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RESUMEN

El virus de la hepatitis E (VHE) es la principal causa de hepatitis aguda a nivel mundial. Ademas de
afectar la funcion hepatica, puede inducir manifestaciones extrahepaticas, entre las cuales las
complicaciones renales se encuentran entre las mas frecuentemente reportadas. Si bien, la mayoria
de las infecciones por el VHE son agudas y autolimitadas, en pacientes con riesgo de recibir
tratamiento inmunosupresor, como aquellos en terapia de reemplazo renal mediante hemodilisis
(HD), la infeccién puede volverse crénica, principalmente asociada al genotipo 3 (gt3). Este proceso
ha sido ampliamente estudiado en el contexto de dafio hepatico, donde la hepatitis E crénica puede
progresar a fibrosis y cirrosis, condiciones que se asocian con alteraciones en el perfil de citocinas.
No obstante, el papel del perfil de citocinas en el desarrollo de manifestaciones renales asociadas
a la infeccion por VHE permanece desconocido. En México, estudios de cohorte que incluyen
hepatépatas, donadores de banco de sangre y pacientes pediatricos con hepatitis aguda han
confirmado la circulaciéon del VHE en el pais. Sin embargo, no existe vigilancia epidemiolégica
sistematica para este virus y su frecuencia en pacientes con dafio renal, incluidos aquellos en HD,
no ha sido analizada. Este estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia VHE, el genotipo
infeccioso y el perfil sérico de citocinas asociado a la infeccién en una cohorte de pacientes en HD.
Se analizaron muestras de suero de 67 pacientes en HD para la deteccion de anticuerpos IgM e
IgG anti-VHE mediante ELISA y el ARN viral se detectd por RT-PCR. El genotipo se determind por
secuenciacién Sanger de regiones especificas del genoma viral y analisis filogenético. El perfil
sérico de citocinas (IFN-y, IL-10, IL-1B e IL-12p70) se evalu6 mediante ensayo multiplex,
comparando pacientes positivos y negativos a la deteccidbn de ARN viral; adicionalmente, se
incluyeron muestras de pacientes con hepatitis E aguda y cronica sin alteraciones renales. No se
detectaron anticuerpos IgM anti-VHE en ninguna muestra, mientras que la seroprevalencia de IgG
fue de 14.9%. La deteccién molecular revel6 ARN viral en 37.3% de los pacientes, evidenciando
infeccidn activa en ausencia de marcadores seroldégicos en una proporcion considerable de casos.
Todas las secuencias correspondieron al gt3. El seguimiento clinico identificd un caso de infeccién
cronica en ausencia de inmunosupresién documentada; los demas casos se clasificaron como
infecciones agudas. Ningun paciente presento alteraciones bioquimicas o estructurales compatibles
con dafio hepatico. El andlisis inmunolégico mostré concentraciones elevadas de IFN-y, IL-18 e IL-
12p70 asociadas al contexto inflamatorio de la HD, asi como una disminucién significativa de IL-10

en pacientes con ARN viral detectable en comparacién con pacientes no infectados.

En conclusién, nuestros hallazgos demuestran la circulacién del VHE gt3 en pacientes en HD en
México, la deteccidn seroldgica no es suficiente para identificar la infeccién, por lo que la deteccion
del genoma viral resulta esencial. La infeccion por VHE puede ocurrir en ausencia de disfuncién
hepatica, y la disminucién de IL-10 se asocia con la presencia del virus, lo que sugiere un papel

relevante de la modulacién inmunolégica.
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1. INTRODUCCION

La hepatitis es un proceso inflamatorio del higado que puede originarse por multiples etiologias,
incluyendo consumo excesivo de alcohol, enfermedades autoinmunes, esteatosis hepética,
exposicidn a agentes toxicos e infecciones virales (ISSSTE, 2025). Entre estas causas, las hepatitis
virales constituyen un problema relevante de salud publica a nivel global. Son ocasionadas
principalmente por los virus de la hepatitis A, B, C, D, E y G, los cuales difieren en sus caracteristicas

virologicas, mecanismos de transmisién, tropismo y evolucion clinica (Odenwald et al., 2022).

En el contexto de esta investigacion, la hepatitis E adquiere especial relevancia. Esta enfermedad
infecciosa es causada por el virus de hepatitis E (VHE), identificado por primera vez en la década
de 1980 (Fierro et al., 2023), y actualmente reconocido como la principal causa de hepatitis viral
aguda a nivel mundial (OMS, 2023). ElI VHE presenta una distribucion global, atribuible en gran
medida a la diversidad de sus vias de transmision. La principal es la via fecal—oral, a través del
consumo de agua o alimentos contaminados; sin embargo, también se han descrito rutas menos
frecuentes, como la transmision zoonoética, transfusional (mediante hemoderivados), por trasplante
de drganos, transmision vertical (madre—hijo) y contacto directo con personas infectadas
(Rodriguez-Frias et al., 2012; Viera-Segura et al., 2023; Fotios et al., 2020; Yadav y Kenney, 2023).

El VHE es un virus de ARN monocatenario con una marcada diversidad genética (Wang et al.,
2018). Hasta la fecha se han identificado ocho genotipos (gt1—gt8), de los cuales cinco (gtl, gt2,
gt3, gtd y gt7) infectan al ser humano (Fierro et al., 2023). Esta heterogeneidad genética influye de
manera determinante en el curso clinico de la infeccidn, que puede manifestarse como hepatitis
aguda autolimitada o progresar hacia cronicidad, con desarrollo acelerado de fibrosis y cirrosis
hepatica e incluso cancer hepatocelular (Gen y Wang et al., 2016). Desde el punto de vista clinico-
epidemioldgico, los gtl y gt2 se asocian principalmente con infecciones agudas transmitidas por
agua contaminada, mientras que los gt3 y gt4, de origen zoondético, se han vinculado con el
desarrollo de infeccidn crénica, especialmente en individuos inmunosuprimidos (Gen y Wang et al.,
2016 y Yadav y Kenney., 2023). En contraste, los gt5, gt6 y gt8 no han sido identificados en
humanos y, hasta el momento, solo se ha documentado un caso de infecciébn humana por el gt7
(Lee et al., 2016).

El VHE no es citopatico, por lo que el dafio tisular observado durante la infecciéon se atribuye
principalmente a la respuesta inmunitaria del hospedero, en este proceso, las alteraciones en la
proporcion y funcién de las células del sistema inmune, asi como el balance entre citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias, desempefian un papel central tanto en la resolucién de la
infeccion como en su progresion hacia la cronicidad (Orozco-Coérdoba et al., 2023). Ademas, en

afos recientes, la hepatitis E ha dejado de considerarse una enfermedad exclusivamente hepética,
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debido a la creciente evidencia de su capacidad para infectar diversos linajes celulares y generar
manifestaciones extrahepéticas. Entre estas se incluyen alteraciones gastrointestinales,
autoinmunes, neuroldgicas y renales, lo que sugiere un caracter sistémico de la infeccion (Sood et
al., 2000; Yazaki et al., 2015; Guinault et al., 2016; Pischke et al., 2017; Bi et al., 2022; Elkhawaga
et al., 2023).

En este sentido, la definicion clinica de hepatitis E crénica se ha centrado predominantemente en

el dafio hepético (Ma et al., 2022), dejando escasamente caracterizado el impacto de la infeccién
cronica y de la respuesta inmune en otros 6rganos, incluido el rifién. Dentro de las manifestaciones
extrahepaticas, la afectacion renal representa una de las complicaciones mas relevantes asociadas
a la infeccién por VHE (Elkhawaga et al., 2023). No obstante, los estudios disponibles se han
enfocado principalmente en la determinacion de la seroprevalencia de anticuerpos IgM e IgG anti-
VHE en pacientes con enfermedad renal, relegando el andlisis de los mecanismos inmunolégicos
implicados, las vias de transmision y otros factores de riesgo en este grupo de pacientes (Janahi et
al., 2020; Kogias et al., 2023; Kevorkyan et al., 2023).

En México, el VHE fue identificado a partir de un brote de hepatitis viral ocurrido a finales de la
década de 1980, lo que permitié la recuperacion y caracterizacion del virus, inicialmente clasificado
como gt2 (Viera-Segura et al., 2023). Estudios posteriores han demostrado la circulacion adicional
de los gtl y gt3 del VHE en México, lo que posiciona al pais como una regién hiperendémica para
este virus (Realpe-Quintero et al., 2018 y Viera-Segura et al., 2019). De hecho, México representa
un escenario epidemiolégico particularmente relevante, ya que es el Unico pais de América donde
se ha documentado la presencia de tres gt distintos del VHE. De forma importante el gt3, se ha
asociado con el desarrollo de infeccién cronica en otras regiones del mundo. Sin embargo, en
México la vigilancia epidemioldgica del VHE no es obligatoria, 1o que limita su inclusién en los
reportes oficiales de salud publica y contribuye a la escasez de informacién sobre su impacto clinico,
particularmente en relacién con las manifestaciones renales asociadas a la infeccion (Viera-Segura
et al., 2023).
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2. MARCO TEORICO
CAPITULO 1. VIRUS DE HEPATITIS E

1.1 Historia del VHE

La historia del VHE se remonta a la década de 1950, cuando en Delhi, India, se reportaron brotes
de hepatitis aguda sin un agente causal identificado que afectaron aproximadamente a 29,000
personas (Arankalle et al., 1994). Posteriormente, se documentaron brotes similares transmitidos
por agua en distintas regiones del pais, como Ahmedabad, Kolhapur, Baroda y Cachemira, siendo
este Ultimo uno de los mas graves, con cerca de 52,000 casos y 1,700 muertes (Pallerla et al.,
2020). Sin embargo, la mayoria de estos casos no correspondian a hepatitis A ni B, por lo que la
enfermedad fue denominada hepatitis entérica no A no B (ENANBH) (Viera-Segura et al., 2023).
Afios mas tarde, en 1981, durante la invasion soviética de Afganistan, se registré un brote en un
campamento militar con caracteristicas clinicas y vias de transmision similares a las observadas en
la India (Pallerla et al., 2020). En un intento por identificar el agente causal, el médico ruso Mikhail
Balayan realizé un experimento decisivo al autoinocularse un filtrado preparado a partir de muestras
fecales de soldados infectados. Tras desarrollar hepatitis aguda y obtener resultados negativos para
los virus de hepatitis A 'y B, se sugirid la presencia de un nuevo agente etiologico. Posteriormente,
mediante microscopia inmunoelectronica, se detectaron en heces recuperadas tras la inoculacion
particulas virales no envueltas de 20—30 nm de didmetro, confirmando asi la existencia de un virus
distinto responsable de la ENANBH (Balayan et al., 1983).

Poco después, en 1986, se reportaron brotes de hepatitis viral en comunidades rurales de Huitzililla
y Telixtac, en el estado de Morelos, México (Veldzquez et al., 1990). Aproximadamente el 5 % de la
poblacion, principalmente adultos jovenes, presenté sintomas de hepatitis aguda; los estudios
serolégicos descartaron infeccion por los virus de hepatitis A y B, y mediante microscopia
inmunoelectrénica se observaron particulas virales no envueltas de 32—34 nm en muestras fecales
(Huang et al., 1992). Estos hallazgos coincidieron con los brotes de ENANBH descritos en Asia y

constituyeron el primer registro de infeccion por este agente en América (Viera-Segura et al., 2023).

Un afio después, la comparacion de genomas completos de aislados virales de Asia y México
confirmé que se trataba del mismo agente, el cual fue denominado “Virus de la hepatitis E” (Huang
et al., 1992). La caracterizacion molecular de la cepa mexicana reveld una estrecha relaciéon con
una cepa proveniente de Birmania, compartiendo ambas la misma longitud genémica y organizacion
de marcos de lectura abiertos (ORF). Aunque las cepas de Birmania y Pakistan, las Unicas
disponibles en ese momento, mostraron mayor similitud entre si, la cepa mexicana presenté una
identidad nucleotidica de 76—77 % con ambas, alcanzando hasta 93 % de similitud en la regién
ORF2 (Huang et al., 1992). Estas diferencias genémicas condujeron a la clasificacion del VHE en

genotipos 1y 2, correspondiendo el aislado mexicano a este ultimo. Ademas de la caracterizacion
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molecular, se demostré que las particulas virales obtenidas durante los brotes en México eran
capaces de inducir hepatitis en primates no humanos, confirmando de manera definitiva su papel
etiolégico (Ticehurst et al., 1992). En conjunto, estos hallazgos consolidaron la identificacion del
VHE como un nuevo agente de hepatitis viral y sentaron las bases para su posterior estudio

epidemiolégico, molecular y clinico a nivel mundial.
1.2 Epidemiologia del VHE

La infeccion por el VHE constituye la principal causa de hepatitis viral aguda a nivel mundial (OMS,
2023). Se estima que, anualmente, ocurren al menos 20 millones de infecciones por VHE, que
resultan en més de 3 millones de casos sintoméaticos y alrededor de 60,000 muertes (IHME, 2024).
No obstante, la verdadera prevalencia de esta enfermedad podria ser mayor ya que la infeccién
tiende a ser subdiagnosticada, esto se debe a que los casos y brotes de hepatitis E a menudo no
se detectan o se confunden con otras formas de hepatitis aguda, dada la similitud clinica y la limitada
disponibilidad de pruebas diagnésticas especificas (Li et al.,2020). Esta situacion se ve agravada
por la escasa experiencia del personal médico y de salud publica en la identificacién y el manejo de
brotes de hepatitis E, sumada a la limitada orientacion técnica disponible para responder a dichos
eventos; estos factores pueden derivar en respuestas inadecuadas o tardias por parte de los

administradores de salud y del personal en campo (OMS, 2023).

La hepatitis E se presenta en todo el mundo, tanto en brotes como en casos esporadicos. De
acuerdo con el metaanalisis realizados por Li et al. (2020), que incluyé 419 estudios con un total de
1,519,872 individuos estima una seroprevalencia global de anticuerpos IgG anti-VHE del 12.47%
(IC 95%), basada en 1,099,717 participantes de poblacion general; dichos valores sugieren que
aproximadamente 938.9 millones de personas, es decir, 1 de cada 8 individuos en el mundo, han
tenido una infeccion previa por VHE (IgG positiva); ademas, se estimd una seroprevalencia global
de IgM anti-VHE del 1.47 % (IC 95%), equivalente a cerca de 110.7 millones de personas con
infeccidn reciente o en curso, y una tasa de positividad para el ARN viral del VHE de 0.20 % (IC 95
%), correspondiente a aproximadamente 15.1 millones de personas con infeccion activa. Los
autores destacan que el uso de distintos kits comerciales de ELISA influye significativamente en las

estimaciones de seroprevalencia, reflejando variabilidad metodoldgica entre estudios.
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1.3 Clasificacion, transmision y genotipos del VHE.

De acuerdo con el International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, 2023), el VHE es el
anico miembro de la familia Hepeviridae, la cual ha sido recientemente reclasificada para incluir dos
subfamilias principales que reflejan su diversidad de huéspedes: 1) Orthohepevirinae, que agrupa
los virus que infectan mamiferos y aves, 2) Parahepevirinae, que comprende virus que infecta
peces. Dentro de esta taxonomia actualizada, el VHE que afecta a humanos se clasifica de la
siguiente manera:

Familia: Hepeviridae
- Subfamilia: Orthohepevirinae
- Género: Paslahepevirus

- Especie: Paslahepevirus balayani

Ademas del género que infecta a mamiferos (Paslahepevirus), dentro de la subfamilia
Orthohepevirinae se han descrito otros tres géneros: Rocahepevirus (que infecta roedores),
Avihepevirus (que infecta aves) y Chirohepevirus (que infecta murciélagos). La relevancia clinica
del Paslahepevirus balayani radica en su diversidad genotipica; numerosos estudios han permitido
identificar ocho gt y aproximadamente 30 subtipos (Haase et al., 2025). De ellos, cinco (gtl, gt2,
gt3, gt4 y gt7) poseen relevancia clinica debido a su capacidad para infectar a humanos
(Nimgaonkar et al., 2028; Wang et al., 2023), (Tabla 1). Esta amplia variabilidad genética es
fundamental en su patogénesis, ya que influye en el desarrollo de la infeccion (aguda o cronica), su
distribucién geografica, rango de hospedadores y vias de transmision. No obstante, pese a esta
diversidad, la mayoria de los genotipos pertenecen a un Unico serotipo; esta caracteristica es
relevante, pues implica que los anticuerpos generados frente a un genotipo pueden reconocer y
neutralizar a los demas, lo que evidencia una notable conservacién antigénica entre ellos (Duan y
Feng, 2024).

Precisamente, un aspecto clave relacionado con la amplia distribucion del VHE es su diversidad en
las formas de transmision, siendo la via principal la entérica (fecal-oral), tipicamente a través del
consumo de agua o alimentos contaminados, estrechamente vinculada, se encuentra la transmision
zoonoética que ocurre por el consumo de carne o productos derivados de animales infectados (Viera-
Segura et al.,, 2019; Yadav y Kenney, 2023 y Duan y Feng, 2024). Adicionalmente, se han
documentado rutas de transmision menos frecuentes, que incluyen la exposiciébn a productos
sanguineos contaminados mediante transfusiones (Gallian et al., 2014; Bi et al., 2020; Copado-
Villagrana et al., 2023), la transmision a través de trasplantes de 6rganos (Janahi et al., 2020 y
Hansrivijit et al., 2021), la transmision vertical (de madre a hijo) (Sharma et al., 2017 y Geng et al.,
2023) y el contacto directo con personas infectadas (Viera-Segura et al., 2019).
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Tabla 1. Caracteristicas bioldgicas y epidemiolégicas de los genotipos del virus de la hepatitis E con relevancia clinica en humanos

Hospedadores Distribucion  Vias de Transmision Curso de la Infeccion
gt Sub gt Principales Geografica Predominantes en Humanos Relevancia Clinicay Observaciones Clave Referencias
Causa grandes epidemias. Alta mortalidad en («ymar et al., 2020 y
Asia, Africa, Fecal-oral (agua mujeres  embarazadas. No progresa la pérez-Graciaet al.,
1 a-e Humanos Ameérica Central contaminada), vertical Exclusivamente aguda cronicidad. 2023)
| | Africa Brotes en contextos de saneamiento deficiente.  (\iyashita et al.,
Occidental, Fecal-oral (agua Curso  autolimitado. Sin  casos  cronicos 2020 y Nimgaonkar
2 ab Humanos México contaminada) Exclusivamente aguda reportados. et al., 2018)
Humanos, cerdos,
jabalies, ciervos, Europa, Alimentaria (carne mal Zoonosis predominante. Infecciones crénicas en
conejos, caballos, Américas, cocida), zoonética, inmunocomprometidos. Curso clinico variable, (Kamar et al., 2021y
3 a-j mangostas Japon transfusional Aguda y crénica desde asintomatico a hepatitis grave. Wang et al., 2023)
| Considerado mas virulento que el gt3. Puede (yadavy Kenney,
Humanos, cerdos, Asia Oriental y  Alimentaria, zoondtica, causar hepatitis fulminante. También causa 2023y Sridhar et al.,
4 a-g otros mamiferos Sudoriental transfusional Aguda y crénica infeccién crénica en inmunodeprimidos. 2021)
' ' Camellos ' Alimentaria (leche/carne Infecciones  documentadas en individuos
dromedarios, de camello cruda), inmunosuprimidos. Potencial de persistencia
7 a humanos Medio Oriente zoonGtica Cronica (reportada) viral. Curso clinico generalmente leve. (Lee et al., 2016 )
' ' Sin evidencia de Bajo potencial zoonotico. No se han confirmado  (Takahashi et al.,
5 - Jabalies Japén Zoonética (potencial) infecciébn humana  casos en humanos. 2022)
' Sin evidencia de Similar al gt5. Informacién epidemiolégica (Takahashi et al.,
6 - Jabalies Japén Zoonética (potencial) infeccién humana  limitada. 2022)
' Zoonética (no Sin evidencia de Datos muy limitados. Riesgo para humanos no
8 - Camellos bactrianos China demostrada) infecciébn humana  establecido. (Wang et al., 2020)

gt= Genotipos Sub-gt= subgenotipos
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1.4 Virologia molecular del VHE

El VHE es un virus icosaédrico y sin envoltura de 27 a 34 nm de didmetro, con un genoma de ARN
monocatenario de sentido positivo (SSARN* ), perteneciente al grupo IV de acuerdo con la
clasificacion de virus de Baltimore (Koonin et al., 2021). Su genoma tiene un tamafo de 7.2 kb y
tiene caracteristicas tipicas de un ARN mensajero eucariote; estd flanqueado por regiones no
traducidas (UTR, del inglés Untranslated region) en sus extremos, con una caperuza de 7-
metilguanosina (m’G) en el extremo 5' que protege el ARN e inicia la traduccion y una cola poli(A)
en el extremo 3' que garantiza su estabilidad y expresion eficiente (Nan y Zhang, 2016). La
informacion genética se organiza en tres marcos de lectura abiertos (ORF principales: ORF1, ORF2
y ORF3 los cuales se expresan a través de estrategias moleculares distintas, ademas, los dos
ultimos se sobreponen (Songtanin et al., 2023). Adicionalmente, se ha descrito un ORF4 en el gtl,
el cual participa en la estimulacion de la replicacion viral bajo condiciones de estrés (Duan y Feng
et al., 2024) (Figura 1).

ORF1 es el mas extenso del genoma del VHE, con una longitud aproximada de 5,082 nucleétidos
(nt), representa cerca del 70 % de la informacién genética del VHE (Cancela et al., 2022). Se traduce
directamente a partir del ARN genémico completo para producir una poliproteina no estructural de
1,693 aminoécidos (aa) (~190 kDa) (Wang y Meng, 2021; Cancela et al., 2022). Esta poliproteina
contiene los dominios enzimaticos no estructurales esenciales para la replicaciéon viral, los cuales
incluyen, en orden desde el extremo N- al C-terminal: una metiltransferasa (Met), un dominio Y, una
cisteina-proteasa tipo papaina (PCP), una regién hipervariable (HVR), una region rica en prolina, un
dominio X, una helicasa (Hel) y la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) (Wang y Meng,
2021; He et al., 2023). Cabe destacar que, aungue se conoce la composicion de la poliproteina
ORF1 del VHE, aun existe controversia respecto a si su procesamiento proteolitico completo es

necesario para alcanzar una funcionalidad éptima.

En general, los virus de ARN de cadena positiva suelen codificar proteasas que escinden sus
poliproteinas en unidades funcionales como ocurre en los virus de hepatitis Ay C (Lin et al., 2022;
Francesco y Carfi, 2021), sin embargo, esto no se sabe bien para VHE. Algunos estudios han
aportado evidencia a favor de dicho procesamiento en VHE en sistemas de expresion heterélogos,
como vaccinia (Ropp et al., 2000) y baculovirus (Sehgal et al., 2006). De igual forma, se ha
demostrado que la proteasa PCP del VHE purificada a partir de E. coli es capaz de escindir tanto
ORF1 como ORF2 (Paliwal et al., 2014). Evidencia mas reciente y directa proviene del uso del
sistema BacMam, mediante el cual la expresién del genoma completo del VHE gt3 en células Huh7
generd fragmentos de aproximadamente 35, 37 y 56 kDa, correspondientes a PCP, Met y RdRp
respectivamente, lo que sugiere la ocurrencia del procesamiento proteolitico (Kumar et al., 2020).
No obstante, esta identificacion contrasta con otros estudios que no han encontrado evidencia

significativa de dicho procesamiento (Suppiah et al., 2011; Perttila et al., 2013 y LeDesma et al.,
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2023). A pesar de esta controversia, la funcionalidad de varios dominios predichos dentro de ORF1

ha sido confirmada de manera individual.

ORF2, por su parte, constituye el segundo marco de lectura abierto mas grande del VHE con una
longitud de 1,983 nt e inicia 37 nt rio abajo del codén de terminacion de ORF1, se sobrepone
parcialmente con ORF3, finalizando 65 nt antes de la cola poli(A) (Nan y Zhang, 2016; Cancela et
al., 2022). ORF2 se traduce a partir de un ARN subgenémico de aproximadamente 2.2 kb, generado
durante la replicacion viral, cuya traduccion produce una proteina de 660 aa correspondiente a la
proteina de la cépside viral (pORF2), responsable de proteger el genoma y conformar la envoltura
externa del virion (Pallerla et al., 2020; He et al., 2024; Cancela et al., 2022). Sin embargo, su papel
va mas alla de lo estructural, pPORF2 participa activamente en etapas clave del ciclo viral, como la
union al ARN gendmico para facilitar el ensamblaje, la interaccion con la superficie celular durante
la entrada, y la interferencia con sefiales antivirales para evadir la respuesta inmune del huésped
(He et al., 2024). Asi mismo, constituye el principal sitio inmunogénico del virus y es el blanco de

los anticuerpos neutralizantes (Songtanin et al., 2023).

Estructuralmente, la proteina pORF2 se organiza en tres dominios principales: S (Shell, aa 129—
319), M (Middle, aa 320-455) y P (Protruding, aa 456—606), que en conjunto conforman la capside
icosaédrica del virion (320350 A) (Wang y Meng, 2021).

e Dominio S: constituye la base estructural o capa interna de la capside y contiene el extremo
N-terminal, caracterizado por una region rica en arginina que confiere una carga positiva
capaz de neutralizar las cargas negativas del ARN viral, lo que facilita la unién entre la
proteina de la capside y el genoma e inicia el proceso de ensamblaje viral (Cancela et al.,
2022). En esta misma region se localiza una secuencia sefial peptidica (22—24 aa iniciales),
indispensable para dirigir la proteina recién sintetizada hacia el reticulo endoplasmico (RE)
(Wang y Meng, 2021). Una vez en el reticulo endoplasmico, la proteina sufre modificaciones
postraduccionales, especificamente glicosilacion en los residuos de asparagina 137, 310 y
562 (Xu et al., 2016; He et al., 2024), lo que da lugar a la generacién de tres isoformas de
pORF2. Estas isoformas han sido identificadas en lineas celulares (COS-1, HepG2 y BHK-
21) y en muestras de pacientes, con masas moleculares de 72—74 kDa, 79-82 kDa y 84—88
kDa, respectivamente (Cancela et al., 2022).

e Dominio M: desempefia un papel estructural crucial al conectar el dominio interno (S) con
el dominio externo (P). Presenta un motivo estructural hélice-giro-hélice (aa 376—-391),
propuesto como sitio putativo de union al acido sialico, lo que sugiere su participacion en la
etapa inicial de adhesion a receptores glicosilados de la superficie celular (He et al., 2024).

e Dominio P: sobresale hacia el exterior del viridn y esta unido al dominio M por una bisagra
larga y rica en prolina, que le confiere flexibilidad estructural y resistencia a la degradacion

por proteasas (He et al., 2024). Este dominio cumple varias funciones esenciales: 1)
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constituye el dominio antigénico principal y contiene los epitopos inmunodominantes, siendo
la principal diana de los anticuerpos neutralizantes y de las vacunas en desarrollo; 2)
participa directamente en la unién y entrada a la célula huésped, ya que mutaciones en
residuos clave como E549 y K554 impiden la penetracién viral y 3) forma dimeros en la
superficie de la capside, proceso indispensable para la estabilidad estructural del virién y sus
interacciones con los receptores celulares (Cancela et al., 2022; He et al., 2024).

Ademas, durante la replicacion del VHE se generan al menos dos formas funcionalmente
especializadas de la pORF2, una forma glicosilada y secretada (pORF2s) y una forma no glicosilada
asociada a la capside (pORF2c). Estas isoformas difieren en su procesamiento postraduccional,

localizacion subcelular y funcién biologica:

1. pORF2s (79-82 y 84-88 kDa): corresponde a la isoforma de ORF2 que no se asocia al ARN viral,
se traduce a partir del codén de inicio completo de ORF2, conservando el péptido sefial que dirige
la proteina al reticulo endoplasmatico (RE). En esta via, pORF2s es procesada y glicosilada antes
de ser secretada mediante la ruta convencional (RE—Golgi—exterior celular) (Cancela et al., 2022).
Esta forma ha sido identificada tanto en suero de pacientes (Montpellier et al., 2018; Leblond et al.,
2025) como en suero de ratdén y en sobrenadantes de cultivos celulares (Qi et al., 2015; Chen et al.,
2022). Al no incorporarse a particulas virales; en su lugar, actia como un sefiuelo inmunolégico que

interfiere con la neutralizacion mediada por anticuerpos (Cancela et al., 2022).

2. pORF2c (72-74 kDa): corresponde a la proteina estructural que conforma la capside de los
viriones infecciosos (Chen et al., 2022). Se traduce a partir de un codon de inicio interno, localizado
15 aminoacidos rio abajo del inicio de pORF2s, por lo que carece del péptido sefial necesario para
la translocacion al RE. En consecuencia, permanece en el citosol, donde se asocia rapidamente
con el ARN gendmico del VHE y patrticipa en el ensamblaje de la capside. Al no atravesar el RE,
esta isoforma permanece no glicosilada, lo que se refleja en su peso molecular aproximado de 74

kDa, y constituye la principal forma incorporada en los viriones maduros (Cancela et al., 2022).

Finalmente, ORF3 corresponde al marco de lectura abierto mas pequefio del genoma del VHE, con
369 nt de longitud, su transcripcién proviene del mismo ARN subgenémico de ~2.2 kb utilizado por
ORF2, con el que se sobrepone aproximadamente 300 nt, pero codifica en un marco de lectura
distinto (Wang y Meng et al.,2021). ORF3 codifica para una fosfoproteina de 113-115 aminoacidos
(~13 kDa), conocida como viroporina 13 (Vp13) (Songtanin et al., 2023). Estructuralmente, presenta
dos dominios hidrofébicos (D) en el extremo N-terminal (D1: aa 7-23 y D2: aa 28-53) y dos regiones
ricas en prolina (P) en el extremo C-terminal (P1: aa 66—77 y P2: aa 95-111) (Cancela et al., 2022).
Ademas de su papel esencial en la liberacion de viriones, ORF3 actia como una proteina
multifuncional que modula diversas vias de sefalizacién celular como MAPKs (Nan y Zhang, 2016),
ERK (Kar-Roy et al., 2004), HIF1 (Moin et al., 2007, 2009) y NF-kB (He et al., 2016) e interactua con
proteinas reguladoras como la hemopexina (Ratra et al., 2008) y STAT3 (Chandra et al., 2008).
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Estas interacciones le permiten favorecer la supervivencia de la célula huésped, establecer un
entorno propicio para la replicacién viral y modular procesos asociados con la inflamacién y la
respuesta antiviral. En conjunto, las proteinas codificadas por los tres marcos de lectura abiertos
del VHE actian de manera coordinada para asegurar la replicaciéon, el ensamblaje y la liberacion

de nuevas particulas virales.
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Figura 1. Organizacién del genomadel VHE. El genoma del VHE, de 7.2 kb, contiene tres marcos de lectura

D

abiertos principales. ORF1 codifica una poliproteina no estructural que incluye los dominios enzimaticos
esenciales para la replicacién viral (MeT = metiltransferasa, PCP = proteasa tipo papaina, Hel = helicasa,

RdRp = ARN polimerasa dependiente de ARN). Imagen tomada y modificada de Ju et al., (2023)
1.5 Ciclo replicativo del VHE
1.5.1 Conformaciones del VHE y su relevancia en el ciclo de vida viral

El ciclo replicativo del VHE es un proceso altamente coordinado que depende de la interaccion entre
las proteinas virales y los componentes de la célula. Sibien, las etapas generales del ciclo replicativo

son compartidas, el VHE puede presentarse en dos conformaciones estructurales distintas: una
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forma no envuelta o “desnuda” (nVHE) y una forma cuasienvuelta (eVHE) (Shahini et al., 2024)
(Figura 2).

La forma nVHE representa la conformacion clasica del virus y se ha aislado principalmente en heces
de cerdos, asi como en heces y bilis de humanos y de monos infectados experimentalmente (Longer
et al.,, 1993; Marion et al., 2020). También se ha detectado en los sobrenadantes de cultivos
celulares, aunque con menor frecuencia (Ju et al., 2023). La superficie del nVHE esta compuesta
exclusivamente por la proteina pORF2, altamente resistente a la inactivacion por pH &cido,
detergentes, alcoholes y temperaturas elevadas (<65 °C), asi como a otras condiciones ambientales
adversas (Behrendt et al., 2022). Estas propiedades favorecen su transmision por via fecal-oral, al
garantizar la supervivencia del virus fuera del hospedador (Shahini et al., 2024).

Por otra parte, la forma eVHE se ha aislado en sangre, tejidos infectados y fluidos extracelulares,
tanto en humanos como en modelos animales (Orozco-Cdérdoba et al., 2023; Shahini et al., 2024).
En esta conformacién el virion esta recubierto por una membrana lipidica que no forma parte de sus
componentes estructurales virales, sino que se adquiere durante la liberacion de los nuevos
viriones. A diferencia de las particulas de nVHE, las particulas de eVHE contiene tanto proteinas
pORF2c como pORF3. Sin embargo, ambas estan ocultas dentro de las membranas derivadas del
hospedero (Ju et al., 2023). Esta envoltura le permite circular en el torrente sanguineo sin ser
reconocido por el sistema inmunitario (He et al., 2023). Debido a ello, la forma eVHE se asocia
principalmente con la transmision a través de derivados sanguineos o trasplantes de 6rganos
(Janahi et al., 2020). En conjunto, la coexistencia de ambas conformaciones representa una
estrategia adaptativa que optimiza la capacidad del virus para replicarse, propagarse y evadir la
respuesta inmune, ademas de determinar los distintos mecanismos de entrada a la célula

hospedera.

eVHE
« Presente en sangre
» Asociado a circulacion sistémica
» Envuelto en membrana derivada del hospedero
+ Asociado a exosomas

nVHE CD63
CD9
- Presente en heces FosSer \i\i\etle fr7
- Responsable de transmision fecal-oral 0 ( \/ @ cone
. Alta estabilidad ambiental A % ORF3

- =% CD81
/ . =@ @ =
% % ORF2 S i 7 °
- S b A £ %

o~ N ~
¢ \ ) EpCAM

Genoma ARN > .
269 nm 396 nmz10
Figura 2. Estructuras béasicas del VHE. Comparacién entre viriones no envueltos y cuasi-envueltos, se
muestran los principales componentes estructurales de cada conformacion; en la caracterizacion de la forma
eVHE se han identificado en su superficie moléculas como: EpCAM (molécula de adhesion de células

epiteliales), fosfatidilserina (FosSer) y TGOLN2 (proteina integral de membrana de la red trans-Golgi 2), asi
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como proteinas asociadas a vesiculas, principalmente a exosomas, como CD63, CD9 y CD81. Imagen
tomada y modificada de Das et al. (2023).

1.5.2 Entrada viral y primera etapa de infeccién del VHE

Se ha propuesto que tras el ingreso del VHE al hospedador por via oral en su forma nVHE, el virién
atraviesa la cavidad bucal y desciende por el tracto gastrointestinal, resistiendo las condiciones
gastricas como el pH &cido y la accion de enzimas digestivas gracias a la alta estabilidad conferida
por la proteina de la capside (Zafrullah et al., 2004; Ju et al., 2023). Esta tolerancia a la acidez se
ha evaluado experimentalmente por Wolff et al., (2020), quienes demostraron mediante ensayos in
vitro que el VHE gt3 conserva practicamente toda su infectividad tras 3 horas de incubacion en un
rango de pH de 2 a 9, mientras que a pH 1 la infectividad se vuelve indetectable. En conjunto, estos
datos sugieren que el nVHE podria alcanzar el intestino delgado sin perder su integridad, lo cual es
relevante dado que se ha planteado que la primera etapa de la infeccion ocurre en el intestino, antes
de que los viriones alcancen el higado u otros 6rganos para establecer la infeccion eficiente (Orozco-
Cérdoba et al., 2023; Ju et al., 2023).

En apoyo a esta hipétesis, en un modelo porcino infectado con VHE, se ha demostrado la presencia
tanto de ARN de cadena positiva como de intermediarios de replicacion (ARN de cadena negativa)
en tejidos del intestino delgado y del colon mediante PCR, lo que sugiere que el virus puede infectar
células intestinales e iniciar ahi su primera ronda replicativa (Willians et al., 2001). De manera
complementaria, en una paciente sometida a gastroscopia y colonoscopia por diarrea persistente y
pérdida de peso, se detectd pORF2 mediante inmunohistoquimica en las criptas intestinales
profundas del duodeno e ileon (Marion et al., 2020). Mediante estudios in vitro, el VHE también ha
mostrado capacidad de replicarse eficientemente en células de adenocarcinoma de colon humano
polarizadas (linea Caco-2) (Falkenhagen et al., 2024) y en cultivos primarios de células intestinales
humanas (Marion et al., 2020). Estos hallazgos refuerzan la posible participacion del epitelio
intestinal en las etapas iniciales del ciclo viral; sin embargo, la evidencia sigue siendo inconclusa

respecto a si el intestino humano actda como un sitio principal de replicacion.

Independientemente de si el primer sitio replicativo corresponde a un hepatocito o a una célula
intestinal atn no identificada, se considera que la forma no envuelta del virus es esencial para
establecer la primera ronda de infeccién (Yin y Feng et al., 2019). Posteriormente, los viriones
podrian liberarse en su forma eVHE hacia el torrente sanguineo portal, desde donde alcanzarian su
6rgano diana para continuar su ciclo replicativo e iniciar la infeccion mediante la interaccion con sus
receptores celulares (Ju et al., 2023) (Figura 3). Una vez que el VHE alcanza un tejido susceptible,
el siguiente paso critico para establecer la infeccién es el reconocimiento de moléculas de superficie

y su entrada a la célula huésped.
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1.5.3 Reconocimiento de receptores y entrada del VHE a la célula hospedera.

1.5.3.1 Mecanismos de entrada del nVHE

Los mecanismos moleculares mediante los cuales el nVHE reconoce e ingresa a las células no se
comprenden completamente, esta limitacion se debe principalmente a la falta de sistemas de cultivo
eficientes y a la baja produccion de particulas infecciosas in vitro, como consecuencia, la mayoria
de los estudios han empleado particulas similares a virus (VLP) marcadas con fluorescencia para
analizar las etapas tempranas de la entrada e identificar posibles receptores y/o correceptores
involucrados (Yin y Meng et al., 2019).

En este sentido, se ha propuesto que la proteina de la capside (pORF2) interactua inicialmente con
proteoglicanos de sulfato de heparan (HSPG) presentes en la superficie celular (Kalia et al., 2009).
Esta union inicial actia como un mecanismo de anclaje que concentra los viriones en la membrana
y favorece su encuentro con un receptor especifico ain no caracterizado (Ju et al., 2024). Una vez
establecida esta interaccion, el virién es internalizado mediante endocitosis dependiente de clatrina
y dinamina-2. En el estudio de Yin et al. (2016), el uso de inhibidores quimicos de la clatrina
(clorpromazina) y de la dinamina-2 (dynasore) se encontrd que redujo drasticamente la infeccién
por VHE (60 %), efecto que fue confirmado mediante silenciamiento génico de CLTC (clatrina) y
DNM2 (dinamina 2) con siRNA, lo que disminuyo la infeccién hasta un 95 %. En contraste, la
inhibicion de rutas alternativas como la endocitosis mediada por caveolas o la macro pinocitosis no
afectd la infeccion, lo que descarta su participacion. Esta via conduce a la internalizacién del virus
dentro de una vesicula endosoma, desde donde procedera a la siguiente etapa de su ciclo infeccioso
(Figura 3).

Ademdas diversas moléculas se han propuesto como posibles receptores o factores de unién del
nVHE, entre ellos se incluyen: GRP78, una chaperona involucrada en la entrada de otros virus como
(SARS-CoV-2), cuyo analisis mostré interaccion con un fragmento de la proteina de la capside de
VHE (p239) en VLP (Yu et al., 2011); también el receptor de asialoglicoproteina (ASGPR), una
proteina de membrana en la superficie de los hepatocitos, ha mostrado capacidad de unién a VLP
del VHE a través de su ectodominio y los anticuerpos dirigidos contra este receptor reducen
parcialmente la unién viral. Sin embargo, su eliminacién no impide la infeccién, por lo que se
considera un factor de anclaje no esencial (Zhang et al., 2016); la integrina a3 (ITGA3) ha sido
identificada mediante andlisis de microarreglos como un posible factor de entrada para el nVHE, en
donde su sobreexpresion permitié la infeccién en células no permisivas y ademas mostré una
interaccion directa con la capside por coprecipitacion; no obstante, su escasa expresion en el higado
sugiere que ITGA3 no es el receptor principal (Shiota et al.,, 2019 y Shahini et al., 2024 ); la
subunidad 3 de la ATP sintasa (ATP5pB), detectada en la superficie celular se asocia a VLP
demostrado mediante espectrometria de masas (Ahmed et al., 2016); y la proteina 42 de control de

la division celular (CDC42), una GTPasa cuya interaccion directa con la pORF2 en VPL de VHE
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tanto de origen aviar como de mamifero regula distintas vias de sefalizacion durante la infeccién
(Lietal, 2019y Fan et al., 2021). A pesar de la evidencia experimental, ninguna de estas moléculas
ha sido confirmada como receptor funcional del VHE en condiciones de infeccion natural. En la
actualidad se considera que actian como factores de anclaje que facilitan la aproximacion del virion

a la membrana celular, pero no como receptores esenciales para la entrada (Ju et al., 2023).

1.5.3.2 Mecanismos de entrada del eVHE.

A diferencia del nVHE, cuya capside puede interactuar directamente con moléculas de superficie,
el eVHE carece de proteinas virales expuestas y como consecuencia de su cuasienvoltura lipidica
adquirida durante la liberacion del virus de la célula (Briiggemann et al., 2024). Sin embargo, esta
misma caracteristica reduce su capacidad de unirse de manera especifica a posibles receptores, al
impedir las interacciones directas entre la capside y las moléculas de superficie propuestas para el
nVHE (Briiggemann et al., 2025). Como consecuencia, el eVHE presenta una cinética de unién mas
lenta y una menor eficiencia infecciosa, requiriendo tiempos de exposicion mas prolongados para

establecer la infeccion (Yin et al., 2019).

Esta reduccién en la infectividad fue demostrada por Yin et al. (2016), quienes compararon la
infectividad en ambas conformaciones virales en células HepG2; en este modelo, el nVHE genero
aproximadamente 2,000 focos de infeccidn, mientras que el eVHE produjo solo 750, lo que
representa una infectividad 2.7 veces menor para la forma cuasienvuelta y para determinar si esta
diferencia se debia a una menor adhesion, los autores realizaron ensayos de unién, observando
gue la unién del eVHE fue diez veces menor que la del nVHE. De manera consistente Behrendt et
al.,, (2022) reportaron que la eliminacibn experimental de la cuasienvoltura incrementa
significativamente la infectividad, confirmando que esta estructura reduce la eficiencia de la unién

inicial.

Debido a la ausencia de proteinas virales expuestas en el eVHE, éste debe recurrir a mecanismos
alternativos para interactuar con la célula huésped. En este sentido, se ha propuesto que la
fosfatidilserina un componente abundante en la cuasienvoltura media el contacto inicial mediante
su interaccion con el receptor de inmunoglobulina de células T y dominio de mucina 1 (TIM-1) (Yin
y Meng et al., 2019, Shabhini et al., 2023 y Orozco-Cd6rdoba et al., 2023) (Figura 3). Esta hipétesis
cuenta con sustento experimental ya que la sobreexpresion de TIM-1 incrementa la infeccién por
eVHE en células que normalmente no lo expresan, mientras que su silenciamiento lo reduce
(Corneillie et al., 2023 y 2024). Por otra parte, una vez unido al receptor, Yin et al. (2016)
demostraron que el eVHE utiliza principalmente endocitosis mediada por clatrina y dinamina-2,
mostrando una mayor dependencia de estas vias que el nVHE, como lo evidencian su mayor
sensibilidad a inhibidores farmacol6gicos y al silenciamiento génico. Finalmente, la menor

especificidad en la union celular de eVHE podria contribuir tanto a su presencia en tejidos
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extrahepaticos (Orozco-Cérdoba et al., 2023) asi como al desarrollo de manifestaciones clinicas
mas alla del higado.

1.5.4. Internalizacion, trafico endosomal y desnudamiento del genoma

1.5.4.1. Internalizacion y trafico endosomal del nVHE

La entrada y el trafico endosomal del nVHE se han caracterizado mediante inhibidores
farmacologicos, microscopia de fluorescencia, silenciamiento génico y el uso de VLP (Yin et al.,
2016; Ju et al., 2023). Estos estudios han permitido establecer un modelo en el que el nVHE avanza
por rutas endosomales flexibles dependientes de factores celulares especificos hasta liberar su
genoma en el citoplasma. Cuando el nVHE es endocitado (via dependiente de clatrina y dinamina-
2) (Holla et al., 2015) da origen al endosoma temprano; para que el ciclo de infeccién progrese, este
endosoma debe desplazarse hacia regiones perinucleares, un transporte que depende
fundamentalmente de la maquinaria de la célula hospedera. Se ha propuesto que la chaperona
HSP90 cumple un papel esencial en el avance del virion en la ruta endosomal, la evidencia que
sustenta esta propuesta se observé en el estudio de Zheng et al. (2010), quienes demostraron la
interaccion directa de HSP90 con la VLP p239 del VHE por coinmunoprecipitacién y observaron,
mediante microscopia confocal, que ambas colocalizan durante el trdnsito endosomal,
adicionalmente observaron que cuando HSP90 se inhibe farmacolégicamente, la VLP p239 queda
retenida cerca de la membrana, sin avanzar a endosomas tardios, lo que evidencia su funcion en el
desplazamiento vesicular. Posteriormente en el estudio de Holla et al., (2015) se demostré que el
desplazamiento también depende la integridad del citoesqueleto ya que la despolimerizacion
farmacoldgica de actina o microtibulos impide el movimiento dirigido y retiene al virus en

compartime ntos tempranos.

Ademas, se ha demostrado que durante el transito endosomal del virus participan otras proteinas
de trafico, como Rabll, se ha observado que una fraccién de los endosomas que contienen al
NnVHE es desviada hacia la ruta de reciclaje regulada por Rab11, un proceso que depende de la
interaccion del endosoma viral con la integrina 1 (ITGB1), este desvio hacia reciclaje parece
funcionar como un mecanismo que prolonga la vida util del endosoma y evita su fusion prematura
con compartimentos degradativos; cuando ITGB1 es bloqueada o silenciada, los endosomas virales
guedan retenidos en compartimentos tempranos, disminuyendo su acceso a la via de reciclaje, y
aumentando su direccionamiento hacia destinos degradativos, reduciendo asi la probabilidad de

gue el virus alcance el compartimento lisosomal adecuado para el desnudamiento (Fu et al., 2023).

El papel de otras GTPasas pequefas en el trafico del nVHE continla siendo objeto de debate,
proteinas como Rab5 y Rab7 han mostrado patrticipar en la progresién y maduraciéon endosomal en
algunos estudios, mientras que en otros se han asociado principalmente a etapas posteriores (Yin

et al., 2016; Holla et al., 2015; Fu et al., 2023). Aunque la ruta de reciclaje constituye un desvio
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relevante, otra fraccioén del nVHE progresa hacia lisosomas positivos para LAMP1, donde finalmente
ocurre el desnudamiento. De hecho, la colocalizacion del ARN viral con LAMP1 aumenta cuando
Rab11 es inhibida, indicando que el desvio ocurre cuando el reciclaje falla (Fu et al., 2023).

Respecto al mecanismo de descapsidacion, se ha evaluado el papel del entorno acido lisosomal,
sin embargo, este no es esencial para el desnudamiento del nVHE (Zheng et al., 2010; Yin et al.,
2016). En cambio, se ha demostrado que este proceso depende de la actividad de catepsinas
lisosomales, que degradan la capside viral, particularmente de la catepsina L (CTSL), cuya
inhibicién bloquea la liberacién del genoma al citoplasma e impide la replicacion temprana; esta
funcion ha sido demostrada mediante el uso de inhibidores especificos, ensayos de clivaje in vitro
y analisis por gRT-PCR (Scarcella et al., 2022; Fu et al., 2023). En conjunto, estos hallazgos indican
gue el lisosoma LAMP1-positivo constituye el sitio principal donde ocurre el desnudamiento y la
liberacién del ARN del nVHE, y que el equilibrio entre la via de reciclaje (Rab11l) y la progresiéon
hacia compartimentos degradativos determina el acceso del virus a este entorno critico para iniciar

su ciclo replicativo.

1.5.4.2. Internalizacion y trafico endosomal de eVHE

Una vez formado el endosoma temprano (endocitosis via clatrina/dinamina-2), el eVHE continla su
transito intracelular siguiendo la via endosomal clasica, transitando desde endosomas tempranos
positivos (Rab5+) hacia endosomas tardios (Rab7+) y finalmente a los lisosomas (LAMP1+) (Fu et
al., 2023 y Shahini et al., 2024). Este transito depende de la acidificacion progresiva del lumen
endosomal, un proceso llevado a cabo por la bomba de protones dependiente de ATP, prueba de
ello es que al inhibir esta acidificacion (con bafilomicina A1 o NH, CI) se bloquea por completo la
infeccidén, subrayando su papel esencial, aunque no Unico, en la degradacion de la membrana
lipidica (Yin et al., 2016).

También se ha sugerido que la cuasienvoltura del eVHE contiene una sefial de direccionamiento
lisosomal, lo que justificaria un trafico intracelular distinto al de las vesiculas extracelulares no virales
(Yin y Feng, 2019 y Rivera-Serrano et al., 2019). Sin embargo, la etapa clave ocurre en los
lisosomas, donde enzimas como la lipasa acida lisosomal (LAL) y el transportador Niemann-PickC1
(NPC1) cuya actividad es crucial para remodelar los lipidos y degradar la envoltura lipidica (Ying et
al., 2016). La eliminacién de la envoltura lipidica es una etapa distintiva del eHEV, de la cual el virion
desnudo (nHEV) carece. Tras este paso, el eHEV se convierte en una particula desnuda vy, a partir
de ese momento, sigue la misma via de descapsidacion que el nHEV para liberar el material

genético al citoplasma y proceder a la replicacién del VHE (Briiggemann et al., 2025).
1.5.5. Replicacion y sintesis de proteinas virales

Tras la descapsidacion, tanto de particulas nVHE como de aquellas derivadas del eVHE, el genoma

viral queda expuesto en el citoplasma de la célula hospedera. Este ARN gendmico de sentido
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positivo posee una caperuza de 7-metilguanosina (m’G) en el extremo 5' y una cola poliadenilada
en el extremo 3', caracteristicas que le permiten comportarse funcionalmente como un ARNm celular
y ser reconocido directamente por los ribosomas del hospedero (Zhang et al., 2001). Durante esta
primera ronda de traduccion se sintetiza una poliproteina no estructural codificada por el marco de
lectura abierto ORF1, la cual contiene todos los dominios enzimaticos necesarios para el
establecimiento del complejo replicativo viral, incluyendo la ARN polimerasa dependiente de ARN
(RdRp) (Shahini et al., 2024). Una vez activa, la RdRp utiliza el genoma viral de sentido positivo
como molde para la sintesis de un intermediario replicativo de longitud completa y sentido negativo,
aunque este ARN de sentido negativo se produce en cantidades limitadas, constituye el molde
central para la generacion de dos transcritos de sentido positivo: 1) un genoma viral de longitud
completa, destinado a ser empaquetado en los viriones de nueva generacion, y 2) un ARN
subgendmico més corto, a partir del cual se traducen las proteinas estructurales pPORF2 y la proteina

accesoria pORF3 (LeDesma et al., 2024).
1.5.6. Ensamblaje de las particulas progenie y liberacién

Una vez finalizada la replicacion del genoma en el citoplasma, comienza el ensamblaje de las
particulas virales progenitoras. En este proceso, las proteinas de la capside codificadas por ORF2,
derivadas del transcrito subgenémico, reconocen y encapsulan de forma selectiva el ARN genémico
recién sintetizado. Durante el ensamblaje se generan varias isoformas de pORF2, siendo la pORF2c
la que conforma la capside infecciosa y da origen a los nuevos viriones (Briiggemann et al., 2025).
Paralelamente, se activa el programa de liberacién viral, un proceso que depende de la proteina
pORF3. Estudios en la linea celular HepG2/C3A han demostrado que pORF3 es una proteina
transmembranal localizada en el RE, con capacidad de formar complejos multi-méricos (Ding et al.,
2017). En su forma multimero, pORF3 utiliza su motivo PSAP (prolina-serina-alanina-prolina) como
sefal de reclutamiento para interactuar con el gen de susceptibilidad tumoral 101 (TSG101), un
componente central del complejo de clasificacibn endosémica | (ESCRT-I); esta interaccion
desencadena el reclutamiento secuencial de los complejos ESCRT-Il y ESCRT-III (Yiny Feng, 2019;
Lin et al., 2021), usurpando asi la maquinaria celular de los cuerpos multivesiculares (MVB); como
consecuencia, se dirige la gemacion de la cipside hacia el lumen de los MVB, generando vesiculas
intraluminales que contienen tanto la capside pORF2c como la propia pORF3 (Nagashima et al.,
2011). Posteriormente, la fusién de los MVB con la membrana plasmatica del hospedero libera las

particulas individuales de VHE recubiertas por una membrana lipidica (Nagashima et al., 2014).

En los hepatocitos polarizados, esta liberacion sigue dos rutas distintas: 1) La via basolateral,
dirigida hacia los sinusoides hepaticos, donde permite que el eVHE acceda al torrente sanguineo,
desde donde se plantea que podria llegar a otros tejidos y conllevar al desarrollo de manifestaciones

extrahepaticas (Briiggemann et al., 2025) y 2) la via apical, orientada hacia los canaliculos biliares,
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donde se expone al eVHE a la accion de los sales biliares removiendo la cuasienvoltura, generando

el virus nVHE que es excretado finalmente por via fecal (Ju et al., 2019).

De acuerdo con su origen endosémico y con la caracterizacion de eVHE en el estudio de Nagashima
et al., (2017), estas particulas exhiben en su superficie tetraspaninas como CD63, CD81 y CD9,
marcadores caracteristicos de los exosomas. Si bien, se ha sugerido que proteinas del huésped
pueden empaquetarse durante la biogénesis del VHE, su identidad y funcidbn permanecen poco
caracterizadas (Yin y Feng et al., 2019). Estudios proteémicos realizados con el virus de hepatitis A
cuasienvuelto (eVHA), que comparte un mecanismo de liberacion similar al del VHE, revelan un
enriquecimiento en proteinas endolisosomales (como CD9, DPP4, ALIX y EPCAM) y la ausencia de
proteinas relacionadas con autofagia (como LC3), lo que refuerza el origen exosomal de estas
particulas (McKnight et al., 2017; Yin y Feng, 2019). Por lo tanto, abordajes comparables podrian
emplearse para caracterizar de manera efectiva la carga proteica del VHE. La dinamica de liberacion
y distribucion del VHE, particularmente la circulacion sistémica del eVHE y su capacidad de evadir
el reconocimiento inmunolégico, establece las condiciones que permiten la diseminacion viral y la
interaccion con diversos tejidos. Estas caracteristicas tienen consecuencias directas en la
progresion de la infeccion, la variabilidad en la respuesta del hospedero y la aparicion de cuadros
clinicos heterogéneos. Por ello, a continuacion, se examinan los principales determinantes de la

patogénesis del VHE y los elementos que definen su historia natural.
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Figura 3. Ciclo de vida del VHE. (A) El VHE puede transmitirse por diversas rutas, siendo la via entérica la

principal. (B) Tras ingresar al hospedero, el virus resiste el pH gastrico y alcanza el intestino, donde ocurre
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una primera ronda de replicacion. (C) Desde el intestino, particulas cuasi-envueltas (eVHE) acceden al
torrente sanguineo portal y se dirigen al higado para infectar hepatocitos; adicionalmente, se ha propuesto
gue puedan alcanzar otros tejidos. (D) En la célula diana ocurre la entrada viral, la cual difiere segun la
conformacion del virién. (E) Las particulas no envueltas (nVHE) se unen a receptores especificos o factores
de anclaje celular y son internalizadas mediante endocitosis dependiente de clatrina, dinamina-2 y colesterol,
siguiendo la via endosomal clasica o, potencialmente, la ruta de reciclaje, hasta alcanzar compartimentos
donde la descapsidacion es facilitada por catepsinas. (F) Las particulas cuasi-envueltas (eVHE), carentes de
proteinas virales expuestas, pero con fosfatidilserina en su superficie, interactian presumiblemente con TIM-

1y son internalizadas mediante mecanismos dependientes de clatrina y dinamina-2. Su desmantelamiento

ocurre a través de la via endosomal clasica (Rab5* —Rab7*), dependiente de la acidificacion, lo que permite

la eliminacion de la envoltura cuasi-lipidica con la participacion de NPC1 y da lugar a particulas funcionalmente
equivalentes al nVHE. (G) Una vez liberado el genoma viral en el citoplasma, este es traducido directamente
por los ribosomas de la célula hospedera y se sintetiza un intermediario de ARN de sentido negativo, que
sirve como molde para la produccion de transcritos subgendmicos y genomas virales de longitud completa.
Posteriormente ocurre la encapsidacion de las nuevas particulas virales, las cuales interactian con ORF3,
TSG101 y la maquinaria ESCRT para su empaquetamiento en cuerpos multivesiculares (MVB). (H)
Finalmente, cuando el eVHE se libera por el dominio basolateral de los hepatocitos, ingresa a la circulacion y
puede alcanzar 6rganos extrahepaticos. En contraste, la liberacion por el dominio apical conduce a su ingreso
al conducto biliar, donde las sales biliares eliminan la cuasi-envoltura y generan particulas nVHE que son
excretadas en las heces. Imagenes tomadas y modificadas de Orozco-Cérdoba et al. (2023), Das et al. (2023)
y Ju et al. (2023).

1.6 Patogénesis e Historia natural de la infeccion por VHE

La patogenicidad se define como la capacidad de un agente, como un microorganismo o un virus,
para causar enfermedad y la severidad de sus manifestaciones clinicas (UNC, 2023). En el caso
del VHE, este concepto adquiere particular relevancia ya que se trata de un virus no citopético, por
lo que su patogenicidad se explica por un mecanismo distinto (Kamar et al., 2012 y Dalton et al.,
2018). En consecuencia, el dafio tisular no se debe a la destruccion directa de las células por la
replicacién viral sino a la respuesta inmunitaria citotdéxica dirigida contra las células infectadas, lo
cual desencadena la inflamacién caracteristica de la hepatitis (Nimgaonkar et al., 2017 y Horvatits
etal., 2019). Bajo este marco, el VHE es capaz de producir tanto infecciones agudas como croénicas,
con un amplio espectro clinico que va desde infecciones agudas asintoméaticas (que representan
aproximadamente el 95 % de los casos), hasta hepatitis aguda sintomatica y en poblaciones

especificas, progresion hacia cronicidad (Thakur et al., 2020).

Es importante destacar que en toda persona infectada por este virus se desarrolla una fase aguda,
cuyo desenlace depende en gran medida del estado inmunitario. En individuos inmunocompetentes,
la hepatitis E suele resolverse sin necesidad de tratamiento, mientras que en personas

inmunosuprimidas puede evolucionar hacia una infeccién crénica (Wu et al., 2020 y Briiggemann et
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al., 2024). Entre aquellos individuos que desarrollan sintomas, estos pueden dividirse en dos
categorias: 1) Sintomas inespecificos que incluyen malestar general, anorexia, nauseas, dolor
abdominal, fiebre, artralgias, prurito y exantema, los cuales son indistinguibles de los producidos
por otras infecciones virales (Aslan y Balaban, 2020 y OMS, 2025) y 2) Sintomas de hepatitis
ictérica, cuadro que se desarrolla entre el 5-30 % de los pacientes (Briiggemann et al., 2025). La
evolucion de la infeccion se divide en fases, siendo la mas caracteristica la fase ictérica; en esta
etapa, el signo principal es la ictericia (coloraciéon amarillenta de piel y esclerética) causada por un
aumento de bilirrubina sérica, generalmente por encima de 0.3-5 mg/dl (Bajaj, et al., 2022). A este
signo se suman otros hallazgos como coluria (orina oscura), acolia (heces pélidas), hepatomegalia
y dolor abdominal en el hipocondrio derecho (OMS, 2025).

En la quimica sanguinea, se observa una elevacibn marcada de las enzimas hepéticas,
particularmente de alanina aminotransferasa (ALT),cuyos valores normales oscilan entre 7 y 55 UI/L
(Mayo Clinic, 2025), pudiendo alcanzar niveles de 1000 a 3000 Ul/l (Larrue et al., 2020), sin
embargo, el rango puede variar, siendo en algunos casos la elevacion mas modesta o incluso
normal durante la viremia (Horvatits et al.,2019). También se detecta incremento de aspartato
aminotransferasa (AST) y en menor grado de fosfatasa alcalina (Kamar et al., 2012). Finalmente,

tiene lugar la fase convaleciente, que conduce a la resolucién del cuadro clinico (Figura 4a).

Pese a que la mayoria de las infecciones por VHE son autolimitadas, existen poblaciones con mayor
riesgo de evolucionar hacia formas graves como insuficiencia hepatica aguda (IHA) e insuficiencia
hepatica aguda sobre crénica (ACLF, por sus siglas en inglés acute-on-chronic liver failure). Estos
cuadros severos se asocian fundamentalmente a los gtl y gt2 del VHE, que causan hepatitis aguda
(Kamar et al., 2012). En este sentido, los pacientes con enfermedad hepatica cronica preexistente
constituyen un grupo vulnerable; en ellos, la infeccién aguda por VHE actia como un potente
desencadenante que precipita un deterioro hepatico acelerado, esto no es una IHA de novo, sino
una progresion a ACLF, entidad distinta caracterizada por complicaciones agudas como ascitis,
encefalopatia hepética y coagulopatia (Ramachandran et al., 2004; Kumar et al., 2007; Shalimar et
al., 2017 y Dalton et al., 2018).

En el estudio de Kumar et al. (2013) reportaron que la infeccion por VHE conlleva al desarrollo ACLF
e incrementa el riesgo de muerte hasta 70 %. Ademas, en un estudio en India con 368 pacientes
con ACLF, Shalimar et al. (2017) encontraron una incidencia del 12 % de infeccién por VHE. Otro
grupo de riesgo lo constituyen las mujeres embarazadas, especialmente durante el Gltimo trimestre
del embarazo, donde la infeccién por gtl se asocia con tasas de mortalidad materna de 25-30 %
asi como con complicaciones como preeclampsia, hemorragias obstétricas e IHA, ademas de
muerte fetal, aborto y parto prematuro (Navaneethan et al., 2008; OMS, 2025). Aunque los

mecanismos exactos no se comprenden por completo, se han implicado factores hormonales,
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inmunoldgicos y genéticos; ademas, se ha demostrado que el VHE puede replicarse en células de
la placenta humana, lo cual podria contribuir a los desenlaces fatales. Recientemente, se ha
sugerido que la infeccién por gt4 puede asociarse también con aborto y parto prematuro (Li et al.,
2018).

Finalmente, aunque la infeccion por VHE es predominantemente aguda, en personas
inmunosuprimidas puede progresar a cronicidad (Figura 4b). La infeccion cronica se define por la
persistencia del ARN viral durante al menos 3 meses, criterio ampliamente aceptado en receptores
de trasplantes de 6rganos solidos, quienes representan el grupo con mayor riesgo de cronificacién
(Kamar et al., 2008, Kamar et al., 2011 y Sanchez et al., 2022). Otros grupos vulnerables incluyen
pacientes con infeccion por VIH (Dalton et al., 2007), personas con enfermedades reumatoldgicas
o hematoldgicas bajo tratamiento inmunosupresor (Di et al., 2020), receptores de trasplantes de
células madre hematopoyéticas (Aslan et al., 2020) y pacientes con cancer que reciben

guimioterapia y/o inmunoterapia (Von et al., 2019).

El desarrollo de cronicidad se ha descrito casi exclusivamente para los gt3 y gt4 (Briiggemann et
al., 2024), con unico caso de infeccién crénica por el gt7, una cepa de camello de VHE, en un
paciente trasplantado de higado procedente de los Emiratos Arabes Unidos (Lee et al., 2016).
Desde el punto de vista histopatoldgico, la infeccion crénica por VHE se asocia con una progresion
acelerada hacia fibrosis que puede conducir a cirrosis en un periodo aproximado de 2 a 5 afios
(Kamar et al., 2014; Dalton et al., 2018; Wu et al., 2020), un curso notablemente mas rapido que el
observado en las hepatitis B o C (~20 afos), lo que subraya la importancia del diagnéstico y
tratamiento oportunos en poblaciones inmunosuprimidas (Poynard et al., 1997; Fattovich et al.,
2008; McMahon, 2009). Ademas, dado que las infecciones crdnicas por hepatitis B o C son los
principales virus asociados al desarrollo de carcinoma hepatocelular (CHC), es prudente cuestionar
si la hepatitis E cronica también puede conducir al desarrollo de CHC. Existe un caso documentado
de un paciente inmunodeprimido con desarrollo de CHC tras 8 afios de infeccidén cronica por VHE
sin otras patologias importantes asociadas (Borentain et al., 2018). Debido al nimero limitado de
casos notificados, debe vigilarse de cerca si el VHE se une a los virus de la hepatitis B y C como

posible agente causante del CHC en pacientes con infeccién crénica.
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Figura 4. Historia natural de la infeccion por VHE. Dindmica temporal de los marcadores virolégicos,
seroldgicos y bioquimicos durante el curso de la infeccion. a) Infeccion aguda, Fase de incubacion (semanas
4-6): EI ARN viral aparece primero en heces desde la semana 1 y en suero desde la semana 2; la eliminacion
fecal persiste ~2 semanas mas tras su desaparicion en suero. Durante esta fase suele observarse el ascenso
inicial de ALT, aunque sin sintomas clinicos. Fase ictérica (semanas 4-5): Coincide con el inicio de los
sintomas, dentro de un periodo de incubacion de 4—-6 semanas. Se observa un aumento de ALT, bilirrubina y
la aparicion de anticuerpos IgM anti-VHE, seguida de IgG anti-VHE, junto con una disminucion progresiva de
la carga viral, consistente con la naturaleza no citopatica del VHE. Fase de recuperacion: Los niveles de ALT
y bilirrubina regresan a valores normales, mientras que 1gG persiste como marcador de inmunidad. b)
Infeccion cronica: Se presenta en pacientes inmunocomprometidos o receptores de trasplantes bajo
inmunosupresion. El virus persiste por >3 meses, con ARN detectable en suero y heces. Cerca del 30% no
desarrolla IgG por agotamiento de la respuesta humoral. Solo ~30% aclara la infeccién tras reducir la
inmunosupresion; el ~70% restante requiere tratamiento antiviral adicional. Imagen tomada y modificada de

Briggemann et al., (2024).
1.7 Diagnéstico de hepatitis E

El diagndstico de la infeccion por el VHE es fundamental tanto para el manejo clinico del paciente
como para la vigilancia epidemioldgica. Las estrategias diagndsticas disponibles incluyen: 1)
métodos indirectos, basados en la deteccion de la respuesta inmunitaria del huésped (anticuerpos)
y 2) métodos directos, orientados a la identificacion del virus o de sus componentes mediante RT-
PCR (antigenos) (Kamar et al., 2012).

Los métodos indirectos se basan en la deteccién de anticuerpos especificos contra el VHE mediante
ensayos ELISA para la identificacibn de anticuerpos IgM e IgG anti-VHE, y constituyen la
herramienta diagnéstica mas utilizada en la practica clinica debido a su rapidez, simplicidad y
accesibilidad (Hollande et al., 2021). La presencia de anticuerpos IgM anti-VHE se asocia con una
infeccién reciente y suele coincidir con la aparicion de los sintomas, por lo que es indicativa de
infeccién aguda; en contraste, los anticuerpos IgG anti-VHE aparecen de manera posterior y pueden
persistir en el torrente sanguineo durante varios afios, sirviendo como marcador de una exposicion

previa al virus (Fierro et al., 2023; Hollande et al., 2021). No obstante, sus concentraciones sericas
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tienden a disminuir progresivamente con el tiempo, lo que puede limitar la sensibilidad y fiabilidad
de los ensayos serolégicos basados en su deteccion, particularmente para la identificacion de
infecciones pasadas (Aslan et al., 2020).

Por su parte, en los métodos directos, el estandar de oro para el diagnéstico de la infeccion por VHE
es la deteccion del ARN viral mediante PCR (EASL, 2018). Esta técnica puede aplicarse a muestras
de suero, heces, tejido hepatico, bilis u otras secreciones biliares, y permite confirmar tanto
infecciones agudas como crénicas (Thakur et al., 2020). Definiendo a esta ultima como la
persistencia del ARN viral detectable durante un periodo igual o superior a tres meses (Kamar et
al., 2012, EASL, 2018 y Aslan et al., 2020). Ademas, es importante mencionar que el uso de PCR
es especialmente relevante en pacientes inmunosuprimidos, quienes pueden no desarrollar una
respuesta seroldgica detectable; en estos casos, la cuantificacion de la carga viral resulta clave, ya
gue permite monitorizar la respuesta al manejo terapéutico, incluyendo la reduccion de la
inmunosupresion o el tratamiento antiviral, asi como vigilar la aparicién de posibles re-infecciones
(EASL, 2018).

No obstante, la ventana de deteccion del ARN viral es limitada. En sangre, el ARN del VHE suele
ser detectable durante el periodo de incubacion y en las fases clinicas tempranas de la infeccion,
volviéndose indetectable aproximadamente tres semanas después del inicio de los sintomas. Sin
embargo, en muestras fecales el ARN viral puede persistir hasta dos semanas mas (Wallace et al.,
2019). Adicionalmente, la elevada variabilidad genética del VHE, junto con su alta tasa de mutacion,
representa un desafio para la estandarizacion de los ensayos de diagndostico molecular. Inoue et al.
(2006), mediante el andlisis comparativo de genomas completos de diferentes genotipos del VHE,
identificaron tres regiones altamente conservadas (con mas del 75 % de conservacién nucleotidica),
localizadas en la region 5’ de ORF1, en la region de solapamiento ORF2/ORF3 y dentro de ORF2
(Figura 5). La identificacion de estas regiones ha permitido el disefio de oligonucleotidos especificos,
haciendo viable y confiable la deteccibn molecular del virus, siendo la region de solapamiento
ORF2/ORF3 una de las mas ampliamente aceptadas como diana diagndstica en ensayos de RT-
PCR (EASL, 2018 y Aslan et al., 2020).

34



_]ORFS
|
|

Lm [ vle|l IV x| v ]| = |
= QR ORF2
L 100
8 h ORF2/3-137 PCR ORF2-457 PCR
t
8 50 1 'l‘ 1
(2]
2
:‘g 25 l' L] T
9
é 1 1 h 1 1 L L 1

0 1 2 3 4 5 6 772
Posicion (Kb)
Figura 5. Regiones conservadas dentro del genoma del VHE. ldentificadas mediante el andlisis
comparativo de genomas completos de siete genotipos; las tres regiones conservadas, marcadas con
recuadros rojos, son utilizadas como dianas para el disefio de oligonucleotidos empleados en el diagnéstico
molecular y el andlisis de secuencias del virus. Imagen tomada y modificada de Inoue et al., (2006).

De manera complementaria, la deteccion del antigeno del VHE en suero, mediante inmunoensayos
enzimaticos ha emergido como una alternativa diagnéstica ya que aporta informacion sobre el
estado de la infeccién, lo que la convierte en una herramienta diagnostica emergente de interés que
sigue en evaluacion (Zhao et al., 2015 y Behrendt et al., 2016). Ademas, en casos seleccionados la
inmunohistoquimica dirigida contra la proteina pORF2 del VHE puede emplearse para establecer
un diagnéstico histopatologico de hepatitis E, particularmente cuando se dispone de biopsia
hepatica.

Un aspecto critico en el diagnéstico de la hepatitis E es su diagnéstico diferencial, especialmente
frente a la lesion hepatica inducida por farmacos (DILI) y la hepatitis autoinmune (Davern et al.,
2011). Estudios de cohorte han demostrado que una proporcion significativa de casos inicialmente
diagnosticados como DILI corresponden en realidad a hepatitis E aguda (Dalton et al., 2007). En
concordancia con estas observaciones, la Asociacion Europea para el Estudio del Higado (EASL,
2018) recomienda el uso combinado de pruebas serolégicas y técnicas de amplificacion de acidos
nucleicos para el diagndstico de la infeccién por VHE, asi como el empleo de deteccion de antigeno
como método de eleccién para el diagndstico de la hepatitis E. Asimismo, se establece que todos
los pacientes con hepatitis, asi como aquellos con sospecha de DILI, deben ser evaluados para
VHE como parte del abordaje inicial. Finalmente, la falta de estandarizacién de los ensayos
diagnésticos para el VHE sigue siendo un reto clinico importante. En este contexto, el estudio de
componentes inmunitarios surge como una estrategia complementaria prometedora, con potencial
como biomarcador tanto diagndéstico como prondstico. La integracién de sus perfiles con los

métodos actuales podria mejorar no solo la precisién diagndstica, sino también nuestra
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CAPITULO 2: RESPUESTA INMUNE FRENTE A LA INFECCION CON EL VHE

El curso clinico de la infeccién por el VHE depende en gran medida de la respuesta inmunitaria del
hospedero, la cual es determinante tanto para el control de la replicacion viral como para el
desarrollo de la patologia asociada. En este contexto, la inmunidad innata y adaptativa desempefian

roles complementarios en la eliminacién del virus y en la modulacién del dafio tisular.
2.1 Inmunidad innata frente a la infeccién con el VHE

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa del hospedero frente a cualquier
infeccion y se caracteriza por activarse de forma rapida mediante mecanismos de reconocimiento
poco especificos. Tras la entrada del VHE a la célula, el ARN y los intermediarios generados durante
su replicacién son identificados como factores extrafios, mediante sensores celulares capaces de
reconocer patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) (Akira et al., 2006; Feng & Lemon,
2019). Este reconocimiento ocurre a través de receptores de reconocimiento de patrones (PRR),
cuya activacion desencadena cascadas de sefializacion intracelular que inducen la produccion de
mediadores antivirales e inflamatorios y facilitan posteriormente la activacion de la inmunidad
adaptativa (Walker, 2019). En los hepatocitos, principales células blanco del VHE, se ha encontrado
gue expresan diversos PRR, entre ellos receptores tipo Toll (TLR) localizados tanto en la membrana
plasméatica como en compartimentos endosomales, también se ha descrito sensores citosélicos de
ARN viral como el gen inducible por &cido retinoico (RIG-I) (Li et al., 2005; Todt et al., 2020). La
activacion de estos receptores promueve el reclutamiento de proteinas, lo que conduce a la
activacion de factores de transcripcion como NF-kB, AP-1 e IRF, favoreciendo la expresion de

citocinas proinflamatorias y mediadores antivirales (Lee & Kim, 2007; Choi et al., 2019) (Figura 6).

Estudios in vitro han demostrado la participacion de TLR2, TLR3 y TLR4 en la deteccién de
componentes del VHE, identificando a TLR3 como uno de los sensores mas relevantes en la
participacién para reconocer intermediarios replicativos del VHE (Devhare et al., 2013; Devhare et
al.,, 2016). En este sentido, se ha observado que en pacientes con infeccibn aguda hay un
incremento en la expresion de TLR3, en células mononucleares periféricas (Majumdar et al., 2015).
Asimismo, alteraciones en la expresion de TLR3 y TLR7 en monocitos y macréfagos se han
asociado con mayor gravedad clinica, particularmente en mujeres embarazadas con falla hepatica
aguda asociada a VHE (Sehgal et al., 2015). De forma similar, un polimorfismo TLR4 (T399I) se ha
vinculado con una menor capacidad de activacion inmune y mayor susceptibilidad a la infeccién por
VHE (Arya et al., 2018). Ademas de los TLR, los sensores citosélicos como RIG-I, MDA5 y la
proteina adaptadora MAVS desempefian un papel central en la activacion de respuesta mediada

por interferones (Xu et al., 2017; Wang et al., 2018; Li et al., 2020). Esto se comprobé ya que su
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inhibicién experimental reducia la produccion de interferones tipo Il inducidos por VHE, mientras
gue su sobreexpresion limitaba la replicacion viral (Xu et al., 2017; Yin et al., 2017; Li et al., 2020).

También se ha propuesto que las regiones ricas en uracilo del extremo 3' del genoma del VHE
actian como potentes activadores de RIG-I y que diferencias en las secuencia (genotipicas) del
virus modulan la intensidad de la respuesta de tipo interferon (Sooryanarain et al., 2020; Uzri &
Gehrke, 2009; Saito et al., 2008). En este sentido la activacién de estos sensores converge en vias
de sefializaciébn comunes que involucran quinasas como TBK1 y el complejo IKK, promoviendo la
activacion nuclear de IRF-3, IRF-7 y NF-kB y culminando en la produccion de interferones vy
guimiocinas como CXCL9, CXCL10 y CXCL11 (Wang et al., 2018; Devhare et al., 2018). Estas
moléculas favorecen el reclutamiento de células inmunitarias al sitio de infeccién, por lo que la
medicién de citocinas circulantes constituye una aproximacion indirecta para estimar la magnitud y
caracteristicas de la respuesta inflamatoria local. Entonces es importante mencionar que el VHE
induce predominantemente una respuesta mediada por interferones, la cual ha sido detectada tanto
in vivo como in vitro; durante la infeccion se ha observado la activacion de STATL1 e induccién de
genes estimulados por interferon (ISG), especialmente en casos de infeccion crénica (Wang et al.,
2018; Moal et al., 2013). En hepatocitos y enterocitos predominan interferones tipo lll, cuyos niveles
aumentan durante la infeccién aguda (Yin et al., 2017; Marion et al., 2020; Murata et al., 2020;
Gouilly et al., 2018). Sin embargo, la magnitud y duracion de esta respuesta varian segun el genotipo
viral y el tejido infectado, lo cual podria contribuir a los diferentes desenlaces clinicos observados
entre gt, aunque los mecanismos implicados aun no se comprenden completamente (Choi et al.,
2018; Sooryanarain et al., 2020; Devhare et al., 2013; Sayed et al., 2017; Yu et al., 2010; Gouilly et
al., 2018; Purcell et al., 2013).

Paralelamente, la infeccion se acompafia de la produccién de citocinas inflamatorias y reguladoras
gue contribuyen al control viral, pero que también pueden participar en el dafio tisular cuando su
regulacion se altera (Hu et al., 2021). Niveles elevados de IFNy, TNF, IL-10 e IL-18 se han vinculado
con insuficiencia hepética y desenlaces adversos durante el embarazo (Saravanabalaji et al., 2009;
Kumar et al., 2014; Pal et al., 2005). De forma consistente, la inhibicion farmacologica de TNF o de
la via JAK-STAT incrementa la susceptibilidad a la infeccion (Behrendt et al., 2017; Kinast et al.,
2023), mientras que ciertos polimorfismos en regiones promotoras de TNF se han asociado con

mayor severidad clinica (Mishra & Arankalle, 2011; Devi et al., 2014).
2.2 Mecanismos de evasion de la inmunidad innata por el VHE

El VHE posee la capacidad de modular la respuesta de tipo interferén del hospedero. A diferencia
de otros virus hepatotropicos como VHA y VHC, el VHE no degrada directamente proteinas clave
de la via antiviral, lo que permite cierta induccién persistente de interferones tipo Ill, pero limita la
eficacia de la respuesta mediada por interferones tipo |, particularmente IFNa. Este fendmeno ha

sido observado en modelos experimentales donde la induccién global de ISG resulta relativamente
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moderada (Yin et al., 2017; Choi et al., 2018; Marion et al., 2020). Es asi que diversas proteinas
virales contribuyen a esta modulacion. Proteinas derivadas de ORF1, particularmente los dominios
X'y PCP, pueden inhibir la respuesta antiviral bloqueando la ubiquitinacién de RIG-I, TBK1 y la
fosforilacion de IRF3 (Nan et al., 2014; Bagdassarian et al., 2018). Por su parte, la proteina pPORF3
interfiere con la fosforilacion de STAT1 inducida por IFNa y reduce la expresion de genes
estimulados por interferén (Dong et al., 2012). También pORF3 inhibe la sefalizacion inflamatoria
mediada por NF-kB y afecta las vias JAK-STAT y JNK—MAPK, disminuyendo la produccién de
citocinas inflamatorias (Lei et al., 2016; Lei et al., 2018; El et al., 2016). Por su parte, la proteina de
la capside pORF2 ha mostrado capacidad para antagonizar la sefializacion antiviral al interferir con
la activacion de NF-kB y bloquear la activacién de IRF3 dependiente de TBK1 (Surjit et al., 2012;
Tian et al., 2017; Lin et al., 2019). Sin embargo, gran parte de esta evidencia proviene de sistemas
de sobreexpresion, por lo que su relevancia durante la infeccion natural atiin requiere confirmacion

experimental (LeDesma et al., 2023).
2.3 Células inmunitarias innatas durante la infeccion por VHE

La respuesta innata contra el VHE involucra la activacién de diversas poblaciones celulares,
incluyendo macrofagos, células dendriticas y células asesinas naturales (NK) (Bruggeman et al.,
2024). Los macrofagos hepéticos reconocen al virus mediante PRR como RIG-Iy TLR, lo que puede
activar el inflamasoma NLRP3 y promover la produccién de IL-1B, contribuyendo al ambiente
inflamatorio hepético (Li et al., 2022; Ju & Tacke, 2016; Martinon et al., 2009). Las células NK, que
representan una poblacién abundante en el higado, desempefia un papel importante en la fase
temprana mediante citotoxicidad y secrecidén de citocinas antivirales (Bjorkstrom et al., 2022;
Caligiuri, 2008; Rehermann, 2015).

Ademads, durante la infeccion aguda se observa una disminucion de NK en sangre periférica, lo que
sugiere su migracion hacia el higado (Srivastava et al., 2008 y Das & Tripathy, 2014). Esta
redistribucion se acompafa de un aumento de marcadores de activacion y liberacion de granzima
B en tejido hepatico, cambios que suelen revertirse durante la recuperacion clinica (Prabhu et al.,
2011; Srivastava et al., 2008).

En este contexto, la produccién diferencial de citocinas proinflamatorias y reguladoras no solo refleja
la activacion antiviral, sino que podria contribuir también al dafio en 6rganos extrahepaticos,
particularmente en rifién, donde estas moléculas pueden modular el reclutamiento celular y la

inflamacién local.

38



Hepatocito no

Hepatocito infectado

infectado por VHE

VHE S6s
ARN - | (

yoanpe.temEtEEE I B —O s iy — ==~ 2
> S SKBI2 11SG15)( Mx1)!
®G—I/MDA5} (TLR3) STAT1 '(OASTCPKR !
| N |(GBP1
3 N BKAKK) | | @ TTTTTrT0
(M) | Quinasas
FS |
1—‘~NF"<B IFNAR Q
4 o o IFNA, IFNo, IFNB
rlnterferén Y
MK Células de la inmunidad innata

cD élula
NK
Macréfago

Figura 6. Reconocimiento del VHE por la inmunidad innata y activacién de la respuesta mediada por
interferon. El ARN gendmico del VHE y sus intermediarios de replicacion son reconocidos en el citoplasma
celular por los sensores RIG-I y MDAS, asi como en compartimentos endosomales por el receptor tipo Toll 3
(TLR3). La activacion de estos receptores desencadena cascadas de sefializacion intracelular que involucran
guinasas como el complejo IKK y TBK1, conduciendo a la activacidn de factores de transcripcion clave, entre
ellos NF-kB e IRF3. Como resultado, se induce la produccién de interferones tipo | y tipo lll, los cuales, tras
su liberacién, activan la sefializacion JAK—-STAT de manera autocrina y paracrina, promoviendo la expresion
de genes estimulados por interferon (ISG) con funciones antivirales y moduladoras de la respuesta inmune.
El HEV es capaz de interferir en multiples etapas de esta respuesta innata (indicadas como sefales de
inhibicién), afectando el reconocimiento por PRR, la activacién de NF-kB e IRF3, asi como la fosforilacion de
STAT inducida por interferébn y la expresion subsecuente de ISG. Imagen tomada y modificada de

Briiggemann et al., 2024.
2.4 Inmunidad adaptativa frente al VHE

Tras la entrada del VHE al hospedero, el ARN viral es reconocido por receptores de reconocimiento
de patrones, lo que activa vias de sefializacion innatas que inducen la produccion de interferones y
citocinas proinflamatorias, ademas de promover la activacibn y maduracién de células
presentadoras de antigeno, como células dendriticas y macrofagos. Estas células procesan las
proteinas virales y presentan péptidos antigénicos derivados principalmente de pORF2, y en menor
medida de pORF1 y pORF3, en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de
clase | y Il permitiendo asi la activacion de la inmunidad adaptativa (Briiggemann et al., 2024). La
inmunidad adaptativa frente al VHE estd mediada predominantemente por células T, las cuales
desempefian un papel en la eliminacion especifica del VHE y en la determinacion del curso clinico

39



de la infeccién (Figura 7) (Orozco-Cordoba et al., 2023). Tras el reconocimiento de los antigenos
virales, las células T se activan, proliferan y se diferencian en linfocitos T citotoxicos (CD8* ),
responsables de la eliminacion directa de células infectadas, y linfocitos T cooperadores (CD4™ ),
gue coordinan la activacion de otras células inmunitarias, posteriormente, una fraccion de estas
células se diferencia en células T de memoria de larga duracion, lo que permite una respuesta mas
rapida y eficaz ante una nueva exposicion al virus, constituyendo la base de la memoria

inmunoldgica (Kumar et al., 2018).
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Figura 7. Inmunidad frente al curso clinico de lainfeccion del VHE. Cambios en la proporcion de células
y citocinas dependiendo del curso de la infeccién. Imagen tomada y modificada de Orozco-Cordoba et al.,
(2023).

Diversos estudios han demostrado la participacion de las células T tanto en la eliminacién del VHE
como en la patogénesis del dafio hepatico asociado a la infeccién (Figura 7) (Figura 8). En particular,
estudios realizados por Suneetha et al. (2012), Brown et al. (2016) y Gisa et al. (2016) mostraron
gue células T CD4* y CD8* aisladas de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de
pacientes con infeccién aguda por VHE proliferan y responden frente a las proteinas pORF1, pORF2
y pORF3, siendo la respuesta mas robusta contra la proteina de la capside viral pPORF2. Debido a
esta inmunodominancia pORF2 constituye la principal diana para el desarrollo de vacunas. No
obstante, esta respuesta celular no se mantiene a largo plazo, ya que meses después de la
resolucion de la infeccion la reactividad disminuye de manera significativa. Ademas, el mapeo de
epitopos ha permitido identificar regiones inmunodominantes dentro de pORF2 (aminoacidos 73—
156, 289-372, 361-444 y 505-588) asociadas con proliferacién linfocitaria (Aggarwal et al., 2007),
asi como regiones vinculadas con la produccion de IFN-y (aminoacidos 181-249 y 301-489)
(Husain et al., 2011). Adicionalmente, Suneetha et al. (2012) reportaron que el VHE puede modular

la respuesta inmune mediante la activacion de linfocitos T reguladores CD4* CD25" Foxp3* y
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CD8* CD25* Foxp3* , los cuales se encuentran en mayor proporcion en PBMC de individuos con

infeccion aguda en comparacion con sujetos recuperados y controles sanos.

Asimismo, ciertos subgrupos de células T de pacientes infectados con VHE expresan receptores de
direccionamiento tisular (homing) que median la adhesion a tejidos, como CCR9, que favorecen su
migracion desde la periferia hacia el higado. En este 6rgano se ha documentado infiltracién de
linfocitos T CD8" altamente activados (Prabhu et al., 2011 y Agrawal et al.,, 2012). Tras la
eliminacion viral, las células T CD8" especificas para VHE adquieren un fenotipo de memoria
efectora y muestran una reduccion progresiva de su polifuncionalidad; sin embargo, estas células
persisten a largo plazo variando entre estudios (4—12 afios), alcanzando un estado estable que
puede mantenerse durante varios afos, lo que sugiere el establecimiento de una memoria
inmunoldgica duradera con potencial protector frente a la reinfeccién (Brown et al., 2016; Gisa et
al., 2016; Lemming et al., 2022). Por otro lado, en poblaciones inmunocompetentes de edad mayor,
la gravedad clinica de la infeccion por VHE se ha asociado con respuestas exageradas de células
T CD8* de memoria efectora altamente activadas, acompafiadas de un aumento de guimiocinas
inflamatorias como CXCL9 y CXCL10; en estos pacientes se ha descrito un agotamiento temprano
de las células T marcado por PD-1, junto con una disminucién de la produccion de citocinas del
perfil TH1 y un sesgo hacia respuestas TH2 (El Costa et al., 2021) (Figura 8). Este patron también
se ha observado en mujeres embarazadas con hepatitis E aguda, en casos de insuficiencia hepética
aguda asociada a VHE y en infeccion crénica, lo que sugiere una estrecha relacién entre el
desequilibrio TH1/TH2, la gravedad de la enfermedad y el desenlace clinico (Pal et al., 2005; Wu et
al., 2020; Suneetha et al., 2012).

2.5 Inmunidad celular en la infeccion crénica por VHE y agotamiento de células T

A diferencia de la infeccién aguda, los pacientes con hepatitis E cronica presentan respuestas
deficientes de células T CD4* y CD8* especificas para VHE, caracterizadas por una baja
produccion de citocinas antivirales como IFNy (Figura 8) (Brown et al., 2016). Se ha observado que
estas células expresan marcadores de activaciéon como CD38 y Ki67, exhiben predominantemente
un fenotipo de agotamiento terminal, con alta expresion de receptores inhibidores como PD-1 y baja
expresion de CD127, similar al observado en infecciones crénicas por los virus de hepatitis By C
(Kimming et al., 2022). El agotamiento de las células T durante la infeccion crénica por VHE se ha
atribuido, al menos en parte, a la exposicion persistente a antigenos virales, incluidas proteinas
pORF2s secretadas (Montpellier et al., 2018; Kimming et al., 2022). No obstante, tras la resolucion
de la infeccién crénica, ya sea mediante la reduccién de la inmunosupresion o el tratamiento con
ribavirina, se restablecen rapidamente respuestas robustas de células T especificas para VHE, con
recuperacion de la produccion de IFN-y y la aparicién de poblaciones con caracteristicas de
memoria (Suneetha et al., 2012; Abravanel et al., 2016). Estudios in vitro han demostrado que el

blogueo de receptores inhibidores como PD-1 o CTLA-4 puede restaurar parcialmente la funcion

41



proliferativa de las células T CD4* y CD8* . Sin embargo, esta estrategia presenta importantes
limitaciones clinicas, especialmente en receptores de trasplante, debido al riesgo de rechazo del
injerto (Suneetha et al., 2012). Por ello, se han propuesto alternativas terapéuticas dirigidas a otros
mecanismos intrinsecos del agotamiento de las células T, incluyendo factores de transcripcion, vias
de sefalizacion reguladas por TGF-B, moléculas de co-estimulacion y condiciones micro

ambientales como la hipoxia (Briiggemann et al., 2024).
2.6 Respuesta humoral en la infeccion por VHE

Las células B contribuyen de manera relevante a la inmunidad adaptativa frente al VHE mediante la
produccion de anticuerpos especificos, los cuales constituyen una barrera importante frente a la
reinfeccion (Briiggemann et al., 2024). En este sentido, Srivastava et al. (2011) observaron en
PBMC de pacientes con hepatitis E aguda una expansion de células B CD19* especificas para los
antigenos pORF2y pORF3, con produccién predominante de anticuerpos IgG. En casos de hepatitis
E fulminante, la proporcién de células B secretoras de IgG anti-VHE fue significativamente mayor
en comparacioén con infecciones no complicadas. Por su parte, Sharma et al. (2022) reportaron que
pacientes con hepatitis E aguda presentan frecuencias elevadas de células B reguladoras (Breg)
inmaduras o transicionales, con un fenotipo CD19* CD24* CD38" , capaces de modular la funciéon
de células T efectoras productoras de IFN-y mediante mecanismos dependientes de IL-10, al menos

in vitro (Figura 8).

La respuesta humoral frente al VHE se caracteriza por la aparicidbn temprana y transitoria de
anticuerpos IgM e IgA anti-VHE, coincidente con la deteccion de ARN viral, lo que ha permitido su
uso como marcadores diagnésticos de infeccion aguda (Chau et al., 1992; Clayson et al., 1995;
Briiggemann et al., 2024). Posteriormente, estos anticuerpos disminuyen y se vuelven indetectables
en la mayoria de los pacientes entre 3y 8 meses después del inicio de la enfermedad, mientras que
la respuesta evoluciona hacia la produccion de anticuerpos IgG de alta afinidad. Estos alcanzan su
pico aproximadamente cuatro semanas después del inicio de los sintomas y pueden persistir
durante afios, aunque con una disminucién progresiva de los titulos. No obstante, la duracién exacta
de esta respuesta es variable, con reportes que oscilan entre 20 meses y hasta 14 afios (Huang et
al., 2010; Schemmerer et al., 2017; Kulkarni et al., 2019).

En pacientes con infeccion crénica, particularmente en receptores de trasplante bajo regimenes
intensos de inmunosupresion, las respuestas humorales son altamente variables, pudiendo
observarse desde respuestas persistentes hasta ausencia completa de seroconversion, lo que se
asocia con la intensidad de la inmunosupresion y la disfuncién de las células B (Legrand-Abravanel
et al.,, 2010; Briiggemann et al., 2024). Aunque la infeccién previa o la vacunacion confiere
proteccion frente a formas graves de hepatitis E, la evidencia indica que esta inmunidad no siempre

es esterilizante ni permanente (Schemmerer et al., 2017).
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Estudios de seguimiento a largo plazo (1-22 afios) han demostrado que los anticuerpos anti-VHE
pueden disminuir significativamente e incluso desaparecer en una proporcion considerable de
individuos previamente infectados. Las tasas de seroreversion reportadas varian entre estudios,
alcanzando aproximadamente 22.6 % a los 12 afios (Faber et al., 2018), 21.7 % a los 22 afios
(Hogema et al., 2014) y hasta 50 % a los 7 afios de seguimiento (Servant-Delmas et al., 2016). Este
declive, que en algunas cohortes afecta a la mayoria de los individuos (Khuroo et al., 2010;
Schemmerer et al., 2017), sugiere que la inmunidad humoral frente al VHE no es permanente en
todos los casos y que la proteccion frente a la reinfeccion depende del titulo y la avidez de los
anticuerpos IgG anti-VHE, como se ha demostrado en estudios en monos rhesus (Arankalle et al.,
1999; Choi et al., 2019). Finalmente, es importante considerar que gran parte de la evidencia
disponible sobre la inmunidad humoral frente al VHE proviene de estudios realizados sin una
estandarizacion internacional de los ensayos seroldgicos, lo que obliga a interpretar los resultados
con cautela debido a la heterogeneidad metodolégica entre estudios (Briggemann et al., 2024).

3 e
a) Infeccion aguda por VHE Activada b) Infeccion cronica por VHE
CD69 . CDG*
co3s. 00 /
\\‘ Q) //, =
R —H=r? // CDA4SRA"
9 4 Naive
@ ) ) 1 CD38"
WA\ 0 COa" \ &5
Linfocito T e K67 000 «-Agotamiento
 IFNG, IFNy, IL-1a, especifico vTcR | TO®® ¥ Co127 A
IL1B, IL-2, L4, IL-6, e - .
IL7, IL-8, IL-9, IL-10, A 7 & 1 cp3s: 7@ 1 PD1
IL13, IL5, IL17, ILRa, = o o QRISET Efsctora
O
sIL-2Ra, MCP1, TNF, o ® . oo
CCRY/5, CXCR3/4, TCR .
granzima B Antigeno VHE ¢
CMH I
e, °® i ©
VHE ©g Hepatocito o
TNFo ARN, ®@ ¢e®
|- @@ o_| sad] L o° 0—)(—!
o " pORF2 °
Infeccién IFNa, IFNy IFNy
Resolucion
LIFNy, IL-Ta, IL-4, IL-9, % IFNy X
IL-10, IL13, sIL-2Ra, oo © 1r = TLN1F7 oe © 1r
TNF, CCR/5, oo - ) AT, % .
CXCR3/4, granzima B 2 8P 107 MIPIB |,
p e Memoria xIL-10
27cF \ L@ ¢ PDT* &® 4 CD38*
r 24
= 1
Efectora de CCR7 Q::“? 1 2 TCF1+{ —@@® * CD127* [Memoria
memoria | = J ~® -ro1
CDA45RA" - &

e
v 9 cDp3sg
o 2
\ e

; S X\ “O coeor
4 / e
o) N

-No activado

Figura 8. Respuesta inmunitaria celular en la infeccion aguda y crénica por el VHE.

a) Durante la infeccién aguda por VHE, el hospedero desarrolla una respuesta inmunitaria celular intensa y
eficaz, mediada principalmente por linfocitos T CD4* y CD8" especificos contra el virus, los cuales presentan

un fenotipo altamente activado evidenciado por la expresion de marcadores como CD38 y CD69. Estas células
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T activadas producen elevadas cantidades de citocinas proinflamatorias, en particular IFN-y, caracteristica de
una respuesta tipo TH1 esencial para el control de infecciones virales, asi como moléculas citotoxicas como
la granzima B, contribuyendo a la eliminacién de células infectadas. Esta respuesta inflamatoria sistémica,
que incluye la produccion de IL-2, TNF e IL-6, entre otras citocinas, coordina la eliminacion viral, aunque
también participa en el desarrollo de los sintomas clinicos y del dafio hepatico. Para ejercer su funcion, las
células T activadas adquieren receptores de migracion tisular (homing) y quimiocinas que favorecen su
migracion desde la sangre periférica hacia el higado, principal sitio de replicacion viral. Tras la eliminacion del
virus, la respuesta efectora se atenla y las células T pierden marcadores de activacion y proliferacion, como
CD38 y Ki67; una fraccion se diferencia entonces en células T de memoria de larga duracion, caracterizadas
por la expresion de CD127 y TCF1, constituyendo la base de la inmunidad protectora frente a futuras
exposiciones al VHE. b) La infeccion crénica ocurre principalmente en individuos inmunocomprometidos, en
quienes la respuesta inmunitaria celular es insuficiente para controlar la replicacion viral. Las células T
especificas para VHE presentan respuestas débiles y predominantemente monofuncionales, con una
marcada disminucién en la produccion de IFN-y, lo que limita su capacidad antiviral. Estas células adoptan un
perfil de agotamiento funcional, particularmente evidente en los linfocitos T CD8", caracterizado por la elevada
expresion de receptores inhibidores como PD-1, la persistencia de marcadores de activacion y una baja
expresion de moléculas asociadas a memoria y autorrenovacién, como CD127 y TCF1. En este contexto, las
células T muestran una capacidad limitada para eliminar el virus. Ademas, el entorno inmunolégico durante la
infecciobn crénica se encuentra desbalanceado, con un aumento en la produccién de citocinas
inmunorreguladoras como IL-10, favoreciendo perfiles de respuesta menos eficaces (TH2/TH17) en
detrimento de la respuesta antiviral TH1. Este microambiente contribuye a la persistencia viral y al
establecimiento de la cronicidad. No obstante, cuando la infeccién cronica se resuelve, ya sea por
recuperacién parcial de la competencia inmunitaria 0 mediante tratamiento antiviral, pueden reaparecer
poblaciones de células T con caracteristicas de memoria, aunque este reservorio suele ser menos robusto y
funcional que el generado tras una infeccién aguda resuelta. Imagen tomada y modificada de Briiggemann et
al. (2024).
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CAPITULO 3: MANIFESTACIONES RENALES Y HEPATITIS E
3.1 Manifestaciones extrahepaticas del VHE

Originalmente, la infeccién por el VHE se asocio principalmente con el desarrollo de enfermedad
hepética debido al marcado caracter hepatotrépico del virus (Orozco-Cordoba et al., 2023). Esta
concepcion histérica condujo a que la mayoria de los estudios se concentran exclusivamente en el
higado como principal sitio de infeccion y replicacién viral. Sin embargo, la evidencia cientifica mas
reciente ha demostrado que el VHE posee un tropismo celular mas amplio, con la capacidad de
infectar y replicarse en diversos tipos celulares y tejidos fuera del higado. Esta capacidad se ha
documentado in vivo mediante la deteccion de ARN viral de cadena negativa, un indicador de
replicacion activa, en enterocitos de modelos porcinos (Williams et al., 2001), asi como en PBMC
de pacientes infectados (Sayed et al., 2021). Asimismo, se ha detectado ARN de cadena positiva
del VHE en muestras clinicas de semen (Horvatits et al., 2021; Schemmerer et al., 2024), orina (Wu
et al., 2021) y de liquido cefalorraquideo (Kamar et al., 2014; Abravanel et al., 2021), asi como en
tejidos provenientes de muestras clinicas que incluyen corazon y bazo, ademas del hallazgo de
proteinas virales en rifién (Leblond et al., 2024). De forma concordante, estudios en un modelo
porcino de infeccion han identificado la presencia del VHE en pulmén, ganglios linfaticos, colon,
intestino delgado, estbmago, bazo, rindn y amigdalas, lo que indica invasién en otros tejidos
(Williams et al., 2002). Adicionalmente, la capacidad infectiva y replicativa del VHE en tejidos
extrahepaticos ha sido confirmada in vitro en diversas lineas celulares establecidas, incluyendo
células intestinales Caco-2 (Emerson et al., 2010; Marion et al., 2020), células neuronales M03.13
(Drave et al., 2016), células placentarias JEG-3 (Ratho et al., 2022), células de epitelio pulmonar
A549 (Schemmerer et al., 2016), células HelLa (Montalvo et al., 2008) y células de epitelio renal HK -
2 (Wahid et al., 2024). Finalmente, estudios ex vivo han demostrado replicacion activa del virus en
cultivos primarios de células de Sertoli (Liu et al., 2024), asi como en monocitos y macrofagos
humanos (Sayed et al., 2020).

En conjunto, estos hallazgos sustentan el potencial del VHE para inducir un amplio espectro de
manifestaciones extrahepaticas. Entre las principales manifestaciones asociadas a la infeccion por
VHE se incluyen alteraciones gastrointestinales (Bi et al., 2022; Wang et al., 2018), hematolégicas
(Fousekis et al., 2020), pancreéaticas (Makharia et al., 2003; Jaroszewicz et al., 2005), cardiacas
(Premkumar et al.,, 2015), autoinmunes (Mallet et al., 2017) y de particular relevancia, las
manifestaciones neuroldgicas (Sood et al., 2000; Yazaki et al., 2015) y renales (Guinault et al., 2016;
Pischke et al., 2017; Elkhawaga et al., 2023) que destacan por su frecuencia e impacto clinico. A
pesar de que la fisiopatologia de las manifestaciones extrahepaticas asociadas al VHE aun no ha
sido completamente dilucidada, se ha propuesto que la diseminacion sistémica del virus podria
ocurrir tanto a través de su forma cuasienvuelta o mediante el transporte viral mediado por células
del sistema inmunolégico circulantes (Orozco-Cdérdoba et al., 2023).
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3.2 Manifestaciones renales asociadas a la infeccion por VHE

Las manifestaciones renales asociadas a infecciones virales han sido ampliamente estudiadas en
el contexto de las infecciones por VHB y VHC, en las cuales el compromiso renal constituye una
complicacién bien reconocida (Geng et al., 2020 y AKF, 2023). No obstante, en afios recientes, la
infeccion por el VHE ha emergido como una entidad de creciente interés en el &mbito nefroldgico;
este interés se ha visto reforzado, en particular, por el aislamiento de particulas virales eVHE vy
antigeno pORF2 en la orina de pacientes infectados, lo que sugiere una posible interaccion directa
entre el virus y el tejido renal (Marion et al., 2019). Adicionalmente, se ha documentado una
diversidad de cuadros de enfermedad renal asociados a la infeccién por VHE (Tabla 2).

Tabla 2. Manifestaciones renales de casos reportados de infeccion por el (VHE)

Manifestacion Gt Pais Estado Sexo Edad Tratamiento Estudio de caso

Tubulointersticial

NTA 3 India I.C M 48 afios Hemodialisis Karki et al., (2016)
NTA 3 P. Bajos I.C M 34 afos Hemodialisis Verschuuren et al., (1997)
NTA 3 Francia T.R M 28 afios ST Kamar et al., (2005)
LRA NR India ICP M 3 afios Ribavirina Kumar et al., (2022)
LRA NR India I.C M 56 afios Hemodialisis Vikrant y Kumar (2013)
Glomerular
GNMP-CGII 3 Francia I.C M 48 afios Esteroides Guinault et al.,(2016)
GNMP 3 Francia T.R M 33 afios Esteroides Kamar et al., (2012)
GNMP 3 Francia T.R M 24 afos Rituximab Kamar et al., (2012)
GNMP 3 Francia T.R M 46 afos Ribavirina Del Bello et al., (2015)
GNMP 3 Suiza I.C M 40 afos Esteroides Leblond et al., (2024)
N-IgA 3 Francia T.R M 26 afos Ribavirina Kamar et al., (2012)
N-IgA 3 Francia T.R F 40 afos Ajuste-inmunosupresion Kamar et al., (2012)
N-IgA NR NR ICP F 25 afios Esteroides Cheema et al., (2023)
N-IgA NR Pakista I.C M 37 afios Hemodialisis y esteroides Khan et al.,(2025)
SNE 3 Italia I.C M 57 afios Sofosbuvir + Ribavirina Biliotti et al., (2018)
NMN 3c Francia I.C M 60 afios Ribavirina Taton et al. (2013)

LRA: Lesion renal aguda; NMN:Nefropatia membranosa de novo; NTA: Necrosis tubular Aguda; GNMP:
Glomerulonefritis membranoproliferativa; CGIl: Crioglobulinemia tipo Il; N-IgA: Nefropatia por IgA; SNE:
Sindrome nefritico; NR: No reportado; I.C: Inmunocomprometido; ICP: Inmunocompetente; F: femenino; M:
Masculino; T.R: Trasplante renal y S.T: Sin tratamiento

Las manifestaciones renales asociadas a la infecciéon por el VHE pueden agruparse en dos grandes

categorias: 1) alteraciones prerrenales, relacionadas principalmente con cambios hemodindmicos
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secundarios a la enfermedad hepética inducida por el VHE, los cuales repercuten de manera
indirecta sobre la funcion renal; y 2) dafio renal intrinseco, que implica una afectacion directa del
parénquima renal, con compromiso tanto del compartimento glomerular como del tabulo-intersticial,
y que podria estar asociado a la infeccién directa del tejido renal y/o a mecanismos inmunomediados
(Kowvvuru et al., 2022) (Figura 9). No obstante, los mecanismos especificos responsables del dafio
renal inducido por el VHE no han sido completamente esclarecidos.

Manifestaciones renales
Asociadas a la infeccion por VHE

Renal
Pre-renal ’ intrinseco ‘
-Hemodinamica T
-Volumen de deplecion
-Sindrome hepato-renal
Glomerular
Tubointersticial [ -Glomerulonefritis
-Necrosis tubular aguda i membrano-proliferativa
-Nefropatia por cilindro biliares 5 . (GNMP)
-Cilindro de hemoglobina con -Nefropatia por IgA
deficiencia de G6PD -GNMP mezclada con
crioglobulinemia tipo Il

Figura 9. Clasificacién fisiopatolégica de las manifestaciones renales asociadas a la infeccion por

VHE. Imagen tomada y modificada de Kovvuro et al., (2022).

El-Mokhtar et al. (2020) demostraron en células epiteliales primarias del tdbulo proximal renal
cultivadas e infectadas in vitro, que la infeccién por VHE permite una replicacién viral eficiente sin
comprometer la viabilidad celular ni inducir marcadores de lesion tubular o inflamacion. En contraste,
el cocultivo de células epiteliales primarias de tabulo proximal renal infectadas y PBMC auto6logas
desencadend una respuesta inmunoinflamatoria robusta, caracterizada por la sobreexpresion de
citocinas (IFN-y, IL-18) y quimiocinas (Cxcl-9, Cxcl-10 y Cxcl-11) inducibles por IFN-y, acompafnada
de un aumento en marcadores de dafio renal como lactato deshidrogenasa (LDH), molécula 1 de
dafio renal (KIM-1) y la lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilos (NGAL). En conjunto, estos
hallazgos sugieren que el VHE no ejerce un efecto citopatico directo sobre el epitelio tubular renal
y que la lesién renal asociada a esta infeccion es predominantemente inmunomediada. De forma
complementaria, Leblond et al. (2024) identificaron un mecanismo especifico implicado en el
desarrollo de GNMP en pacientes infectados por VHE, a través la formacién de depdsitos de
inmunocomplejos formados por la proteina pORF2s y anticuerpos neutralizantes a nivel glomerular,
lo que desencadena una respuesta inflamatoria local y la subsecuente infiltracion de células
inmunitarias. De forma relevante este mecanismo parece ser especifico del rifién, ya que dichos
inmunocomplejos no fueron detectados en otros tejidos analizados en los pacientes incluidos en
este estudio. Pese a los avances recientes, persiste una brecha critica en la comprensiéon de los

mecanismos causales que vinculan el VHE con el dafio renal. En este sentido es crucial considerar
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la posibilidad de que la infeccion por VHE podria ser una causa directa en el desarrollo de la
enfermedad renal (ER), planteando un paradigma donde el virus es capaz de iniciar la patologia y
dado que no se reconoce como un agente causante de ER, llevar a la complicacion y desarrollo de
enfermedad renal cronica (ERC).

3.3 Enfermedad renal crénica: definicion, causas, epidemiologia y tratamiento

La ERC se define como un sindrome clinico caracterizado por alteraciones estructurales y/o
funcionales del rifiébn que persisten por un periodo igual o superior a tres meses, con un curso
progresivo e irreversible (Kamyar et al., 2021). De acuerdo con los criterios establecidos por la
Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO), el diagnéstico de ERC se basa en: 1) una
disminucion persistente de la tasa de filtracién glomerular (TFG) por debajo de 60 ml/min/1.73 mz2,
ylo 2) la evidencia de dafio renal, manifestada por marcadores como albuminuria (>30 mg/g de
creatinina), alteraciones histopatoldgicas en biopsia renal o anomalias detectadas mediante
estudios de imagen (KDIGO, 2012; Webster et al., 2017).

La ERC presenta una etiologia multifactorial. A nivel global, las principales causas incluyen la
diabetes mellitus, la hipertension arterial sistémica y diversas glomerulopatias (asociadas a
infecciones) (KDIGO, 2012). Se estima que mas del 60 % de los casos de ERC estan asociados a
diabetes e hipertension, particularmente en regiones con alta prevalencia de enfermedades crénicas
no transmisibles (Vaidya y Aeddula, 2024). No obstante, en las ultimas décadas se ha observado
un incremento de casos de ERC de etiologia desconocida, que afecta predominantemente a
hombres jévenes (30-50 afios), previamente sanos y sin antecedentes de diabetes o hipertension
(Correa-Rotter et al., 2014). Este fendmeno se ha documentado principalmente en regiones
agricolas del sur de Asia y Mesoamérica, la evidencia sugiere que el desarrollo de ERC en estos
casos podria deberse a la participacion de factores ambientales y ocupacionales, como la
exposicion crénica a pesticidas y metales pesados, la deshidratacion recurrente, el estrés térmico,
el consumo frecuente de antiinflamatorios no esteroideos (AINE), el uso y consumo de agua
contaminada y la posible participacion de nuevos agentes infecciosos no asociados a ERC (Correa-
Rotter, 2019).

En este contexto, el VHE podria emerger como un posible agente infeccioso implicado en la
enfermedad renal. A diferencia de otros virus con un papel bien establecido en el desarrollo de ERC,
como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o el VHB o VHC (Ekrikpo et al., 2018; Geng et
al., 2020 y Jasso-Baltazar et al., 2022), el VHE no suele incluirse en los agentes asociados y
causales en el diagndstico convencional de ERC asociada a infecciones. Sin embargo, diversos
estudios han documentado la presencia de infeccién por VHE en pacientes con enfermedad renal,
siendo las glomerulopatias las manifestaciones mas frecuentemente asociadas, incluyendo
glomerulonefritis membranoproliferativa, glomerulonefritis membranosa y nefropatia por IgA (Ali et
al., 2001; Kamar et al., 2012; Taton et al., 2013; Del Bello et al., 2015; Guinault et al., 2016; Leblond
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et al., 2024). Estos hallazgos subrayan la necesidad de explorar de manera méas sistematica la
posible contribucion del VHE al desarrollo y progresion de la ERC.

Desde el punto de vista epidemiolégico, la ERC constituye un grave problema de salud publica a
nivel mundial debido a su alta prevalencia, elevada mortalidad y creciente demanda de tratamientos
altamente costosos como las terapias de sustitucion renal (dialisis y HD) y el trasplante renal. Por
esta razdn, ha sido incluida dentro del Global Burden of Disease (GBD) como una de las principales
causas de carga global de enfermedad (Deng et al., 2025). Por otro lado, en 2016, la ERC ocup6 el
lugar 13 entre las principales causas de muerte a nivel mundial (Jager et al., 2019), y actualmente
se estima que aproximadamente el 10 % de la poblacion adulta presenta algin grado de ERC, lo
gue equivale a cerca de 850 millones de personas afectadas en todo el mundo (Kamyar et al., 2021;
Argaiz et al., 2021; Deng et al., 2025). En México, la ERC representa un problema de salud publica
en constante crecimiento, se estima que entre el 12 %y el 13 % de la poblacion adulta padece algun
grado de ERC (Argaiz et al., 2021; Gaceta UNAM, 2025). Esta situacion se refleja en la elevada
mortalidad asociada a la enfermedad; de acuerdo con datos del Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI), en 2023 la ERC se posicioné como la décima causa de muerte a nivel nacional
(INEGI, 2024). Asimismo, el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) report6 una tasa ajustada
de mortalidad de 51.4 defunciones por cada 100,000 habitantes atribuibles a la ERC (INSP, 2020).

Un aspecto fundamental de la ERC es su tratamiento, el cual es complejo y de caracter
multidisciplinario. Sus objetivos principales son retrasar la progresion de la enfermedad, controlar
las comorbilidades asociadas y reducir las complicaciones cardiovasculares y metabdlicas (Argaiz
et al.,, 2021). En etapas avanzadas, cuando la funcién renal es insuficiente para mantener la
homeostasis, las terapias de sustitucion renal adquieren especial relevancia. Estas incluyen HD,
didlisis peritoneal y trasplante renal, y representan una carga econémica considerable tanto para el
sistema de salud mexicano como para los pacientes y sus familias (INSP, 2020). En México, el
acceso a estas terapias es limitado y desigual. El pais presenta una de las tasas mas altas de
pacientes en tratamiento sustitutivo en América Latina, con una incidencia aproximada de 377 casos
por millén de habitantes (Mendez-Duran et al., 2020). De acuerdo con el Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS, 2024), alrededor de 79,689 personas se encuentran actualmente en terapia
de sustitucién renal; de ellas, 36,853 reciben dialisis peritoneal y 42,836 hemodidlisis, y cerca del
80 % son atendidas en el IMSS. Ademas, se estima que 18 millones de personas padecen algun
grado de insuficiencia renal, lo que equivale al 14 % de la poblacion. Esto refuerza el caracter de la
ERC como problema prioritario de salud publica y subraya la necesidad de fortalecer las estrategias

de prevencion, diagndstico oportuno, asi como establecer sus causas.
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3. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

La HD es una terapia de sustitucion renal indicada en pacientes con insuficiencia renal avanzada,
generalmente secundaria a la progresion de la ERC, la cual puede originarse por diversas
patologias metabdlicas, vasculares, inmunoldgicas o infecciosas (IMSS, 2024). Su objetivo principal
es reemplazar de manera artificial las funciones esenciales del rifién, mediante la eliminacién de
productos de desecho metabdlico (como amoniaco, urea, acido Urico y creatinina) y del exceso de
liquidos por filtracién, conservando al mismo tiempo los componentes celulares y nutrientes de la

sangre, asi como el equilibrio hidroelectrolitico y acido-base (NKF, 2025).

Los pacientes en HD constituyen una poblacion de especial relevancia para el estudio de la infeccion
por el VHE, la evidencia epidemioldgica global respalda esta afirmacién, un metaandlisis realizado
por Haffar et al. (2017) estima una seroprevalencia global de anticuerpos anti-VHE del 9.31 % en
pacientes en HD lo que sugiere una exposicion significativa al virus en este grupo poblacional a
nivel mundial. Adicionalmente, diversos estudios han reportado una mayor seroprevalencia de
anticuerpos anti-VHE, tanto IgM como 1gG, en pacientes en hemodidlisis en comparacién con la

poblacion general, como se observa en investigaciones realizadas en distintos paises (Tabla 3).

Tabla 3. Seroprevalencia de la infeccion por el VHE (%) en poblaciéon sanay pacientes en HD

Pais Poblacién sana positivos a Pacientes en HD positivos Factores de Autores
anticuerpos anti-VHE (%) a anticuerpos anti-VHE (%) riesgo

Grecia 0.23 4.5 NR Stefanidis et al. (2004)
Grecia 2.2 6.4 E.A | Psichogiou et al. (1996)
Japén 3 30 E.A | Ding et al, (2003)
Taiwan 8.9 31 T.S Lee et al., (2002)

Arabia Saudita | 0.3 4.8 NR | Ayoola et al., (2002)

Espafia | 2.8 6.3 NR | Mateos et al., (2010)
Suecia 5.2 6 E.A | Sylvan et al., (2009)
Brasil 2 0 NR | Parana et al., (2009)

Italia 2.6 9.3 E.A | Gessoni et al.,,(2008)
Espafa 4 6 T.S | Buti et al., (2010)

NR: No reportado, E.A: Edad avanzada, T.S: Trasplante sanguineo

Ademas de los estudios comparativos con poblacion sana, existen investigaciones enfocadas

exclusivamente en pacientes en HD en los que se ha evaluado la seroprevalencia de anticuerpos
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anti-VHE y la deteccién de ARN viral (Tabla 1 complementaria). Aunque estos trabajos carecen de
un grupo control, reportan tasas de seroprevalencia variables, que oscilan entre 6 % y 26 %, asi
como deteccién nula o baja de ARN y ausencia de seroconversion en algunos casos. Estos datos,
obtenidos en diversas regiones de Europa, Medio Oriente y Africa refuerzan la nocién de que los
pacientes en HD presentan una exposicion frecuente al VHE (Ismail et al., 2020; Mrzljak et al., 2020;
Shemis et al., 2022; Kogias et al., 2023; Kevorkyan et al., 2023; Oztiirk et al., 2025). No obstante,
la informacién disponible sobre esta poblaciébn en América, y particularmente en México, sigue
siendo desconocida. Desde el punto de vista epidemiolégico, los pacientes en HD presentan
multiples factores que incrementan su riesgo de infeccion por VHE; entre ellos destacan la
exposicion repetida a productos sanguineos, dado que muchos pacientes requieren transfusiones
de manera recurrente, asi como el contacto frecuente con entornos hospitalarios, lo que incrementa
la probabilidad de transmisién nosocomial (Jahani et al.,, 2020). Adicionalmente, el tiempo
acumulado en HD ha sido propuesto como un factor de riesgo adicional, al aumentar de forma
sostenida la probabilidad de exposicion al virus; sin embargo, este aspecto ha sido poco explorado

de manera sistematica (Mansouri et al., 2010 y Oztiirk et al., 2025).

Mas alla del riesgo de contraer la infeccién, a ello se suma que una proporcion considerable de
estos pacientes son candidatos potenciales a trasplante renal, lo que implica la futura administracién
de tratamientos inmunosupresores; esta condicidn incrementa de manera significativa la
susceptibilidad al desarrollo de formas cronicas de la infeccién por VHE, las cuales se asocian con
replicacién viral persistente, agotamiento de la respuesta de células T especificas, desarrollo
acelerado de fibrosis y cirrosis y un estado inflamatorio sostenido (Jahani et al., 2020). En conjunto,
la elevada seroprevalencia reportada, la presencia de factores de riesgo especificos y la disfuncion
inmunitaria caracteristica de los pacientes en HD justifican la necesidad de estrategias diagndsticas
adecuadas para la deteccion de la infeccion por VHE. La identificacion precisa de la infeccién activa
0 previa resulta esencial no solo para el manejo clinico individual, sino también para la prevencion
de complicaciones asociadas, lo que da paso al andlisis de las herramientas diagndsticas
disponibles para la infeccién por VHE. Como se describi6é previamente, el desarrollo de la infeccién
por el VHE se encuentra estrechamente vinculado a la activacion de la respuesta inmunitaria del
hospedero, la cual es fundamental para el control de la replicacién viral, pero también puede
contribuir al dafio tisular. En este contexto, el analisis del perfil de citocinas ha permitido identificar

patrones inmunolégicos asociados a diferentes fases y desenlaces de la infeccion.

En este sentido, a partir de estudios realizados por nuestro grupo de trabajo han demostrado que la
infeccién por VHE se asocia a una modulacién diferencial de citocinas. En pacientes con hepatitis
E aguda por gtl, se report6é una disminucién significativa de IL-4 e IL-10 en comparacién con casos
de hepatitis A, lo que sugiere una respuesta reguladora atenuada durante la infecciéon por VHE
(Realpe-Quintero et al., 2017). En contraste, en pacientes con infeccion crénica por gt3, se

identificaron concentraciones elevadas de IL-1B, IFN-y e IL-12, consistentes con un estado
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inflamatorio persistente asociado a la cronicidad (Viera-Segura et al., 2020). Adicionalmente, en
donantes de sangre positivos a IgG anti-VHE, se observaron niveles aumentados de IL-18, en
comparacion con donantes seronegativos, lo que ha llevado a proponer esta citocina como un

posible biomarcador de exposicion al VHE (Copado-Villagrana et al., 2023).

De manera concordante, estudios realizados por otros grupos han sugerido que diversas citocinas
podrian funcionar como biomarcadores de actividad inmunoldgica, severidad y evolucién clinica en
la infeccion por VHE. En hepatitis E aguda autolimitada, IFN-y se eleva tempranamente, previo a la
eliminacién del ARN viral, mientras que IL-13 muestra picos transitorios durante la fase inflamatoria
inicial e IL-10 se incrementa en etapas posteriores, lo que sugiere un papel en la resolucion de la
respuesta inmunitaria (Bhatia et al., 2025). En contraste, en cuadros de hepatitis E grave, se ha
descrito que citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e IFN-y se encuentran elevadas y se
correlacionan con la carga viral y parametros de disfuncion hepéatica, respaldando su utilidad
potencial como marcadores prondsticos (Kumar et al., 2014). Sin embargo, estos estudios se han
centrado casi exclusivamente en el compromiso hepatico. El perfil de citocinas en el contexto de las
manifestaciones extrahepaticas del VHE, particularmente las manifestaciones renales, permanece
escasamente caracterizado, y se desconoce si estas respuestas inmunitarias pueden estar

moduladas por el genotipo viral infectante.

Ademas, el estudio de la infectividad del VHE se ha visto limitado por la dificultad de establecer
lineas celulares que permitan una infeccién productiva y una replicacién viral eficientes
(Schemmerer et al., 2016). Con el propédsito de enriquecer el contenido viral, se han empleado lineas
celulares hepaticas humanas como HepG2/C3A y PLC/PRF/5; sin embargo, estos sistemas han
mostrado una eficiencia limitada, caracterizada por bajas tasas de infeccion y replicacion viral
(Capelli et al., 2020). No obstante, mas recientemente, la evaluacion sistematica de diversas lineas
celulares permitié seleccionar una subclona derivada de la linea celular A549, originada a partir de
epitelio de carcinoma pulmonar humano, que presenta una alta permisividad a la infeccion por VHE
y una replicacién viral eficiente, denominada A549/D3 (Schemmerer et al., 2019). Asimismo, se
establecié una linea celular a partir de células A549 persistentemente infectada con el aislado viral
47832c, correspondiente al gt3 del VHE y recuperado de un paciente con infeccion cronica
(Schemmerer et al., 2016), la cual se denomin6 A549/N5. En conjunto, estas lineas celulares
constituyen un modelo experimental robusto y de alto valor para el aislamiento y estudio de cepas
autdctonas del VHE, lo que permitira establecer relaciones mas claras entre determinantes virales
y la progresion diferencial de la infeccion, incluyendo el desarrollo de manifestaciones renales.
Actualmente, ambas lineas celulares se encuentran disponibles y optimizadas en nuestro

laboratorio.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

A partir de los antecedentes descritos nuestras preguntas de investigacion es:

¢, Cudl es el efecto de la infeccion por el VHE en el perfil de citocinas detectado en el suero de
pacientes con manifestaciones renales? ¢Como el genotipo del virus influye en el desarrollo de

estas manifestaciones?

5. HIPOTESIS

El perfil de citocinas en suero de pacientes infectados con el VHE muestra variaciones en
comparacion con el suero de pacientes no infectados. Ademas, el genotipo del VHE esta asociado

con la aparicion de manifestaciones renales en estos pacientes y cambios en el perfil de citocinas.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Caracterizar el perfil de citocinas séricas en pacientes infectados con VHE que presentan
manifestaciones renales y estudiar los componentes genéticos virales relacionados con el desarrollo

de dichas manifestaciones.
6.2 Objetivos particulares

< ldentificar los genotipos del VHE en una cohorte de pacientes con dafio renal.

< Analizar la relacién entre las variantes virales del VHE y el desarrollo de manifestaciones
renales.

< ldentificar el perfil de citocinas en suero y su vinculacién con el desarrollo de manifestaciones
renales en pacientes infectados con el VHE.

< Optimizar las condiciones para la infeccion in vitro con el VHE a partir de sueros de pacientes

con dafno renal infectados.
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- 7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Disefio del estudio

Para este proyecto realizamos un estudio experimental retrospectivo en el que se analizaron sueros
de una poblacién conformada por 67 pacientes con enfermedad renal crénica en tratamiento con
terapia de sustitucion renal por hemodialisis, atendidos en la Unidad de Medicina Familiar No. 5
(UMF-5) del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS, ubicada en Nogales, Sonora, México.
Todos los participantes firmaron una carta de consentimiento informado en la que autorizaron el uso
de sus muestras biolégicas, asi como la recopilacién de datos personales y clinicos con fines de
investigacion (Anexo 1,2 y 6). Los 67 pacientes incluidos cumplieron con los criterios de inclusién
establecidos en el protocolo F- CNIC- 2021- 098, entre los cuales se destacO la ausencia de
antecedentes clinicos o diagnésticos asociados a enfermedad hepatica (Tabla 4).

La recoleccidon de muestras se realiz6 conforme a dicho protocolo, aprobado por los comités de
ética, investigacion y bioseguridad del IMSS y del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad Nacional Autbnoma de México (1IBO-UNAM) (Anexo 3y 4). A cada paciente se le tomo
una muestra de sangre venosa, de la cual se obtuvo suero mediante centrifugacién (2500 rpm por
25 minutos); posteriormente, las muestras fueron alicuotadas en condiciones estériles y
almacenadas a —80 °C hasta su analisis. De manera complementaria, se incluyeron muestras de
suero de pacientes con infeccion aguda o crénicas por VHE y sin evidencia de dafio renal
provenientes de la seroteca del laboratorio de Inmunologia 1 del 1IBO-UNAM, con las cuales se
conformaron distintos grupos experimentales y que fueron empleadas para el analisis del perfil de
citocinas.

Tabla 4. Criterios de seleccién de los participantes del estudio

Categoria Criterios

Pacientes de cualquier edad y sexo.

En cualquier estadio de la enfermedad.

Independientemente del tiempo en hemodidlisis.

Residentes de la regién noroeste de México.

Atendidos en la UMF No. 5.

Negativos a infeccién los virus de hepatitis A, B y C, SARS-CoV-2 y virus de
inmunodeficiencia humana.

Firma de carta de consentimiento informado (o consentimiento del tutor en menores).

Inclusién

YYYVYYY

v

v

Residentes de municipios fuera de la region noroeste de México que acudan a recibir
Exclusién sesiones de hemodidlisis en la UMF5.
Pacientes que no acepten participar o se nieguen a firmar el consentimiento informado.

\J

Muestras de suero hemolizadas, lipémicas o inadecuadas para analisis seroldgico.
Muestras sin identificacidn, aungque se cuente con el consentimiento y cédula.
Muestras sin carta de consentimiento o sin cédula de datos.

Eliminacion

YVY
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7.2 Diagnostico de infeccion por VHE
7.2.1 Serologia

Las muestras de suero obtenidas de pacientes en hemodialisis fueron analizadas mediante pruebas
seroldgicas utilizando la técnica de ELISA, conforme a las instrucciones y al protocolo establecidos
por el fabricante. Para ello, se emplearon anticuerpos policlonales anti-lgG y anti-IgM dirigidos
contra el VHE, mediante los kits comerciales “recomWell HEV IgG” y “recomWell HEV IgM” de la
marca MIKROGEN DIAGNOSTIK. Este analisis permitié6 determinar la presencia de anticuerpos
IgG, indicativos de una exposicion previa al virus, asi como anticuerpos IgM, que sugieren una
infeccion reciente o en curso. Ademas de establecer el perfil serolégico de los pacientes, los
resultados obtenidos contribuyeron a estimar la prevalencia de contacto previo y/o activo con el VHE

en esta poblacion.
7.2.2 Detecciéon molecular de VHE

7.2.2.1 Extraccion de ARN viral

La extraccion del material genético de las muestras se realizé a partir de 150 pl de suero de los
pacientes, empleando el kit QlAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN®, EE. UU.). El procedimiento se
realizé conforme a las indicaciones del fabricante. El ARN purificado fue alicuotado en volimenes
de 5yl y almacenado a —80 °C hasta su uso. Una de las alicuotas fue utilizada de manera inmediata
para el procedimiento de transcripcion reversa descrito en el apartado siguiente. Adicionalmente,
también se empled el reactivo TRIzol™ (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific) para la extraccion
de ARN a partir de 35 ul de suero, los cuales se adicionaron a 400 uL de TRIzol™, volumen que
podia escalarse hasta un maximo de 1 ml de reactivo segun el volumen de muestra. Posteriormente,
se anadieron 80 pl de cloroformo (Fermont®, grado biologia molecular), se mezclé mediante vértex
durante 20 segundos, se incub6 2 minutos a temperatura ambiente, y se centrifugé a 10,000 rpm,
lo que permitié la separacidén en tres fases. La fase acuosa (superior), que contiene el ARN, fue
cuidadosamente recuperada, y se agregaron 200 ul de isopropanol (Fermont®, grado biologia
molecular), la mezcla se incubd toda la hoche a -20 °C para facilitar la precipitacion del ARN. Al dia
siguiente, las muestras fueron centrifugadas a 10,000 rpm, se descartd el sobrenadante, y se
procedi6 al lavado del sedimento con 600 pl de etanol al 75 % previamente enfriado a -80 °C, se le
dio un vortex durante 40 segundos y se centrifugd a 8,000 rpm y se eliminé el etanol, este paso de
lavado se repiti6 dos veces. Finalmente, el ARN fue resuspendido en 10 yl de agua libre de
nucleasas, almacenado a -80 °C, y su concentracion y pureza fueron determinadas mediante

espectrofotometria utilizando un equipo NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.).
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7.2.2.2 Reaccion de retro transcripcion (RT-PCR)

La sintesis de ADNCc se realizo a partir de ARN purificado, empleando la enzima M-MLV Reverse
Transcriptase (Promega, WI, USA), dNTP mix (Promega, WI, USA) y RNasin® Ribonuclease
Inhibitor (Promega, WI, USA), en un volumen final de 16 pl. Para la retrotranscripcién se utilizaron
primers dirigidos a una region conservada del virus, correspondiente al 4rea de solapamiento entre
los marcos de lectura ORF2 y ORF3, lo que permite una deteccion entre distintos genotipos del VHE
(Figura ) (Tabla5). La reaccion fue sometida a las siguientes condiciones: se incubé a 70 °C
durante 5 minutos para desnaturalizar posibles estructuras secundarias del ARN, seguido por una
incubacion a 5 °C durante 5 minutos para facilitar la hibridacién de los oligonucleétidos y se agrego
la enzima ya que no es termoestable. Posteriormente, se llevo a cabo la sintesis de ADNc mediante
incubacién a 40 °C durante 60 minutos. Finalmente, la enzima fue inactivada con un paso a 80 °C

durante 5 minutos, una vez obtenido el ADNc se llevd a cabo la PCR semi-anidada.

7.2.2.3 PCR semi-anidada

El ADNc se amplific6 mediante PCR semianidada que consta en 2 amplificaciones del mismo
producto cambiando un primer, utilizando la enzima GoTag® G2 Colorless Master Mix (Promega,
WI, USA) en un volumen final de 12 ul. Los primers empleados en ambas rondas de amplificacion
se describen en la Tabla 5. Para la verificacion de la amplificacion se corri6 electroforesis en gel de

agarosa 1.5% a 110 voltios constantes en una cdmara de electroforesis Mini-Sub-Cell GT Cell.

Tabla 5. Primers utilizados para realizar detecciéon molecular de casos positivos al VHE

Gen Region primer Secuencia Programa Product Referencia
0
94°C- 5’
HE361-F 5 -GCRGTGGTTTCTGGGGTGAC-3’ 94°C-30"
ORF 5302- 60°C-30" 164 Inoue et al,
2/3 5452 HE363-R 5-GMYTGGTCDCGCCAAGHGGA-3 72°C-30” 2006
72°C-5"
HE366-F 5 -GYTGATCTCAGCCCTTCGC-3 4°Coo 137
35 CICLOS

Y=CoT,K=GoT,W=Ao0T.
7.3 Genotipificacion del VHE

Con el propésito de identificar los genotipos asociados a la infeccion por el VHE, se amplificaron
regiones menos conservadas del genoma viral, ubicadas en los marcos de lectura ORF1 y ORF2,
mediante PCR semianidada. Para ello, se repitieron los procedimientos de extraccién de ARN y
sintesis de ADNc descritos previamente, las condiciones de la PCR semianidada y los
oligonucledétidos especificos empleados para cada region se detallan en la Tabla 6. Las muestras

gue mostraron amplificacion positiva fueron sometidas a purificacion del producto amplificado
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mediante el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, WI, USA), con el fin de
obtener ADN de calidad para su secuenciacion.

La secuenciacion por el método de Sanger se llevé a cabo en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion
del Instituto de Biotecnologia (IBT-UNAM). Los productos de PCR purificados fueron enviados con
una concentracion de 100—-120 ng, mezclados con 10 pmol del oligonucleétido correspondiente, en

un volumen final de 16 pl, conforme a los lineamientos de la Unidad.

Tabla 6. Primers utilizados para la genotipificacién de los casos positivos al VHE

Gen Region Primer Secuencia Programa Producto Referencia
(pb)

94°C- 5’
HES1-F 5-CTGGCATYACTACTGCYATTGAGC-3 94°C-30” 418
ORF1 54-461 24°C-30” Wang et
HEA2-R = 5-GGCAGWRTACCARCGCTGAAC ATC-3°  65°C-30” al.,1999
65°C-5" 287
HES2-F 5-CTGCCYTKGCGAATGCTGTGG-3 4°C oo

40
CICLOS

94°C- 5’
3156-F 5-AATTATGCCTCAGTACTCGGAGTTG-3 94°C-30" 439
ORF 2 5687- 24°C-30” Meng et
6417 3158-R 5-GTTAATGCTTCTGCATATCATGGCT-3 65°C-30” al., 1997
65°C-5" 344
3159-F 5-AGG CGA CGA AAT CAATTC GTC-3’ 4°Ceo

40
CICLOS

Y=CoT,K=GoT,W=Ao0T.
7.3.1 Analisis de secuencias y construccion del arbol filogenético

Las secuencias de nucleétidos obtenidas a partir de los amplicones de 287 pb (region ORF1) y 344
pb (regibn ORF2) fueron alineadas mediante el algoritmo ClustalW utilizando el software MEGA
version 12.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). Para la asignaciéon de genotipos vy la
inferencia filogenética, se compararon con secuencias de referencia disponibles en la base de datos
GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI), seleccionadas con base en las
recomendaciones propuestas por Smith et al. (2020) (anexo 7). La construccién del arbol
filogenético se realiz6 mediante el método de Maxima Verosimilitud (Maximum Likelihood),
empleando el modelo de sustitucion Tamura-Nei. La solidez estadistica de las agrupaciones fue
evaluada mediante un analisis de bootstrap con 10,000 repeticiones. Este analisis permitid
establecer la relacion filogenética de las muestras con los genotipos previamente reportados del
VHE.
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7.4 Caracterizacion del perfil se citocinas

El andlisis del perfil de citocinas en suero se realiz6 mediante un inmunoensayo tipo multiplex con
base en la tecnologia de microesferas magnéticas, empleando el kit comercial MILLIPLEX® MAP
Human Th17 Magnetic Bead Panel (HTH17MAG-14K-04, Merck), de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Este sistema permitio la deteccion simultanea y cuantificacion del siguiente panel de
citocinas: interferon gamma (IFN-y), interleucina 10 (IL-10), interleucina 1 beta (IL-1B) e interleucina
12 subunidad p70 (IL-12p70). Para el ensayo se utilizaron 25 pl de suero por muestra. La incubacion
se realiz6 en placas de 96 pozos, permitiendo la captura de las citocinas por las microesferas
correspondientes. Posteriormente, se afiadio un anticuerpo de deteccion biotinilado y un conjugado

con estreptavidina-ficoeritrina como marcador fluorescente.

La lectura de las placas se llevé a cabo en el sistema Luminex MAGPIX® (Luminex Corporation), el
cual identifica cada microesfera por su firma espectral y cuantifica la intensidad de fluorescencia
emitida por el complejo inmunolégico, la deteccion se realiz6 a una longitud de onda de 532 nm
para excitacion y 590 nm para emision; las concentraciones de las citocinas analizadas fueron
expresadas en picogramos por mililitro (pg/ml). Con el propésito de establecer la relaciéon entre
citocinas y la infeccion en el contexto de dafio renal se incluyeron como comparativo sueros de
pacientes con infeccion aguda o crénicas por VHE y sin evidencia de dafio renal; estos sueros
proceden de la seroteca de nuestro laboratorio. El estudio incluy6 cuatro grupos experimentales
(Tabla 7).

Tabla 7. Grupos de estudio, niumero de muestras y tipo de andlisis realizados

Grupo n Siglas Citocinas Analisisdelas Genotipos Cultivo
caracteristicas de celular
la cohorte
Positivo a VHE, en tratamiento de 25 +VHE+HD
hemodialisis v/ v v v
Negativo a VHE, en tratamiento de 25 -VHE +HD 7 v . -
hemodialisis (control) (control)
Positivo a VHE agudo, sin tratamiento 10 +VHEa-HD 7 - - -
de hemodialisis (control) (control)
Positivo a VHE crénico, sin tratamiento 6 +VHEc-HD WV - - -
de hemodialisis (control) (control)
v = Positivo a la realizacion de la prueba y -- = Negativo a la realizacion de la prueba

58



7.5 Cultivo celular e infeccion experimental
7.5.1 Mantenimiento de la linea celular A549 y A549/N5

Las lineas celulares epiteliales alveolares humanas A549, y A549/N5 almacenadas a -80 °C se
descongelaron a bafio maria a 37 °C y cultivaron bajo condiciones estériles en matraces T-25 (sc-
200263) utilizando medio Minimum Essential Medium (MEM) (Gibco, nim. de catalogo: 61100103)
como medio basal. Las células A549 se mantuvieron en MEM suplementado con 10 % de suero
fetal bovino (SFB), 1 % de aminoacidos no esenciales MEM (100X) (Gibco, nim. de catélogo:
11140050), 1 % de piruvato de sodio 100 mM (Gibco, nim. de catdlogo: 11360070) y 1 % de
solucién antibiético-antimicético (100X) (Gibco, nim. de catdlogo: 15240062), que contiene
penicilina, estreptomicina y anfotericina B, al que se denomin6 MEMs. Para el caso de la linea
crénicamente infectada A549/N5, las células se cultivaron en el mismo medio basal MEM, con
modificaciones en la suplementacion, con 2.5% de SFB; 1 % de aminoacidos no esenciales, 1 % de
piruvato de sodio 100 mMy 1 % de solucidn antibiético-antimicético al que se denomind MEMnN5.
Ambas lineas celulares se incubaron a 37 °C en una atmdsfera humidificada con 5 % de CO,, . El
medio de cultivo se renovo cada 2 a 3 dias hasta alcanzar aproximadamente el 80 % de confluencia

y la formacién de una monocapa celular.

Para el subcultivo, las células se lavaron con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se
trataron con una solucién de tripsina-EDTA (2.5 % de tripsina, 0.02 % de EDTA) durante 3 minutos
a 37 °C, hasta lograr su desprendimiento. Posteriormente, se afiadi6 medio completo para
neutralizar la accion enzimatica y la suspension celular se recolecté en tubos de 15 ml. Las células
recolectadas fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos a 24 °C y posteriormente
resuspendidas en 1 ml de medio correspondiente para su conteo. La viabilidad celular se determiné
mediante tincién con azul de tripano y el conteo se realizé utilizando una camara de Neubauer bajo

microscopio éptico. La concentracion celular se calculé mediante la siguiente férmula:

Numero de células contadas X 10* X Factor de dilucién

Concentracioén celular = -
Numero de cuadrantes

Finalmente, se sembraron 10,000 células por pozo en placas de 48 pozos para los ensayos de
infeccién y 5,000 células por pozo en placas de 96 pozos para los ensayos de titulacion, utilizando
300ul y 200ul medio de cultivo respectivamente. Las células se incubaron durante 7 dias para

permitir su maduraciéon antes de ser utilizadas en los experimentos.
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7.5.2 Propagacion y titulacion del VHE

Para la propagacion viral, las células A549/N5 se sembraron en matraces T-75 y se mantuvieron en
cultivo hasta alcanzar 100 % de confluencia. El sobrenadante de cultivo que se recolect6 contiene
particulas virales, la recoleccion se realizé a los dias 3,8,12,16,18 y 22, se clarificd por filtracion en
membrana de (0.22 um) y se almacend a —80 °C hasta su uso para la identificacion del dia mas
Optimo mediante titulacién, para la obtencion de virus infeccioso, con el fin de utilizarlo como control

positivo en la optimizacién de infeccion con suero de pacientes infectados por VHE.

La titulacion del virus se realizé utilizando células A549/D3 sembradas en placas de 96 pozos. Una
vez retirado el medio de cultivo, las células se infectaron con diluciones seriadas del sobrenadante
proveniente de las células A549/N5, preparadas en MEM sin suplementar (1:50, 1:100, 1:200, 1:400,
1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400, 1:12,800 y 1:25,600). Se afadieron 50 pl de cada dilucién y se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente para permitir la adsorcion viral. Todos los ensayos
se realizaron por duplicado. Posteriormente, se afiadi6 medio MEMnN5, al cual se adiciono con
cloruro de magnesio (MgCl, ) a una concentracion final de 30 mM (E525, Amresco) al que se
denomindé MEMi. Las células se incubaron a 37 °C durante 72 horas, tras lo cual se realizé un
cambio de medio con las mismas especificaciones. El cultivo se mantuvo durante un total de 6 dias
para la evaluacion de la infeccién viral, ya que, de acuerdo con resultados previos obtenidos por
nuestro grupo de trabajo, el sexto dia post infeccidn corresponde al tiempo éptimo para la deteccion

del virus.

A los 6 dias postinfeccién, las células se fijaron y tifieron para la deteccion de la proteina de la
capside viral, conforme al procedimiento descrito en el apartado 7.5.5. Para el analisis del titulo viral,
las placas se observaron al microscopio 6ptico , para cada dilucién, se contabilizé el nimero de
pozos con al menos una célula positiva. El titulo viral se expresé como la dosis infectiva tisular al 50
% (TCIDs o /ml) y se calculd mediante el método de Karber mejorado en la pagina
https://www.virosin.org/tcid50/TCID50.html

La determinacion del titulo viral tuvo como objetivo establecer la concentracion de virus infeccioso
presente en el sobrenadante de células A549/N5, con la finalidad de estandarizar la dosis de inéculo
utilizada como control positivo en los ensayos de infeccion posteriores. El valor de TCID5 , obtenido
permitié definir de manera consistente la cantidad de virus empleada en todos los experimentos,
asegurando que las diferencias observadas en los ensayos realizados con sueros de pacientes se

atribuyeran a los efectos biolégicos de los sueros y no a variaciones en la carga viral inicial.
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7.5.3 Preparacion de las muestras para infecciéon

Para los ensayos de infeccion celular, se utilizaron alicuotas de 100 pl de suero previamente
almacenadas a —80 °C, correspondientes a pacientes en hemodialisis positivos a la infeccion por el
VHE. Las muestras se descongelaron lentamente en hielo con el fin de preservar la integridad del
material biol6gico y minimizar posibles efectos térmicos sobre la infectividad viral. Posteriormente,
los sueros se filtraron en condiciones estériles utilizando membranas de 0.22 um de poro (Merck
Millipore, num. de catalogo: MPGP002A1), con el objetivo de eliminar contaminantes celulares y
microbianos. Las muestras filtradas se mantuvieron en hielo hasta su uso inmediato en los ensayos

de infeccion

7.5.4 Infeccidon de células A549 con suero de pacientes positivos a VHE y en
HD

Para realizar la infeccion, se retir6 el medio de cultivo de cada pozo de las placas de 48 pozos y las
células se lavaron tres veces con PBS, manteniendo en todo momento condiciones de esterilidad.
Posteriormente, se afiadieron 100 pl de suero previamente filtrado (0.22 um) directamente sobre las
células y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente para permitir la adsorcion viral, cada
condicidn experimental se realizo por triplicado. Transcurrido el periodo de incubacién con el suero,
se afiadieron 250 ul de medio de infeccidn por pozo (descrito anteriormente); esta formulacion tuvo
como objetivo favorecer la entrada y replicacion viral mediante una reduccion controlada en la
disponibilidad de nutrientes. Las placas se incubaron durante toda la noche a 37 °C en una

atmosfera humidificada con 5 % de CO,.

A las 24 horas postinfeccion, se retir6 el indculo y las células se lavaron cuidadosamente tres veces
con PBS para eliminar particulas virales no internalizadas. Posteriormente, se adicionaron 300 pl
de medio de infeccién fresco por pozo. Las células se mantuvieron en cultivo durante un periodo
total de siete dias; durante este tiempo, se recolectaron diariamente 50 pl de sobrenadante de cada
pozo para su posterior analisis por PCR para identificacion de la infeccion, reponiendo el volumen
retirado con medio nuevo para mantener condiciones estables de cultivo. Al séptimo dia
postinfeccion, se recolectdé el sobrenadante completo y se almacené a —-80 °C hasta su
procesamiento. Ese mismo dia, las células fueron fijadas y procesadas para su analisis mediante

inmunofluorescencia.

7.5.5 Andlisis de la infeccion por tincidn de la capside por inmunofluorescencia

indirecta

Para evaluar la infeccion viral en células A549, se empled la técnica de inmunofluorescencia
indirecta. Al séptimo dia postinfeccion (p.i.), se retir6 el medio de cultivo de cada pozo y las células

fueron lavadas una vez con PBS, posteriormente, se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4 %
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(Sigma-Aldrich, lote: 39H1116) durante 30 minutos a 37 °C, transcurrido este tiempo, se retir6 el
fijador y se realiz6 un lavado con PBS. La permeabilizacion celular se llevé a cabo mediante la
adicion de 200 pl de buffer de permeabilizacién 1X (Invitrogen, cat. 00-8222), incubando durante 25
minutos a temperatura ambiente, una vez transcurrido este periodo, el buffer fue retirado y se realizo
un lavado con PBS. Para bloquear sitios inespecificos, se afiadio solucion de albimina sérica bovina
(BSA) al 1 % (Sigma-Aldrich, cat. A7030), incubando las células durante 60 minutos a 37 °C,

finalizada la incubacion, se retir6 la solucién bloqueadora y se lavé nuevamente con PBS.

El anticuerpo primario utilizado fue Anti-VHE pORF2 hecho en ratén (Sigma-Aldrich, cat. MAB8003),
el cual se prepar6 en una dilucién 1:1000 en BSA al 1 % (1 pl en 1 ml), se afiadieron 100 ul de esta
solucion por pozo y se incub6 durante 60 minutos a 37 °C, posteriormente se retiré el anticuerpo
primario y se realiz6 un lavado con PBS. Para la visualizacién en microscopia del anti-VHE pORF2
se procedio con la incubacion del anticuerpo secundario anti-lgG de ratén hecho en cabra conjugado
con Alexa Fluor® 594 (BioLegend, cat. 405326) que se observa en rojo, igualmente preparado en
una dilucién 1:1000 en BSA al 1% (1 pl en 1 ml), se afiadieron 100 pl por pozo y se incub6 durante
45 minutos a 37 °C. Luego, se retird el anticuerpo secundario y se lavd una vez con PBS. Para la
tincion nuclear, se utilizé DAPI preparado en PBS 1:1000 (1 pl en 1 ml), agregando 100 ul por pozo
e incubando durante 3 minutos a 37 °C, finalmente, se realizaron dos lavados con PBS y se

adicionaron 200 pl de PBS para su observacion.

Las células tefidas fueron observadas mediante un microscopio de fluorescencia invertido Olympus
IX71, equipado con filtros para la deteccion de los fluoréforos DAPI (emision ~461 nm) y Alexa
Fluor® 594 (emisibn ~617 nm) de la Unidad de Microscopia del Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM. Las imagenes fueron adquiridas utilizando una camara digital acoplada al
sistema O6ptico. La presencia de infeccion fue determinada por la localizacion citoplasmatica o
perinuclear del marcador fluorescente especifico para ORF2.1. Se realizaron analisis cualitativos de
la sefal en todos los campos visualizados y se seleccionaron campos representativos para el

registro fotografico.
7.6 Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico descriptivo para caracterizar la cohorte de estudio, las variables
cualitativas se resumieron en frecuencias absolutas y relativas (porcentajes), mientras que las
variables cuantitativas se expresaron mediante medidas de tendencia central. Para evaluar las
diferencias en los niveles séricos de citocinas entre los distintos grupos, se aplicé la prueba de
Shapiro-Wilk para verificar la normalidad de los datos, dado que el tamafio muestral en cada grupo
fue menor a 50 observaciones, al no cumplirse el supuesto de normalidad, se utiliz6 la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. En los casos en que se identificaron diferencias estadisticamente
significativas se aplicé un analisis post hoc mediante la prueba de Dunn, con el fin de precisar entre

gué grupos se presentaban dichas diferencias. Todos los andlisis estadisticos se realizaron

62



utilizando el software NCSS Statistical Software, versién 24.0.3 para Windows. Los graficos
correspondientes al analisis de citocinas se elaboraron en GraphPad Prism, versién 8.0. Como
herramienta complementaria de visualizacion se construy6 un diagrama de Sankey en el software
RStudio version 4.4.3, con el objetivo de representar graficamente el flujo de pacientes entre
distintas categorias clinicas y demogréficas. Esta visualizacion facilité la identificacion de patrones

de distribucién dentro de la poblacién analizada.
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Figura 10. Esquema general de metodologia experimental. Imagen creada con BioRender.com.
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8. RESULTADOS

8.1 Caracteristicas generales y sociodemograficas de la cohorte

De acuerdo con el cumplimiento de los criterios de inclusion, exclusion y eliminacion, en el presente
estudio se incluyeron 67 de 75 pacientes con enfermedad renal crénica en tratamiento de
hemodidlisis atendidos en la Unidad de Medicina Familiar No. 5 en Nogales, Sonora, México. En
términos generales la cohorte presenté una edad mediana de 52 afios (IQR: 21), con predominio
del sexo masculino (60 %). El resto de las caracteristicas sociodemogréficas, clinicas y de

exposicién se resumen en la Tabla 8.
8.2 El VHE circula en pacientes en hemodidlisis en México.

El analisis seroldgico en la cohorte (n = 67) mostré que todas las muestras fueron negativas para
anticuerpos IgM anti-VHE. En cuanto a la deteccién de anticuerpos IgG anti-VHE, 10 pacientes (14.9
%) resultaron positivos, mientras que 5