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RESUMEN

El virus de la hepatitis E (HEV), agente etioldgico de la hepatitis E aguda, es
considerada endémica en muchos paises en desarrollo de Africa y Asia.

Se transmite principalmente por via fecal-oral, siendo responsable de
importantes epidemias en zonas subdesarrolladas generadas
fundamentalemente por el consumo de agua contaminada. Sin embargo, en la
ultima década se han registrado en varios paises con alto desarrollo, un nimero
creciente de casos esporadicos de hepatitis E adquiridos localmente. Desde el
punto de vista epidemioldgico la infeccion por HEV en estas zonas no endémicas
tiene caracteristicas distintivas., incluyendo presentacién clinica, tasa de ataque
y modos de trasmision del virus.

La transmision zoondtica de reservorios animales a humano se ha sugerido
como un factor fundamental en la propagacion de la infecciéon por HEV. Otras
tres rutas adicionales de transmisién se han identificado: parenteral, persona-
persona y vertical. Ademas de los seres humanos, cepas del HEV se han aislado
de otras especies animales, incluyendo cerdos domésticos y jabalies, venado,
pollo, rata, hurdén, conejo y, recientemente, camello. La hepatitis E es
considerada una zoonosis, siendo los cerdos y jabalies los principales reservorios
para las infecciones humanas.

Actualmente, el HEV esta clasificado como un miembro del género Hepevirus en
la familia Hepeviridae. El genoma viral, de ~ 7200 nt consiste basicamente en
tres marcos de lectura abierta (ORF) discontinuos y parcialmente superpuestos
(ORF1, 2 y 3) . El ORF1, ubicado en el extremo 5 ' es la unidad codificante mas
grande y abarca aproximadamente dos tercios del genoma viral. Esta region esta
implicada en la replicacién viral y en el procesamiento proteolitico post
traduccional. EIl ORF2 codifica la proteina de la capside viral de 660 aa que
encapsida el genoma, mientras que el ORF3 se superpone a los otros dos ORFs y
codifica una pequefia fosfoproteina de 123 aa implicada en la replicacién vy

egreso viral.



Las secuencias de HEV capaces de infectar humanos han sido clasificadas en
cuatro genotipos principales, 1-4, que a su vez se clasifican en subtipos (1a-1¢;
2a-2b; 3a-3j; 4 a- 4g). Sin embargo la reciente identificacion de nuevas variantes,
junto con el creciente nimero de secuencias HEV-like (con cierto grado de
identidad nucleotidica con HEV) ha puesto en discusidon el actual sistema de
clasificacién dentro del género Hepevirus. Los aislados del Genotipo 1 consisten
en cepas epidémicas y se han reportado en varios paises de Asia y Latinoamérica,
minetras que las secuencias del Genotipo 2 se han identificado en brotes en
México y, posteriormente, en algunos paises de Africa central. Estos dos
genotipos son considerados antroponéticos. Por su parte el Genotipo 3 estd
ampliamente distribuido en el mundo y se han identificado cepas en cerdos,
jabalies y ciervos. El Genotipo 4 comprende cepas humanas y porcinas
geograficamente restringidas a Asia y algunos paises de Europa Central .

La infeccién aguda por HEV es diagnosticada mediante la deteccién de
anticuerpos especificos anti-HEV (IgM e IgG). Sin embargo la baja especificidad y
sensibilidad de los ensayos comerciales disponibles, ha derivado en el uso
creciente de técnicas de amplificacién de acidos nucleicos.

Actualmente existe una Unica vacuna comercial, ‘que adn sigue en fase de
estudio, desarrollada en China, pero que no esta disponible en todo el mundo.
Paralelamente, otros desarrollos estd siendo llevados adelante. Sin embargo, el
real impacto de la aplicacién de estas vacunas es controversial.

En América del Sur, donde no existen zonas endémicas para HEV, los datos
relativos a la incidencia, prevalencia y epidemiologia molecular de HEV en
humanos y reservorios animales es todavia escasa. Sin embargo, en los ultimos
anos han surgido varios reportes en esta materia y convirtiéndose el HEV en un
foco principal de interés para los investigadores

Esta tesis tiene como objetivo general investigar diversos aspectos vinculados
con la emergencia de la infeccion por HEV en Uruguay, analizando en
profundidad la variabilidad genética de las cepas circulantes y la distribucién de
genotipos y sub-genotipos. Asimismo pretende comenzar a indagar aspectos del
ciclo replicativo viral, basicamente a través del estudios de expresidén y

localizaciéon de proteinas en dos sitemas eucariotas. A su vez, es de interés



investigar la presencia del HEV circulante en reservorios animales (cerdos,
jabalies y ratas), de forma de evaluar el impacto zoondtico que esta infeccién
puede presentar en la poblacidn.

A través de la estrategia y metodologias implementadas en este estudio, se
detectd y caracterizd por primera vez en el pais la circulaciéon de cepas de HEV en
la poblacidn. Asi, se identifico la co-circulacidn de cepas del Genotipo 3 (subtipos
3i y 3h), el tipo predominante en la regidn, y del Genotipo 1, consistente en
cepas epidémicas mas frecuentemente encontradas en zonas endémicas. Los
aislados del Genotipo 3 mostraron una relacién filogenética muy estrecha con
cepas identificadas en Alemania y Francia, habuiendo compartido un ancestro
comun hace aproximadamente 100 aios, de acuerdo a los resultados obtenidos
derivados de la inferencia Bayesiana. Por su parte la cepa del Genotipo 1
presentd un muy alto porcentaje de identidad nucleotidica con aislados de Cuba
y Venezuela.

Paralelamente, se logré desarrollar un sistema para propagar el virus detectado
en las muestras humanas in vitro a través del uso de las lineas celulares A549 y
Hep-G2.

Se implementé y evalud un sistema de expresidon de antigenos basado en las
propiedades bioldgicas de la proteian Z del Virus Junin (Arenavirus). El antigeno
seleccionado del HEV Genotipo 3 fue la capisde viral (ORF2), y se logré obtener
VLP (Virus-Like Particles) derivadas de la expresion en un sistema eucariota en
marco continuo de Z y ORF2. La inmunogenicidad de estas particulas serd
evaluada en el corto plazo en un modelo murino.

Del estudio de los reservorios animales, surgieron algunos resultados
interesantes. En la poblaciéon de cerdos domésticos de nuestro pais circulan
cepas del Genotipo 3 y 1. Sin embargo la frecuencia de infeccion es
extremadamente baja. No se detectaron, por su parte jabalies infectados con
HEV, asi como tampoco roedores (rata de campo, Scapteromys tumidus, y rata
domeéstica, Rattus rattus) .

En resumen, esta Tesis es el resultado de una primera aproximacién en el pais, al
estudio desde una enfoque multidisciplinario, de HEV y la hepatitis E, incluyendo

aspectos epidmioldgicos, virolégicos y de aplicacién biotecnoldgica.



CAPITULO 1




I. INTRODUCCION AL VIRUS HEPATITIS E (HEV)

El virus de la hepatitis E (HEV) es el agente etioldgico de la hepatitis E aguda, y la
infeccién por este patdgeno es considerada endémica en muchos paises en
desarrollo de Africay Asia’.

El primer reporte documentado de la enfermedad fue una gran epidemia de
hepatitis transmitida por fuentes de agua contaminada ocurrida en Nueva Delhi,
India en 1955". Si bien inicialmente se consideré que el brote estaba asociado
con el virus de hepatitis A (HAV), las pruebas de laboratorio realizadas 25 afios
después a los sueros almacenados de esta epidemia, y a los de otro brote
posterior reportado en Cachemira, India en 1978 no demostré marcadores
seroldgicos para HAV 2.

El HEV se transmite principalmente por via fecal-oral, siendo responsable de
importantes epidemias en zonas subdesarrolladas generadas fundamentalmente
por el consumo de agua contaminada®®. Sin embargo, en la tltima década se han
registrado en varios paises con alto desarrollo, un nimero creciente de casos
espordadicos de hepatitis E adquiridos localmente, en los que a menudo no es
posible establecer la ruta de adquisicion de la infecciéon ®’. Ademas de los seres
humanos, cepas del HEV se han aislado de otras especies animales, incluyendo
cerdos domésticos y jabalies, venado, pollo, rata, hurén, conejo v,

recientemente, camello®*°

. La hepatitis E es considerada una zoonosis, siendo
los cerdos y jabalies los principales reservorios para las infecciones humanas®.

Actualmente se considera que la mayor carga de incidencia de la infeccion por
HEV se debe a los casos trasmitidos de forma esporadica, y no a los casos
ocurridos durante las epidemias en zonas endémicas. Se ha estimado que dos mil
millones de personas, lo que representa un tercio de la poblacién del mundo,
viven en areas endémicas para HEV vy, por lo tanto, estan en riesgo de
infeccion®t. Sin embargo, aun se desconoce si las tasas de incidencia de HEV en

areas no endémicas efectivamente estan aumentando o si este cambio se debe a

una mayor deteccion derivada de una mayor vigilancia®2.



El HEV causa tipicamente una infeccién aguda y autolimitada en individuos
inmunocompetentes con bajas tasas de mortalidad en general, aunque la
hepatitis fulminante y una alta mortalidad se describen en algunas condiciones
clinicas’. Sin embargo, en los uUltimos afios, aspectos desconocidos con respecto
a la infeccidon por HEV se ha descubierto en los paises no endémicos, tales como
la posibilidad de que la enfermedad se vuelva crénica en pacientes trasplantados
y/o inmunocomprometidos®. La infeccidn crénica por HEV en estos individuos es
de hecho actualmente un problema clinico emergente de importancia a nivel

global.

II. BIOLOGIA VIRAL Y VIROLOGIA MOLECULAR
Actualmente, el HEV esta clasificado como un miembro del género Hepevirus en

%13 E| virién constituye una pequefia particula esférica sin

la familia Hepeviridae
envoltura de aproximadamente 32-34 nanometros (nm) de didmetro, y contiene
un genoma de una sola cadena de ARN sentido positivo rodeado por una cdpside

. . Loy 1
proteica icosahédrica".

i. Organizacion genoémica

El genoma viral, de ~ 7200 nucledtidos (nt) consiste en un regién pequefia no
codificante 5°(UTR) (27 -35 nucledtidos, nt), tres marcos de lectura abierta (ORF)
discontinuos y parcialmente superpuestos (ORF1, 2y 3) y una 3" UTR (65 a 74 nt),
seguida por una cola poli (A) (Fig. 1.1). El extremo 5" metilado , esencial para la
infectividad viral, y el extremo 3° del genoma viral constituyen elementos que
actian en cis, participando en la regulacién de la replicaciéon viral y la
traduccion'®?.

El ORF1, ubicado en el extremo 5 ' es la unidad codificante mas grande y posee ~
5000 nt abarcando aproximadamente dos tercios del genoma viral. Esta region
estd implicada en la replicacién viral y en el procesamiento proteolitico post
traduccional. Codifica proteinas no estructurales incluyendo metil transferasa,

guanilil transfersa, cistein proteasa tipo papaina, helicasa de ARN y ARN-

polimerasa dependiente de ARN'™'. Ademds, algunos dominios no



caracterizados homélogos a otros virus de ARN de cadena positiva que infectan
animales y vegetales se han identificado en la ORF1Y. La regi6n hipervariable
(HVR) por ejemplo, una regién no codificante dentro de ORF1, que presenta una
gran diversidad genética entre los diferentes aislados de HEV, cumple una
funcién esencial en la modulacién de la eficiencia de la replicacién viral®.
Sorpredentemente, las diferencias en el largo de los genomas entre las distintas
cepas de HEV se limitan principalmente a este region’.

El ORF2 codifica la proteina na de la capside viral de 660 aminoacidos (aa) que
encapsida el genoma®. Esta proteina (Cap) es la Unica estructural y se

autoensambla en un multimero altamente estructurada de 60 copias®>*>.

ORF1 (nt 1-5105)

Probne-rich RMA-dependent
Domain ¥  hypervariable region RMA polymease
| | | ORF2 (nt 5145-7125)

5'—' | . I I — pobyA 3°

Methylkransferase Domain X -

Protease Hebcase ORF3 (nt 5104-5449)

Figure 1.1. Esquema de la organizacién de los tres marcos de lectura (ORF) del HEV. ORF1 codifica una poliproteina no
estructural que comprende una metiltransferasa, un dominio Y (sin funcidén asignada), una proteasa de tipo papaina, un
dominio Hipervariable rico en prolina, un dominio X (sin funcidn asignada), una ARN-Helicasa y una ARN Polimerasa-ARN
Dependiente; ORF2 codifica la proteina de capside (Cap) y ORF3 codifica una pequefia fosfroproteina. Las posiciones en el
genoma son en relacién a la cepa SAR-55 del Genotipo 1.

nt, nucledtido. Extraido de "

Por su parte, el ORF3 se superpone a los otros dos ORFs y codifica una pequefia
fosfoproteina de 123 aa implicada en la replicacion vy sintesis del

2425 Existen evidencias de que interactia con MAP quinasas

citoesqueleto

fosfatasas celulares y otras quinasas celulares, promoviendo la supervivencia
. . .z . , ~ 1 ., 26

celular mediante la activaciéon intracelular de las vias de sefializacion™.

Las proteinas codificadas por el ORF2 y 3 se describen con mayor profundidad en

el Capitulo 4.



ii. Variabilidad genética

Si bien solo un serotipo ha sido descrito®, las cepas de HEV presentan una muy
amplia diversidad genética a lo largo de todo el genoma®”.

Las secuencias de HEV capaces de infectar humanos han sido clasificadas en
cuatro genotipos principales, 1-4, segun analisis de genomas completos y/o
regiones gendmicas parciales variables dentro de la ORF1 y ORF2%73°
Recientemente, se ha propuesto la existencia de dos nuevos genotipos de HEV (5
y 6), aislados de jabalies®'.

Similarmente, se han descrito cepas de HEV aisladas de conejo, rata vy
murciélago, denominadas cepas HEV-like, las cuales si bien son muy divergentes
con las cepas humanas (60-47% de identidad aminoacidica) estan siendo
profusamente estudiadas y se desconce su real impacto zoondtico’ (ver
Trasmision de HEV mas abajo). Estas nuevas variantes, junto con el creciente
nimero de secuencias de HEV y secuencias HEV-like (con cierto grado de
identidad nucleotidica con HEV) publicados en los uUltimos afos, lo que aumenta
el nimero de nuevos genotipos potenciales o grupos genéticos, ha puesto en
discusion el actual sistema de clasificacién dentro del género Hepevirus®2. En la
Figura 1.2 se muestra la reconstruccion filogenética mas reciente de las cepas de
HEV y HEV-like.

De acuerdo con el sistema actualmente aceptado de clasificacidn, los cuatro
genotipos principales de HEV se subclasifican en subtipos definidos en funcidn de
reconstrucciones filogenéticas realizadas mediante el analisis de una de cuatro
regiones gendmicas distintas; 5 'ORF1, 3' ORF1, 5 'de ORF2, 3' de ORF2, o del
genoma completo®.

Asi, las secuencias clasificadas dentro del Genotipo 1 se dividen en cinco
subtipos la-e, y las del Genotipo 2 en dos subtipos, 2a y 2b*°. El Genotipo 1 es
responsable de la mayoria de los casos endémicos y epidémicos de infeccidn por
HEV en Asia y otras regiones de alta endemicidad, y se ha detectado también en
pequefios brotes y casos esporadicos de Cuba ,Venezuela y Uruguay (articulo

1,33,34

derivado de esta Tesis) (Fig. 1.3). Por su parte, el Genotipo 2 es prevalente

en México (probablemente subtipo 2a, basado en la caracterizacién de una sola



cepa) y Africa (subtipo 2b)%. Por el contrario, el Genotipo 3 se encuentra
ampliamente distribuido en el mundo y las secuencias de este genotipo son
extremadamente diversas®*, comprendiendo diez (3a-j) subtipos. Cepas de los
subtipos 3a y 3j han sido identificado principalmente en América del Norte; las
3b, 3d, y 3g estdn ampliamente distribuidas en Asia y cepas 3c, 3e y 3f en
Europa y Sudamérica. Pos su parte, los subtipos 3h y 3i son extremadamente
raros, reportandose en Italia, Austria y Nueva Zelanda®.

Las secuencias del Genotipo 4, a pesar de que muestran una alta heterogeneidad
(subtipos 4a-g) se encuentran geograficamente restringidas a Asia y Europa

Central (Fig. 1.3)*%.

HEV-7
. |
Rabbit (amel)  HEv-sa-e
™ . /" /% (wild boar)
. f = 2
» )
\QQ ng 'H'-.
00 709 S/
HEV-3 S
9y ' 1?3»‘
100 4<%
: HEV-4 1578,
01 |3 -
HEV-1 HEV-2
by |
£»" .

Figura 1.2. Analisis filogenético de la familia Hepeviridae y secuencias HEV-like. Los
arboles de Maxima-Verosimilitud se realizaron an base a las secuencias
concatenadas de los ORF1 Y 2, excluyendo la regidn hpervariable (HVR). Se indican
valores de bootstrap mayores al 70%. Pig: cerdo; Rabbit: conejo; Camel: camello;
wild boar: jabali. Extraido de®.

Un completo informe con respecto a la comparacién de 75 genomas completos

de HEV aislamientos reveld una diferencia intra-genotipo de 23,6 a 27,7%24. Por



otra parte, el Genotipo 1 tiene hasta 11,8% de la diversidad intra-genotipica,
mientras que los Genotipos 3 y 4 muestran una amplio rango de variabilidad
intra-genotipo (0-19,3% y 0,1-17,0%, respectivamente)®*. En el caso del Genotipo
2, la informacién de su diversidad intra-genotipica es mas limitada debido
fundamentalmente al hecho de que son pocas las secuencias disponibles. Asi, las
diferencias intra-genotipo se observaron sobre la base de la Unica secuencia de
nucleétidos completa (la cepa mexicana MEX-14)%" y las secuencias parciales de
una region 3 'de ORF2 de 16 aislados africanos. El analisis comparativo de estas
secuencias indicé que las 16 cepas africanas se diferencian entre si en hasta un

10,3% y entre 12,3 a 16,8% con la cepa MEX-14 >,

[l cenotype 1
B Genotype 2
|:| Genotype 3
B Genotype s

Figura 1.3. Distribucién de Genotipos de HEV. Los Genotipos 1 y 2 constan de cepas epidémicas reportadas
en Asia y varios paises de América Latina y Africa y México, respectivamente; Genotipos 3 y 4 son cepas
considereadas zoonéticas y se han aislado de casos esporddicos de hepatitis E aguda en humanos y de varios
reservorios animales, en particular cerdos domésticos y salvajes y ciervos. El Genotipo 3 se distribuye en todo
el mundo en los cerdos y humanos mientras que el Genotipo 4 estd mas restringido y se ha reportado en el

Este de Asia y Europa Central. Extraido de ®

Recientemente, la clasificacion basada en el subtipos también ha sido
cuestionada por el trabajo de Smith et al. *®, en el que un exhaustivo y completo

andlisis molecular y filogenético revelé varias inconsistencias con las



denominaciones de subtipos definidos de la forma actual. Esta observacién

también fue apoyada por otros estudios similares 2.

Ill. EPIDEMIOLOGIA

La hepatitis E es considerada hiperendémica en muchos paises en desarrollo
incluyendo India, Bangladesh y China, donde frecuentemente ocurren
importantes brotes epidémicos transmitidos por fuentes de agua, por lo general
asociado a cepas de los Genotipo 1 y 2 (Fig. 1.4.). Por su parte, el caso de
Meéxico, un pais que también suele ser calificado en la literatura como altamente
endémico, es actualmente materia de discusidén. De hecho en ese pais, ningln

brote de hepatitis E se ha vuelto a reportar en las ultimas dos décadas.

[ Areas where =25% of Ly
sporadic non-ABC hepatitis
is due to hepatitis E virus

Figura 1.4. Areas de endemicidad de HEV en el mundo. La situaciéon de Méxio, si bien sigue siendo considerado un
4 o . . . . .. , 39
pais endémico, esta bajo activa discusidn. Por detalles ver texto. Extraido de™.

Los Genotipos de HEV, ademas de presentar caracteristicas epidemioldgicas
distintivas y diferencias en la distribucion geografica, presentan a su vez
diferencias en el rango de huésped. Asi es que el Genotipo 2 parece ser
antropondtico, dado que se ha aislado exclusivamente de casos humanos,
mientras que el Genotipo 1, si bien infecta principalmente seres humanos,
también se ha detectado en cerdos *>*%*,

En los paises desarrollados y regiones no endémicas, la aparicion de infecciones

por HEV histéricamente se ha asociado a viajeros que regresan de paises

endémicos*. Sin embargo, en los ultimos afios la acumulacién de evidencias



epidemioldgicas recogidas en regiones y paises no endémicos, indican que casos
esporadicos localmente adquiridos (autdctonos) de hepatitis E asociados a los
Genotipos 3 y 4, también se producen en individuos de estos paises, sin existir

84345 De hecho, en la ultima década

antecedentes de viajes a zonas endémicas,
el numero de casos autdéctonos asociados a los Genotipos 3 y 4 detectados en
zonas desarrolladas se ha incrementado dramaticamente, junto con las

evidencias que sugieren que la trasmisiéon zoondtica a partir de reservorios

animales mamiferos juega un rol preponderante en la diseminacién del HEV en

regiones no endémicas® .

Tabla 1.1. Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los cuatro Genotipos (1-4) de HEV.

Genotipo 1 2 3 4

Hospedero Humano. También Humano Humano, cerdos y otras especies mamiferas
aislado de cerdos.

Via de Fecal-oral. Persona-persona. Materno- Zoonotico. Consumo de carne de reservorios

trasmision fetal. Genotipo 1 probablemente cruda o mal cocida. Ambiental (mariscos); a
zoondtico. la fecha reportado exclusivamente para

Genotipo 3. Parenteral.

Disitribucién Asia y Latinoamérica Meéxico y varios  Mundial Este de Asiay Europa

geografica (Cuba, Venezuelay paises central
Uruguay) Africanos

Caracteristicas Endémico en Asiay Endémico en Causa casos autdctonos en regiones

epidemioldgicas Cuba. Genera brotes Meéxico ?. industrializadas y paises no endémicos.
epidémicos y casos Genera brotes Mayor tasa de ataque en adultos y adultos
esporadicos. y €asos mayores. Mayor letalidad, comparado con

Presentacién
clinica en
humanos

Mas frecuente en
personas jovenes y
viajeros

Asintomadtica en la
mayoria de los
casos.Hepatitis aguda
auto-limitada de
gravedad moderada.
Mayor letalidad en
pcientes embarazadas
y/o con enfermedades
hepdticas crdnicas
subyacentes

esporadicos en
regiones sub
desarrolladas
Fecuente en
personas
jovenes.

Infeccidn
asintomatica en
la mayoria de
los casos .
Hepatitis aguda
auto-limitada
de gravedad
moderada

Genotipo 1

Hepatitis aguda auto-limitada de gravedad
moderada o asintomatica. Puede derivar en
cronicidad en pacientes transplantados
(hasta la fecha exclusivamente reportado
para Genotipo 3) e inmunocomprometidos




Cepas de HEV de estos dos genotipos zoondticos, cuya capacidad de infectar
seres humanos haya sido demostrada, han sido aislados de cerdos, jabalies y
ciervos 1% %649,

La mayoria de los episodios de trasmision zoondtica, asociados a los Genotipos 3
y 4 han sido relacionado con la ingestién de carne cruda o poco cocida de estos
mamiferos®®'. En la Tabla 1.1 se resumen las principales caracteristicas
epidemioldgicas de los cuatro Genotipos de HEV humanos reconocidos .

Los recientes avances en la comprensién de la epidemiologia mundial de la
infeccién por HEV, revela un cuadro bastante mds complejo que el asumido
inicialmente. Sin embargo, aln se observan distintivos patrones epidemioldgicos
en las regiones endémicas en comparacion con las areas no endémicas.

Los paises endémicos presentan una prevalencia general de HEV que abarca el
25% de todos los casos de hepatitis aguda no-A, no-B, reportadossz, mientras
gue la seroprevalencia anti-HEV IgG entre los donantes de sangre sanos puede
ser tan alta como 45% en algunos paises hiperendémicos™ . Por el contrario, los
reportes de los paises industrializados, aunque suelen mostrar tasas muy
variables de un estudio a otro, reportan prevalencias que van del 1 al 4%>. No
se observan, sin embargo, diferencias dramaticas adicionales en el tamafio y la
frecuencia de los brotes, las tasas globales de ataque y la duracion de la
viremia®. Estos temas vinculados a la epidemiologia de HEV son revisados

. 1
exhaustivamente por Kumar et al.’® .

IV. CUADRO CLIiNICO

Histéricamente, los datos sobre las manifestaciones clinicas de la hepatitis E se
han obtenido basicamente de dos fuentes de evidencias; 1) informes de brotes
de infeccién por HEV e infecciones esporadicas de zonas altamente endémicas, y
2) datos de serie de casos de hepatitis E de paises no endémicos desarrollados.
Por otro lado, la reciente observacion de que la infeccidon por HEV puede tender
a la cronicidad en pacientes trasplantados y/o inmunodeprimidos, ha aumentado
la complejidad de la enfermedad y aumentado su impacto, convirtiéndola en un

problema de salud publica de gran preocupacién.



i. Infeccion por HEV en regiones con alto endemismo
En las zonas de moderada y alta endemicidad, la infeccion por HEV es la causa

1334 | a presentacién clinica de la enfermedad

mas comun de hepatitis viral aguda
varia en gravedad, desde subclinica a una hepatitis fulminante. La mayoria de los
casos agudos de hepatitis E tienen un curso clinico silencioso y los pacientes

>3 por su parte, la enfermedad sintomatica se

eliminan el virus rdpidamente
observa en aproximadamente el 20% de los pacientes ingresados y es mas
frecuente en los jovenes y los adultos (14-40 afios)>*. El cuadro clinico asociado a
la infeccidn por HEV es moderadamente grave y generalmente autolimitado, con
tasas de letalidad de 0.5 a 4%. En los casos sintomaticos, el periodo de
incubacién varia de 2 a 8 semanas (media 40 dias) y los sintomas iniciales son
inespecificos. Tipicamente, estos incluyen sintomas seudo-gripales, mialgia,
artralgias, anorexia, hepatomegalia, fiebre, debilidad y vémitos, pero también los
pacientes pueden presentar signos mas especificos, como ictericia, prurito, heces
de color claro, y orina oscura. Ademads, los sintomas clinicos suelen ir
acompafiados por un aumento de los niveles de enzimas hepaticas,
especialmente la bilirrubina, aspartato aminotransferasa (AST) y analina

4- . . .
%6 En ciertos casos, la infeccién por HEV puede

aminotransferasa (ALT)
conducir a una enfermedad hepdatica mas grave en las mujeres embarazadas o
pacientes con enfermedades hepaticas croénicas, lo cual puede progresar a una
insuficiencia o falla hepatica fulminante (FHF)*’.

Actualmente, se investiga con mucho énfasis la relacidn entre la infeccidn por los
Genotipos 1y 2 de HEV y el embarazo. En pacientes gestantes, la enfermedad
hepatica aguda puede conducir mas fecuentemente a la FHF, con una mortalidad
de hasta un 30% en regiones endémicas™. Esta asociacidén se informé por
primera vez durante varios brotes en la India, pero también se ha encontrado en
casos esporadicos en areas de alta incidencia de HEV?. La infeccién durante el
embarazo también se asocia con episodios de aborto, prematuridad, bajo peso al
nacer y un mayor riesgo de mortalidad perinatal®®. Si bien el papel de factores
inmunoldgicos y hormonales se ha sugerido en esta asociacién, actualmente no
es claro por qué el embarazo promueve una manifestacion mas grave de la

hepatitis E > *°.



ii. Infeccion por HEV en regiones no endémicas

Las diferencias en las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de la infeccion
aguda por HEV entre los pacientes que viven en paises no endémicos y areas
altamente endémicas son evidentes: mayores tasas de ataque en adultos de
edad media y avanzada, tasas generales de mortalidad mas alta y una mayor
frecuencia de sintomas inespecificos, son claramente distinguibles. Por otro lado,
manifestaciones clinicas severas por infeccién por Genotipo 3 o 4 durante el

embarazo sélo se han reportado ocasionalmente®"®2.

iii. Infeccidn crénica por HEV

Aunque convencionalmente se considera que la infeccion por HEV es
autolimitada con una eliminacidon espontdnea del virus en la mayoria de los
pacientes, en los Ultimos afios se han reportado episodios de viremias
persistentes fundamentalmente en paises de baja endemicidad y en casos
esporadicos en regiones endémicas®®.

La capacidad de HEV de persistir en estado crénico es un problema importante
en los receptores de trasplantes de drganos que reciben medicamentos
inmunosupresores para evitar el rechazo. Este grupo de pacientes es la principal
poblacién en riesgo de desarrollar una hepatitis E crdnica, lo cual estd bien

-67 .
6567 Recientemente se

documentado en casos de trasplante de higado y el rifidn
ha sugerido también que la infeccidn crénica por HEV es una causa importante
de anormalidades en los valores de enzimas hepdticas observadas luego de
trasplante de pulmén y corazén, con una posterior desarrollo de fibrosis
hepatica®®. Ademds, este cuadro crénico se ha evidenciado en pacientes con
otras afecciones asociadas con la inmunosupresion, tales como la infeccidn por el
Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV), distintos tipos de linfoma y

-_61,63
leucemia

. Sin embargo, el establecimiento de una infeccidn viral persistente
por HEV parece ser mucho menos fecuente en este grupo que en los pacientes
con trasplante de érganos sélidos.

Por lo tanto, la infeccidn crénica por VHE en individuos inmunocomprometidos
es un problema clinico emergente importante. Recientemente, Gonzalez et al.®®

reporté el primer caso de un paciente sano, inmunocompetente, que desarrollé



un episodio de hepatitis aguda por HEV, con progreso a enfermedad hepatica

crénica en un periodo de 1 afio.

V. TRASMISION DE HEV

El consumo de agua contaminada con materia fecal en las regiones altamente
endémicas, frecuentemente con practicas deficientes de saneamiento vy el
consumo de carne o productos derivados crudos o poco cocidos de animales
infectados, especialmente en los paises industrializados, dan cuenta de la
mayoria de los eventos de transmisiones de HEV, resultando en una importante
problema para la salud publica®*°.

Frecuentemente, el modo exacto de transmision de HEV sigue siendo
controvertido y las fuentes de infeccion de virus a menudo no estdn bien
identificados, en particular en casos esporadicos de hepatitis E aguda. En este
sentido, investigaciones recientes refuerzan la idea de la existencia de tres rutas
adicionales de transmisién de HEV: parenteral (transmisién hematégena)’,
transmision humano-humano’* y vertical de madre a hijo (transmisién

intrauterina y perinatal) ’* (Fig. 1.5.).
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Figura 1.5. Vias de trasmisidn de HEV y ciclo propuesto en la naturaleza. Por detalles ver texto.
Extraido de MedlinePlus http://www.nlm.nih.gov/medlineplus.



A pesar de que se cree estas vias de transmision son menos frecuentes, las
crecientes lineas de evidencia en esta materia conducen a la necesidad de

optimizar las medidas profilacticas tendientes a prevenir la infeccién por HEV.

i. Trasmisidn por fuentes de agua. Via fecal-oral.

El reporte documentado mas antiguo de ocurrencia de hepatitis E fue generado
en una gran epidemia transmitida por el agua en Nueva Delhi, India, en 1955. A
partir de ee momento, innumerables brotes han ocurrido en regiones
endémicas’. El HEV es un patégeno de transmisidn principalmente entérica, y se
ha demostrado claramente el rol de fuentes de agua contaminada en la
generacién y emergencia brotes epidémicos. A su vez, en las regiones
subdesarrolladas, ocasionalmente se identifica la infeccion con HEV en el
transcurso de brotes de HAV, en la forma de doble infeccién o asociadas’. Esta
particularidad claramente aumenta la complejidad de la epidemiologia de HEV y
dificulta ain mas su comprensidon®>. Es notable que estos brotes de origen
hidrico, se han asociado exclusivamente con cepas del Genotipo 1 y 2, no

74-77
. No obstante, la

existiendo reportes de epidemias por los otros dos genotipos
presencia de cepas infecciosas de HEV en el ambiente (cursos de agua, aguas
recreacionales, moluscos bivalvos) estrechamente relacionados desde un punto
de vista filogenético con las cepas que circulan en los seres humanos y otros
animales también se ha demostrado tanto en los paises industrializados como en

78- . . e .
88 Numerosos informes han identificado al Genotipo 3 como

vias de desarrollo
el principal tipo que circula en el ambiente en zonas de bajo endemismo,
jugando un papel potencial en la propagacién de la infeccidn por HEV entre los

1-
humanos®®

. Sin embargo, si bien se han reportado estudios que sugieren que
el virion de HEV es lo suficientemente estable como para ser transmitido desde
fuentes ambientales hacia humanos o animales reservorios, deben llevarse a
cabo estudios adicionales para evaluar su capacidad patdgénica y riesgo asociado

en los casos en que los niveles de contaminacion del virus son bajos .



ii. Trasmision zoondtica

Considerando que el HEV es Unico entre los virus hepatotrdpicos conocidos, con
varias especies animales susceptibles capaces de desempefar un papel como
reservorio de la enfermedad (cerdos, jabalies y ciervos)®, la transmisién
zoondtica, causada por cepas de los Genotipos 3 y 4 cepas de HEV , ha sido
profusamente investigada 740 #6:47.8586

El virion o particula viral de HEV es muy estable y resistente a las condiciones
fisico-quimicas adversas, y tiene la capacidad de permaner infeccioso en una
ambiente de hasta 60 2 C, lo que sugiere la posibilidad de transmisidon del HEV
por el consumo de carne contaminada, aun cocida®. De hecho, eventos de
trasmisién por el consumo de carne de animales salvajes (ciervos y jabalies) y
domésticos (cerdos y conejo), se ha demostrado claramente existiendo pruebas
convincentes ®%.

Recientemente, en un revelador estudio, se han detectado y aislado viriones de
HEV infecciosos a partir de salchicha de higado de cerdo producida en Francia.
Esto prueba que el consumo de productos embutidos derivados de carne de
cerdos o jabalies puede ser un riesgo factor para la infeccién por HEV en los
seres humanos, y para lo cual un origen seguro debe estar garantizado.
Asimismo, se ha descrito la transmision zoondtica de HEV a través de contacto

directo con animales reservorios infectados®®*°

. En este sentido los agricultores,
veterinarios y trabajadores en general que manipulan este tipo de animales,
comprenden el grupo mas expuesto al riesgo de infeccion por HEV. El consumo
de mariscos, a su vez, también se ha sugerido como posible fuente de infeccién
para los seres humanos y los reservorios animales. Said et al. °* han identificado
recientemente a un plato elaborado a base de mariscos contaminados con HEV
como el factor de riesgo casi exclusivo involucrado en un brote ocurrido a bordo
de un barco de crucero en aguas europeas. Posteriormente, cepas de HEV han
detectadas y caracterizadas en mejillones comerciales en distintos paises
europeos”>??,

El rol de otros reservorios como potencial fuente de trasmisién de HEV es

materia de discusidén en la comunidad cientifica. Uno de los animales en los que

se ha puesto mas enfasis es en las ratas. Diversos estudios han reportado la



deteccion y caracterizacidon de cepas de HEV o HEV-like con un cierto grado de

89495 Sin embargo, los

identidad nucleotidica con cepas del Genotipo 3
resultados referentes a la capacidad de estas nuevas cepas de infectar humanos
0 suinos son contradictorios. Un detallado estudio llevado a cabo por lirintai et
al.®® sugiere que cepas de HEV aisladas de ratas salvajes son capaces de replicar
eficientemente en lineas celulares de derivadas de hepatomas humanos. Por su
parte, un estudio previo sugiere que cepas del Genotipo 3 de HEV son incapaces
de infectar de forma natural ratas en condiciones de laboratorio®’. Sin embargo,
es posible generar un infeccién productiva en estos animales si se inocula un clon
de cDNA infectivo del Genotipo 4 por via intrahepatica®.

En resumen, el riesgo zoondtico de transmisién de HEV es un problema de salud
gue genera gran preocupaciéon. Este mecanismo de trasmision estd muy bien
documentado y estudiado en términos generales, con una gama de huéspedes

en constante expansién y con la reciente identificacion de nuevas especies

animales reservorios.

ili. Trasmision vertical

En las zonas de alto endemismo, HEV es la causa mas comun de hepatitis aguda,
también durante el embarazo, si bien las razones por las cuales la infeccién se
puede manifestar de forma més grave en esta condicion se desconocen®.
Curiosamente hasta la fecha, la alta mortalidad en la mujer embarazada ha sido
solo asociada casis exclusivamente a infecciones con cepas del Genotipo 1,
mientras que no han habido reportes de casos que involucren los Genotipos 3y 4
99 por el contrario, sin embargo, un caso de insuficiencia hepética aguda en
una mujer embarazada durante un brote en Namibia por infeccidon con Genotipo
2 ha sido descrito”’.

La infeccidn por HEV se transmite cominmente de madre a hijo a través de rutas
intrauterinas y perinatales, provocando en el feto y neonatos, una enfermedad
hepética grave con altas tasas de mortalidad *®">?°*%!, Asimismo, el curso clinico
de la infeccion por HEV de transmisién vertical en los recién nacidos

sobrevivientes es autolimitada con una viremia de corta duracién’?.



En los paises en desarrollo, la infecciéon por HEV es responsable de ~2400-3000
mortinatos cada afio, con muertes fetales adicionales relacionadas con la
mortalidad materna prenatal. Sin embargo, no estd claro si el aumento de
mortinatos es atribuible al virus trasmitido en forma vertical o si es el resultado
de complicaciones derivadas de la infeccién en la madre *. Diversos estudios
sugieren que la gravedad del cuadro clinico en la madre y el bebé pueden estar
relacionado entre si y la infeccidon en el feto influir en el curso de la infeccién por
HEV en la madre 9%,

Por otra parte, no existen datos concluyentes acerca de la posibilidad de que el
HEV se puede transmitir a través de la leche materna, asi como tampoco hay
informacién referida a la influencia de la infeccidn asintomdtica en el

104 "En este sentido, la vigilancia serolégica y seguimiento durante el

embarazo
periodo de gestacion junto con resultados de estudios perinatales y neonatales

son necesarios para entender estas cuestiones.

iv. Trasmision persona-persona
El impacto del papel de la transmisidn de persona a persona en la dindmica de la
infeccion por HEV es todavia controversial y se cree que no contribuye

73,105 Sin

significativamente al aumento de la morbilidad en las epidemias
embargo, en los paises en desarrollo, la falta de higiene, tanto personal como de
utensilios usados en la cocina, puede ofrecer oportunidades constantes de
contaminacién con el virus, provocando un aumento de la tasa de transferencia
de humano a humano durante un brote®®.

Muchas lineas de evidencias son las que indican que la transmisién de persona a
persona es poco comun, especialmente en los casos esporadicos de hepatitis E
105107 sin embargo, en las zonas endémicas, a pesar de que la mayoria de los
brotes de infeccidn por HEV han mostrado tener una corta duracién y estar
vinculados a un fuente de agua potable comun, también se han reportado
algunos brotes multimodales y prolongados que podrian ser el resultado de una
transmisién persona a persona continua'%.

De hecho, algunos estudios han sugerido este tipo de trasmisién es factible

105,109

durante las epidemias Recientemente, la primera evidencia directa de este



tipo fue reportada de un brote de HEV en el norte de Uganda’®. La inexistencia
de una fuente comun de infeccidén continua necesaria para sostener la epidemia
durante varios meses, la alta tasa de ataque secundario estimada y la ausencia
de HEV en animales reservorios proporcionaron datos e informacién que
apoyaron esta hipétesis. Sin embargo, estudios adicionales son necesarios para
comprender mejor los mecanismos probables y los vehiculos de transmision.

Similarmente en regiones no endémicas, aunque es poco comun, la propagacién
de la infeccién intrafamiliar esporadica de HEV ha sido sugerida como un modo

de trasmision probable’*?’.

v. Trasmisidn parenteral

En los paises industrializados, a pesar de que sélo en unos pocos casos
esporadicos la fuente de la infeccién por HEV pudo ser ciertamente identificada,
la mayoria de ellos tienen un origen probablemente zoonédtico, a través del

consumo de carne cruda de reservorios animales**°

. Este modo de trasmision, en
el que la mayor parte de las infecciones suele ser asintomatica, puede llevar a la
rapida propagacion de la infeccién por HEV por personas con infeccidn
subclinica. De hecho, varias investigaciones han reportado tasas de
seroprevalencia sorprendentemente altas (hasta 50%) en individuos sanos, lo
que sugiere una amplia circulacién de cepas del HEV 1112,

Est situacion es de particular importancia para la transmisibilidad del HEV
durante eventos de transfusioones sanguineas, dado que los donantes
potencialmente infectados tal vez nunca hayan tenido signos clinicos. Por tanto,
y considerando que el HEV no se puede inactivar totalmente en productos
derivados de la sangre'®, este virus ha surgido recientemente como un
patégeno de trasmisidon transfusional de gran preocupacién, lo que que ha
llevado a un resurgimiento del interés de la comunidad cientifica en este campo.
A pesar de que la ruta parenteral no parece ser una via frecuente de contagio, el
riesgo potencial de transmision de HEV por transfusion ha sido sugerido por

1,112-114

varios estudios . De hecho, distintos analisis moleculares comparativos de

cepas de HEV obtenidas de donantes de sangre y sus receptores han aportado

evidencia directa de la trasmisidn parenteral de los Genotipos 1y 3 > ¢,



Ciertamente, en los ultimos anos, el conocimiento sobre la epidemiologia de
HEV, su biologia y los modos de trasmision, especialmente en regiones no
endémicas se ha incrementado notablemente. Por lo tanto, en un futuro
proximo sera necesario establecer guias estandarizados y politicas para, cuando
sea posible, investigar de forma rutinaria la presencia de HEV en bancos de
sangre y organos. De hecho, recientemente, se ha desarrollado un nuevo
método para la deteccion rutinaria de la infeccion por HEV en donantes de
sangre'’. Sin embargo, especialmente en los paises en desarrollo, el costo de
implementar de manera eficiente programas de cribado o screening basados en

técnicas moleculares encaminadas a prevenir la transmision del HEV por

transfusion de sangre, es muy elevado.

VI. DIAGNOSTICO

Generalmente, la infecciéon aguda por HEV se diagnostica mediante la deteccién
de anticuerpos especificos anti-HEV (IgM e IgG). Sin embargo, tanto la
especificidad como la sensibilidad de los ensayos disponibles en diferentes
configuraciones no es 6ptima y resultados altamente variables se observan

. . 118,11
dependiendo del ensayo comercial empleado®*®***

. A su vez, el andlisis de ARN
viral en muestras bioldgicas tales como heces, suero y biopsia de higado
mediante el uso de técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (NAT; por
Nucleic Acid Techniques) también se utiliza para el diagndstico. Aunque a la luz
de los recientes avances en la comprensidn de la epidemiologia y la patogenia de
HEV, varios algoritmos de diagndstico se han propuesto'®, sigue siendo
fundamental la estandarizacion de criterios diagndsticos. Particularmente, el
diagnéstico de la infeccidon por HEV en pacientes inmunocomprometidos y los
receptores de trasplante de érgano sdlido en el que la seroconversidn para los
anticuerpos anti-HEV se retrasa o no se produce en absoluto, es de especial
preocupacién. A continuacidon se resumen las principales herramientas de
diagnodstico disponibles empleados en la actualidad para la identificacién de la
infeccién aguda por el HEV, discutiendo su performence en diferentes ambitos

sobre la base de los hallazgos recientes.



i. Test serologicos

Muy poco se sabia acerca de los aspectos inmunoldgicos de la infeccion por HEV
hasta hace pocos afos, cuando el patrén y la dinamica de la respuesta de
anticuerpos contra el virus fue identificado y entendido. Los anticuerpos anti-
HEV de la clase IgM aparecen durante la fase aguda de la infecciéon siendo
detectables generalmente 4 dias después de la aparicion de la ictericia, y persiste

121 . . epe
. Sin embargo, las reacciones fuertemente positivas en los

por hasta 5 meses
ensayos seroldgicos son raras después de 3 meses®’. En general, el 90% de los
pacientes que cursa una hepatitis E aguda tiene anti-HEV IgM detectable dentro
de las 2 semanas del inicio de la enfermedad'?, mientras que los anticuerpos
anti-HEV IgG son detectables poco después de la apariciéon de los IgM. Asi, el
hecho de que ambas clases de anticuerpos probablemente se desarrollan
simultdaneamente en la infeccidn aguda hace dificil un diagndstico seroldgico
preciso de la hepatitis E. Por otro lado, mientras que los anticuerpos anti-HEV
IgM disminuyen rapidamente en un periodo que dura unos pocos meses, IgG
persiste durante mds tiempo, en un periodo variable de entre 1y 14 afios luego
de resuelta la infeccién .

Los inmunoensayos comerciales disponibles actualmente para la deteccién de
anticuerpos especificos contra el HEV durante la infeccion aguda difieren
dramdticamente en su sensibilidad y especificidad, lo que explica parcialmente
las diferencias en los datos de seroprevalencia de HEV observados en diferentes
estudios'®.

Comunmente, los inmunoensayos cldsicos disponibles para IgM tienen una
sensibilidad de entre 90 y 97% con resultados falsos positivos de hasta un
2.5%?*' A su vez, varios de ellos generan resultados falsos negativos en
pacientes infectados, particularmente con el cepas del Genotipo 1*?°. De hecho,
muchas metodologias de diagndstico seroldgico se basan en antigenos virales
genotipo-especificos , limitando de este modo la deteccion de todos los
genotipos del HEV en forma simultdnea.

Paralelamente, la variabilidad genética intrinseca del HEV conduce a
modificaciones significativas de los sitios antigénicos que deriva en importantes

implicancias en el desarrollo de inmunoensayos fiables y de buena calidad. Sin



embargo, a pesar de esta variabilidad, los cuatro genotipos comparten dominios
de reaccion cruzada dentro de Cap, codificada por el ORF2, incluyendo el

dominio neutralizante minimo que comprende los aa 458 a 607 >* ¥’

. Antigenos
o péptidos inmunodominantes de Cap y la proteina codificada por el ORF3 son
ampliamente utilizados en el desarrollo de pruebas seroldgicos comerciales para
la deteccidn de anticuerpos IgM, 1gG, IgA contra el HEV 281,

Los esfuerzos de investigacion recientes se han centrado fundamentalmente en
la construccién y optimizacién de antigenos recombinantes derivados de Cap
expresados ya sea en Baculovirus o Escherichia coli*’ En particular, los enfoques
que utilizan tecnologias de particulas similares a virus (VLP ; por Virus-Like
Particles) en sistemas de expresion eucariotas, como el caso de Baculovirus,
parece ser los métodos mas apropiados para la construccién de antigenos de
HEV para dispositivos de diagndstico 2.

A pesar de que todos los inmunoensayos basados en Cap efectivamente han
mejorado la sensibilidad de los métodos mas antiguos, la especificidad aun
necesita ser aumentada, especialmente en regiones de baja endemicidad, donde
la ocurrencia de falsos positivos en la deteccion de IgM se ve incrementada®®®.
En un estudio reciente, implementado con el objetivo evaluar el desempefio de
los dispositivos comerciales disponibles en la actualidad para la deteccion de
anticuerpos anti- HEV IgG/M, se probaron 300 muestras de suero de pacientes
procedentes de zonas no endémicas almacenados en el Centro de Control de
Enfermedades (CDC) de Taiwan 2. Seis inmunoensayos, basados en diferentes
determinantes inmunodominantes se incluyeron en la evaluacién: ElIAgen HEV
IgG/M (Adaltis, Bolonia, Italia) incluye Cap (aa 619-660) y ORF3 (aa 101-123),
derivada de la cepa Birmania (Genotipo 1) y la cepa Mexicana prototipo del
Genotipo 2; recomWell HEV 1gG/M (Mikrogen, Neuried, Alemania) utiliza
antigenos del virus recombinantes purificadas HEV-ORF2 derivados de cepas de
los Genotipos 1y 3; MP HEV IgM ELISA 3.0 (MP Biomedicals, Singapur) , detecta
anticuerpos dirigidos a péptidos recombinantes codificadas por el ORF2 y una
proteina recombinante completa codificada por ORF3 de los Genotipo 1y 3; los

restantes fueron ensayos in-house disefiados para detectar 1gG/M que utilizan

VLP de HEV (HEVLP) altamente purificada como antigeno, expresada por un



Baculovirus recombinante y auto-ensamblado con una proteina recombinante
codificada porel ORF2 consistente en los aa 112 a 660 de la cepa de Birmania.

Este estudio mostré que recomWell IgM tuvo la mayor sensibilidad (93,3%), y
presenté el mejor rendimiento global para el diagndstico y la deteccién de la
infeccidon aguda por HEV en Taiwdan. Asimismo, las HEVLPs para la deteccién de
IgM tuvo la mayor especificidad (95,6%) y valor predictivo positivo (40%), a pesar
de su tasa de sensibilidad relativamente baja (66%). Mas alld de evidentes
diferencias en la sensibilidad y especificidad de los ensayos, todos los sistemas
de deteccién de anti-HEV IgM en este estudio fueron mejores que los ensayos de
identificacion de anti-HEV IgG. Ademas, fue posible aumentar la sensibilidad a un
maximo de 100% y mejorar la especificidad significativamente, mediante la
combinacidn de ensayos anti IgM e IgG del mismo proveedor o dos sistemas de
deteccion de IgM diferentes. Asi, al menos en las zonas no endémicas, estos
enfoques parecen tener robustez razonable para su uso como herramientas de
deteccion para la infeccién por HEV aguda en pacientes inmunocompetentes.

Ademas de los profusos reportes que evidencian inconsistencias de sensibilidad y
especificidad entre los diferentes inmunoensayos disponibles™>**2 se ha
informado a su vez reactividad cruzada con otros virus hepatdtropos tales como
Epstein-Barr virus (EBV) y Citomegalovirus (CMV) en la deteccidn de anti-HEV
IgM. Esto evidentemente es clinicamente problematico y relevante, ya que estos
virus forman parte el diagndstico diferencial de hepatitis aguda, una vez que la

infeccion por HAV fue excluida 3.

ii. Tests basados en la detecciéon de ARN. NAT s.

La abundante informacidn relativa a la perfomances dispares de las pruebas
seroldgicas disponibles en la actualidad en las regiones endémicas y no
endémicas, sumado a la baja sensibilidad y la ocurrencia de reactividad cruzada
con otros virus hepatétropos reportado en diferentes situaciones clinicas,
plantea la interrogante de si la prueba de deteccién de ARN de HEV debe llevarse
a cabo en todos los pacientes con sospecha de hepatitis E.

Sin embargo, la sensibilidad de las metodologias moleculares para la deteccion

de ARN viral es altamente dependiente de la presentacidon temprana del paciente



en el centro médico y la rapida obtencion de las muestras de suero o de heces,
asi como del transporte y procesamiento apropiado. Por lo tanto, el ARN viral
indetectable no descarta la infeccion por HEV ™. Si bien el ARN de HEV puede
ser detectado en el inicio de la enfermedad y hasta 6 y 4 semanas después en las
heces y suero, respectivamente, los niveles de ARN virales suelen ser bajos,
reduciendo asi el tiempo ventana de deteccion de HEV'3*.

A pesar de estas consideraciones, la deteccion del ARN viral en muestras
bioldgicas es el estdndar de oro para la confirmacién de la hepatitis aguda por
HEV'*®. Desafortunadamente, la deteccion basada en NAT implica la
implementacion de métodos muy costosos que eventualmente pueden no estar
disponibles para laboratorios de diagndstico y ademas exige técnicas muy
especializadas y personal capacitado.

En los Ultimos afios han sido reportados varios ensayos NAT para la deteccidn e
identificacion de HEV RNA en muestras de suero y de heces, incluyendo la
transcripcién inversa seguida por PCR (RT-PCR), PCR a tiempo real, y la
transcripcién inversa seguida de amplificacion loop-isotérmica. Estas NAT
incluyen ensayos disefados para detectar simultaneamente los cuatro genotipos
de HEV que infectan humanos 34136137,

Sin embargo, las NATs para HEV aun no han sido bien estandarizadas y se ha
observado una variabilidad muy alta en la performance de cada una de ellas en
estudios multicéntricos. En 2009, el Paul-Ehrlich-Institut inicid el desarrollo, con
la aprobacion del Comité de Expertos en Patrones Bioldgicos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), de un Estandar Internacional (IS) de ARN de HEV para
su uso en ensayos NAT. El estudio inicial que investigd el rendimiento de varios
ensayos NAT utilizados en la deteccion de la infeccion por HEV fue completado

recientemente®?,

En este trabajo, Baylis et al.,, incluyé cuatro virus
pertenecientes a los Genotipos 3 (subtipos 3a, 3b y 3f) , y 4 (subtipo 4c ) que se
sometieron a pruebas independientes en varios laboratorios de diferentes
paises. A pesar de que se concluyé que cualquiera de estas cepas se podrian
utilizar para el desarrollo de un IS, las cepas del Genotipo 3 aparentemente

parecian ser las mejores candidatas por dos razones principales: por un lado,



porgue que tienen la distribucién mdas amplia en todo el mundo vy, por otro otro,

los aislados de este genotipo son los responsables de las infecciones crénicas.

VII. HISTORIA Y SITUACION EPIDEMIOLOGICA DE HEV EN SUDAMERICA

En América del Sur, donde no existen zonas endémicas para HEV, los datos
relativos a su prevalencia y epidemiologia molecular en humanos y reservorios
animales es todavia escasa. Sin embargo, en los ultimos afos han surgido varios
reportes en esta materia y convirtiéndose el HEV en un foco principal de interés

para los investigadores.

i. Seroprevalencia en humanos y suinos

Los primeros relevamientos seroldgicas en relacidon a la circulacién de HEV en
seres humanos en América del Sur fueron implementados hace tan solo 20 afios.
En Venezuela, Puyol et al.*® reportaron tasas de seroprevalencia que oscilaban
entre un 1,6 y hasta 5,4% en tres poblaciones diferentes (mujeres embarazadas
de zonas urbanas, poblaciéon rural y amerindios).

Mientras tanto, en Chile se estudié la presencia de anticuerpos anti-HEV en 1773
muestras. Se observd una seroprevalencia de 8,0%, 12,5%, 7,5% y 17% en
donantes de sangre, trabajadores de salud, poblacién reclusa e indios araucanos,
respectivamente. Asimismo, la prevalencia de anticuerpos especificos no estaba
relacionada con la edad y/o sexo'’. Paralelamente, se detectaron anticuerpos
especificos anti-HEV en el 1,2% de los nifilos de una poblacidn bajo nivel
econdmico-social**’.

Por otra parte, los estudios realizados con poblaciones de donantes de sangre de
Uruguay y Argentina, realizados hace mas de 10 afios atras revelaron una
prevalencia especifica de anticuerpos anti-HEV de 1,2 y 1,8%,

142,143

respectivamente Sin embargo en la ciudad de Cérdoba, Argentina,

recientes estudios arrojaron una seroprevalencia de anti-HEV IgG de 4.4% **.

Un estudio llevado a cabo por Bartoloni et al.'*®

con poblaciones rurales de
Bolivia mostraron tasas de entre 4,4 y 10,4%, sin diferencias significativas entre

sexos. En Perq, si bien no existen datos relativos a la seroprevalencia en la



poblacién general, anti-HEV IgG se detectd en el 10,5% de los sujetos que
comprendidos dentro de un grupo considerado de riesgo**°.

En Brasil por su parte, la prevalencia de anti-HEV IgG en un grupo de mujeres
embarazadas y de usuarios de drogas por via intravenosa fue de 1,0 y 4,3%,
respectivamente’’. En los donantes de sangre la seroprevalencia varia entre el

147.148 D3 Silva et al.**® ha reportado

2,3 y el 11,8%, segun diversos estudios
recientemente una seroprevalencia del 8,4% en los individuos expuestos a
cerdos en Matto Grosso, a pesar de que en este trabajo no se define este tipo de
exposicién como un factor de riesgo para la infeccién por HEV en esta region.
Cabe destacar, sin embargo que los kits de deteccion de anticuerpos,
particularmente los primeros en ser desarrollados en las décadas de 1980 vy
1990, asi como los actuales, exibian una muy alta variabilidad generando
resultados inconsistentes, particularmente en paises no endémicos y con cepas
no epidémicas™® . Asi, la baja especificidad de los kits empleados probablemente
sobreestimen las tasas calculadas en los estudios aqui presentados

Aios mas recientes, una vez que se sugirié por primera vez el papel potencial de
cerdo como reservorio de la infecciéon por HEV y su riesgo zoondtico, varios
estudios se han llevado a cabo con el fin de determinar la prevalencia de
anticuerpos anti-HEV en piaras de cerdos en América del Sur.

Como observacidn general cabe destacar que la seroprevalencia media entre los
diferentes relevamientos es muy variable: 23% en Argentina, 81% en Brasil y 5%
en Chile™ "3, Asimismo existe una alta variabilidad entre los diferentes rebafios
incluidos en estos estudios (4 a 58% para el estudio de Argentina y 15 a 100%
para el estudio brasilefio). Del mismo modo en Chile, la seroprevalencia de HEV
en cerdos varia significativamente entre las regiones geograficas, con tasas que
van desde 0,6 hasta 9,5% 151

En Uruguay, asi como la mayoria de los paises de América del Sur, no se han
reportado estudios acerca de la seroprevalencia de HEV en cerdos domésticos y

salvajes.



ii. Epidemiologia molecular

La epidemiologia molecular del HEV en América del Sur es mucho mas compleja
de lo sugerido por los estudios pioneros, y en general los modos de transmisién y
las fuentes de infeccién no son bien entendidos. A pesar de que varios intentos
de arrojar luz sobre la situacidn epidemioldgica de esta infeccidn se ha llevado a
cabo en América del Sur, la informacién sobre la caracterizacién molecular y
circulaciéon de cepas de HEV es todavia escasa y son necesarios estudios
adicionales.

En Sudamérica, las primeras cepas de HEV fueron aisladas de dos pacientes
argentinos con hepatitis aguda que habian reportado antecedentes de viajes al

sur de Asia, zona considerada endémica para HEV**

. En ese estudio, las cepas
mostraron no estar filogenéticamente relacionadas con otros aislados de HEV
descritos anteriormente y preliminarmente fueron clasificados como un nuevo
genotipo viral. Mas tarde, Munné et al.’> reportd por primera vez en la regién,
la deteccién y caracterizacién molecular de las primeras cepas porcinas de HEV
aisladas de muestras de heces en un criadero ubicado en Buenos Aires.
Basandose en el andlisis de un fragmento de 287 nt dentro del ORF1, estas
secuencias agruparon dentro del Genotipo 3 y exhibieron una estrecha relacién
con las variantes identificadas anteriormente en Argentina de casos esporadicos
de hepatitis E aguda en humanos. Sobre la base de la reconstruccion filogenética
reportada en el trabajo Munné et al., las variantes descritas por Schlauder et al.
fueron reasignados dentro del Genotipo 3%**.

Posteriormente, en un estudio realizado con el objetivo de comprender mejor la
epidemiologia molecular de la infeccion por HEV en Argentina, se demostrd
claramente, mediante detallados analisis filogenéticos realizados en base a una
region del ORF1 y una pequefia secuencia del ORF2, la co-circulacién de variantes
polifiléticas™>. En catorce de los quince casos diagnosticados de infeccion aguda
por HEV incluidos en este estudio, fueron detectados cepas del Genotipo 3 y se
identificaron aislados de los subtipos 3a, 3b y 3i. A pesar del hecho de que el
Genotipo 3 fue el predominante, y probablemente responsable de la mayoria de

los casos autdctonos de la infeccidn por HEV en Argentina, también se detectd

una cepa perteneciente al Genotipo 1. Esta cepa demostrd estar asociada a un



caso importado por un paciente con antecedentes de viaje a India. Asi, la amplia
circulacién de variantes polifiléticas de Genotipo 3 junto a la deteccidén de cepas
del Genotipo 1, sugiere la existencia de multiples fuentes de infeccion del HEV en
Argentina.

La circulacidn de multiples variantes polifiléticas en Argentina fue confirmada
recientemente en un completo estudio realizado con muestras de origen
ambiental, derivadas de cursos de agua y plantas de tratamiento de aguas
residuales e la ciudad de Cérdoba***.

En Brasil, la historia evolutiva de HEV parece ser diferente a la observada en
Argentina. De hecho, la primer cepa descrita, clasificada dentro del Genotipo 3
mediante analisis del genoma completo, fue aislada de un cerdo en el afio 2007,
cuando aun no se habian registrado ningun caso de infeccién por HEV en seres
humanos en ese pais'*°. Dos afios mds tarde, Lopes dos Santos et al.">’ reportd
la deteccidn y caracterizacién molecular de cuatro nuevas cepas del Genotipo 3.
A pesar de que las secuencias no fueron en su momento comparadas con la cepa
descrita anteriormente por Paiva et al.’® ellas demostraron luego estar
estrechamente relacionados entre si. Sin embargo, el analisis filogenético reveld
gue las cepas Brasileras eran muy distintas a todas las Argentinas descritas hasta
aquel momento.

Mas tarde, en un estudio retrospectivo, se reportd el primer caso humano de

una infeccién por HEV autdctona en Brasil ocurrido en el 2006

. La cepa aislada
de la muestra de suero del paciente fue clasificada dentro de Genotipo 3
(subtipo 3b) y estaba estrechamente relacionado con dos de las cepas porcinas

. . 1157
previamente caracterizadas en Brasil*>’.

Asi, los datos presentados en ese trabajo
sugieren claramente un origen zoondtico de la infeccion.

En Bolivia existen algunos estudios interesantes acerca de la epidemiologia
molecular de HEV. El primero de ellos reporté la caracterizacién molecular de las

19 En un

primeras cepas humanas y porcinas de HEV detectadas en Bolivia
anadlisis preliminar, basado en una reconstruccidon filogenética utilizando un
fragmento de 348 nt correspondiente a la ORF2, las secuencias obtenidas de
cerdos y humanos mostraron estar muy estrechamente relacionados, agrupadas

dentro del Genotipo 3. Un analisis posterior mas detallado permitié demostrar



las cepas de cerdos y humanos pertenecian al subtipo 3i y 3e,
respectivamente’®. Sin embargo, su relacién filogenética con otras cepas de HEV
aisladas en otros paises de Sudamérica aun necesita ser dilucidada.

Los primeros casos de infeccion por HEV en Venezuela fueron reportados
recientemente por Garcia et al.'®". En este trabajo dos cepas fueron clasificadas
dentro del Genotipo 1 y un dentro del Genotipo 3, estrechamente relacionadas
con la cepa Yam 67 (norte de India) y el aislado de referencia US1 de Estados
Unidos., respectivamente. A pesar de que la cepa del Genotipo 1 mostré ser
idéntica (100% de identidad de nucledtidos dentro de la regién codificante de
ARN polimerasa dependiente de ARN de la ORF1) con la cepa Yam 67, la
infeccién se considerd autdctona ya que los pacientes no reportaron viajes fuera
del pais en los dos meses anteriores previos al inicio de los sintomas. A su vez, los
resultados de este trabajo implican que el HEV es una causa importante de
hepatitis aguda en Venezuela, con una alta morbilidad en nifios y adultos
jévenes, lo que que sugiere que esta infeccidn es probablemente endémica en es
pais.

En nuestro pais, en noviembre de 2009 se detectd el primer caso esporadico
autoctono de infeccion por HEV. A partir de entonces, nuevos casos fueron

34162 yer Capitulo 3.

identificados e investigados
Los estudios previos sobre HEV en Uruguay, como se menciond anteriormente,
fueron enfocados a evaluar la seroprevalencia de anticuerpos especificos anti-
HEV. No existen reportes previos a 2009 de identificacién de casos de hepatitis
aguda asociados a HEV, a pesar de que han existido esfuerzos en este sentido. De
hecho, durante 2001 fueron investigadas una serie de muestras de pacientes con
hepatitis aguda, no HAV-no virus hepatitis B(HBV)-no virus hepatitis C (HVC)

obtenidas en centros hospitalarios de nuestro pais. Sin embargo en ninguna

muestra se detectd HEV (Colina,R.; comunicaciéon personal).

Esta introduccidn esta escrita sobre la base de dos revisiones de la tematica
elaboradas y publicadas durante el transcurso de esta Tesis. Se adjuntan al final
del capitulo
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CAPITULO 2




I. IMPORTANCIA DE LA PROBLEMATICA A ABORDAR. FUNDAMENTACION.

Las enfermedades infecciosas, y particularmente las de etiologia viral contintan
siendo un gran problema de salud publica a nivel mundial. Entre ellas, las
emergentes presentan una importancia preponderante dado que la informacién
disponible en términos de epidemiologia, modos de trasmision y prevencién es
en general limitada y dificulta la implementacién de politicas sanitarias
adecuadas.

La infeccién por el HEV es considerada una zoonosis de gran impacto en salud
publica emergente en paises desarrollados y en vias de desarrollo no endémicos.
La situacidon epidemioldgica de este virus en el pais era, hasta el momento del
inicio del desarrollo de esta Tesis, practicamente desconocida, existiendo
Unicamente un reporte referido a la prevalencia de anticuerpos anti HEV en
poblacién donante®. Mas recientemente, a fines de 2009, fueron detectados los
primeros casos esporadicos autéctonos de infeccién por HEV y desde entonces
nuevos casos han sido identificados.

La escasa informacién disponible referente a aspectos viroldgicos,
epidemioldgicos y moleculares de HEV en nuestro pais y la regién, y el creciente
numero de casos clinicos reportados, hace necesario profundizar en el estudio de
esta virosis emergente desde una perspectiva  multidisciplinaria.
Fudamentalmente, se debe priorizar la caracterizacién genética de las cepas
virales detectadas, y comenzar a indagar acerca de la variabilidad genética y la
biologia del HEV, con especial énfasis en aspectos inherentes a la replicacién y
ciclo viral.

Paralelamente, resulta necesaria la deteccion e identificacion de HEV en cerdos
pertenecientes a criaderos comerciales y jabalies. Este enfoque permite evaluar
el potencial zoonético de esta enfermedad y valorar el riesgo sanitario que
implica el contacto con cerdos y/o el consumo de carne porcina y productos
derivados.

Asi, esta investigacion es pionera en el estudio del HEV en Uruguay,
implementandose desde multiples enfoques metodoldgicos y abordando

diversos aspectos viroldgicos, moleculares y epidemioldgicos. Los resultados



derivados de esta Tesis aportaran informacién valiosa destinada al disefio de

politicas sanitarias adecuadas para el manejo y control de esta infeccion.

Il. OBJETIVO GENERAL

Esta tesis tiene como objetivo general investigar diversos aspectos vinculados
con la emergencia de la infeccién por HEV en Uruguay, analizando en
profundidad la variabilidad genética de las cepas circulantes y la distribucién de
genotipos y sub-genotipos. Asimismo pretende comenzar a indagar aspectos del
ciclo replicativo viral, basicamente a través del estudios de expresion vy
localizacién de proteinas en dos sitemas eucariotas. A su vez, es de interés
investigar la presencia del HEV circulante en reservorios animales (cerdos,
jabalies y ratas), de forma de evaluar el impacto zoondtico que esta infeccién

puede presentar en la poblacidn.

Il. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para cumplir con el objetivo general nos proponemos alcanzar los siguientes

objetivos especificos.

i. Relevamiento y estudio de HEV. identificacion de cepas virales. Confirmar la
presencia de ARN viral en muestras de suero y materia fecal de pacientes con
sintomatologia compatible con hepatitis aguda y serologia positiva y/o
indeterminada para HEV. ldentificar a partir de la secuencia amplificada el

genotipo viral.

ii. Aislamiento de HEV en cultivos celulares. Aislar in vitro en cultivos celulares
de linea y primarios las cepas virales detectadas a partir de las muestras de suero
y/o materia fecal, y generar un banco de trabajo para la implementacion de los

estudios de caracterizacion molecular.

ili. Analisis de la variabilidad genética de HEV. Caracterizar molecularmente las
cepas circulantes mediante el andlisis de multiples regiones del genoma, vy

determinar la similitud de secuencia a nivel nucleotidico y aminoacidico.



Implementar un detallado analisis filogenético y comparativo de los aislados

detectados con cepas regionales y extrarregionales.

iv. Andlisis de coalescencia bayesiana y dindmica evolutiva de HEV. Estudiar la
dindmica poblacional del Genotipo 3 de HEV e investigar el probable origen

genético y temporal de las cepas detectadas en Uruguay.

v. Estudios de expresion y localizacion de proteinas. Implementar metodologias
para la expresién y purificacion de ORF2 y 3 de HEV en sistemas la expresion
procariotas. Asimismo, investigar preliminarmente en dos sistemas in vitro de

cultivos celulres de linea y hepatocitos primarios , la localizacion celular de ORF3.

vi. Evaluar un sistema de expresion de antigenos de HEV. Implementar y
optimizar un sistema de expresion del ORF2 viral in vitro mediante la estrategia
de Virus-Like Particles (VLP) tomando como base las caracteristicas bioldgicas de
la proteina Z del Virus Junin como herramienta para el desarrollo de estrategias

inmunoprotectoras

vii. Identificacion de reservorios animales de HEV. Analizar por PCR
convencional y PCR en tiempo real la presencia de cepas de HEV circulantes en
cerdos domésticos, jabalies y roedores domésticos. Determinar los genotipos
predomiantes. Eventualmente comparar a nivel de secuencia nucleotidica y

aminoacidica las cepas detectadas con las aisladas en humanos.

IV. HIPOTESIS DE TRABAJO

La hepatitis E es considerada una zoonosis emergente en paises industrializados
y regiones en desarrollo no endémicas para HEV, lo cual ha sido constatado
mediante el sustancial aumento de casos esporadicos y autéctonos en estas
zonas, incluyendo Sudamérica. Por tanto la infeccidon por HEV es actualmente
una fuente de preocupacién para la salud publica, con principal énfasis en la

poblacién mds vulnerable (embarazadas e inmunosuprimidos). Considerables



esfuerzos se estan llevando a cabo en la investigacién de este patégeno, con el
objetivo de desarrollar estrategias inmunopreventivas y optimizar los métodos
de diagndstico.

Las vias de trasmision mas frecuentes del HEV incluyen la fecal-oral a través del
consumo de fuentes de agua contaminada y la zoonética, existiendo varias
especies animales reservorios de la infeccién.

Proponemos como hipdtesis general de trabajo que en Uruguay, al igual que en
la regidn, circula el HEV del Genotipo 3 en humanos y es a su vez agente
responsable de episodios de hepatitis aguda en la poblaciéon. Asimismo, las
variantes que son detectadas en los pacientes han de mantener, desde el punto
de vista filogenético, una relacién muy estrecha con cepas de origen regional, en
virtud de las fluidas relaciones humanas (viajes, turismo, etc), y vinculos
comerciales que incluyen transacciones de ganado porcino. Paralelamente, el
virus ha de circular en las piaras de cerdos de nuestro pais asi como en las
poblaciones de jabalies distribuidos principalmente en la zona Este del pais.

Es posible ademas desarrollar un sistema para aislar en cultivos celulares in vitro
(A549 y Hep-G2) las cepas de HEV humanas y porcinas detectadas, que
permitirdn implementar metodologias con el objetivo de profundizar el estudio
de HEV en Uruguay. Entre estos estudios, se incluyen la expresion de proteinas
virales en sistemas porcariotas y estudios de localizacion y el desarrollo de un

sistema de presentacion de antigenos del Genotipo 3 en células eucariotas.
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CAPITULO 3




I. RELEVAMIENTO E IDENTIFICACION DE HEV EN URUGUAY.

i. Estudio de casos de hepatitis aguda asociada a HEV

En esta seccidn se presentan los hallazgos derivados en dos publicaciones
cientificas, referentes al estudio, analisis e identificacion de HEV en casos de
hepatitis aguda de pacientes atendidos en instituciones médicas del sector
privado y en el Hospital Central de las Fuerzas Armadas (HCFAA), en Montevideo,
Uruguay.

A este Capitulo 3 se adjuntan ambas publicaciones.

El primer articulo de reporte de investigacion original refiere a la deteccidn y
caracterizacion molecular preliminar de los primeros nueve casos esporadicos
autoctonos de infeccidon por HEV en Uruguay, ocurridos entre fines de 2009 y
2010.

Todas las cepas virales detectadas en este trabajo pertenecieron al Genotipo 3 y
formaban, con excepcién de una cepa, un Unico cluster con un alto soporte
estadistico Por otro lado, el analisis filogenético mostré ademds que estaban
emparentadas con aislados de HEV reportados en Alemania, detectados en

cerdos domésticos.

INVESTIGACION ORIGINAL. Mirazo, S., Ramos, N., Russi, J.C., Gagliano, G.,
Arblza, J., 2011. Detection and molecular characterization of sporadic cases of

acute human Hepatitis E infection in Uruguay. Arch. Virol. 156; 1451-1454.




Mas recientemente durante 2013 y 2014, hemos analizado 12 casos de hepatitis
aguda provenientes del HCFFAA, investigando la presencia de HEV por métodos
moleculares y seroldgicos. Asi, lo cual fue publicado en el segundo articulo que
aqui se resume, fue detectado un nuevo caso autdctono esporadico de infeccidn
por HEV. Luego de realizado el andlisis filogenético, este caso fue asociado a una
cepa del Genotipo 1. Esta cepa, la primera autdctona de este Genotipo reportada
en el cono sur de América presentd una alta identidad nucleotidica con aislados
reportados en Cuba y Venezuela, probablemente compartiendo un ancestro
comun con la cepa India YAM 67. Estos importantes hallazgos muestran que la
epidemiologia del HEV en Sudamérica es muy compleja, y sugieren ademas una

amplia circulacién del virus en la poblacidn.

INVESTIGACION ORIGINAL: Mirazo, S., Mainardi, V., Ramos, N., Gerona, S.,
Rocca, V., Arbiza, J., 2014. Indigenous Hepatitis E Genotype 1 Infection in
Uruguay. Emerg. Infect. Dis. 20(1):171-173 .




ii. Serologia y deteccion molecular de cepas de HEV en pacientes infectados
con el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV)

Como se ha visto, la infeccidn por HEV puede generar cronicidad en pacientes
inmunosuprimidos, entre los que se incluyen transplantados e infectados con
HIV *. En este sentido resulta de importancia investigar la presencia de HEV, asi
como de otros virus que desarrollen cronicidad, en estos grupos de pacientes
como manera de evaluar el risego de futuras complicaciones, en este caso
hepdticas.

Aqui nos propusimos analizar un grupo pequeio de pacientes infectados con HIV
con dos objetivos claros: 1) estudiar la frecuencia de anticuerpos IgG e IgM
especificos anti HEV, como forma de indagar un poco mas en la epidemiologia de
HEV en nuestro pais, y 2) investigar la presencia de HEV en este grupo de
pacientes através de la deteccion molecular del genoma viral. Estas dos
herramientas nos permitirdn aclarar un poco mas la situacién de este virus
emergente en el pais, y generar evidencia experimental que oriente en el manejo

clinico de los pacientes infectados con HIV en relacién a la infeccidn por HEV.

Materiales y Métodos

Muestras

Para esta instancia de la Tesis fueron incluidos 35 sueros de pacientes infectados
con HIV, atendidos en el Servicio de Enfermedades Infecto-Contagiosas, Instituto
de Higiene, Facultad de Medicina (SEIC) (Tabla 3.1.). Para estudiar la frecuencia
de anticuerpos anti-HEV en esta poblacion fueron seleccionados los casos cuyos
valores de conteo de linfocitos TCD4+ fuesen > 300/mm3. A su vez, se indago la
situacion de los pacientes respecto a la infeccién con HBV y HVC. Esta
informacién asi como los datos de recuento linfocitario fueron proporcionados

por el Laboratorio Central del SEIC.

Serologia y deteccion molecular de HEV
La identificacion de anticuerpos anti-HEV 1gG y IgM en los pacientes
seleccionados fue realizada con el kit comercial recomLine® HEV IgG/IgM

(Mikrogen, Alemania). Como gupo control fueron incluidos 18 sueros de



pacientes inmunocompetentes atendidos en le HCFFAA y centros médicos
privados.

En todos los sueros fue testeada la presencia de ARN viral, mediante la
amplificacidn por retrotranscripcion seguida por PCR anidada (RT-nPCR) de un
fragmento de 287 pares de bases (pb) ubicado en el extremo 3" del genoma,
como se describe en Mirazo et al.? . Los fragmentos fueron separados en un gel
de agarosa 1,5% tefiido con bromuro de etidio y visualizados bajo luz ultravioleta
(UV). La identidad del producto de PCR fue confirmada por secuenciacién,
llevada a cabo en el Servicio de Secunciacién Automatica de Macrogen
(Macrogen Inc. Corea).

El andlisis filogenético se implenté utilizando el software MEGA 5.1, por el
método de Neighbor-Joining empleando el modelo de dos parametros de Kimura
como modelo de sustitucion nucleotidica. Los valores de bootstrap fueron
determinados con 1000 re-muestreos de los datos y se generé un darbol
consenso. Valores de bootstrap mayores a 60% fueron considerados

significativos.

Resultados y Discusion

De los 35 sueros positivos para HIV, 18 presentaron valores de linfocitos T CD4+
>300/mm3 y fueron en los que se investigd la presencia de anticuerpos anti-HEV
(Tabla 3.1.). Entre estos 18 sueros finalmente incluidos, 12 presentaron
marcadores para HCV (prueba de deteccién de ARN viral), 2 estaban infectados
con HBV, presencia de anticuerpos anti-Core viral, lo que indica infeccién activa>,
y 4 presentaban ambos virus.

Respecto a HEV, se observd, sin embargo que un 17% (3/18) de los sueros de
pacientes portadores de HIV se identificaron anticuerpos del tipo 1gG especificos,
uno de los cuales (5.5%) también presentd IgM. No se identificaron muestras de
suero con anticuerpos Unicamente de tipo IgM en ninguno de los dos grupos
estudiados. En el grupo control, por su parte, tampoco se detectaron anticuerpos
del tipo IgG.

La mayor frecuencia de anticuerpos especificos de cualquier tipo en poblacidn

HIV positiva ya ha sido reportada previamente por otros autores™. Sin embargo,



al analizar esos y otros estudios disponibles, resulta sorprendente en este trabajo
la diferencia en los valores de la frecuencia observada en los pacientes
infectados con HIV con el grupo control (17% vs 0%) para 1gG".

De los cuatro pacientes con sueros con anticuerpos del tipo IgG (un paciente a su
vez con IgM), tres de ellos también estaban infectados con HVC y el restante con
HVB. De hecho, se ha demostrado una mayor incidencia y gravedad clinica de la
infeccion por HEV en pacientes con enfermedades o patologias hepaticas
subyacentes®.

El bajo porcentaje de sueros seropositivos en el grupo de pacientes HIV negativo
no es sorprendente considerando el Unico antecedente de estudio de
seroprevalencia realizado en Uruguay, en el que se reporté una tasa cercana al
1% en poblacién sana donante de sangre®.

Es actualmente reconocido que la sensibilidad y especificidad de los kits de
deteccion de anticuerpos anti-HEV disponibles comercialmente no es éptima.
Muchos estudios han reportado performances y resultados altamente variables,
gue impiden la obtencion de conclusiones fiables, particularmente en zonas no
endémicas para HEV ', Asimismo, la ocurrencia de resultados falsos positivos por
reacciones cruzadas con otros virus hepatotrépicos, fundamentalmente Epstein-
Barr y Citomegalovirus ha sido reportada’. El hecho de que los pacientes HIV
positivos incluidos en este estudio no hayan sido testeados para estos virus
hepatotrépicos puede sin duda sesgar los resultados observados y limitar el

alcance de las conclusiones.

Tabla 3.1. Frecuencia de anticuerpos IgG/M anti HEV y ARN en grupos de pacientes portadores y no portadores de HIV.

Grupo N Edad(media) %HEVIgG(n) %HEVIgM(n)  %HEVIEG/M(n) %HVC(n) %HVB(n) % HEV ARN (n)
HIV+* 18 50 17 (3) 0 (0) 5.5(1) 89 (16) 33 (6) 22(4)

Control 18 44 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

Total 36 . 8.5 (3) 0(0) 2.25 (1) 445(16) 16.5(6) 11 (4)

* Sdlo los pacientes con conteo linfocitario TCD4+2300/mm’ fueron incluidos.



En todos los sueros incluidos en este estudio (18 HIV positivos y 18 HIV
negativos) se investigo la presencia de ARN viral, mediante RT-nPCR. Se amplificé
ARN viral en tres muestras de pacientes infectados con HIV; uno que presenté
anticuerpos IgG y M especificos contra HEV (cepa HeUyS1), otros dos en los que
se detectd6 anticuerpos del tipo 1gG (cepas HeUyS3 y HeUyS4) y un paciente en el
gue no se detectd respuesta inmune especifica de ningun tipo (HeUyS5) (Tabla
3.1.). No se detectd ARN viral en ninguno de los pacientes del grupo control.
Como se explicd previamente la variable performance en especificidad vy
sensibilidad de los kits serolégicos disponibles puede explicar por qué se detectd
ARN viral en pacientes que no presentaron una respuesta de tipo IgM especifica,
asi como en el que tampoco se detecté IgG anti-HEV.

Por su parte, el analisis filogenético de las muestras detectadas mostré que las
cuatro cepas pertenecieron al Genotipo 3, agrupando en un mismo cluster, con
las cepas Uruguayas detectadas previamente® (Fig. 3.1). Lamentablemente, no
fue posibe amplificar otras regiones del genoma de HEV, a fin de realizar un

analisis filogenético mas exhaustivo.



A He Uy $1
A He Uy S5
I A He Uy S4
A He Uy 83

A He Uy13
I:A He Uy12
A He Uy14

A He Uy11
A He Uy17
A He Uy7
A He Uys
65| A He Uy10
A He Uy16
L— A He Uy15

*

FJ748530 Germany

AF264009 Argentina
AY258006 Argentina
AF264010 Argentina
AB290312 Japan
99| AB362839 Japan
AB437318 Japan
AB189070 Japan
1001 AB189071 Japan
AB605185 Japan
AB581585 Japan
AB074920 Japan
AB089824 Japan
HM483383 Serbia
GU479457 Germany
AF060668 USA US1

AF060669 USA US2

FJ705359 Germany
E EF591852 Brazil
100L EF591853 Brazil

AB108537 China
100 ABO74917 Japan

AB161718 Japan
AJ272108 China
ABQ97812 -Japan

33| AB099347 Japan
AB200239 Japan

64

———— M74506 Mexico ] Genotipo 2

AY204877 Chad
AY230202 Morocco

D11093 Myanmar
L25595 China
L08816 China

961 M94177 China
X98292 Italy
EU074854 Argentina
AF051830 Nepal
AF076239 India

96

M73218 Myanmar Burma strain
AF459438 India
D10330 Japan

01

AY535004 Avian

FJ998008 Germany

AF082843 USA

AY115488 Canada Arkell

Genotipo 3

Genotipo 4

Genaotipo 1

Figura 3.1. Reconstruccion
filogenética de HEV en
base a un fragmento de
287 pb del ORF1, por el
método de  Neighbor-
Joining. Las  cepas
Uruguayas se resaltan
(triangulo relleno oscuro).
Las aislados de pacientes
infectados con HIV se
identifican con un
asterisco (*). Se muestran
Unicamente valores de
bootstrap = 60%.



La alta frecuencia de pacientes seroposltivos para HEV, asi como alta tasa de
deteccion de infecciones agudas por HEV, destacan la necesidad de instrumentar
politicas destinadas a mejorar el seguimiento de personas incluidos en este
grupo, considerando que son una poblacidn eventualmente vulnerable al
desarrollo de infecciones crénicas de HEV. Mas auln, cabe destacar que en este
estudio no fueron incluidos los pacientes inmunosuprimidos (conteo linfocitario
T CD4+< 300/mm3), en los cuales este riesgo es mucho mayor.

Claro esta que una de las mayores limitaciones de este estudio es el tamafio de
la muestra; es decir el nimero de sueros evaluados. De todas maneras, este
representa un estudio pionero en sus caracteristicas en Uruguay y la regidn,

ofreciendo resultados muy interesantes y sorprendentes.
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II. AISLAMIENTO DE HEV EN CULTIVOS CELULARES Y HEPATOCITOS PRIMARIOS
DE RATA

Actualmente no existe un sistema de cultivo celular practico y sencillo que
permita la propagacién de HEV in vitro. Esto ha impedido el estudio y la
comprensién de muy diversos aspectos del ciclo replicativo el HEV. Numerosos
modelos in vitro se han intentado en hepatocitos primarios de primates no
humanos™?y en varias lineas celulares continuas, tales como lineas de hepatoma
humano (PLC/ PRF/5, Hep-G2 y Huh -7), células de carcinoma de colon humano

34 Los resultados

(Caco-2) y células de cancer de pulmdén humano (A549)
obtenidos en estos ensayos fueron dispares, y ninguno de estos sistemas ha
resultado fécil de implementar asi como tampoco ha demostrado proporcionar
altos titulos virales en el sobrenadante del cultivo.

En nuestro laboratorio hemos intentado llevar adelante varios de los protocolos
publicados en la bibliografia®*, no pudiendo aislar cepas de HEV en ningtin caso.
En este Capitulo describiré los procedimientos empleados con el objetivo de
implementar y optimizar un sistema de aislamiento de HEV en cultivos celulares
a partir de muestras de suero de pacientes con hepatitis E que resulte sencillo de
realizar y reproducible. Para llevar adelante este préposito se emplearon dos
lineas celulares continuas descritas como potenciales sistemas para propagar el
HEV: A549 y Hep-G2.

Paralelamente, lo cual serd presentado al final del capitulo, se desarrollé un
sistema de cultivo de hepatocitos primarios de rata neonata. Como se ha dicho
anteriormente en el Capitulo 1, es materia de discusion la capacidad de cepas de
HEV detectadas en ratas de infectar cerdos y humanos, y viceversa. No es claro
en absoluto si un salto de especie de este tipo puede ocurrir en la naturaleza, o
al menos en condiones de laboratorio. Asi y para colaborar en la comprensién de
este asunto, se desarrollé un procedimiento para aislar cepas de HEV humanas

en un sistema de estas caracteristicas.



i. Aislamiento de A549 y HepG2

Materiales y Métodos.

Células y aislamiento de HEV

Las cepas virales seleccionadas fueron aisladas de 3 muestras de suero (HeUy3, 4
y 7) en la linea celular A549 (ATCC CCL-185) y Hep-G2 (ATCC HB80-65) en base al
procedimiento descrito por Zhang et al.” con numerosas modificaciones. El
protocolo se detalla a continuacion. Las células A549 fueron propagadas en
medio de Dulbecco-Eagle F12 (DMEM F12) (Invitrogen, Life Technologies,
Estados Unidos), suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) (Invitrogen,
Life Technologies, Estados Unidos), 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos) y 3 ug/mL de anfotericina B (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)
(medio de mantenimiento), a 37 ° C en una atmdsfera humidificada de 5% CO2.
Previo a la inoculaciéon del virus, las monocapas de células con una confluencia
de 50-70% en placas de doce pocillos fueron lavadas tres veces con 1 mL de
solucidon salina tamponada con fosfato (PBS). Las muestras de suero
seleccionadas como indculo viral se diluyeron con PBS conteniendo 0,2% de
albumina de suero bovino (BSA) (Invitrogen, Life Technologies, Estados Unidos) y
se filtraron a través de un microfiltro con un tamafio de poro de 0,22 uM (Millex-
GV; Millipore Corp., Estados Unidos). Posteriormente las monocapas de A549 se
infectaron con 0,2 mL de suero diluido y se incubaron a 37 ° C durante 3 horas.
Luego de ese periodo se retiré el indculo, se lavaron las células tres veces con
PBS y se agregd 1 mL de medio de mantenimiento con 5% de FBS) a cada pocillo.
La propagacion de la infeccion se realizé a 37 ° C en una atmdsfera humidificada
de 5% de CO2. En el dia después de la inoculacion (dia 1), las monocapas
celulares se lavaron tres veces con 1 mL de PBS y se afiadid 1 mL de medio de
mantenimiento. Al dia 2, 0,5 mL del medio de cultivo fue reemplazado con medio
de mantenimiento fresco, y al dia 3 las células fueron replicadas por primera
vez. Para esto las monocapas se lavaron con PBS tres veces, y luego fueron
tripsinizadas con una solucién de 0.25% de tripsina (Invitrogen, Life
Technologies, Estados Unidos). Posteriormente se diluyeron 1: 4 en medio de
crecimiento fresco, y las células se cultivaron durante otros tres dias, hasta el

momento de realizarse el siguiente pasaje. Las células infectadas fueron



replicadas en serie durante el periodo que se mantuvieran viables, controlando
este proceso bajo visualizacién al microscopio 6ptico. Las microplacas con las
células infectadas fueron examinados diariamente en un microscopio invertido
ante la generacion de efecto citopatico especifico (CPE). Este procedimiento se
llevé adelante con las 3 muestras de suero de pacientes con hepatitis E y en cada

caso se incluyé dos pocillos de células sin infectar como control.

Deteccidn de HEV en los cultivos inoculados

Luego de realizados 11 pasajes seriados se recuperd el sobrenadante vy las
células del cultivo infectado para proceder a la extraccidon del ARN para llevar
adelante la deteccidn del genoma viral. El ARN total del cultivo celular infectado
fue extraido con el kit comercial QIAmp Viral RNA (Qiagen, Alemania) segln
especificaciones del fabricante. Este material fue empleado para realizar RT-
nPCR®. Los productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa 1.5% en
buffer Tris Borato EDTA (TBE) y tefiido con bromuro de etidio. La identidad del
producto de PCR fue confirmada por secuenciacidn, llevada a cabo en el Servicio
de Secuenciacion Automatica de Macrogen (Macrogen Inc. Corea).
Paralelamente, las células infectadas fueron sometidas a una
inmunofluorescencia empleando un suero IgM/G positivo como anticuerpo anti-
HEV, y un secundario anti-lg G/M humano conjugado con isiotiosanato de
fluoresceina como anticuerpo secundario (Abcam, Estados Unidos). Las
monocapas celulares infectada y sin infectar fueron fijadas en respectivas
[dminas de inmunofluorescencia y fijadas con 4% paraformaldehido (PFA)
durante 10 minutos, luego de lo cual fueron lavadas con PBS y almacenadas
hasta su uso.

El suero positivo empleado como anticuerpo anti-HEV fue diluido 1:10 en PBS-
0.1% seroalbumina bovina (BSA) (PBS-BSA) e incubado durante 1 hora a 372C en
camara humeda con las células infectadas y no infectadas. Luego se realizaron 3
lavados con PBS-BSA de 10 minutos cada uno y las [dminas se incubaron con el
anticuerpo secundario en una dilucién 1:500 en PBS-BSA durante 1 hora.
Finalmente las ldaminas fueron lavadas 3 veces con PBS, montadas y observadas

en microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse 80 i.



El procedimiento y los reactivos para aislar HEV en la linea celular Hep-G2 fueron
exactamente iguales al descrito anteriormente, excepto que el medio de cultivo
empleado fue el de Dulbecco-Eagle (DMEM) (Invitrogen, Life Technologies,
Estados Unidos).

A su vez, la deteccién del ARN viral en los cultivos infectados por RT-nPCR y la
inmunofluorescencia fue llevada a cabo de igual manera que para las infecciones
en la linea A549.

Ademas de la RT-nPCR, para la linea Hep-G2 se implementd una PCR en tiempo
real (rt-PCR) descrita por Jothijumar et al.”, disefiada para detectar un fragmento
del la regién de solapamiento de las ORF2 y 3, empleando el kit SuperScript® I
Platinum® SYBR® Green-One-Step qRT-PCR (Invitrogen, Life Technologies,

Estados Unidos).

Resultados y Discusion

Luego de realizar 11 pasajes seriados fue posible observar en la monocapa de
A549 infectada con el suero HeUy3 un claro CPE sin particularidades especificas,
consistente en una destruccion de la monocapa celular (Fig. 3.2.). Las otras dos
monocapas infectadas con los sueros HeUy4 y 7 no mostraron alteraciones
morfoldgicas. Esto Ultimo se repitiéd en las células Hep-G2; es decir, no se
observé ECP en ningun caso.

La inconsistencia en el desarrollo del CPE en algunas infecciones y no en otras, ya
ha salido a la luz en varios articulos previos, y no hay explicaciones concluyentes.
Se sugiere, sin embargo, que la mayor o menor carga viral del inéculo pueda

afectar la morfologia celular e incidir en el desarrollo del CPE *°.



Figura 3.2. Efecto citopdtico (ECP) observado en la linea celular A549 luego de la
inoculacion y 11 pasajes seriados del suero HeUy3 infectado con HEV. A. células sin
infectar; B. CPE en células infectadas.

Una vez concluido el procedimiento de aislamiento se implementaron las
técnicas moleculares para la deteccién del genoma viral. Asi, por RT-nPCR fue
posible amplificar correctamente el fragmento correspondiente a una regién del
ORF1 en todos los casos en la linea A549 (Fig. 3.3.). Sin embargo, en la linea
Hep-G2, sélo de dos de los sueros (HeUy3 y 4) fue posible aislar HEV. Claramente
ademads, la intensidad de las bandas especificas del producto de la PCR
observadas en las células Hep-G2 infectadas fue muy inferior a las visualizadas en

la linea A549.

Figura 3.3. Electroforesis en gel de agarosa y visualizacidon de los productos de
287 pb de la RT-nPCR realizada en base al estremo 3° del ORF1. A. cultivos de
células A549 infectadas con los tres sueros (HeUy3, carriles 2 y 3; HeUy4, carriles 4
y 5; HeUy7, carriles 6 y 7). B. cultivos de células Hep-G2 infectadas. Suero HeUy 3,
carrriles 1y 2; HeUy4, carriles 3 y 4; HeUy7, carriles 5 y 6.

Los marcadores de peso molecular de 100 pb GeneRuler (ThermoScientific,
Estados Unidos) se observan en los carriles 1 y 7 de las figuras A y B,
respectivamente.

HEV



Asi como la identidad del fragmento amplificado fue corroborado por
secuenciacion en A549, esto no se pudo realizar en Hep-G2. Por tal motivo, se
llevé adelante una rtPCR, como forma de confirmar este hallazgo en el ultimo
pasaje celular de la infeccidn. Este ensayo evidencid la presencia de ARN viral en
los cultivos de Hep-G2 infectados (Fig.3.4.). En la reaccion fue incluido un control

positivo (C+) y un control negativo (C-), que se realizaron por duplicado.
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Figura 3.4. rtPCR para la deteccién de HEV en cultivos de Hep-G2 infectados. Este ensayo esta
disefiado para amplificar un pequefio fragmento de la region de solapamiento del ORF2 y 3. Se
muestran las curvas de amplificacién para el suero HeUy3 aislado, correspondiente al pasaje 11.

Los Ct observados en la reaccién de rt-PCR fue de 26.9 para ambas réplicas,
mientras que el del C+ fue 32.4 y 32.1, réplica 1 y 2, respectivamente. Este
hallazgo tuvo concordancia con los valores limites establecidos para este
protocolo’.

Claramente estos resultados permiten afirmar que fue detectado ARN viral en los
cultivos celulares de ambas lineas luego de los 11 pasajes seriados llevados
adelante.

La inmunofluorescencia realizada con un suero positivo con anticuerpos anti-
HEV, por su parte, reveld la presencia de proteinas virales en las células A549 y
Hep-G2 infectadas (Fig.3.5.). La seiial se observd en todo el citoplasma celular en

forma homogénea, no existiendo seial en el nucleo, lo cual es esperable para un



virus con genoma ARN de la familia Hepeviridae. En las células sin infectar no se

observo fluorescencia.

Figura 3.5. Inmunofluorescencia para la detecciéon de HEV en cultivos celulares inoculados con un suero de una paciente
infectado con HEV. Se muestra resultado sélo para A549. Como anticuerpo primario se empled un suero humano anti-HEV y
como secuendario un anti-IgG/M conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC). El esanto fue realizado luego de 11
pasajes seriados. A y B. células A549 infectadas; C. Merge con DAPI; D. células sin infectar utilizadas como control. A, Cy D:
10x; B: 20X.

Los resultados observados en esta seccidon de la Tesis demuestran que fue
posible desarrollar un sistema de aislamiento de HEV practico y sencillo
empleando las lineas celulares A549 y Hep-G2. De las dos lineas, los mejores
resultados se evidenciaron con A549, en la cual fue posible observar, al menos

en un caso, la aparicidon de un claro ECP. Estas metodologias han facilitado el



correcto desarrollo de las investigaciones propuesta en este trabajo permitiendo

asi profundizar los estudios acerca de la biologia y la virologia molecular del HEV.

ii. Aislamiento de HEV en hepatocitos primarios de rata neonata

Como se ha comentado anteriormente en el Capitulo 1 es materia de discusion
la capacidad de las cepas de HEV detectadas en roedores, particularmente ratas
domeésticas y salvajes, de ser trasmitidas por via zoondtica al ser humano y otros
reservorios, y viceversa® . Este asunto es sumamente importante ya que incide
fuerte y directamente en aspectos epidemioldgicos y sanitarios de la infeccion
por HEV, particularmente en zonas no endémicas. Resultan importantes
entonces las investigaciones enfocadas a estudiar la posibilidad de la trasmisién
zoonotica desde roedores, a través del desarrollo de sistemas de cultivos in vitro
e infecciones in vivo bajo condiciones de laboratorio. En este sentido algunos
reportes de trabajo realizados en lineas celulares humanas y de ratas (Rattus
rattus) han arrojado resultados contradictorios y las evidencias no son
concluyentes®™®. No se han descrito, sin embargo, investigaciones
implementadas con cultivos primarios de rata, evaluando su susceptibilidad a
cepas de HEV humanas.

En esta seccién se describen los experimentos realizados con el objetivo de
investigar la capacidad de aislados de HEV detectados en casos humanos de

hepatitis E, de infectar hepatocitos primarios de rata neonata.

Materiales y Métodos

Animales y obtencion de hepatocitos

Los animales (hembras de rata neonata, Rattus rattus) sacrificados fueron
proporcionados por el Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina,
UdelaR.

Una vez trasladados los cuerpos en cadena de frio a nuestro laboratorio, se
procedid a a la extraccion del higado a cada uno de los animales con material

quirarigico adecuado y en condiciones de esterilidad.



Los higados extraidos fueron diseccionados mecanicamente con bisturi
separando el tejido conectivo del parénquima y perfundidos en una solucién de
0.25% de tripsina (Invitrogen, Life Technologies, Estados Unidos) en agitacion
(100 revoluciones por minuto, RPM) a 372C durante 3 horas. Luego de ese
periodo la suspension fue centrifugada a 2000RPM en frio drurante 10 minutos,
y el sobrenadante fue distribuido en una placa de Petri de 90mm (Nunc,
ThermoScientific, Estados Unidos) conteniendo medio de cultivo de crecimiento
de hepatocitos (MCCH) e incubado a 372C en una atmdsfera de 5% CO2. El MHCC
se prepard en base a DMEM F12 (Invitrogen, Life Technologies, Estados Unidos),
15% SFB (Invitrogen, Life Technologies, Estados Unidos), 100 ug/mL de
estreptomicina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), 3 ug/mL de anfotericina B
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y 10 mg/mL insulina (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos). A las 72 horas se le sustityé el MCCH, lo cual fue repetido durante todo
el periodo en el que los cultivos estuviesen viables. El pellet obtenido de la
primer centrifugacion fue resuspendido en una solucién de tripsina 0.25% e
incubado en agitacion durante otras 2 horas a 372C. Posteriormente, el
sobrenadante fue incubado con el medio de cultivo y en las condiciones que se
describen arriba.

Luego de 72 horas de iniciado el cultivo se evaludé con una Kit comercial la
produccién de glucégeno por tincion con acido peryddico (PAS) como evidencia
de diferenciacion de los hepatocitos, de acuerdo a especificaciones del

fabricante (Leica Biosystems, Alemania) .

Aislamiento e identificacion de HEV en los hepatocitos primarios

La inoculacion de los cultivos primarios frescos (18-24 horas de subcultivo) se
llevé adelante con los sueros humanos infectados con cepas del Genotipo 3
HeUy 3, 4y 7 en idénticas condiciones que lo descrito para la linea elular A549 en
formato de placas de 6 pocillos. La infeccion viral se permitié desarrollar por 30
dias, con dos cambios de medio de cultivo iniciales, a los 2 y 4 dias posteriores a
la inoculacion. Luego, cada 2 dias se cosechd la mitad (1.5mL) del volumen de
cada pocillo para testear la presencia de HEV. En cada caso se incluyé un control

de células sin infectar.



El monitoreo de la replicacién viral se realizd por rt-PCR e inmunofluorescencia

con el mismo protocolo emplado con las lineas celulares (ver arriba).

Resultados y Discusion

El protocolo y los procedimientos desarrollados para obtener hepatocitos
primarios de rata resultaron exitosos y reproducibles, logrando mantener
cultivos de estas células por un periodo de hasta 50 dias (Fig. 3.6.) . El ensayo de
PAS implementado con el objetivo de verificar la diferenciacion de los
hepatocitos, confirmé la identidad de los cultivos celulares y permitié avanzar en

el desarrollo de un método de aislamiento de HEV en estas células primarias.

higado

i

l Diseccidn y extraccion del

Disgregacion mecanicay
1 enzimatica. Cultivo.

Figura 3.6. Esquema de obtencidén de cultivo primario de hepatocito de rata (Rattus rattus)
neonata (izq). Ver texto por mas detalles. Se muestra ademas una imagen tomada con
microscopio éptico a los 7 dias de iniciado el cultivo de los hepatocitos (10X) (der) .

Como forma de monitorear la infeccion viral, cada 2 dias se cosechd la mitad del
volumen de cada pocillo para realizar una extraccién del ARN y posterior rt-PCR
segln se especifica en la seccién Materiales y Métodos. En los primeros 4 dias
post inoculacion los medios de cultivos fueron removidos y las monocapas
fueron lavadas 3 veces, con el objetivo de evitar arrastrar ARN viral del indculo a

las cosechas posteriores a ser testeadas por rt-PCR. Se evaluaron 15 colectas de



cada una de las infecciones, ademds de los respectivos controles negativos y no
sé amplificé ARN viral en ninguln caso, excepto en los C+ usados como control de
la rt-PCR.

Similarmente, la inmunofluorescencia no evidencié presencia de antigenos
virales en los cultivos inoculados.

Los resultados aqui expuestos sugieren, que si bien fue posible aislar de forma
relativamente facil hepatocitos de higado de rata neonata, los cultivos derivados
no son susceptibles a la infeccién por cepas humanas del Genotipo 3 de HEV.
Esto es, obviamente, bajo las condiciones de laboratorio implementadas en esta
investigacion. De hecho no existié en este trabajo evidencia alguna que soporte
la tesis contraria.

Se propone, como forma de profundizar el estudio del rol de Rattus rattus como
reservorio de cepas zoondticas de HEV, implementar nuevos estudios in vivo, y
desarrollar un sistema de cultivos de hepatocitos primarios humano para asi

evaluar su susceptibilidad a las cepas detectadas en ratas.
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Ill. CARACTERIZACION MOLECULAR DE CEPAS DE HEV Y ANALISIS
FILOGENETICOS

En esta seccidn se presentan los hallazgos publicados en un articulo cientifico,
enfocados en la caracterizacién molecular de los primeros casos autdctonos de
hepatitis E identificados en nuestro pais y reportados por nuestro grupo®.

En este trabajo se llevé adelante un minucioso analisis filogenético, a través del
desarrollo e implementacidn de técnicas moleculares que permitieron amplificar
y estudiar distintos segmentos del genoma viral enmarcados dentro del ORF1
(regién hipervariable y extremo 3°) y ORF2.

Las reconstrucciones filogenéticas basadas en las tres regiones sugirieron una
estrecha relacién con un conjunto de cepas de origen Europeo, particularmente
de Alemania y Francia, aisladas de cerdos y humanos. Esta relacién habia sido
observada previamente'. Sorpresivamente, las cepas caracterizadas en este
trabajo no estaban emparentadas filogenéticamente con cepas regionales
reportadas en Brasil, Argentina y Bolivia, lo cual sugiere que la historia evolutiva
del HEV en Sudamérica es mas compleja de lo que se pensaba.

Paralelamente, el estudio del extremo 3° permitid identificar, en el grupo de
aislados detectado en nuestro pais, la co-circulacidn de dos subtipos distintos del

Genotipo 3: 3iy 3h.

INVESTIGACION ORIGINAL: Mirazo, S., Ramos, N., Russi, J.C., Arbiza, J., 2013.
Genetic heterogeneity and subtyping of human Hepatitis E virus isolates from
Uruguay. Virus Res. 173(2):364-70.
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IV. ANALISIS DE COALESCENCIA BAYESIANA: HISTORIA EVOLUTIVA DE HEV.

Se describen en esta seccidn los hallazgos presentados y descritos en un
manuscrito que se adjunta al final del capitulo, y que fuera enviado para su
evaluacién y publicacién en el Journal Infection, Genetics and Evolution.

En este trabajo se avanza el estudio de las cepas de HEV detectadas en nuestro
pais y caracterizadas a niviel molecular. Puntualmente se diseid una
investigacion con el claro objetivo profundizar el conocimiento de la dindmica
poblacional del virus y desarrollar una hipdtesis sobre el origen temporal y
genético del HEV en Uruguay. En este sentido se analizd mediante una
aproximacion de coalescencia bayesiana, una regién de 758 pb del ORF2 de
todas los aislados identificados en nuestro pais en los que fue posible amplificar
el ORF2, junto con las secuencias del Genotipo 3 de HEV disponibles en el
GenBank para las que se haya documentado su fecha de aislamiento. Asi, se
infirieron las relaciones filogenéticas, las tasas de evolucion y el tiempo de los
antepasados comunes mas recientes (tMRCAs).

La reconstruccién filogenética y el analisis de coalescencia revelaron que los
aislados del Genotipo 3 de HEV se agrupan en dos clados claramente
distinguibles, con un tMRCA fechado en hace aproximadamente 340 afios (95%
HPD: 696-147 ainos). Por su parte, el andlisis bayesiano sugirié que todas las
cepas Uruguayas formaron hace unos 100 afios un Unico clado con un linaje
europeo, y compartieron, a su vez, un ancestro comun muy reciente calculado
entre 2004 y 2009.

De acuerdo con el Skyline plot, implementado con el objetivo de investigar la
dindmica poblacional de HEV, el nimero efectivo de infecciones por el Genotipo
3 en todo el mundo experimentd un aumento dramatico en los 1940°s, después
de haberse mantenido estable durante aproximadamente 70 afios. Desde los
ultimos 10 afios, sin embargo, este nimero ha venido disminuyendo en forma
progresiva y sostenida.

Por lo expuesto y observado, la infecciéon por HEV en Uruguay parece tener un

origen muy reciente, probablemente de una fuente europea. Por su parte, el



estudio de dindmica poblacional reveld variaciones temporales sustanciales en la

tasa de transmisién del Genotipo 3 a partir de la segunda mitad del siglo XX.

INVESTIGACION ORIGINAL: Mirazo, S., Mir, D., Ramos, N,. Musto, H,. Arbiza, J.,
2014. Bayesian coalescent inference and evolutionary dynamics of Hepatitis E
virus (HEV) populations suggest a recent history of the infection in humans in
Uruguay. Draft enviado para su evaluacién y publicacién en Infect. Gen. & Evol.




CAPITULO 4




I. CLONADO, EXPRESION Y PURIFICACION DE ORF2 Y ORF3 EN Escherichia. Coli

En esta Seccidon nos enfocaremos en la descripcién detallada de dos de las
proteinas virales, codificadas por el ORF2 y ORF3, mas investigadas por la
comunidad cientifica dedicada al estudio de HEV, en funcién de su importancia
para el desarrollo de vacunas y kits de diagndstico.

En esta Tesis, estas dos proteinas fueron abordadas con el objetivo de desarrollar
y optimizar técnicas de clonado, expresiéon y purificacion de proteinas en
sistemas procariotas, puntualmente en Escherichia coli (E. coli), de manera de
luego profundizar en el estudio de biologia viral.

Los métodos y resultados descritos mds abajo fueron llevados adelante vy
generados a tarvés de una pasantia en el Virology Lab, del International Centre
for Engeneering and Biotechnology (ICGEB), New Delhi, India, a cargo del Dr.
Shahid Jameel, para luego ser implementados en nuestro laboratorio.

Previo a la exposicion de metodologia y la discusion de los resultados, es

necesario profundizar en la descripcion de ORF2 y ORF3.

ORF2

El ORF2 del HEV codifica la proteina de la capside viral de 660 aa (desde nt 5145-
nt 7125; aislado SAR-55), cuya funcidn propuesta es encapsidar el genoma de
ARN viral'. Cuando este gen es expresado en células animales en cultivo, se
obtienen dos proteinas de aproximadamente 74 y 88 Kilo Dalton (KDa), que
luego de diversos estudios con tunicamicina y tratamiento con endoglisidasa,
demostraron ser las formas no glicosiladas vy glicosiladas, respectivamente’.

Al ser expresada en células de insecto usando Baculovirus recombinante, se
detecta una proteina ORF2 truncada en el N-terminal (aa 112-660) con un
tamafio esperado de 58 kDa, pero también se observa una proteina de 50 kDa
que es eficientemente secretada en el medio de cultivo en forma de particulas
similares a virus (Virus-like particles, VLP) de 23-24nm de didmetro®. Métodos de
criomicroscopia electréonica acoplados a técnicas de microscopia de
reconstruccién de imagen han demostrado que las VLP de HEV tienen una

estructura de T = 1 con dimeros que sobresalen en los ejes de la doble simetria



icosaédrica, de manera que los 60 mondmeros se organizan como 30 unidades
morfoldgicas®. Posteriormente se encontré que los aminoacidos 126 a 601 del
ORF2 eran esenciales para la formacidon de VLP secretada en este sistema de
expresion’. Las estructuras recientemente obtenidas por cristalografia de rayos X
muestran que los mondmeros de la proteina ORF2 contienen tres dominios
distintos : shell (S), middle (M) y protruding (P) >® (Fig. 4.1.)

Similarmente, las proteinas ORF2 recombinantes expresadas en E. coli también
ha demostrado ensamblarse en estructuras de orden superior. Las estructuras
p239 (aa 368-606), E2 (aa 394-606) y E2a (aa 459-660) (Fig. 4.2.) se observan
predominantemente como homodimeros, bajo condiciones ligeramente
disociantes, que modela los determinantes antigénicos dominantes y los sitios

de neutralizacién de HEV”®.

Figura 4.1. Estructra cristalogréfica de VLP de HEV (HEV-VLP). Los dominios S, M, P de la proteina
de capside de HEV se indican en rosado, verde y azul, respectivamente. A. HEV-VLP se compone
de sesenta subunidades de capside icosaédrica que forman los ejes 2, 3, y 5-fold, generando una
simetria T = 1. B. El diagrama de cintas de una subunidad de la capside de HEV-VLP muestra los
dominios P, M y S en la parte superior, media e inferior, respectivamente. El dominio S muestra
una estructura barril B tipo jerry-roll. Los hojas B antiparalelas se indican (B a ). Extraido de 10

En condiciones nativas, las proteinas E2s y E2a forman hexameros, y la proteina
p239 se ensambla en una particula de 23 nm®. La estructura cristalografica de la

proteina E2s (aa 455-602) muestra que forma un homodimero compacto,



esencial para la interaccion HEV con la célula huésped, y a su vez contiene el sitio
de reconocimiento de anticuerpos neutralizantes de HEV .
Varios estudios han investigado los dominios de neutralizacion de la proteina de

1.1? identificaron

capside. Empleando el método de phage display, Schofield et a
dos anticuerpos monoclonales neutralizantes de chimpancés obtenidos de una
infeccion experimental con HEV, que mapearon en epitopos solapantes en la
regién dcomprendida entre los aa 578-607. Luego, Meng et al.”®* generaron
anticuerpos contra multiples péptidos superpuestos y proteinas truncadas del
ORF2, que fueron evaluados en un ensayo de infectividad en cultivos de células

in vitro y de esta forma fue localizado el dominio minimo de neutralizaciéon

(DMN), entre los aa 452 Y 617.
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Figura 4.2. La proteina de capside (pORF2) de HEV, codificada por el ORF2 tiene unalongitud completa de
de 660aa. En las células animales, pORF2 esta glicosilada y tres sitios de glicosilacion N-linked se han
asignado a los residuos de asparagina indicados (ASN). Una proteina truncada de 56 kDa (aa 112-607) se
auto-ensamblan en células de insectos para formar particulas similares a virus (VLP), que poseen los
mismos epitopos antigénicos dominantes que el virion. A su vez, diversas construcciones mas cortas se
han expresado en E. coli.Entre ellas, p239 forma particulas a través de interacciones diméricas, mientras
que E2s y E2a forman protuberancias hexaméricas en la superficie. E2s se ha propuesto como el dominio

de dimerizacién. Extraido de *°.



Posteriormente fue confirmado que EI DMN mapea en los residuos 458-607. Al
ser combinados con evidencias y datos estructurales, todos estos estudios de
mapeo situan el (los) el epitopo (s) de neutralizaciéon en el dominio P de la

proteina ORF2 >,

ORF3

Inicialmente se sostenia que el ORF3 de HEV codificaba una proteina que se
expresaba con un tamaio de 123 aa. Sin embargo, recientemente se ha sugerido
gue esta proteina es traducida desde un ARN subgendmico bicistrénico a partir
de un coddn de inicio AUG ubicado en la posicion 5131 (en referencia al aislado
SAR55), lo que daria como resultado una proteina de 114aa (nueve aa mas corto
en su N-terminal que lo que se pensaba inicalmente)'®. Utilizando un sistema de
replicoén basado en ARN gendmico producido in vitro, se evidencié que el ORF3
era prescindible para la replicacién in vitro en las células Huh7 y otras lineas
celulares®’. Sin embargo, es necesaria para la infeccién en monos que recibieron
inoculacién intrahepatica de ARN gendmico de HEV'®. Estas observaciones
sugieren que ORF3 es una proteina accesoria viral, y es probable que afecte la
respuesta inmune del huésped a la infeccion.

La proteina ORF3 se ha expresado usando diversos sistemas que incluyen E. coli,

2,19,2 , ,
1920 'Epy células de mamiferos, ORF3

Pichia pastoris y lineas celulares mamiferas
expresa una proteina de ~13 KDa, fosforilada en un solo residuo de serina por
una kinasa celular activada por mitosis (MAPK)?. Las células transfectadas con
ARN gendmico de HEV preparado in vitro también asimismo expresan una

proteina del mismo tamafio, que puede ser inmunoprecipitada con anticuerpos

anti-ORF3 71822,

Materiales y Métodos

Clonado de ORF2 y ORF3

Las muestras positivas para HEV empleada para realizar los ensayos de clonado y
expresion de ORF2 y ORF3 fueron obtenidas de los pacientes con hepatitis E

descritos en el Capitulo 3, infectados con cepas del Genotipo 3.



Para este estudio se implementd una estrategia basada en retrotranscripcion
seguida de PCR (RT-PCR) para amplificar ORF2 y ORF3. Los cebadores o primers
fueron disefiados en base a la secuencia de la cepa de Birmania del Genotipo 1
SAR55 y se muestran en la Tabla 4.1. .

El ARN viral obtenido de los sueros infectados con HEV Genotipo 3 se
retrotranscribié a ADN complementario (ADNc) a 422C durante 60 min mediante
Superscript Il (Invitrogen Life Technologies, Estados Unidos), que luego fue
amplificado por PCR (Tag Platinum® Invitrogen Life Technologies, Estados
Unidos) con los primers 5051 y 7155. El producto derivado de esta RT-PCR fue
reamplificado a través de una PCR seminested en el que un cebador era el mismo
gue en la primera PCR, mientras que el otro (5136) era un cebador interno que a
su ves incluia un sitio de restriccidon Ncol (Tabla 4.1.).

La ORF2 completa fue reconstruida en el vector pSP65 (Promega, Estados
Unidos) como un fragmento Ncol-BamHI. Posteriormente, para la expresion de
proteinas en E. coli, el fragmento Ncol-BamHI de 2 kb del ORF2 completo fue
subclonado en el vector de expresidon procariota pRSET-B (Invitrogen Life
Technologies, Estados Unidos). Para confirmar el correcto clonado del gen,
multiples clones fueron secuenciados en ambas direcciones con cebadores
externos e internos respecto al inserto a través del servicio de secuenciacicén y
analisis bioinformaticos del ICGEB, New Delhi.

En el caso del ORF3, se implementd una PCR seminested con los cebadores 5094,
5550, y 5454 (Tabla 4.1.), precedida de una retrotranscripcién, para amplificar
directamente el gen completo. Posteriormente fue clonado en el vector pSP65
(Promega, Estados Unidos) como un fragmento Ncol-BamHI y subclonado en el
vector pRSET-B (Invitrogen Life Technologies, Estados Unidos). La confirmacion
del clonado se realizd de la misma manera que para ORF2.

Todos los primers fueron y protocolos de PCR fueron disefiados por miembros

del laboratorio del Dr. Shahid Jameel.



Tabla 4.1. Primers y ciclados para la amplificacion de ORF2 y ORF3

Primer Secuencia” Ciclado®
(polaridad)?® oC (min) Ne ciclos
ORF2

5051 (+) CTGAGTCAGTAAAACCAGTGC 95 (1) 60 (2) 72 (3) 35
5136 (+) GGTTCTAGACCATGgGCCCTCGGCCTA

7155(-) AGGGAGCGCGGAtCcCAGAAATGAGAAATAAGCAACAGA

ORF3

5094 (+) GTGTCGGGTGCCATGEATAACATGTCTTTTGCTGCGCC 95(1) 55 (2) 72 (2) 35
5600 (-) CCACGGAAGAGGTAAGGGGAGATGTTGATAGGTTATACT

5554 (-) GCGGAGGAtccCCGGTTAGCGGCGCGGCCCCAGCTGTGG

a. +: primer forward; -: primer reverse

b. las bases modificadas para generar un sitio de restriccion (subrayado) se muestran en minuscula. Los codones START de ORF2 y ORF3 se
muestrna en cursiva.

Expresion y purificacion de las proteinas codificadas por ORF2 y ORF3 de HEV

Para la expresién de los antigenos de HEV en E. coli, se utilizé la serie de vectores
PRSET. Estos producen una proteina de fusidn con una extensidon N-terminal de
32 a 47 aa, dependiendo en el sitio de clonacidn. Para los antigenos de HEV, las
extensiones fueron 43 y 35 aa para las proteinas ORF2 y ORF3 ,
respectivamente,. La proteina de fusién incluye un dominio de hexa histidina
(His-tag) para facilitar la purificacion por afinidad de la proteina recombinante y
de un sitio de escision de enteroquinasa para la eliminacién de la proteina N-
terminal fusionada. Células de E. coli BL21 (DE3) transformadas con el vector de
expresion apropiado se utilizaron para la expresidn del polipéptido. Los cultivos
se incubaron a 372C en agitacién durante 14-18 hs en medio de cultivo de Luria
conteniendo 100 ug/mL de ampicilina. Luego los cultivos se diluyeron cinco
veces en medio M9-ZB (10 g de NZ-amina/L, 5 g de NaCl/L, 1X M9 sales, 1 mM de
MgS04, 0,4% de glucosa) (Sigma Aldrich, Estados Unidos) conteniendo 25 ug/mL
ampicilina(Sigma Aldrich, Estados Unidos) y se cultivaron a 372C en agitacion
hasta alcanzar una densidad dptica (DO) de 0.6-0.8. A continuacidn, se indujeron

con IPTG 1 mM (isopropil-bD-tiogalactopirandsido) (Sigma Aldrich, Estados



Unidos) durante 3 horas a 372C con agitacidon constante. Posteriormente, las
células se recogieron por centrifugacion a 6000 RPM durante 10 minutos a 49C
en un rotor GS3 (Sorvall) y se mantuvieron congeladas a -702C.

El pellet de E. coli se resuspendié en un volumen 1/50 en buffer de unidén o
binding (20 mM Tris-HCI [pH 7,9], NaCl 500 mM, imidazol 5 mM, 1 mM de
fluoruro de fenilmetilsulfonilo) y se sometié a tres ciclos de congelado-
descongelado en nitrégeno liquido y agua (4-102C). La suspension de células se
sometid a sonicacién por cinco pulsos de 30 segundos cada uno a 60% de la
potencia maxima en un aparato de ultrasonidos Branson y se centrifugé a 13.000
RPM durante 15 min a 42C en un rotor SS34 (Sorvall). El pellet post sonicacion se
lavé una vez con un volumen igual de buffer de binding, se resuspendid en el
mismo volumen de buffer conteniendo 4 M (para la proteina ORF3) o0 6 M (para
la proteina ORF2) de urea, y se incubd en hielo durante 1 hora. En el caso de
ORF2 se incluyé un lavado previo con buffer de binding conteniendo urea 2M. La
proteina solubilizado en urea se purificé por cromatografia de afinidad en resina
de niquel Su Bind Z (Novagen Pharma, Sudafrica) de acuerdo al protocolo del
fabricante. Los procedimientos de purificacidn de los lotes se llevaron a cabo con
5 mL de resina, establecida para el equivalente de proteina de 250 mL de cultivo
inducido. Optimamente, las proteinas ORF2 y ORF3 se eluyeron de esta resina a
400 mM de imidazol, segun el analisis del procedimiento de electroforesis en gel
de poliacrilamida y dodecilsulfato de sodio (SDS) y Western Blot.

La cuantificacién de los lotes de proteina se realizé por HPLC, mediante una
curva de estandarizacion, y por absorbancia a 280 nm en Nanodrop

(ThermoScientific, Estados Unidos)

Electroforesis en gel de poliactrilamida con SDS (SDS- PAGE) y Western Blot

Los antigenos purificados (350 ug cada uno) fueron separados en un PAGE al 12%
(12 x 15 cm y un grosor de 1,5 mm) con SDS. El gel stacking estaba compuesto
por 0.5mL acrilamida-bisacrilamida 30%, 0.06M Tris pH6.8, 0.1% SDS, 0.1%
persulfato de amonio (APS) y 0.001% TEMED. Por su parte el gel running
contenia 4 mL de acrilamida-bisacrilamida 30%, 0.37M Tris pH8.8, 0.1% SDS,



0.01% APS y 0.001% TEMED. Los reactivos para la realizacién de ambos geles
eran de Applichem, Estados Unidos.

Una vez finalizada la electroforesis de 3 horas de duracién, las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa mediante procedimientos estandar.
La membrana fue bloqueada con 5% de leche sin grasa en PBS (pH 7.2) durante
1 hora a temperatura ambiente o durante la noche a 49C. Después de un
enjuague con buffer de lavado (PBS, 0.05% Tween 20), se incubd con con sueros
positivos para HEV a una dilucién 1:20 en 1% de leche descremada en PBS o con
los anticuerpos monoclonales anti-ORF2 (AbCam, Estados Unidos) y anti-His-Tag
(AbCam, Estados Unidos), y anti-His-tag en el caso de ORF2 y 3, respectivamente.
Después de 2 horas de incubaciéon con agitaciéon a temperatura ambiente, las
membranas se lavaron tres veces durante 5 min cada uno de los lavados con
buffer de lavado. Posteriormente se prosiguié a la incubacién con una dilucién 1:
2000 (en buffer de lavado) de anti-inmunoglobulina humana G (IgG) /M de
rdbano conjugada con peroxidasa (Sigma Aldrich, Estados Unidos) durante 1 hora
a temperatura ambiente y con un anti-IgG de ratén conjugado con peroxidasa en
una dilucion 1/1000 en el caso del revelado de anti-ORF2 y del anticuerpo anti-
His-tag. Después de un lavado con buffer de lavado, se realizé el revelado con

3,3 -diaminobencidina como sustrato (Sigma Aldrich, Estados Unidos).

Resultados y Discusion

El objetivo de esta parte de la Tesis fue desarrollar y optimizar técnicas de
clonado, expresion y purificacion de proteinas de HEV en sistemas procariotas,
puntualmente en E. coli, de manera de luego profundizar en el estudio de
biologia viral. Para esto se realizd una estadia en el ICGEB de New Delhi, y cuyos
resultados se describen a continuacion. Los procedimientos de amplificacidn por
RT-PCR de los dos genes seleccionados fueron exitosos (Fig. 4.4.) y se logré
construir un plasmido de expresién procariota conteniendo la secuencia

codificante completa de los genes.



Figura 4.4. Electroforesis en gel de agarosa y visualizacion de amplicones de 2200 pb
y 450 pb de la RT-PCR de los genes ORF2 y 3 de HEV Genotipo 3, respectivamente. A.
Se muestran resultados de los cinco sueros en los que se amplific6 ORF2. B. ORF3
fue amplificada en siete muestras.

Los productos de PCR luego fueron purificados y secuenciados para ser clonados.

Los marcadores de peso molecular de 1000 y 100 pb GeneRuler (ThermoScientific,
Estados Unidos), para ORF2 y 3 se observan respectivamente en los carriles 6 y 8 de
las figuras Ay B.

Los fragmentos de PCR conteniendo los ORF2 y ORF3 completos fueron clonados
por separado en el vector de expresion procariota pRSET-B como se describe
anteriormente. Después de la induccidn con IPTG, abundantes cantidades de los
polipéptidos ORF2 y ORF3 se expresaron (Fig.4.5.), como lo demuestra su
ausencia en las células BL21 (DE3) transformadas con el plasmido parental,
pRSET-B.

pORF2 PRSET-B
— e = — Figura 4.5. Expresién de los polipéptidos en el
o ORF2 y ORF3 en E. coli. Células BL21 (DE3)
e transformadas con el vector de expresién pRSET-
—_ B parental o el vector que contiene el gen
- — completo ORF2 u ORF3 (pORF2 y pORF3) fueron
_—— B — cultivadas, inducidas, y se analizadas como se
= describe en Materiales y Métodos. Para cada
pldsimo se muestran células sin inducir e
F i inducidas. Cada carril contenia lisados celulares
= ‘ ﬂ totales procedentes del equivalente a 50 ul de

cultivo. El gel se tind con Azul de Coomassie.
Peso ORF2 y ORF3, ~78 y ~17 KDa
respectivamente.




Debido al sistema y el procedimiento de expresién escogido, ambas proteinas se
acumularon en forma de cuerpo de inclusidon; una caracteristica que fue
explotada para la posterior purificacion. Las proteinas en los cuerpos de inclusién
lavados y solubilizados con urea, se purificaron por cromatografia de afinidad en
una resina de niquel-agarosa. Como se observa en las figuras 4.6. y 4.7., este
procedimiento generd preparaciones de las proteinas ORF2 y ORF3 de alta

pureza y homogeneidad.

ﬁ_ <~ ORR2

Figura 4.6. Purificacion de ORF2 expresada en E. coli como cuerpos de
inclusién. Las proteinas fueron purificadas por cromatografia de
afinidad en una matriz de niquel-agarosa y las distinta fracciones se
colectaron y analizaron en un SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie.
C; lisado cargado en la columna; FT; flow-through; F1-F5, fracciones de
purificacién; MP, marcador de peso molecular. Peso molecular ORF2 ~
78 KDa .

Esto es particularmente importante si consideramos la posibilidad de continuar
evaluando estos antigenos del Genotipo 3 de HEV como herramienta para
Idesarrollo de sistemas o kits de detecciéon para ser empleado en zonas no
endémicas.

Llamativamente, ambas proteinas se expresaron Unicamente en forma
monomérica, con tamafios esperados de ~78 y ~17 Kda para ORF2 y 3,

respectivamente.
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La cuantificacidn de los lotes de proteinas purificadas se realizé por HPLC en el
equipo AKTA Purifier (GE Pharmacia, Alemania), através de una curva de
estandarizacion disponible en el laboratorio del ICGEB y por absorbancia a 280
nm. En todos los casos se observaron resultados consistentes y reproducibles,
obteniendo en un rango de 0,5-1mg/mL de proteina (5-10mg totales) para
ambos antigenos.

Por otra parte, claramente ORF2 presentdé todos los epitopos inmunoreactivos, lo
gue fue comprobado por Western blot con (i) un anticuerpo monoclonal dirigido
contra la cola de Histidina (His-tag) empleada para la purificacidn, (ii) antisuero
de conejo contra un polipéptido ORF2A recombinante expresada en E. coli, y (iii)
suero del paciente infectado con HEV a partir del cual se amplific6 ORF2 y 3 para
clonar. En el caso de ORF3, la presencia de los epitopos se confirmd con un

anticuerpo anti His-tag vy el suero del paciente infectado con HEV (Fig. 4.8.).
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Figura 4.8. Western blot de las proteinas ORF2 y 3 purificadas por cromatografia de
afinidad en una matriz de niquel-agarosa. Se cargaron ~ 5ug de proteina por carril.

A. ORF3 se incubd con un suero de paciente con hepatitis aguda detectado en
Uruguay con serologia positiva para HEV. Como anticuerpo secuandario se empled
un anti-IgG humano conjugado con peroxidasa. B. ORF2 incubado con anticuerpo
monoclonal anti-ORF2 conjugado con peroxidasa (*) y el mismo suero utilizado para
ORF3 (**). C. ORF2 y 3 incubados con un anticuerpo anti-His-tag. MP, marcador de
peso molecular. Peso molecular: ORF2~ 78KDa, ORF3 ~ 17 KDa.

Los resultados aqui mostrados, asi como las metodologias implementadas,
tienen multiples ramificaciones practicas en el desarrollo de técnicas in house de
deteccion seroldgica para la identificacion de HEV, sobre todo en paises donde la
gran variabilidad de los kits comerciales disponibles tiene mayor impacto.

Claramente, de aqui en mds es necesario comenzar a evaluar la sensibilidad de
estos antigenos del Genotipo 3 para su uso como herramienta de deteccién, asi
como su especificidad y su performance con anticuerpos especificos de los otros
genotipos de HEV, y de otros virus hepatotrdpicos. Paralelamente, deberd
evaluarse cudl de las dos proteinas es mds adecuada para el desarrollo de estos

sistemas de deteccién en funcidn, entre otras cosas, de la duracidon o vida media



de los anticuerpos especificos para cada unay la regiéon (endémica o no), donde

la metodologia vaya a aplicarse.
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Il. ESTUDIOS DE LOCALIZACION DE ORF3 EN LINEA CELULAR A549 Y
HEPATOCITOS PRIMARIOS DE RATA

El ciclo viral de HEV no esta muy bien comprendido, y la informacién acerca de la
interaccidn virus-célula, incluyendo receptores, modo de ingreso y cascadas
involucradas en la facilitacidn de la replicacién viral, es muy escasa. Una de las
proteinas menos estudiadas de este virus es la fosfoproteina codificada por el
ORF3. Anteriormente, hemos revisado algunas caracteristicas bioldgicas vy
fisicoquimicas de ORF3, junto con algunas de sus funciones propuestas mas
importantes.

Algunos estudios mas recientes sugieren un papel fundamental de la proteina
ORF3 en el egreso del virus de la célula y su asociacién con los viriones. De
hecho, un mutante del clon de ADNc infeccioso pJE03-1760F con una ORF3
deficiente se demostrd que replica eficientemente en las células PLC/PRF/5 y
A549, pero en comparacién con la cepa wild type produjo menos del 1% de virus
detectable en el sobrenadante del cultivo®. A su vez, en ese mismo trabajo se
evidencid que la proteina ORF3 es detectada en la superficie de las células
infectadas por HEV, y que en el caso de la poblacién mutante la densidad de esta
proteina era mucho mayor a nivel de la membrana. Estas observaciones indican
gue la proteina ORF3 es importante para al salida de HEV y que esta presente en
la superficie del virién, posiblemente en asociacién con los lipidos.

Se sabe que el HEV se localiza en el citoplasma y particularmente en reticulo
endoplasmatico, siendo a través del aparato trans-Golgi donde obtiene la
membrana lipidica a partir del cual egresa de la célula en la forma de cuerpo
multivesiculares®. Sin embargo, el papel de ORF3 en el direccionamiento de esta
localizacién y la cascada de efectos posteriores aln no se han explorado de
manera amplia. En general, los estudios referidos a la funcion de ORF3 han
estado enfocados en dilucidar los mecanismos de interaccién con factores y
proteinas celulares, y su rol en la patogenia viral®. Entre ellos, la asociacién de
ORF3 con NF-kB, un mediador esencial de la mayoria de las enfermedades
infecciosas, ha sido la linea de investigacion mas profusamente estudiada, pero

aun no se dispone de evidencia suficientemente clara sobre la participacién de



ORF3 en la via de senalizacién de este factor, fundamentalmente debido a la
falta de un modelo in vitro establecido >*.

Resulta necesario implementar estudios tendientes a ampliar y mejorar el
conocimiento de la funcidn y localizacion de ORF3 en los sistemas de replicacién
disponibles actualmente, junto con la busqueda de nuevos sustratos susceptibles
a la infeccién viral.

En este sentido, en este trabajo nos propusimos implementar una metodologia
para estudiar la localizacién de ORF3 de HEV Genotipo 3 mediante la utilizacion
de una proteina reportera (Green Fluorescent Protein, GFP) en dos sistemas de
cultivos celulares; la linea celular A549, empleada en esta Tesis para propagar el
HEV, y un cultivo de hepatocitos primarios de rata neonata (Rattus rattus).
Estudios previos han sido llevados a cabo con este mismo objetivo pero en otros
sistemas y con cepas del Genotipo 1 que, como hemos descrito en el Capitulo 1

presentan caracteristicas bioldgicas distintivas.

Materiales y Métodos

ORF3 y Plasmidos

El gen correspondiente al ORF3 completo fue escindido del pldsmido pRSETB
descrito mas arriba en este Capitulo que habia sido construido amplificando el
gen de una cepa de HEV Genotipo 3 aislado de un paciente con hepatitis E aguda
detectado en Uruguay. El plasmido fue tratado con las enzimas BamHI y EcoRl
(Fermentas Thermo Scientific, Estados Unidos). El gen escindido fue clonado en
el vector de expresidn eucariota pEGFP-C3 (Clontech, Estados Unidos ) utilizando
los mismos sitios de restriccidon y con la ligasa T4 (Fermentas Thermo Scientific,
Estados Unidos). Siguiendo las especificaciones del fabricante. De esta manera se
generd una proteina de fusion GFP-ORF3. Los clones fueron confirmados por
secuenciacion y digestion con las enzimas de restriccidn empleadas en el

clonado.

Células y transfeccion de pldsmidos
Para implementar este estudio se utilizaron células A549 que fueron propagadas

en medio de Dulbecco-Eagle F12 (DMEM F12) (Invitrogen, Life Technologies,



Estados Unidos), suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) (Invitrogen,
Life Technologies, Estados Unidos), 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos) y 3 ug/mL de anfotericina B (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)
(medio de mantenimiento), a 37 ° C en una atmésfera humidificada de 5% CO2.
Ademas, se utilizaron hepatocitos primarios de rata neonata obtenidas como se
describe en el Capitulo 3, que fueron propagados en un medio de cultivo de
crecimiento de hepatocitos (MCCH) e incubados a 372C en una atmédsfera de 5%
CO2. El MHCC se prepard en base a DMEM F12 (Invitrogen, Life Technologies,
Estados Unidos), 15% SFB (Invitrogen, Life Technologies, Estados Unidos), 100
ug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), 3 ug/mL de
anfotericina B (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y 10 mg/mL insulina (Sigma-
Aldrich, Estados Unidos).

El protocolo de transfeccién fue similar para ambos tipos de células. El dia previo
a la transfeccion, fueron sembradas placas de 6 wells y se dejaron crecer a 372 C,
5% de CO2 con el medio de crecimiento habitual, pero libre de antibidticos. Para
transfectar las células se utilizé el reactivo Lipoctamine® LTX with PLUS™
(Invitrogen Life Technologies, Estados Unidos), de acuerdo a las especificaciones
del fabricante. En cada caso fueron transfectados 5ug de ADN, utilizando una
relacion 1:3 y 1:5 con el reactivo transfectante para A549 y los hepatocitos
primarios, respectivamente. A las 48 horas, las células A549 fueron fijadas con
metanol frio durante 5 min y posteriormente lavadas 3 veces con PBS. Por su
parte, los hepatocitos primarios fueron fijados en paraformaldehido (PFA) 4%
durante 15 min y lavados luego con PBS en tres oportunidades. Las células
fijadas fueron incubadas con 0.2ug/mL de 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI),
marcador de nudcleos. Posteriormente, los cultivos fueron examinados bajo

microscopia de fluorescencia Nikon Eclipse 80 i .

Resultados y Discusion
El fragmento escindido del plasmido pRSETB conteneindo el gen completo que
codifica para el ORF3 fue satisfactoriamente clonado en el plasmido pEGFP-C3,

obteniendose el vector de expresion pEGFPO3-C3. Esto fue confirmado por



secuenciacion con primers especificos del plasmido (Clontech, Estados Unidos) y

por tratamiento con las enzimas de restriccion BamH|y EcoRI (Fig. 4.9).

Figura 4.9. Clonado de ORF3 en el
pldsmido pEGFP-C3 para generar el
vector pEGFPO3-C3 (1). Se muestra la
electroforesis en gel de agarosa de la
digestion enzimatica del vector de
expresion con las enzimas BamHI| y
Ecorl con el fragmento de 800 pb que
incluye el gen completo ORF3 (flecha)
(2). MP: marcador de peso molecular
100 pb GeneRuler (ThermoScientific,
Estados Unidos).

La transfeccidon de los plasmidos pEGFPO3-C3 y el control pEGFP-C3 tanto en
A549 como en los hepatocitos primarios mostré dos patrones de localizacion
muy distintos de la proteina de fusion y GFP, respectivamente (Fig. 4.10 y 4.11).
En el primer caso, la proteina se acumuld en estructuras tipo vesiculares
ubicadas fundamentalmente en zonas perinucleares, mientras que en el caso de
GFP la distribuciéon fue homogénea por toda la célula, no encontarandose
acumulos. Este tipo de patréon que presentd localizacidon de la proteina de fusiéon
debido a la expresion de ORF3 ha sido descrito previamente con otras
construcciones en otras lineas celulares y con cepas del Genotipo 1’. Sin
embargo, hasta el momento no habia sido reportado en cultivos de hepatocitos
primarios, en este caso, de rata neonata, asi como tampoco se habia descrito con
cepas del Genotipo 3. En hepatocitos primarios de rata ademads, es donde el

patrén de localizacion de ORF3 es mas evidente, con grandes acumulos



claramente visibles (Fig. 4.11 A). La razdn y las implicancias de esta observacion

son desconocidas y nuevos estudios son necesarios en sistemas in vitro con

hepatocitos de otras especies , incluyendo humanos.

Figura 4.10. Microscopia de fluorescencia de
transfeccion de pEGFP03-C3 (A y B) y el control
PEGFP-C3 (C) en células A549, 48 horas post-
transfeccion. En A) se observa localizacion de la
proteina de fusion ORF3-GFP en un patron de
acumulos intracelulares fundamentalmente en la
zona perinuclear (B) (se observan los nucleos
celulares tefiidos con DAPI). En el control (C) la
distribucidn de la proteina es homogénea en
toda la célula. Se trasnfectaron en cada caso 5ug
de ADN en cada pocillo en una relacién 1:3 con
el reactivo Lipoctamine® LTX with PLUS™ . Ay C
20X. B, 10X.

La identificacidn de potenciales proteinas celulares implicadas en la cascada de
NF-kB que puedan asociarse con ORF3 durante el ciclo viral e inhibir esta via de
sefializacion inducida por TNF af, permiten inferir que esta proteina viral
deberia tener una localizacidn nuclear o perinuclear, como se observa en este

estudio, de manera de facilitar las interacciones.



Figura 4.11. Microscopia de fluorescencia de transfeccién de pEGFP03-C3 (A ) y el control pEGFP-C3 (B)
en hepatocitos primarios de rata, 48 horas post-transfeccion. En A) se observa localizacion de la proteina
de fusidn ORF3-GFP en un patrén de acumulos intracelulares exclusivamente en la zona perinuclear (se
observan los nucleos celulares tefiidos con DAPI). En el control (B) la distribucidon de la proteina es

homogénea en toda la célula. Se trasnfectaron en cada caso 5ug de ADN en cada pocillo en una relacién
1:5 con el reactivo Lipoctamine® LTX with PLUS™ . A, 20X. B, 10X.

Asimismo, los recientes avances en la comprension de la estructura y funcién de
la proteina codificada por el ORF3 viral, y su probable rol en rol en la patogenia
viral y egreso de la particulas virales influyendo en la dispersién de la infeccidn
en el tejido infectado®’, hacen que el tipo de estudios aqui implementados
resulten fundamentales con el objetivo de avanzar en la identificaciéon de los
factores y proteinas especificas celulares con las cuales ORF3 interactua.

Sin embargo, esta primera aporximacién al estudio de la ORF3 del Genotipo 3 de
HEV aqui expuesta es preliminar y deberd ser profundizada con nuevas
investigaciones tendientes a identifcar por métodos de co-localizacién y co-
preciepitacién las proteinas y vias de sefializacién celulares involucradas en la

funcidn de esta proteina viral.
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Ill. CONSTRUCCION Y EVALUACION PRELIMINAR DE UN SISTEMA DE
PRESENTACION DE ANTIGENOS DE HEV BASADO EN LA PROTEINA Z DEL VIRUS
JUNIN

Los estudios inmunoldgicos y estructurales en la proteina ORF2 anteriormente
descritos han proporcionado una base para el desarrollo de vacunas contra HEV.
Recientemente, dos vacunas recombinantes contra el virus se han sometido a
pruebas clinicas con éxito en los seres humanos®?. Ambas se basan en proteinas
ORF2 recombinantes del Genotipo 1 ya sea expresada como particulas p239 en
E. coli o como VLP T=1 en células de insecto con el sistema de expresién de
Baculovirus.

Este ultimo desarrollo ha sido sometido a estudios de seguridad y eficacia en
seres humanos. En la fase | de los ensayos clinicos, esta proteina recombinante
fue administrada en una formulacién con adyuvante de aluminio e indujo la
produccién de anticuerpos anti-HEV en voluntarios sanos de una manera dosis-
dependiente®. En las fases posteriores Il y Ill, cerca de 2000 voluntarios del
Ejército nepali que carecian de anticuerpos anti-HEV detectables recibieron 20
mg de proteina recombinante con adyuvante de aluminio o un placebo en el
caso del grupo control. Cada tratamiento se administré en tres dosis (0, 1y 6
meses) y los voluntarios fueron seguidos durante mas de 2 afios'. La
manifestacion clinica de hepatitis aguda E ocurrié con menos frecuencia entre
los receptores de la vacuna que completaron el programa de tres dosis que entre
los que recibieron placebo, con una tasa de eficacia de la vacuna de 95%. Se
observo una tasa de eficacia inferior de 86% después de la administracion de dos
dosis de la vacuna. Sin embargo, es claro que se necesitan mas estudios sobre la
seguridad de esta vacuna en mujeres embarazadas, nifios y algunos otros grupos,
como las personas con enfermedad hepatica crénica.

Asimsimo, el estudio se centré fundamentalmente en las tasas de incidencia de
enfermedad clinica y no en las tasa de infeccidn de HEV. Por tanto, no queda
claro si el uso de la vacuna efectivamente reducird las tasas de transmisién del
virus en la poblacién. Por otro lado, se constatdé ademas que al final del

seguimiento de los voluntarios, los titulos de anti-HEV habian disminuido



significativamente y practicamente la mitad de ellos presentaban titulos de
anticuerpos por debajo del nivel considerado protector.

Por lo tanto, es clara la necesidad de nuevos estudios para determinar la
duracion vy el nivel de proteccion que ofrece esta vacuna que,
desafortunadamente, aun no ha sido liberada la mercado farmacéutico.
Ademads, cuando asi ocurra, en las regiones endémicas, donde la vacuna es
probable que sea mas util, los altos costos de produccidn probablemente
impediran la distribucién generalizada.

En forma paralela, un grupo chino ha desarrollado recientemente otra vacuna
contra la infeccién por HEV, denominada HEV 239, conteniendo una proteina
truncada de la capside viral que comprende los aa 376-606 expresada en E. coli*.
En un estudio implementado en humanos, todos los voluntarios incluidos que a
su vez carecian de anticuerpos anti-HEV seroconvirtieron 1 mes después de
recibir tres dosis (20 mg cada uno a los 0, 1 y 6 meses, respectivamente)’. Luego
de la segunda dosis, las nuevas infecciones por HEV fueron menos frecuentes en
el grupo que recibié la vacuna que en los sujetos del grupo control, lo que
sugiere que la vacuna tenido un efecto protector. Un ensayo de fase Ill esta
actualmente en curso.

El rol exacto de las vacunas en la disminucién de la incidencia de HEV sigue
siendo poco clara. Claramente en regiones no endémicas, una vacuna seria de
enorme utilidad util para los habitantes que planifican y realizan viajes a una
zona endémica para HEV, mientras que en las zonas endémicas su utilidad radica
en la aplicacién en las mujeres embarazadas y las personas con enfermedad
hepatica crdnica preexistente donde la probabilidad de desarrollar una
enfermedad grave después de la infeccién por HEV aumenta.

Estudios mas profundos se requieren para dilucidad la real utilidad de la vacunas
contra HEV y muchos factores, tales como el costo, la duracién de la proteccion
conferida, y su capacidad para interrumpir la transmisién de la infeccion, deben
ser tenidos en cuenta al momento de decidir su aplicacién en la poblacién
general.

Asimismo, y en vista de los resultados descritos para ambas vacunas en fase de

estudios clinicos se debe comenzar el desarrollo de nuevas estrategias que



permitan, por un lado, alcanzar mejores niveles de proteccién y sostenidos a lo
largo del tiempo vy, por otro, que incluyan los Genotipos 3 y 4, responsables de
los casos autéctonos esporadicos en todo el mundo, y con el mayor potencial
zoonotico.

Esta seccion de la Tesis estd enfocada en la descipcién y andlisis de la
implementacién de un sistema descrito por Borio et al®. para la expresion de
antigenos, en este caso de HEV, utilizando como base la proteina Z del virus Junin
(familia Arenaviridae). La proteina Z de los miembros del género Arenavirus es
considerada la proteina de la matriz de estos virus’. Estd compuesta de tres
principales regiones que contienen diferentes dominios: el extremo amino
(dominio de Miristoilacién ), el Core y el carboxilo terminal (dominio tardio)®.
Entre las diversas funciones descritas para esta pequefia proteina de 11 kDa se
destacan su efecto inhibitorio sobre la replicacion del ARN viral y la transcripcion
a través de su interaccién con la proteina L (polimerasa) **°.

Una de las funciones mas interesantes de Z es su rol al final del ciclo de
infeccién, donde se la reconoce como la fuerza impulsora de brotacién de los
Arenavirus''. Previamente se ha reportado, de hecho, que la expresién de la
proteina Z por si sola es suficiente para inducir la liberacidn de particulas

conteniendo Z con envoltura de origen celular en el virus de la fiebre de

11,12 13,14

Lassa "%, Tacaribe y Junin
Asi, esta capacidad de induccir la brotacion y formacion de vesiculas puede ser
explotada para generar VLP envueltas. Estas estructuras VLP eventualmente
podrian ser disefiados para portar consigo epitopos de céluas T o B reconocidos
linfocitos Ty B maduros de la respuesta inmune adaptativa®.

Este trabajo pretende utilizar este sistema para expresar el ORF2 de HEV en
células eucariotas y analizar la formacién de VLP que eventualmente podrd ser

utilizado para futuros desarrollos de vacunas para la prevencién d ela infecciéon

por HEV.



Materiales y Métodos
Virus y pldsmidos

El gen completo ORF2 que codifica para la capisde de HEV fue amplificado por
RT-PCR a partir de una muestra de suero de un paciente infectado con HEV
Genotipo 3 utilizando los primers 5051(+), 5136(+) y 7155(-) descritos al principio
de este mismo Capitulo (Tabla 4.1.) pero modificados esto dos ultimos para
incluir un sitio de restriccion BamH! y Notl, respectivamente. El fragmento
obtenido fue clonado en un vector pJET™ (Fermentas, ThermoScientific, Estados
Unidos) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. La correcta insercién del
fragmento fue verificada por escisién utiizando las correspondientes enzimas de
restriccion y por secuenciacién (Macrogen Inc, Corea del Sur).

El vector de expresiéon eucariota conteniendo el gen completo Z generado
utilizando el pldasmido pEGFP-N3 (Clontech, Estados Unidos) como base, que
expresa la proteina GFP (Green fluorescent protein, en inglés), fue cedido por la
Dra. Cristina Borio, del Departamento de Ciencia y Tecnologia de la Universidad
Nacional de Quilmes (Buenos Aires Argentina). Este plasmido, pEGFPZ-N3 (Fig.
4.12.), genera una proteina de fusion compuesta por Z y GFP dado que ambos
genes estan en marco continuo de lectura, permitiendo evaluar el proceso de
brotacién Z a través de la deteccidon de GFP en un microscopio de fluorescencia.
Como control se nos fue cedido un pldsmido disefiado sobre pEGFP-N3 pero
contenieNdo Unicamente el gen Z con su correspondiente coddn stop y sin GFP

(pZ-N3).
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Figura 4.12. Mapa del plasmido que codifica la proteina Z del virus Junin en
marco de lectura con la proteina verde fluorescente (EGFP, green fluorescent
protein). La construccion fue realizada en base al plasmido pEGFP-N3 (Clontech,
Estados Unidos). El gen completo que codifica para la proteina Z se ubica entre
las bases 16 y 293. Para clonar el gen ORF2 de HEV en lugar de GFP, ésta regidn
codificante fue escindida con las enzimas BamHI! y Notl.

Para realizar la construccidn del vector con el antigeno codificado por el ORF2 de
HEV, GFP fue escindido de pEGFPZ-N3 utilizando las enzimas BamH! y Notl
(Fermentas, ThermoScientific, Estados Unidos). En elcaso de ORF2, fue escindido
de pJET™ con las mismas enzimas. Luego ORF2 fue clonado en el vector pEGFPZ-
N3 sin GFP utilizando la ligasa T4 de acuerdo a especificaciones del fabricante
(Fermentas, ThermoScientific, Estados Unidos). La correcta insercion del inserto
fue verificada por restriccién con BamHI!y Notl y PCR y secuenciacion.

El nuevo vector pZORF2-N3 fue transformado en células E.coli DH5a. y colonias
resistentes a kanamicina fueron seleccionadas. Cada colonia resistente fue

sometida a una PCR para amplificar el gen ORF2, como se describe a



continuacion. Una porcidon de la colonia fue resuspendida en 25 ulL de agua
deionizada estéril y hervida a 952C durante 10 min y luego de una breve
centrifugacion, 2 ul del sobrenadante fue utilizado para la PCR. Las condiciones
de este ensayo para amplificar la ORF2 completa utilizando los primers 5136 y
7155 se desciben en la tabla 4.1. Luego, los clones con resultado de PCR positivo
fueron digeridos con las enzimas BamH! y Notl para verificar la presencia del
inserto. Los paldasmidos para ser transfectados en las células eucariotas fueron
extraidos a partir de 250 mL de cultivo utilizando el Kit NucleoBond® Xtra Midi EF

(Macherey-Nagel, Germany) y cuantificados por espectrofotometria a 260 nm.

Transfeccion en células 293T y CHOK1

Las células 293T (ATCC CRL-1573) y CHOK1 ( ATCC CCL-61) fueron propagadas en
medio de Dulbecco-Eagle F12 (DMEM F12) (Invitrogen, Life Technologies,
Estados Unidos), suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) (Invitrogen,
Life Technologies, Estados Unidos), 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos) y 3 ug/mL de anfotericina B (Sigma-Aldrich, Estados Unidos)
(medio de mantenimiento), a 37 ° C en una atmésfera humidificada de 5% CO2.
El dia previo a la transfeccion, las células fueron sembradas en frascos de 75cm?2.
La transfeccidon de los plasmidos fue realizada utilizando el reactivo Lipoctamine®
LTX with PLUS™ (Invitrogen Life Technologies, Estados Unidos), de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. En cada caso fueron transfectados 18ug de ADN,
utilizando una relacién 1:2 y 1:3 con el reactivo transfectante.

A las 48 post-transfeccion el sobrenadante contendiendo las VLP de las células
transfectadas con pZORF2-N3 y pZ-N3 fue cosechado y las células transfectadas
con pZEGFP-N3 fueron observadas bajo microscopio de fluorescencia con el
objetivo de evaluar la eficiencia de la transfeccion. Como control de la formacion

de VLP fue transfectado el vector pEGFP-N3 sin el gen Z.



Purificacidn de VLP

La purificacidn de las VLP a partir del sobrenaante de las células transfectadas se
realizé exactamente como describe Borio et al®. Brevemente, en pirmer lugar se
sedimentaron los restos celulares por centrifugacion a baja velocidad
(5000RPM) a temperatura ambiente durante 20 min. Posteriormente a la
clarificacidn, las VLPs presentes en el sobrenadantes fueron sedimentadas en un
colchén de sacarosa al 30% (w/v) a 96.000 RPM durante 2 horas a 4 ° C. Los

pellet se resuspendieron en PBS y se almacenaron a 4 °C.

Electroforesis en gel de poliactrilamida con SDS (SDS- PAGE), Western Blot y Dot
Blot.

Las VLP fueron separados en un PAGE al 12% (12 x 15 cm y un grosor de 1,5 mm)
con SDS. El gel stacking estaba compuesto por 0.5mL acrilamida-bisacrilamida
30%, 0.06M Tris pH6.8, 0.1% SDS, 0.1% persulfato de amonio (APS) y 0.001%
TEMED. Por su parte el gel running contenia 4 mL de acrilamida-bisacrilamida
30%, 0.37M Tris pH8.8, 0.1% SDS, 0.01% APS y 0.001% TEMED. Los reactivos para
la realizaciéon de ambos geles eran de Applichem, Estados Unidos.

Una vez finalizada la electroforesis de 3 horas de duracién, las VLP se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa mediante procedimientos estandar.
La membrana fue bloqueada con 5% de leche sin grasa en PBS (pH 7.2) durante
1 hora a temperatura ambiente o durante la noche a 42C. Después de un lavado
con buffer de lavado (PBS, 0.05% Tween 20), se incubd con un anticuerpo anti-Z
(cedido por Dra. Crisitina Borio, Universidad Nacional de Quilmes. Buenos Aires,
Argentina). Después de 2 horas de incubacién con agitacién a temperatura
ambiente, las membranas se lavaron tres veces durante 5 min cada uno de los
lavados con buffer de lavado. Posteriormente se prosiguié a la incubacién de las
VLP on una dilucién 1: 2000 (en buffer de lavado) de anti-lgG de conejo. En el
caso de las VLP formadas por ZORF2 se realizé unn Dot Blot trasnsfiriendo 5ul a
una membrana de nitrocelulosa que luego fue incubada con un anti-ORF2
(AbCam, Estados Unidos) que reconoce epitopes conformacionales.  El

anticuerpo secundario empleado fue un anti-lgG de ratén conjugado con



fosfatasa alcalina. (AbCam, Estados Unidos). Como control se les realizé un Dot
Blot alas VLP generadas con el vector pZ-N3.

Para el revelado se utilizé una solucidn 1:9 (vol:vol) de nitro-blue tetrazolium and
5-bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate (NBT/BCIP) (Invitrogen, Life technologies,

Estados Unidos).

Visualizacién de las VLP microscopia electrénica de transmision (TEM)

Una gota de la suspensién de las VLP purificadas se depositd sobre una rejilla de
niquel recubierta de Formvar-carbono durante 1 min. Luego las muestras se
tineron negativamente con 4acido fosfotungstico 2% y se examinaron con la
asistencia del personal del servicio de microscopia de la Facultad de Ciencias,

UdelaR.

Resultados y Discusion

El gen ORF2 que codifica para la proteina Cap de HEV pudo ser correctamente
amplificado y clonado en el vector pJET en primera instancia y luego en el
pldsmido conteniendo el gen Z, generando asi el vector de expresién pZORF2-N3

(Fig.4.13.)

ORF2

Figura 4.13. Electroforesis en gel de agarosa y
visualizacion ~ de  amplicones de 2200 pb
correspondientes al ORF2 de HEV, de la PCR realizada a
6 clones (carriles 1-6) del vector pZORF2-N3.

7: marcador de peso molecular de 1000pb GeneRuler
(ThermoScientific, Estados Unidos).



Por su parte, la transfeccidn en células 293T y CHOK1 fue existosa en ambas
condiciones (1:2 y 1:3, ug de ADN:uL de Lipoctamine® LTX with PLUS™ ), segln
se desprende del analisis bajo microscopia de fluorescencia de las células
transfectadas con el vector control pZEGFP-N3 en la cual se observa abundante
expresion de la proteina GFP en un patrén fundamentalmente observado a nivel
de membrana y acumulos intracelulares (Fig. 4.14.) Este tipo de expresion fue la

esperada para el vector empleado, debido a la brotacién de Z una vez expresada

en la células®.

Figura 4.14. Microscopia  de
fluorescencia de transfeccién de pZEGP-
N3 en células 293T (A) y CHOK1 (B), 48
horas post-transfeccién. Se observa
presencia de GFP fundamentalmente a
nivel de membrana celular y acumulos
intracelulares. Se trasnfectaron en cada
caso 18ug de ADN en frascos de cultivo
de 75cm2 en una relacion 1:3 con el
reactivo Lipoctamine® LTX with PLUS™
A: 40X; B:10X.




Una vez confirmada la expresion en el vector control de la proteina fusionada, se
procedié a la purifacion de las VLP del sobrenadante de las células transfectadas
con el pldsmido pZORF2-N3, pZ-N3 y el control pEGFP-N3 El proceso de
purificacion se las VLP fue llevado a cabo correctamente pudiéndose observar
en la microscopia de trasmision de electrones particulas con un didmetro
variable de entre 70 y 150 nm (Fig. 4.15.). Este este tipo de particulas no fueron
observadas en el control de transfeccion (pEGFP-N3). Tanto la forma como el
tamafio de las VLP observadas en los sobrenadantes de los cultivos transfectados

con pZORF2-N3 y pZ-N3 estuvieron acordes a lo reportado en este sistema®

\
151,44 nm

Figura 4.15. Microscopia electrdnica de trasmision de las VLP
generadas por la transfecciéon de CHOK1 con pZORF2-N3 (A 'y
B) y pZ-N3 (C) y purificadas por ultracentrifugacion en colchén
de sacarosa. Se observan estructuras de entre ~70 y 150nm,
correspondientes a las VLP formadas por las proteinas de
fusion ZORF2 y la proteina Z.. Ay C: 200000X; B:50000X




La identidad de las proteinas expresadas en el sistema de células CHOK1 fue
corroborada por Western Blot, empleando un anticuerpo dirigido contra la
proteina Z del virus Junin. El anticuerpo secundario estaba conjugado con
fosfatasa alcalina. En las VLP expresadas en células transfectadas con pZORF2-N3
y pZ-N3 se identificd la presencia de Z, lo cual no ocurrié en el sobrendanate de
las células transfectadas con pEGFP-N3 (Fig. 4.16.). Se observé una banda de un
tamafo de de ~85 KDa y ~10KDa, para la proteina de fusién ZORF2 y Z,
respectivamente, lo cual estd acorde a lo esperado, considerando el peso
individual de cada una de las proteinas (~78 y ~ 8 KDa.).

Por su parte el Dot Blot realizado con el anticuerpo anti-ORF2 revelé una
reaccién positiva, mientras que no se observé reaccion en el sobrenadante de las

células transfectadas con pZ-N3 ypEGFP-N3 (Datos no mostrados).

—

Figura 4.16. Western blot de las VLP purificadas
de los sobrenadantes de CHOK1 transfectadas
con pPZORF2-N3 (1) , pZ-N3 (2) , y del
sobrenadante de las células transfectadas con
PEGFP-N3 (3), incubadas con un anticuerpo anti Z
revelado con un anticuerpo secundario
conjugado con fosfatasa alcalina. La proteina de
fusion Z-ORF2 y Z presentaron un tamafio de ~85
KDay ~8KDa., respectivamente.



El sistema aqui puesto a punto, disefiado sobre la base de las caracteristicas
biolégicas de la proteina Z demostré ser un enfoque promisorio para el
desarrollo de estrategias destinadas a prevenir la infeccidn por HEV. Se probaran
a su vez nuevas construcciones empleando fragmentos antigénicos de la
proteina Cap codificado por el ORF2, como lo es la secuencia que da lugar a la
particula p239 o el fragmento E2s que incluye el dominio antigénico minimo del
HEV.

Claro esta, es necesario en el futuro cercano implementar todos los estudios de
inmunogenicidad en animales de experimentaciéon, a fin de evaluar esta
posibilidad. Este objetivo serd llevado a cabo en breve en nuestro laboratorio y
estd enmarcado en un proyecto trinacional financaido por el Centro Argentino-
Brasilero de Biotecnologia (CABBIO), en conjunto con el grupo del Dr. Mario
Lozano de la Universidad Nacional de Quilmes, Argentina y el Dr. Oscra Bruna-
Romero, del Departamento de Microbiologia, Inmunologia y Parasitologia de la

Universidad Federal de Santa Catarina, Brasil.
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CAPITULO 5




I. RELEVAMIENTO DE RESERVORIOS ANIMALES DE HEV Y CARACTERIZACION DE
CEPAS.

Como hemos descrito en el Capitulo 1, la trasmisidon zoonética de HEV cumple un
rol preponderante en la dispersién viral, fundamentalmente en zonas
subdesarrolladas no endémicas, donde casos autdctonos espordadicos sin fuente
aparente de infeccidn se han reportado.

En esta Seccidn, que sera dividida en tres partes, nos abocaremos a describir las
estrategias y metodologias implementadas para investigar la presencia de HEV

en reservorios animales en diferentes regiones de nuestro pais.

i) Relevamiento de HEV en cerdos y jabalies de Uruguay por RT-nPCR

Este enfoque fue realizado como una primera aproximaciéon metodolégica a la
deteccion e identificacién de HEV en piaras de cerdos domésticos y jabalies de
nuestro pais. En Uruguay, como se ha mencionado, no existen datos referidos a
la circulacién de HEV en estos reservorios, asi como tampoco se ha reportado
informacién seroldgica de ningun tipo.

Los resultados de esta primera experiencia en el pais en el relevamiento por PCR
convencional de HEV en los dos principales reservorios del virus fueron
publicados en el 2014 como un capitulo del libro Temas de Zoonosis VI, editado
por la Sociedad Argentina de Zoonosis, que se adjunta la final de este capitulo. A
su vez, en esa publicacidn se realiza una actualizacidn sobre la situacion de la
infeccidon por HEV en Uruguay, resumiendo los ultimos y mas recientes hallazgos.
Para el trabajo original mencionado, fueron seleccionados 6 de los criaderos
comerciales mds grandes de nuestro pais, ubicados en la zona de mayor
produccién porcina (sur del pais, Departamentos de Canelones, Montevideo vy
San José) de los cuales se extrajeron 90 muestras de sangre. Paralelamente,
fueron obtenidas 40 muestras de sangre de jabalies de las poblaciones del litoral
Este del Uruguay. La colecta se realizé entre los aifos 2011 y 2013.

Luego de completado el analisis, no fue posible detectar por ninguna de las dos
RT-nPCR  disefiadas, animales infectados con HEV. Este resultado fue

sorprendente dado que en la regién, particularmente Brasil y Argentina, de



donde provienen la mayor cantidad de reportes referentes a HEV porcino, el

virus circula ampliamente en las piaras, al menos de cerdos domésticos™?.

Sin embargo, con posterioridad a la publicacion del capitulo en el libro, se
decidié modificar la estrategia con el objetivo de mejorar la sensibilidad de la
deteccion e implementamos técnicas moleculares de RT-nPCR en muestras de
higados obtenidas de frigorificos comerciales y de materia fecal, proporcionada
por criaderos comerciales del centro del pais, a través de la Asociacidon de
Productores Porcinos del Uruguay. De aqui en adelante se describe la

metodologia y resultados obtenidos en este estudio.

Materiales y métodos

Para llevar adelante este trabajo fueron obtenidas 115 muestras de higados
entre los afos 2013 y 2014, colectadas durante el procedimiento de faena y
conservadas en frio hasta su procesameinto en el laboratorio. Secciones de 2cm
x 2cm fueron disgregadas mecdnicamente con un bisturi e incubadas con una
solucion de lisis conteniendo 0.5M Tris pH 8, 0.5% Tween20 y 500ug/mL
proteinasa K (Invitrogen, Life Technologies, Estados Unidos). La digestion
enzimatica de los trozos de higados se permitié que ocurriera durante al menos 3
horas a 569C. Pasado ese periodo, se procedié a la extraccion del ARN
empleando TRizol® (Invitrogen, Life Technologies, Estados Unidos), de acuerdo a
las especificaciones del fabricante. EIl ARN obtenido fue almacenado a -70°C
hasta su uso.

Paralelamente fueron incluidas 45 muestras de materia fecal provenientes de
criaderos comerciales y obtenidas durante 2014. Similarmente a los higados, las
muestras fueron colectadas en bolsas estériles que se cerraron en forma
hermética y transportadas en frio al Laboratorio. En este caso, para proceder a la
extraccion del material genético viral se realizd un suspensién al 10%
(masa/volumen) en PBS 10% SDS, y se agité durante 20 min a 200 RPM, con un
golpe de vortex de 15 seg cada 5 min. Luego, 1mL de la suspension fue incubada
con Trizol® (Invitrogen, Life Technologies, Estados Unidos), para proceder con la

extraccion del ARN de acuerdo a las especificaciones del fabricante.



Para analizar la presencia de ARN de HEV fueron implementadas dos RT-nPCR
disefiadas en base a secuencias del ORF1 y ORF2. La primera, que amplifica el
extremo 3" del genoma viral fue descrita previamente en esta Tesis".

La segunda fue implementada a partir de un protocolo publicado por Meng et
al.* y descrita a continuacién. Para la RT, 5 uL de ARN fueron copiados a ADNc
mediante la enzima Superscriptll® (Invitrogen, Life Technologies, Estados Unidos)
de acuerdo a las especificaciones del fabricante, utilizando 0.5 uM del primer
3157 (5°-CCCTTATCCTGCTGAGCATTCTC-3%). Luego, 5 uL del ADNc fueron
amplificados utilizando la enzima Taqg Polymerase (Invitrogen, Life Technologies,
Estados Unidos) en un mix conteniendo 1X buffer Tag, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM
dNTP, 0.5 uM primer 3157 y 3156 (5 AAT(C)TATGCC(A)CAGTACCGGGTTG-3") y 2U
de Taqg polimerasa. El ciclado de la reaccion fue el siguiente: 942C-5 min/ 39
ciclos de 942C-1 min; 422C-45 seg; 72°C 1 min/ 722-10 min.

El producto de PCR fue re amplificado en las mismas condiciones descritas arriba
pero empleando los primers 3158 (5 -GTT(C)ATGC(T)TT(C)TGCATACATGGCT-3) y
3159 (5°-AGCCGACGAAATC(T)AATTCTGTC-3"). Los fragmentos de PCR, de 350 pb
en este caso, fueron separados en un gel de agarosa 1,5% tefiido con bromuro de
etidio y visualizados bajo luz ultravioleta (UV). Por su parte, la identidad del
producto fue confirmada por secuenciacién, realizada en el Servicio de
Secunciacion Automatica de Macrogen (Macrogen Inc. Corea).

El analisis filogenético se implentd utilizando el software MEGA 5.1, por el
método de Neighbor-Joining empleando el modelo de dos parametros de Kimura
como modelo de sustitucion nucleotidica. Los valores de bootstrap fueron
determinados con 1000 re-muestreos de los datos y se generé un arbol
consenso. Valores de bootstrap mayores a 60% fueron considerados

significativos.

Resultados y Discusion
Con el objetivo de amplificar mas de una regién gendmica y asi generar la mayor

informacién posible acerca de las cepas suinas de HEV a ser detectadas, a cada



HEV

muestra de tejido de higado y materia fecal se les aplicd las dos RT-nPCR
implementadas en este trabajo.

En el relevamiento de las 115 muestras de higado, sdlo fue posible amplificar en
un caso (0.9%) el fragmento correspondiente al ORF2, pero no asi el ORF1. Lo
mismo ocurrié en el caso de los especimenes de materia fecal, en las que en uno
solo se detectd ARN de HEV (2.5%). Sin embargo, en esta Unica muestra sélo se
amplificé la secuencia del extremo 5°del ORF1 (Fig. 5.1). Este hecho, en el que
s6lo algunas regiones parciales del genoma pueden ser amplificadas y no otras
no es sorprendente, y ha sido descrito previamente para HEV °.

La frecuencia de animales infectados en las piaras de cerdos de Uruguay parece
ser muy baja, respecto a lo observado en paises de la regién. En Argentina por
ejemplo, se han reportado tasas de entre 4 y 98% de animales infectados por
HEV, mientras que Brasil se encontré una frecuencia general de cerdos

infectados del 15%, detectando ademas la circulacion de HEV en el 62.5% de las

granjas estudiadas™®.

Figura 5.1. Electroforesis en gel

agarosa y visualizacion de los productos de
287 pb de la RT-nPCR realizada en base al
extremo 5 del ORF1. MF y MF,
amplificacion de HEV en materia fecal de

respectivamente.

de PCR.

El analisis y reconstruccién filogenética de la cepa detectada en la muestra de
higado, deniminada Sw_Uy2 mostrd resultados sorprendentes, agrupando con
cepas del Genotipo 1 (Fig. 5.2.). Desafortunadamente, esta cepa suina no pudo
ser comparada con la cepa humana del Genotipo 1 descrita en el Capitulo 3,
dado que a pesar de los esfuerzos realizados, en los dos aislados se logré
amplificar regiones genémicas diferentes.

A pesar de ello, la importancia de este hallazgo radica en que evidencia la
posibilidad real de que las cepas de Genotipo 1 sean capaces de infectar cerdos

en la naturaleza y ser zoondticas. Hasta donde sabemos, este es el primer aislado

la muestra pura vy diluida 1/100,

MP: marcador de peso molecular
GeneRuler (ThermoScientific, Estados
Unidos), de 100 pb; C-: control negativo



de estas caracteristicas detectado en América, con Unicamente un antecedente a

nivel

mundial de una cepa aislado en Camboya en el afio 2006’.

Lamentablemente la informacién de secuencia que se tiene de este aislado es

muy escasa, limitdndose a un pequefio fragmento dentro del ORF1.
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Por el contrario, la reconstruccidon filogenética de la cepa detectada en la
muestra de materia fecal (Sw_Uy1), demostro pertenecer al Genotipo 3, y formé
parte del cluster de cepas de HEV detectadas en humanos durante 2010-2011
(Fig. 5.3.).

El andlisis bioinformatico del fragmento amplificado revelé una identidad de
secuencia nucleotidica de entre 95-97.5% con las cepas de HEV detectadas en
humanos, lo cual es interesante dado que la regién evaluada, correspondiente al
extremo 3" es una de las mas conservadas del genoma viral®.

Asi , serd necesario nuevos andlisis mediante al estudio de otras regiones del
genoma para determinar si el origen de la infeccién de HEV en humanos es
zoondtico. Diversos trabajos que han reportado incidentes de trasmision
zoondtica de HEV, han observado que las cepas suinas y humanas involucradas
detectadas en una misma regidn, son idénticas a nivel nucleotidico®. Si bien en
esta investigacién eso no ocurre, aun evaluando una regién altamente
conservada del genoma viral, no es sposible descartar la trasmisién zoondtica de

HEV en el pasado no inmediato.
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En resumen, los resultados aqui reportados reflejan el primer relevamiento de
HEV en reservorios animales realizado en el pais, y demuestran la presencia de

HEV en suinos de nuestro pais, y la co-circulacién de los Genotipo 1y 3.

PUBLICACION ORIGINAL: Mirazo, S., Arbiza, J. 2014 Situacién actual y potencial
zoonotico de la infeccion por virus hepatitis E (HEV) en uruguay. Temas de

Zonoosis VI. Capitulo 53. Sociedad Argentina de Zoonosis.




ii) Evaluacion de las ratas domésticas (Rattus rattus) y salvajes (Scapteromys
spp) como reservorios para la infeccion por HEV

El papel de las ratas Rattus spp. y Scapteromys spp. y su rol como reservorios en
la epidemiologia y transmision de HEV no es clara y es controversial, como
hemos visto anteriormente. Sin embargo, la ubicuidad de estos animales en los
entornos urbanos y periurbanos y su propensiéon para tramitir patégenos
zoonoticos los convierte en un interesante y necesario objeto de investigacion.
De hecho, multiples estudios han reportado la deteccién de altas tasas de IgG e
IgM anti HEV en poblaciones de Rattus norvegicus y Rattus rattus en Estados

Unidos y Asia'®*?

. Otros trabajos a su vez, han sugerido que las cepas humanas
pueden efectivamente replicarse y propagarse a través de Rattus norvegicus™.
Sin embargo, el reciente descubrimiento de una cepa especifica de HEV de rata
incapaz de infectar a los seres humanos™® sugiere que la alta seroprevalencia
de anticuerpos contra HEV puede ser causada por la reactividad cruzada en
lugar de infeccidén generalizada con un Genotipo humano de HEV.

En este trabajo nos propusimos relevar la presencia de HEV en una poblacién de
ratas domésticas (Rattus rattus) y slavajes de la especie Scapteromys timidus,

mediante RT-nPCR y rtPCR, con el objetivo de evaluar el potencial rol zoonético

de estos animales.

Materiales y Métodos

Muestras

En este trabajo se incluyeron 12 higados de individuos de la especie silvestre
Scapteromys timidus (Rata de pajonal) colectados en el departamento de
Maldonado y 15 higados de animales de la especie Rattus rattus (Rata
doméstica) capturados en Montevideo y zona metropolitana.

Las muestras de Rata de pajonal fueron provistas por la Dra. Adriana Delfraro y el
Lic. Andrés Cabrera de la Seccion Virologia de la Facultad de Ciencias, UdelaR.
Por su parte, los especimenes de Rattus rattus fueron proporcionadas por el
MDV. Gustavo Castro, de la Facultad de Veterinaria, de la misma Universidad.

Los higados fueron tratados de forma idéntica a lo descrito mas arriba para los

higados porcinos y el ARN fue extraido por el método de TRizol® (Invitrogen, Life



Technologies, Estados Unidos), de acuerdo a las especificaciones del fabricante,

y luego almacenado a -702C hasta su uso.

RT-nPCR y rt-PCR

Para llevar adelante la deteccién de HEV en las muestras de roedores se
implementd un RT-nPCR descrita por Johne et al. *®, disefiada como herramienta
de amplio espectro para la deteccidn de cepas de HEV suinas, humanas, de aves
y roedores.

Brevemente, 5uL de ARN fueron retrotranscriptos a ADNc mediante la enzima
Superscripll® (Invitrogen, Life Technologies, Estados Unidos) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante, utilizando 0.5 uM del primer HEV-Cas (5'-
GCCATGTTCCAGACDGTRTTCCA-37). Luego, 5 uL del ADNc fueron amplificados
utilizando la enzima Taq Polymerase (Invitrogen, Life Technologies, Estados
Unidos) en una mezcla conteniendo 1X buffer Tag, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM
dNTP, 0.5 uM primer HEV-Cas y HEV-Cs (5°- TCGCGCATCACMTTYTTCCARAA-3") y
2U de Tag polimerasa. El ciclado de la reaccién fue el siguiente: 942C-5 min/ 40
ciclos de 942C-1 min; 502C-45 seg; 722C 1 min/ 722-10 min.

El producto de PCR fue re amplificado en las mismas condiciones descritas arriba
pero empleando los primers HEV-Csn (5°- TGTGCTCTGTTTGGCCCNTGGTTYCMG -
3") y HEV-Casn (5'- CCAGGCTCACCRGARTGYTTCTTCCA -37). Los fragmentos de
PCR, de 334 pb en este caso, fueron separados en un gel de agarosa 1,5% tefiido
con bromuro de etidio y visualizados bajo luz ultravioleta (UV). Como control de
la reaccién de RT-nPCR fue incluida una muestra de suero humano infectado con
HEV,

La rt-PCR se llevé adelante utilizando el protocolo descrito por Jothijumar et al.
(2006)", disefiada para detectar un fragmento altamente conservado de la
region de solapamiento de las ORF2 y 3, empleando el kit SuperScript® Il
Platinum® SYBR® Green-One-Step qRT-PCR (Invitrogen, Life Technologies,

Estados Unidos).



Resultados y Discusion

En este trabajo se procurd implementar un ensayo de detecciéon molecular de
HEV en roedores, particularmente ratas, dado su rol potencial en la diseminacion
del virus y su riesgo de trasmisién zoondtica.

Con este objetivo, fue puesta a punto una RT-nPCR empleando una muestra
humana de HEV, perteneciente al Genotipo 3 (Fig. 5.5). Sin embargo, en el
analisis de las muestras de tejido hepdtico de Rattus rattus y Scapteromys
timidus no se pudo detectar ARN de HEV en ninguna muestra, realizandose el

ensayo por triplicado.

Figura 5.4. Electroforesis en gel de
agarosa y visualizaciéon del producto de
334 pb de la RT-nPCR realizada en base al
al ORF1. Se amplificd una muestra de HEV
humana como control (HEV-h) y fueron
incluidos dos controles negativos (C-).

MP: marcador de peso molecular
GeneRuler (ThermoScientific, Estados
Unidos), de 100 pb.

Al estudiarse las mismas muestras por rt-PCR, tampoco se detectd la presencia
de HEV.

Los resultados aqui mostrados no son sorprendentes, considerando que aun en
cerdos, el principal reservorio de HEV, la frecuencia del virus en Uruguay parece
ser baja.

Lamentablemente, no exsiten reportes en la regién acerca de la incidencia de
HEV en roedores, que permitan comparar los hallazgos y cotejar estos
resultados. De todas maneras, este trabajo procuré comenzar a indagar otros
potenciales resevorios de HEV en la naturaleza como forma de valorar la

capacidad zoondtica de HEV vy el riesgo que conlleva para la poblacion.



Claramente, nuevos estudios serdn necesarios enfocados a investigar, por un
lado la seroprevalencia de HEV en roedores y, por otro, continuar monitoreando
estos animales por la presencia de ARN de HEV, como evidencia de infeccién

activa.
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CONCLUSIONES




CAPITULO 3.

. En esta Tesis fueron disefiadas, implementadas y optimizadas una serie de
técnicas moleculares (PCR convencional y tiempo real) y seroldgicas
(inmunofluorescencia) para la deteccion, identificacidn y caracterizacion de HEV.
. Se identificd por primera vez en el pais cepas de HEV asociadas a casos de
hepatitis aguda en Uruguay, siendo en todos los casos autdctonos y esporadicos.
. En nuestro pais circulan cepas del Genotipo 3 (subtipos 3iy 3h) y Genotipo 1.

. Fue detectado por primera vez en el cono sur un caso autéctono de hepatitis E
asociado al Genotipo 1. El aislado estd relacionado filogenéticamente con dos
cepas detectadas en Cuba y Venezuela en la ultima década, cuyo ancestro
comun seria la cepa India YAM67.

.Se detecté una muy alta frecuencia, en comparacién con datos histéricos de
seroprevalencia, de anticuerpos anti HEV en pacientes HIV en nuestro pais, a la
vez que se detectaron aislados circulantes en esta poblacidn. Todas las cepas
fueron del Genotipo 3 relacionadas con las detectadas anteriormente en
Uruguay.

. Con el objetivo de llevar adelante todos los estudios y andlisis moleculares
descritos en esta Tesis, se logré desarrollar y optimizar un sistema sencillo y
reproducible de aislamiento de HEV in vitro empleando la linea celular A549.
Paralelamente, se logré aislar HEV en la linea Hep-G2 (hepatoma humano), pero
con una eficiencia mucho menor.

. Se implementd un sistema de cultivo e hepatocitos primarios de rata (Rattus
rattus) con el objetivo de aislar HEV. Sin embargo no se obtuvieron evidencias de
gue HEV Genotipo 3 pueda replicar en estas céluas in vitro.

. El clado de los aislados del Genotipo 3 parecen tener un origen muy reciente,
habiendo compartido un ancestro comun en los 4 a 6 afios anteriores a su
deteccion (2010). A su vez, estas cepas compartieron un linaje con aislados de
origen europeo, particularmente Francesas y Alemanas. El tMRCA fua calculado

en hace aproximadamente 100 afios.



CAPITULO 4

Mediante una pasantia en un laboratorio de referencia internacional se
transfirieron e implementaron técnicas de amplificacién por PCR, expresion en
E. coli y purificacion de las proteinas codificadas por los ORF2 y 3 de HEV.
. Se llevaron adelante estudios preliminares sobre la localizacion celular de la
proteina codificada por el ORF3 viral en la linea celular A549 empleada para el
aislamiento de HEV y en hepatocitos primarios de rata.
. Se realizaron estudios preliminares para evaluar la capacidad de un sistema de
expresion de antigeno basado en la tecnologia VLP en células eucariotas, y que
utiliza las propiedades biolégicas de la proteina Z del Virus Junin, de expresar el
ORF2 de HEV. Los estudios confirmaron que ORF2 se expresa con este sistema lo
gue resulta en una atractiva linea de investigacion para desarrollar estrategias

inmunoprotectoras para el control de la infeccién por HEV.

CAPITULO 5

. Se implementd un relevamiento de piaras de cerdos domésticos de la regién de
Uruguay de mayor produccién porcina, asi como de poblaciones de jabalies.

. Se detecté la circulacién de HEV en cerdos doméstos, aunque su distribucion no
es amplia.

. Fue identificado una aislado de HEV Genotipo 3 (Sw_Uy1l) en un cerdo de
granja, que resultd estar filogenéticamente relacionado con las cepas de HEV
detectadas en humanos durante los afios 2010 y 2011. Asi, esta es la primer cepa
de HEV porcino detectada en Uruguay.

. Paralelamente, al analizarse higados de cerdos faenados, se detectd una cepa
de Genotipo 1 (Sw_Uy2). Esto es llamativo, dado que se considera que los
Genotipos 1 y 2 son antroponéticos. Un Unico caso previo de circulacion de
Genotip 1 en porcinos habia sido descrito en el mundo.

. Sin embargo, los cerdos domésticos presentan en general una muy baja
frecuencia de HEV, por lo que su rol en la trasmisiéon zoondticca del virus en

nuestro pais no parece ser relevante.



. Al ser los roedores potenciales reservorios de HEV, se implementé un
relevamiento molecular de poblaciones de ratas domésticas (Rattus rattus) y
salvajes (Scapteromys timidus) por PCR convencional y en tiempo real. Sin
embargo, si bien las técnicas fueron optimizadas, no se detectaron evidencias de

circulacion de HEV en estas poblaciones.
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