos niveles plasmáticos descienden en 

infectados por HEV (Taneja et al., 2009).  

ORF3 también posee dos regiones ricas en prolina P1 y P2; P1 está asociado a 

la salida del virus de la célula (Imran et al., 2012). 

Las interacciones de ORF3 pueden favorecer la replicación viral, alargando la 

vida de las células infectadas al atenuar la vía intrínseca de muerte y regular 

negativamente la respuesta inmune innata por la reducción de expresión de 

proteínas de fase aguda (Chandra et al., 2008). Algunos estudios también 

sugieren un rol en el egreso del virus (Rodríguez-Frias et al., 2012). 

 

 

 

2.9- Dominios de ORF2 

Como se mencionó anteriormente, los monómeros de la proteína ORF2 

contienen tres dominios diferentes: S, M, y P (Fig. 10).  El Dominio M está 

asociado al dominio S y se localiza en la superficie icosaédrica, alrededor del 

eje 3-fold. Los dominios M y P están asociados mediante una larga bisagra rica 

en prolina; P está compuesto por dos subdominios: P1 y P2, siendo P2 una 

protrusión de P1 (Yamashita et al., 2009). Se demostró que el péptido de la 

cápside proteica de HEV que consiste de una parte de M, y P completo, es 

capaz de unirse a la membrana de varias líneas celulares, sugiriendo que el 

Figura 9. Dominios de ORF3. D1 y D2: dominios hidrofóbicos de unión al citoesqueleto y 
Erk, activan señal de supervivencia celular.  P1 y P2: regiones ricas en prolina, asociadas 
a la salida del virus de la célula. Extraídos de Imran et al., 2012. 
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dominio P, además de estar implicado en la unión con moléculas receptoras, 

está involucrado en la unión a receptores celulares (Yamashita et al., 2009).  

 

Las proteínas ORF2 recombinantes expresadas en E. coli han demostrado 

ensamblarse en estructuras de orden superior; p239 (aa 368-606), E2 (aa 394-

606) y E2a (aa 459-660), las cuales se conservan predominantemente como 

homodímeros, bajo condiciones ligeramente disociantes, modelan los 

determinantes antigénicos dominantes y los sitios de neutralización de HEV (Li 

et al., 2009) (Fig. 11). La estructura cristalográfica de la proteína E2s (aa 455-

602) muestra que forma un homodímero compacto esencial para la interacción  

HEV con la célula huésped, y a su vez contiene el sitio de reconocimiento de 

anticuerpos neutralizantes de HEV. Es, de hecho el dominio antigénico mínimo 

(DAM) de la proteína de cápside. Este dominio proteico no parece mostrar 

ninguna secuencia o estructura homóloga con otras proteínas virales conocidas 

(Li et al., 2009). A su vez, E2s es la construcción más pequeña entre las E2 

Figura 10. a) Estructura cristalográfica de HEV VLP, b) Diagrama de 
cintas  representa los dominios S, M y P de la proteína de la cápside. 
Extraído de Yamashita et al., 2009. 
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que pueden dimerizar y reconocer anticuerpos anti-HEV. Contiene los residuos 

más conservados para la dimerización de la región E2. Se sugiere que E2s 

está presente en la superficie de las protrusiones de HEV según se visualiza 

mediante microscopía electrónica (Li et al., 2009). 

 

 

 

 

Se ha demostrado que anticuerpos monoclonales son capaces de neutralizar in 

vitro e in vivo la infección por HEV (Shofield et al., 2003; Emerson et al., 2006) 

y muchos de ellos, reconocen epítopes conformacionales de la cápside 

proteica (Yamashita et al., 2009). Por otra parte, anticuerpos monoclonales 

contra epítopes lineales localizados en los aminoácidos 423-438 y 423-443 del 

dominio M de la cápside del genotipo 1, neutralizaron la unión del péptido  de la 

cápside a las células (He et al., 2008), sugiriendo la importancia de M en el 

paso de unión. 

Figura 11. Proteína de cápside ORF2 de HEV: Una proteína truncada de 56 kDa (aa 112-
607) se auto-ensamblan en células de insectos para formar partículas similares a virus. 
Construcciones más cortas: p239 formada a partir de interacciones diméricas, E2s y E2a 
forman protuberancias hexaméricas en la superficie. E2s se ha propuesto como el dominio 
de dimerización. Extraído de Imran AR., et al., 2012; Yamashita et al., 2009 
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2.10- Virus-Like Particles (VLPs) 

Con la intención de estudiar técnicas con el fin de traducir el ORF2 de HEV a 

una proteína que contenga una secuencia señal putativa y sitios de 

glicosilación (Tam et al., 1991; Jameel et al., 1996), se ha expresado in vitro 

mediante sistemas heterólogos de expresión, incluyendo E.coli (Panda et al., 

1995), plásmidos en células de mamíferos (Jameel et al., 1996), vectores 

alfavirus (Torresi et al., 1997; Torresi et al., 1999), sistema de expresión 

basada en baculovirus (Robinson et al., 1998; Mc Atee CP., et al., 1996), 

vaccinia virus recombinante (Carl et al., 1994) y levadura (Tyogi et al., 

2001a,b). 

Mediante estas técnicas se ha logrado producir partículas recombinantes de 

HEV autoensambladas, sus estructuras tridimensionales fueron resueltas por 

microscopía crioelectrónica en una resolución de 22 A y reconstrucción de 

imagen tridimensional observándose que la cápside está dominada por 

dímeros que definen las 30 unidades morfológicas (Fig. 12) (Xing et al., 1999). 

Figura 12. Partícula del virus de Hepatitis E: 

Estructuta tridimensional  resuelta a 22 A 
mediante microscopía crioelectrónica y 
reconstrucción de imagen. Extraído de Panda 
et al., 2006. 



27 
 

Los métodos de microscopía electrónica y reconstrucción de imagen mostraron 

un VLP de estructura T=1 con dímeros que protruyen en los ejes de doble 

simetría icosaédrica de manera que los 60 monómeros se organizan como 30 

unidades morfológicas (Xing et al., 1999). Xing et al., (2010) produjo un virión 

de gran tamaño (T=3) y uno pequeño (T=1), expresando la proteína de ORF2 

en células de insecto con o sin el aa 111 del N-terminal, respectivamente. La 

partícula del virión T=3 contenía 2 Kb de ARN derivado del ORF2, mientras que 

T=1 no encapsidaba ARN. Incluso el ORF2 truncado es capaz de 

autoensamblarse en partículas similares a virus (VLPs) en células Tn5, sin 

necesidad de ORF1 y ORF3 de estar incluidos en el constructo recombinante 

de HEV; demostrándose que no son esenciales para el ensamblaje de la 

partícula (Xing et al., 1999). 

Las ventajas de las partículas similares a virus, radican en que éstas 

comparten propiedades morfológicas antigénicas con el virión nativo aunque 

están vacías y son más pequeñas (Xing et al., 1999). También, en la alta 

productividad, en combinación con la antigenicidad retenida en las partículas; 

haciendo de éstas, candidatas ideales para las vacunas contra hepatitis E. 

 

2.11- Sitios antigénicos neutralizantes y vacunas 

2.11.1- Sitios antigénicos neutralizantes 

Como se mencionó anteriormente, solo hay un único serotipo identificado 

(Khuroo et al., 2008), sugiriendo que el dominio de HEV inmunodominante está 

altamente conservado entre genotipos. Confirmando este hecho se logró 
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observar que las características estructurales del dominio E2s son compartidas 

por los cuatro genotipos humanos, (Zhao et al., 2012) y como consecuencia, 

los anticuerpos de cualquiera de estos, pueden reaccionar de forma cruzada 

con los epítopes de la cápside proteica del genotipo 1 (Emerson et al., 2006). 

Debido a la carencia de un cultivo celular adecuado para la replicación de HEV, 

nuestro entendimiento de la inmunología, se basa principalmente en estudios 

que utilizan proteínas recombinantes expresadas en E.coli (Ridell et al., 2000) o 

VLPs utilizando sistemas de expresión como baculovirus (Li et al., 1997; 

Robinson et al., 1998). 

Anticuerpos contra péptidos sintéticos y proteínas recombinantes cortas de 100 

aa, no neutralizan HEV, sugiriendo que los epítopes de neutralización de este 

virus son conformación-dependientes. En tales casos, los epítopes 

neutralizantes pueden ser modelados solo con fragmentos de proteínas que 

contengan toda la información necesaria para dirigir el plegamiento correcto 

(Meng et al., 2001). El péptido mínimo requerido para inducir la produccion de 

anticuerpos neutralizantes de HEV corresponde a la región de 148 residuos de 

ORF2, desde el aa 459 al 607 (Zhou et al., 2005) qué cómo se mencionó 

anteriormente, corresponde al E2s (Fig. 13) ubicado en el dominio P. 

La mayoría de los ensayos serológicos para diagnosticar HEV usa proteínas 

recombinantes derivados de ORF2 y/o ORF3, pero se ha reportado que los 

anticuerpos anti-ORF2, pueden reaccionar inespecíficamente (Panda et al., 

1995). Los ensayos serológicos comerciales están basados en los genotipos 1 

y 2 y podrían ser menos sensibles para detectar genotipos 3 o 4 (Herremans et 

al., 2007; Wang et al., 2001). 
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La alta inmunorreactividad en las muestras de suero fue demostrado contra 

ORF2 recombinante, particularmente en la forma dimérica, pero no en forma 

monomérica (Zhao et al., 2013).  

Estudios realizados en monos Rhesus infectados experimentalmente con 

diferentes genotipos de HEV (Zhang et al., 2003) demostraron que anticuerpos 

IgM e IgG específicos contra el dominio E2 de ORF2, se desarrollaban 

rápidamente a altos niveles luego de la infección, pero mientras que los 

anticuerpos IgG persistieron en los animales por 86 semanas o más, los 

anticuerpos IgM disminuyeron luego de la fase aguda de la infección. 

El hecho de que E2 pudiera proteger monos luego de la infección con HEV, 

implica que el péptido es capaz de modelar los sitios de neutralización y 

Figura 13. Estructura dimérica 
de E2s: sitios neutralizantes 
identificados mapeados en el 
dominio E2s. Extraído de Zhao et 
al., 2012 
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serviría como péptido candidato para una potencial vacuna (Li et al., 2005). 

Hasta la fecha, todos los sitios neutralizantes fueron conformacionales y 

mapearon en el dominio E2s de ORF2 (Zhao et al., 2012). Wei et al. (2014) 

realizaron estudios mediante la técnica de ELISA “sandwiche”, donde 

inmovilizaron p239 (239 aa, desde 368 al 606, capaz de formar partículas 

similares a virus que mantienen los epítopes neutralizantes en la superficie) o 

E2s (148 aa, desde el 455 al 606, necesarios para la formación de dímeros) en 

una superficie sólida y observaron buena actividad de unión en diluciones 

seriadas con anticuerpo 8C11 en ambos antígenos, indicando dímeros 

similares en los epítopes. Este anticuerpo de tipo IgG1 se une a dominios 

extracelulares de N-cadherina. Las diferencias encontradas radican en que E2s 

solo posee dos dímeros, mientras que las VLPs generadas con p239 poseen 

varios dímeros de unión (Zhao et al., 2012).  

 

2.11.2- Vacunas 

Dos vacunas contra HEV se han sometido a pruebas clínicas con éxito en 

seres humanos. Éstas se basan en proteínas ORF2 recombinantes del 

genotipo 1. 

La primera expresa una proteína recombinante de 56 KDa en células de 

insecto mediante el sistema de expresión de baculovirus y se confirma que los 

epítopes neutralizantes están presentes en la cápside. Este péptido fue 

altamente inmunogénico en monos Rhesus y Cynomolgus protegiendo a los 

animales contra cepas de genotipo homólogo y heterólogos (Tsarev et al., 

1994; Tsarev et al., 1997).  
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Esta vacuna ha sido sometida a estudios de seguridad y eficacia en seres 

humanos que se desarrollaron en tres etapas de inmunización de la proteína 

recombinante junto con adyuvante de aluminio con un posterior seguimiento de 

dos años (Shrestha et al., 2007). En dicho estudio se concluyó que la vacuna 

no mostraba ninguna protección después de una dosis. Luego de dos dosis sin 

embargo, se mejoraba la protección, pero no se lograba establecer con certeza 

debido a la discordancia de los resultados obtenidos. Los niveles de anticuerpo 

crecieron con la segunda dosis y luego declinaron hasta que se aplicó la 

tercera y última, pero la protección persistió. A partir de la tercer dosis, el nivel 

de anticuerpos anti-HEV aumentó en un factor de diez (Shrestha et al., 2007), 

evidenciando que se habría generado memoria inmunológica con las dos 

primeras inmunizaciones. 

La segunda vacuna se basa en p239 expresada como partículas en E. coli. 

Este péptido tiene 26 aa de extensión desde el N-terminal del E2 y comparten 

tanto características estructurales como antigénicas, pero p239 es altamente 

inmunogénico, presumiblemente por su naturaleza particulada (Li et al., 2005). 

La antigenicidad de ambos péptidos, como ya se mencionó, está asociada con 

su forma dimérica (Zhang et al., 2005; Li et al., 2005). 

La eficacia de esta vacuna, es comparable con la de la proteína recombinante 

de 56 kDa, aunque los niveles de anticuerpos inducidos por ésta, son mayores 

(Li et al., 1997). 

Son necesarios más estudios para determinar la duración de la protección por 

la vacuna, la necesidad de boosters y su eficacia en prevenir la enfermedad 

cuando se administra luego de la exposición a HEV (Zhao et al., 2013), así 
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como estudios sobre la seguridad de esta vacuna en mujeres embarazadas, 

niños y personas con enfermedad hepática crónica. Por otra parte deberían 

incluir los Genotipos 3 y 4, responsables de los casos autóctonos esporádicos 

en todo el mundo, y con el mayor potencial zoonótico (Mirazo, 2014). 

 

2.12- Proteína Z del virus Junin 

La familia Arenaviridae incluye al virus Lassa (agente etiológico de fiebre 

hemorrágica en el Oeste de África), Guanarito (causante de fiebre hemorrágica 

en Venezuela), Virus Junin (en Argentina), entre otros (McCormick et al., 2001); 

se caracteriza por tener una nucleocápside helicoidal que contiene el genoma 

ARN bisegmentado, rodeado por una bicapa lipídica con espículas de 

glicoproteínas integradas en ella. Cada hebra de ARN (una pequeña S, y una 

larga L) codifica dos genes virales mediante la estrategia de ambisentido, 

separados por una región intergénica. La hebra S de ARN codifica para la 

nucleoproteína (NP), el precursor de la glicoproteína (GP) y un péptido estable 

que sirve como señal para clivar la GP (Eichler et al., 2003); mientras que la 

hebra L de ARN codifica para la ARN polimerasa ARN dependiente y la 

proteína de interés, proteína Z. Esta proteína posee una longitud de 99 aa y 

una masa molecular de aproximadamente 11 kDa (Salvato et al., 1989 a,b). 

La proteína Z contiene un motivo en forma de anillo con actividad de unión a  

estructuras de zinc (Salvato et al., 1992). También posee dos motivos 

diferentes, ricos en prolina que son característicos de los dominios tardíos: 

PPPY y PTAP separados por ocho aa. Están altamente conservados y se ha 

demostrado que median la interacción con las proteínas de las células 
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huésped. Análisis mutagénicos revelaron que ambos son necesarios para la 

mediación del brotamiento, una de las funciones atribuidas a esta proteína. 

Pérez et al., (2003) evidenció esta proteína, como la fuerza principal para el 

brotamiento de los Arenavirus. 

Otras funciones descriptas para la proteína Z son: efecto inhibitorio de la 

replicación del ARN viral y transcripción a través de su interacción con 

proteínas tardías (Wildo et al., 2008; López et al., 2001), capacidad de 

interactuar en el reclutamiento de la nucleoproteína viral (Neuman et al., 2005; 

Shtauno et al., 2010), así como la inhibición de la traducción a través de 

interacciones con factores celulares (Borden et al., 1998). 

Strecker et al., (2003) demostraron el rol que cumple la proteína Z del virus 

Lassa para el ensamble y liberación de VLPs y que sólo ésta es capaz de 

unirse fuertemente a la membrana como proteína de matriz. También 

demostraron que la expresión de la proteína Z recombinante en ausencia de 

otras proteínas virales es suficiente para liberar las partículas virales con 

envoltura lipídica. 

Recientemente se ha confirmado que las proteínas de la matriz viral juegan 

roles críticos en las últimas etapas de replicación de virus ARN, y cuando se 

expresan en células por sí solas, éstas liberan VLPs (Parent et al., 1995; Wills 

et al., 1994), pero para la producción de VLPs infecciosas es necesario además 

de la presencia de la proteína Z, la GP (Lee et al., 2002). Se ha reportado, que 

la inserción de epítopes en la secuencia de pZ  con una longitud de 20-30 aa 

sigue permitiendo la formación de los VLPs sin interferir con la actividad de 

brotamiento (Chackeiran B., 2007). 
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En síntesis, es sabido  que las vacunas particuladas son más seguras que las 

atenuadas o las inactivadas, pero a menudo cuando se expresa y purifica una 

única proteína en ausencia de otros componentes virales, estos son menos 

inmunogénicos que aquellos que se incorporan en partículas infeccionas. En 

este sentido, las vacunas basadas en VLPs son altamente efectivas como 

vacunas particuladas, porque mimetizan la estructura superficial de las 

partículas virales en ausencia de ácido nucleico, siendo absolutamente no 

infecciosas (Roy y Noad, 2008). Este tipo de vacuna por lo general no necesita 

de la administración de adyuvante, sustancia responsable del aumento de la 

respuesta inmunológica contra el antígeno. Los mecanismos de activación 

varían de acuerdo con cada tipo de VLP, tamaño, estructura, vía de 

administración, presencia o ausencia de adyuvante (Kushinir et al., 2012; 

Levine et al., 2009). Estas propiedades han sido utilizadas previamente para 

desarrollar un sistema de expresión de antígenos heterólogos el cual puede 

inducir respuesta de anticuerpos incluso en ausencia de adyuvante (Borio et 

al., 2012, Mareze et al., 2015). 

Este trabajo pretende utilizar las ventajas del sistema de VLPs descrito, para 

expresar el dominio antigénico E2s del ORF2 de HEV en células eucariotas y 

analizar la formación de VLPs, las cuales al mimetizar las características 

estructurales del virus en ausencia del ácido nucleico, son mucho más seguras 

que otras vacunas como las atenuadas o inactivadas; y es por ello que se eligió 

este sistema con el cual, eventualmente poder desarrollar vacunas para la 

prevención de la infección por HEV. 
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3- Objetivos 

 

Objetivo general 

Diseñar, desarrollar y evaluar en forma preliminar un sistema de expresión del 

antígeno E2s de HEV basado en la estrategia de Virus – like particles (VLPs) 

empleando las características biológicas de la proteína Z del virus Junin, para 

su potencial uso como estrategia inmunoprotectora en la prevención de la 

infección por HEVs. 

 

Objetivos específicos 

 Diseñar y poner a punto las técnicas de biología molecular 

necesarias para amplificar la secuencia de E2s dentro del gen 

codificado por el ORF2 viral.  

  Construir, obtener y verificar los plásmidos a ser empleados, 

mediante técnicas de ADN recombinante y biología molecular. 

 Diseñar e implementar la transfección de los plásmidos en células 

HEK 293 y la expresión de las Virus Like Particles (VLPs). 

 Implementar un método de obtención y purificación  de las VLPs 

obtenidas en el sobrenadante de la transfección de las células HEK 

293. 

 Observar las VLPs empleando técnicas de microscopía 

electrónica de trasmisión. 

 Evaluar la expresión de E2s mediante técnicas 

inmunoenzimáticas.  
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4- Estrategia de trabajo 

 

En análisis preliminares llevados a cabo en nuestro laboratorio se evaluó la 

capacidad de un sistema de expresión de antígeno basado en la tecnología 

VLP, en células eucariotas, utilizando las propiedades biológicas del virus Junin 

para expresar el ORF2 de HEV (Mirazo, 2014).  

En este trabajo (Fig. 14) se escogió utilizar el mismo sistema para expresar el 

dominio mínimo antigénico, incluido dentro de la región codificante del ORF2 

(aa 455-602), E2s un segmento de 500 nt y 148 aa. Para ello se deberá 

amplificar el segmento deseado mediante PCR a través del diseño de un par 

de primers que incluyan sitios de reconocimiento de enzimas de restricción.  

Posteriormente se clonará  primeramente en un vector comercial de clonado, y 

luego, empleando las enzimas de restricción apropiadas, en el vector que 

contiene el gen de la proteína Z del virus Junín (pZ-N3). Una vez obtenido el 

plásmido se realizará la transfección de células eucariotas HEK 293 y se 

purificarán las VLPs obtenidas en el sobrenadante. La generación de las VLPs 

y la correcta expresión de E2s se verificará por microscopia electrónica, 

ensayos inmunoenzimáticos y de fluorescencia. 
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Figura 14. Esquema de la estrategia de trabajo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 
 

5- Materiales y Métodos 

  

5.1- Diseño de primers y amplificación de E2s por 

PCR 

5.1.1- Primers y amplificación de E2s 

Con el objetivo de amplificar la secuencia E2s incluida en el segmento ORF2 

de HEV se diseñaron primers específicos, indicados en la Tabla 2. Éstos fueron 

posteriormente modificados para contener los sitios de restricción para las 

enzimas Bam HI y Not I (Fermentas Thermo Scientific, Estados Unidos) en los 

primers forward y reverse, respectivamente. 

 

Se realizó una PCR convencional para amplificar el segmento de 500 pb 

correspondiente al segmento que codifica el mínimo dominio neutralizante, 

E2s. Ésta se realizó en un volumen final de 50 μL y se colocaron 34,6 μL de 

H2O estéril, 5 μL de Buffer Taq 10X, 4 μL de MgCl2 25 mM, 1 μL de dNTPs 10 

mM, 1 μL de primer E2s F (50 mM) y E2s R (50 mM), 3 μL  de ADN plasmídico 

pZ-ORF2 (530 μg/mL), 0,4 μL de TaqTM DNA Polimerasa (Fermentas, Life 
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Sciences, Estados Unidos). El ciclado corresponde a un primer paso de 5 min a 

98ºC de desnaturalización, 30 ciclos de 45 seg a 95ºC, 1 min a 58ºC y 1 min a 

72ºC; una última etapa de extensión se realiza a 72ºC durante 10 min. Para 

visualizar la correcta amplificación, se realizó una electroforesis en gel de 

agarosa 1,5 % y se purificó la muestra mediante Nucleospin® Gel and PCR 

clean up (Macherey-Nagel, Alemania), según las indicaciones del fabricante. 

5.1.2-  Clonado en pSGI 

Para la construcción del primer plásmido, el fragmento correspondiente a E2s 

purificado fue clonado en un vector pSGI (Promega, Estados Unidos) de 4,2 

Kb. Para ello, se realizó la ligación  en un volumen final de 20 μL agregándose, 

en un primer paso, 1 μL de enzima Blunting (Fermentas Thermo Scientific, 

Estados Unidos), 2 μL de Buffer 10X, 11 μL del producto purificado E2s (13 

μg/mL), y 4 μL de H2O estéril y dejandose 5 min a 700C. Posteriormente se 

procedió a agregar 1 μL  de enzima ligasa T4 (Fermentas Thermo Scientific, 

Estados Unidos) y 1 μL del vector pSGI (50 μg/mL) y se dejó la mezcla 

terminada, 1 hr a 220C.  

Una vez obtenido el inserto ligado con el plásmido se procedió a  transformar 

bacterias competentes E.coli Dh5α (New England Biolabs, Estados Unidos) 

mediante tratamiento de shock térmico según el siguiente protocolo: se 

mezclaron 3 µL del producto de ligación con 25 µL de bacterias en un 

eppendorf de 1,5 mL y se lo colocó en hielo durante 30 min. Ulteriormente se 

colocó a 420C durante 45 seg y nuevamente en hielo por 5 min. Se adicionó al 

mix 250 µL de medio SOC y se dejó 1 hr a 370C y 220 r.p.m. 
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Finalmente las bacterias fueron sembradas en  placas de Petri, en medio LB 

agar con ampicilina (100 µg/mL) con el objetivo de obtener colonias resistentes 

que hayan incorporado el plásmido. 

Se dejaron 24 hrs en estufa a 370C y se seleccionaron las colonias positivas 

según su morfología. A éstas, se las dejó crecer en 3 mL de medio LB líquido 

con ampicilina a 370C, 220 r.p.m durante 18-20 hrs. Luego de ese período se 

extrajo el plásmido empleando el kit ZyppyTM Plasma Miniprep Kit (Zymo 

Research, Estados Unidos) tal lo dicta el fabricante. 

Para verificar la correcta inserción del fragmento, se realizó restricción de los 

plásmidos extraídos, con las correspondientes enzimas en un volumen final de 

20 μL, en el cual se colocó 3 μL  de H2O estéril, 2 μL de Buffer BamHI 10X, 1 

μL de enzimas Bam HI y Not I (Fermentas, Thermo Scientific, Estados Unidos), 

ADN plasmídico pSGI-E2s (270 μg/mL). Posteriormente se colocó la mezcla a 

37ºC durante 2 hrs y finalmente 15 min a 80ºC con el fin de inactivar las 

enzimas. La correcta escisión del fragmento se analizó mediante electroforesis 

en gel de agarosa 1%. 

 

5.2- Construcción de plásmidos pZ-E2s y controles 

5.2.1- Ligación y transformación 

En forma paralela se dejaron crecer bacterias E.coli  conteniendo los plásmidos 

control pZ-N3 y pZ-EGFP, el cual contiene una proteína reportera (Green 

Fluorescent Protein, GFP) (cedidos por la Dra. Cristina Borio de la Universidad 

Nacional de Quilmes), en 3 mL de medio LB líquido con kanamicina (50 µg/mL) 
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durante 18 hrs a 370C y 220 r.p.m. Luego se les realizó la extracción del ADN 

plasmídico mediante kit ZyppyTM Plasma Miniprep Kit (Zymo Research, 

Estados Unidos) según las indicaciones del fabricante. 

Los plásmidos control pZ-EGFP y pZ-N3, fueron obtenidos mediante diferentes 

técnicas de extracción de plásmido: Maxiprep in house y por Kit según las 

indicaciones del fabricante Nucleobond® Xtra Maxi Plus (Macherey-Nagel, 

Alemania). Estas técnicas de Maxiprep, a diferencia de las técnicas de 

extracción por Miniprep, se realizan con el objetivo de obtener ADN plasmídico 

ultra puro, en alta concentración, para inmunizar animales y/o transfectar 

células en gran escala.  

Una vez obtenido el plásmido pZ-EGFP, fue digerido con Bam HI y Not I con el 

fin de liberar la secuencia correspondiente a GFP y generar extremos 

cohesivos en el plásmido pZ-N3 (Fig. 15). Lo mismo se realizó con el plásmido 

pSGI-E2s para liberar el inserto, purificarlo empleando un kit comercial 

Nucleospin® Gel and PCR clean up (Macherey-Nagel, Alemania) y ligarlo con el 

plásmido pZ-N3 según el siguiente protocolo: en un volumen final de 20 μL, se 

agregó 10 μL  de H2O, 2 μL de Buffer 10X, 1 μL de ligasa T4 (Fermentas 

Thermo Scientific, Estados Unidos), 1 μL de plásmido pZ-N3 (45 μg/mL) y 6 μL 

del producto de purificación de E2s (17 μg/mL), previamente escindido del 

plásmido pSGI. Una vez finalizada la muestra, se lo dejó 1 hr a 22ºC.  

Ulteriormente se procedió con la transformación de bacterias E.coli Dh5α (New 

England Biolabs, Estados Unidos) siguiendo el mismo protocolo que se 

mencionó anteriormente. 

 



42 
 

 

 

 

5.2.2- Electroforesis en gel de agarosa 

La visualización de las bandas de 500 pb para el caso de la amplificación del 

E2s  y de 5000 pb  en el caso de la proteína pZ-N3, se realizó mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido con Bromuro de Etidio. Para esto 

se colocaron 500 mg de Agarosa (Amresco, Estados Unidos) en 50 mL de 

buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X y posteriormente se añadieron 2,5 µL de 

Bromuro de Etidio (InvitrogenTM Life Techonologies, Estados Unidos). A las 

muestras se les agregó 2 µL de buffer de carga 6X (Fermentas, Life 

Technologies, Estados Unidos). Además de las muestras pZ-E2s y el control 

negativo pZ-N3 se incluyó en la corrida electroforética al marcador de peso 

Figura 15. Mapa del plásmido que codifica la proteína Z del 
virus Junín en marco de lectura con la proteína verde 
fluorescente (GFP, Green protein fluorescent). Fue escindido 
con Bam HI y Not I el segmento GFP para poder clonar ORF2 y 
luego se escindió éste para clonar E2s. Extraído de Mirazo, 
2014 
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molecular de 100 pb y de 1 Kb (DNA Ladder, Invitrogen Life Techonologies, 

Estados Unidos).  

5.2.3- Extracción de plásmidos por Maxiprep 

Para realizar este procedimiento para la extracción de plásmidos en grandes 

cantidades, se colocaron en un tubo Falcon de 15 mL, estéril, 5-6 mL de medio 

líquido LB con el antibiótico apropiado, en este caso, kanamicina, ya que pZ-

E2s, pZ-N3 y pZ-EGFP poseen resistencia a este antibiótico y se agregaron 20 

µL de bacterias E.coli conteniendo dichos plásmidos, dejándose en estufa a 

370C agitando durante 7 u 8 hrs. Posteriormente, para 500 mL de cultivo, se 

colocaron en dos frascos de medio litro, 230-250 mL de medio LB líquido con 

kanamicina (25 μg/mL), se agregó 1 mL del preinóculo y se dejó agitando a 

370C cerca de 16 hrs. Para la resuspensión del pellet se transfirieron las 

bacterias a tubos de centrífuga autoclavados de 250 mL y se centrifugó 20 min 

a 40C a 5000 r.p.m. Se resuspendió en 18 mL de buffer GTE (glucosa 50 mM, 

Tris 25 mM, EDTA 10 mM) y se adicionaron 2 mL de solución de lisozima (10 

mg/mL en Tris 10 mM fresca) para luego incubar durante 5 minutos a TA. 

Luego se agregaron 40 mL de solución de lisis (NaOH 0,2 N, SDS 1% fresca). 

Se incubó 10 min a temperatura ambiente y por último se adicionaron 20 mL de 

Acetato de potasio 3 M frío, y se mezcló. Se incubó en hielo durante 10 min 

antes de transferirlo a 3 tubos Falcon de 50 mL que se centrifugaron 1 hr a 

5000 r.p.m a 40C. Se filtró el lisado con gasa y se añadieron 0,6 volúmenes de 

isopropanol. Se incubó 1 hr a TA y se centrifugó durante 30 min a la misma 

temperatura. El pellet fue resuspendido en 8 mL de agua y guardado a 40C 

hasta la ultracentrifugación. 
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Para realizar la ultracentrifugación en colchón de Cloruro de Cesio (CsCl), se 

debió agregar a cada tubo 8,6 g de CsCl, 100 µL de Bromuro de Etidio (10 

mg/mL) y se transfirió a los tubos de ultracentrífuga con jeringa, completando el 

volumen con CsCl (43 g / 4 mL de agua). La ultracentrifugación se realizó a 

96000 r.p.m, durante 18-20 hrs a 20-250C. Se retiraron los tubos de la 

ultracentrífuga e inmediatamente se colectaron las bandas correspondientes al 

ADN plasmídico (Fig. 16) con jeringa (aguja 40/12-hipodérmica); se adicionaron 

v/v de alcohol isoamílico y se agitó por inversión varias veces. Luego se 

centrifugó a 2500 r.p.m. Se aspiró la fase alcohólica (fase superior), repitiendo 

este paso tres veces. Para poder realizar la diálisis, se debió calentar  la 

membrana y lavarla con agua. Se transfirió el contenido del tubo de la 

ultracentrífuga a ella (evitando formar bolas de aire). Se dejó dializando por 

agitación a 40C con buffer Tris 0,01 M y EDTA 0,01M. Se transfirió el ADN 

desde la membrana a un tubo Falcon de 15 mL al cual se le agregó 0,1 

volumen de Acetato de potasio 3 M pH=6,0, se vortexeó y se agregó 2 

volúmenes de etanol 70%, dejándose overnight a 20ºC. 
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Para finalizar, se realizó una primera centrifugación a 5000 r.p.m a 40C durante 

1 hr y se descartó con pipeta el sobrenadante. Se hicieron lavados con etanol 

70% mantenido a -200C y se efectuó una segunda centrifugación durante 10 

minutos en las mismas condiciones. Se descartó el sobrenadante con pipeta y 

se dejó secar el pellet hasta quedar transparente. Se resuspendió con solución 

salina 0,9% guardada a 40C. El producto final se mantuvo a -200C. 

 

5.3- Transfección en células HEK 293 con pZ-E2s, 

pZ-EGFP y pZ-N3 

5.3.1- Cultivo celular  

Para poder realizar la transfección celuar con los plásmidos pZ-E2s, pZ-N3 y 

pZ-EGFP previamente construidos, se propagaron células HEK 293 (Fig. 17) 

en medio de Dulbecco-Eagle (DMEM), suplementado con 10% de suero bovino 

fetal (FBS), 100 µg/mL de estreptomicina a 370C en una atmósfera 

humidificada de 5% CO2. 

 

Figura 17. Céulas Hek 293 40x.  
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5.3.2- Transfección 

Para proceder con la transfección, el día previo a realizarse la misma, se 

sembraron células HEK 293 en placas de Petri (Greiner, España). 

La transfección de los plásmidos fue realizada utilizando el reactivo 

LIpoafectamine® LTX with Plus TM (Invitrogen Life Technologies, Estados 

Unidos), de acuerdo a las especificidades del fabricante. En cada caso fueron 

transfectados 18 µg de ADN, utilizando una relación 1:2 con el reactivo 

transfectante. A las 48 horas post-transfección el sobrenadante conteniendo las 

VLPs de las células transfectadas pZ-E2s, pZ-EGFP, pZ-N3, fueron 

cosechados y las células transfectadas fueron observadas bajo microscopía de 

fluorescencia con el objetivo de evaluar la eficiencia de transfección.  

 

5.4- Evaluación de la expresión 

Para poder verificar la expresión del plásmido pZ-E2s, se realizó 

inmunofluorescencia mediante el siguiente protocolo: se permeabilizó las 

membranas celulares con detergente Tritón en PBS 0,1% durante 10 min. 

Entre cada paso se realizan tres lavados con PBS.  Primero se incubó el 

anticuerpo primario anti-ORF2 generado en ratón en una dilución de 1:200  y 

luego con anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado con Isotiocianato de 

Fluoresceina (FITC) en una dilución de 1:1000, ambos durante 1 hr a TA. Por 

último se realizó la tinción nuclear con DAPI (4’,6’-diamina-2-fenilindol) un 

marcador fluorescente que se une a regiones enriquecidas en Adenina y 

Timina en secuencias de ADN. 
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5.5- Purificación de las VLPs  

Una vez puesta a punto la transfeccion y verificada la expresión de E2s se 

procedió a producir VLPs en placa de Petri de 90mm (Greiner, España). Para la 

purificación de las VLPs a partir del sobrenadante de las células transfectadas 

se realizó una primera centrifugación a 4000 r.p.m a 40C durante 20 min con el 

fin de sedimentar los restos celulares. Posteriormente a la clarificación, las 

VLPs presentes en el sobrenadante fueron sedimentadas en un colchón de 

sacarosa al 30 % w/v (Fig. 18) a 96000 r.p.m durante 2 hrs a 40C. Los pellets 

se resuspendieron en PBS y almacenaron a 40C. 

 

 

5.6- Evaluación de la expresión de E2s 

5.6.1- Dot blot 

Con el fin de evaluar la expresión de las VLPs producidas con los plásmidos 

pZ-E2s, pZ-N3 y pZ-EGFP se realizó el inmunoensayo Dot Blot, para el cual se 

Figura 18. Ultracentrifugación de 
VLPs: Tubos de 26,9 mL. Colchón 
de sacarosa 30% 
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sembraron 3 μL de la muestra y los controles, en una membrana de 

nitrocelulosa (BioRad, Estados Unidos). Se bloqueó con PBS-BSA 0,5% 

durante 30 min y se incubó el anticuerpo primario anti-ORF2 (AbCam, Estados 

Unidos) que reconoce epítopes conformacionales, en una dilución 1:500 

durante 2 hrs a TA. Luego de los lavados con PBS-BSA 0,5% el anticuerpo 

secundario empleado fue un anti-IgG de ratón conjugado con una fosfatasa 

alcalina (AbCam, Estados Unidos) en una dilución 1:2000 durante 45 min. Se 

repitieron los lavados y se procedió con el revelado, para el cual se utilizó una 

solución 1:9 (v/v) de nitro-bluetetrazolium and 5-bromo-4-chloro-3´- 

indolyphosphate (NBT/BCIP) (Invitrogen, Life technologies, Estados Unidos). 

Paralelamente se llevó a cabo un Dot Blot realizado con un anticuerpo primario 

anti-pZ en una dilución de 1:1000 y anticuerpo secundario anti-IgG de conejo 

conjugado a una fosfatasa alcalina en la misma dilución, ambos fueron 

incubados durante 1 hr. 

5.6.2- Microscopía electrónica de transmisión 

Con el objetivo de visualizar bajo microscopía electrónica las VLPs purificadas, 

se colocó 5 μL de la suspensión sobre una rejilla de cobre recubierta de 

Formvar de 100 wesh durante 5 min. Luego las muestras se tiñeron 

negativamente con ácido fosfotúngstico 2% durante 5 min, se drenó el exceso y 

se dejó secar durante 10 min. Posteriormente se examinaron con la asistencia 

del personal del servicio de microscopía de la Facultad de Ciencias UdelaR. 

 

 



49 
 

6- Resultados 

 

6.1- Amplificación de E2s por PCR 

Mediante PCR convencional se logró amplificar correctamente, utilizando los 

primers diseñados específicamente, la secuencia E2s de 500 pb (Fig. 19), 

correspondiente al DAM de HEV, a partir del plásmido pZ-ORF2. 

 

6.2- Construcción del plásmido pZ-E2s 

El producto purificado de E2s fue clonado en el vector pSGI en primera 

instancia y luego en el plásmido conteniendo el gen Z (pZ con GFP escindida), 
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generando así el vector de expresión pZ-E2s. Para la verificación de la correcta 

inserción del segmento E2s de 500 pb en el plásmido pZ de 5000 pb (Fig. 20), 

se realizó restricción con enzimas Bam HI y Not I (Fermentas, Thermo 

Scientific, Estados Unidos).  

 

6.3- Transfección de células HEK 293 

La transfección de las células HEK 293 se realizó con el plásmido de interés 

pZ-E2s y los plásmidos control pZ-N3 y pZ-EGFP. Según los resultados del 

análisis por microscopía de fluorescencia de las células transfectadas con el 

vector control pZ-EGFP, se determinó que fue exitosa. En la Figura 21 se 

 5500 pb  5000 pb 

 

 

 

 

 

  500 pb 
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Figura 21. Microscopía de fluorescencia de la transfección de pZ-EGFP en células HEK 293 

48 horas post transfección. Se transfectaron en cada caso 18 μg de ADN en una relación 1:2 

con el reactivo Lipoctamine® LTX with PLUS
TM

. a) Imagen panorámica 40X, b) amplificación de 

célula con expresión de GFP a nivel de membrana. 

observa que la expresión de GFP se detecta fundamentalmente en la 

membrana y de forma polarizada. 

 

 

6.4- Evaluación de la expresión de E2s en un 

sistema eucariota 

Se realizó inmunofluorescencia a las células HEK293 transfectadas con el 

plásmido pZ-E2s para evaluar la expresión del mismo. Para ello se empleó 

anticuerpo primario anti-ORF2 y anticuerpo secundario anti-igG de ratón y se 

realizó la tinción con DAPI. En la Figura 22b se logra observar células con 
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diferente intensidad de fluorescencia; la mayor intensidad indica mayor 

expresión de la proteína fusionada. 

 

 

6.5- Purificación de las VLPs y evaluación de la 

expresión de E2s 

6.5.1- Dot blot 

Una vez confirmada la expresión de E2s fusionada a pZ-N3 mediante 

inmunofluorescencia, se procedió a la purificación de las VLPs generadas con 

el plasmido pZ-E2s a partir del sobrenadante de las células transfectadas. Lo 

mismo se realizó con las VLPs producidas con los plásmidos control pZ-N3 y 

pZ-EGFP. El proceso de purificación de las VLPs fue llevado a cabo 

correctamente y la identidad de las proteínas expresadas en el sistema de 

células HEK 293 pudo ser corroborada por el Dot blot con el anticuerpo anti-

ORF2, revelando una reacción positiva con la muestra pZ-E2s. Asimismo, se 

pudo observar una reacción inespecífica con los controles de pZ-N3 y pZ-

EGFP (Fig. 23a). Para comprobar la inespecificidad de esta señal, en paralelo 

Figura 22: Microscopía de fluorescencia de la transfección realizada con pZ-E2s a) Tinción 
nuclear con DAPI b) Transfección de pZ-E2s en HEK 293 c) control. a,b y c) 10X 

a)                                            b)                                             c) 
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se realizó un Dot blot control con anticuerpo primario anti-pZ (Fig. 23b) y no se 

observó  reacción inespecífica con el control negativo. 

 

 

 

 

6.5.2- Microscopía electrónica de transmisión 

Luego de la purificación de las VLPs estas pudieron ser visualizadas por 

microscopía electrónica de transmisión. En el producto purificado del 

sobrenadante de la transfección realizada con plásmidos pZ-E2s, se 

observaron partículas con diámetro variable de entre 70 y 150 nm. Mientras 

que en el producto purificado del sobrenadante de las células transfectadas con 

pZ-N3 se logró observar partículas que alcanzaban diámetros de 230 nm. (Fig. 

24). 

 

Figura 23. Dot blot a las VLPs purificadas. Evaluación 
de la identidad de la proteína con anticuerpo primario 
anti-ORF2 1:500 y anticuerpo secundario anti-IgG de 
ratón conjugado a una fosfatasa alcalina. a) Se 
observa reacción pZ-E2s y se observa reacción 
inespecífica con los controles pZ-EGFP y pZ-N3. b) 
Control con anti-Z: muestra pZ-E2s, control pZ-EGFP 
y control con células sin transfectar (s/t), no se 
observa reacción inespecífica. 
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Figura 23. Microscopía electrónica de 
transmisión de las VLPs generadas por la 
transfección de HEK 293 con pZ-E2s (a, b 
y c) y el control pZ-N3 (d) y purificadas 
por ultracentrifugación en colchón de 
sacarosa. Se observan estructuras de 
entre 70 y 150 nm generadas a partir del 
plásmido pZ-E2s, mientras que para las 
generadas a partir de pZ-N3 se logran 
observar tamaños mayores que alcanzan 
los 230 nm. a) 30000X, b) 50000X, c) 
80000X, d) 25000X 
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7- Discusión y conclusión 

 

En este trabajo se pretendió desarrollar un sistema de expresión del antígeno 

E2s de HEV mediante la estrategia de VLP empleando las características 

biológicas de la proteína Z del virus Junín. Para ello se debió amplificar E2s y 

clonarlo en el vector de interés conteniendo el gen Z. Una vez construido el 

plásmido pZ-E2s, se procedió a transfectar células HEK 293 y lo mismo se 

realizó con los plásmidos control pZ-N3 y pZ-EGFP. Para evaluar la eficiencia 

de la transfección se analizaron por microscopía de fluorescencia las células 

transfectadas con el plásmido control pZ-EGFP. El tipo de expresión fue la 

esperada para el vector empleado, a nivel de membrana y de forma polarizada 

debido a la brotación de Z una vez expresado en las células (Borio et al., 2012). 

La evaluación de los plásmidos se realizó mediante inmunofluorescencia a la 

transfección realizada con pZ-E2s y se logró observar un alto nivel de 

expresión. Habiendo determinado que la transfección de células HEK 293 fue 

exitosa, se procedió a la purificación de las VLPs contenidas en el 

sobrenadante de las células transfectadas. Para evaluar la concentración, 

morfología y pureza  de dichas partículas, se las observó por microscopía 

electrónica. Las VLPs producidas a partir del plásmido pZ-E2s presentaron 

diámetros variables que van desde 70 a 150 nm, mientras que las VLPs 

generadas a partir del plásmido control pZ-N3, poseen tamaños mayores que 

alcanzan los 230 nm. Todas ellas estuvieron acordes en forma y tamaño a lo 

reportado previamente en este sistema (Borio et al., 2012, Mareze et al., 2015 y 

Mirazo, 2014). A través del Dot blot realizado a las VLPs generadas a partir de 
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pZ-E2s, y los controles pZ-N3 y pZ-EGFP, se observó reacción inespecífica 

con los controles, definida por una señal más tenue y mucho más dispersa en 

la membrana. A pesar de que se realizaron modificaciones en las condiciones 

del ensayo, esta reacción no pudo ser eliminada. Sin embargo, este tipo de 

problema ha sido observado para otro tipo de antígenos de HEV (Mirazo., 

2014). Por este motivo se realizó un Dot blot control con pZ-E2s, pZ-EGFP y 

células sin transfectar. En este caso  se utilizó anticuerpo primario anti-pZ por 

lo que se observó reacción con esta proteína en las muestras pZ-E2s y el 

control pZ-EGFP y no hubo reacción inespecífica en el control de células sin 

transfectar. La reacción positiva del ensayo, habiendo utilizado anticuerpos que 

reconocen epítopes conformacionales, verifica la correcta expresión de las 

proteínas purificadas (Mareze, 2015).  

Los resultados obtenidos permiten ser optimistas ya que este sistema de VLPs 

que utiliza las características de la proteína Z del virus Junin y el DAM del HEV, 

podrá ser utilizado potencialmente como estrategia inmunoprotectora. 

En investigaciones previas (Mirazo, 2014) se utilizó este sistema para la 

expresión del ORF2  de HEV completo, pero los resultados indicaron que, al 

ser esta secuencia la que codifica para la cápside viral, se autoensambla y 

forma una VLP rodeada de la bicapa lipídica resultante del brotamiento desde 

la célula, afectando su capacidad antigénica e induciendo una baja respuesta 

de anticuerpos.  

En este trabajo se propuso utilizar la secuencia interna de ORF2, E2s, la cual 

codifica para el DAM viral y las VLPs que se generan expresan este epítope. 

Para inducir la producción de anticuerpos, la proteína debe ser expuesta, así 
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puede ser reconocida por linfocitos B y esto podría suceder por una 

interrupción parcial en la membrana de las VLPs que exponga el antígeno y así 

estimular directamente las células B (Borio et al., 2012), e inducir una 

respuesta inmune capaz de generar anticuerpos específicos contra el antígeno. 

Debido a los resultados obtenidos con las vacunas en fase de estudios clínicos, 

se consideró necesario comenzar a desarrollar nuevas estrategias que 

permitieran alcanzar mayores niveles de protección, sostenidas a lo largo del 

tiempo y que incluyeran los genotipos 3 y 4, responsables de los casos 

autóctonos esporádicos en todo el mundo y con el mayor potencial zoonótico 

(Mirazo, 2014). Por este motivo se eligió la secuencia E2s, correspondiente al 

DAM, cuyas características estructurales se conservan en los cuatro genotipos 

humanos. Su efectividad antigénica se debe a su capacidad para formar 

dímeros compactos (Zhao et al., 2012), sitios de neutralización (Li et al., 2005) 

que son reconocidos por anticuerpos conformación-dependiente. Por estas 

características es que esperamos, cuando se lleve adelante en el futuro 

próximo, obtener altos títulos de anticuerpos en respuesta a inmunizaciones 

con este sistema de expresión de  antígeno basado en la estrategia de VLPs. 
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8- Perspectivas 

 

 

En este trabajo se pretendió diseñar un sistema de expresión del antígeno E2s 

de HEV, basado en la estrategia de VLPs. Una vez cumplido este objetivo se 

pretende continuar esta investigación del siguiente modo: 

 Utilizar la técnica de inmunogold descrita por Borio et al, (2012) a las 

VLPs purificadas y visualizarlas mediante Microscopía electrónica de 

transmisión. 

 Inmunizar animales de laboratorio para evaluar la respuesta inmune 

inducida. 

 Diseñar un sistema animal para eventualmente efectuar desafíos con 

HEV y evaluar la protección inmune generada por las VLPs. 
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