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Resumen: 
 
Los herpesvirus son patógenos ubicuos cuya infección regularmente es 

asintomática, sin embargo, el origen y progresión de un creciente número de 

enfermedades autoinmunes ha sido asociado con un control inapropiado de estos 

virus en individuos inmunocompetentes. La hepatitis autoinmune (HAI) es una 

enfermedad crónica, diagnosticada 4/5 veces antes de los 18 años, cuya 

etiología aún se desconoce. En este trabajo se cuantifico la carga viral del virus 

de Epstein Barr (EBV), el citomegalovirus humano (HCMV), el herpesvirus 

humano 6 (HHV6) y el herpesvirus humano 7 (HHV7), junto con la serología 

anti-EBV en una cohorte de 44 pacientes pediátricos reclutados en el 

Departamento de Gastroenterología del Hospital Infantil de México Federico 

Gómez. Se encontró que los pacientes con HAI o con HCI presentan cargas 

virales para EBV con mayor frecuencia (50-52%, respectivamente) y de mayor 

magnitud en plasma (media de 22,018 y 12,107 copias/mL de plasma, 

respectivamente) que, en leucocitos o tejido hepático, y esto contrasta, con la 

nula detección de EBV en plasma o leucocitos de pacientes sin hepatitis. Por otro 

lado, se encontró una mayor cantidad de anticuerpos IgG anti-antígeno de 

cápside viral (VCAG) de EBV (116 U/mL de plasma) en los pacientes con HAI 

que en los pacientes con HCI o HCD, asimismo, los anticuerpos IgG anti-antígeno 

nuclear de Epstein-Barr (EBNA) e IgG anti-antígeno temprano (EA), estuvieron 

presentes en mayor frecuencia (87 y 47%, respectivamente) en los pacientes 

con HAI que en los pacientes con los otros diagnósticos. Finalmente, en los 

pacientes con HAI se identificó una correlación positiva entre anti-VCAG y anti-

EA con los marcadores de daño hepático ALT/AST, así como, otras correlaciones 

entre anti-VCAG y anti-EBNA-1 con los autoanticuerpos antinucleares. Sin 

embargo, no se encontraron cambios o correlaciones con los otros herpesvirus 

evaluados. En conclusión, creemos que hay evidencia de una posible 

participación de EBV en la hepatitis autoinmune pediátrica. Aunque este trabajo 

es únicamente correlativo y esto no es evidencia de causalidad, sí se justifica 

continuar estudiando a estos virus en el contexto de la hepatitis autoinmune 

para determinar cuál es su papel en el inicio y progresión de la enfermedad.   
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Antecedentes: 
 

Virus 
 

Los virus son agentes infecciosos que han coexistido y participado en la 

evolución de la vida desde sus orígenes, y fueron descubiertos por 

primera vez en 1899 por Martinus Willem Beijerinck en la planta del 

tabaco. Gracias a los avances en la secuenciación genómica y la 

cristalografía de rayos X, actualmente sabemos que existen millones de 

especies en el ambiente, siendo posiblemente la estructura orgánica más 

numerosa y variable. En este aspecto es posible encontrar a los virus en 

todos los ecosistemas del mundo, infectando a prácticamente todos los 

organismos conocidos, incluyendo a otros virus (Domingo E y col., 2008). 

La característica primordial de todos los virus es su incapacidad para 

reproducirse por sí mismos, requiriendo infectar una célula que 

proporcione la maquinaria molecular necesaria para replicarse. Están 

compuestos por material genético, el cual puede ser DNA o RNA de cadena 

sencilla o doble, una cápside proteica codificada en su genoma y en 

algunos casos una envoltura lipídica obtenida de la membrana celular o 

en algunos casos del aparato de Golgi y de núcleo. Su diversidad también 

es visible en las diferentes formas y tamaños registrados, oscilando entre 

20 y 1400 nanómetros, siendo las más comunes, con simetrías 

helicoidales o icosaédricas (ver ilustración 1). 
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Ilustración 1: Comparación morfológica entre virus de importancia clínica. (ViralZone, 2017)  

 

 

Uno de los principales retos de estudiar la enorme diversidad de virus 

existentes es clasificarlos, aunque muchos sistemas han sido propuestos, 

los más aceptados y aplicados en parte por ser complementarios son: la 

clasificación de Baltimore, establecida en 1971 por el Dr. David Baltimore 

que considera el tipo de material genético (RNA, DNA), monocatenario 

(cadena + o -) o bicatenario y el método de replicación (transcripción 

directa o por retro transcripción) empleado por el virus para definir siete 

categorías. Y la clasificación del Comité Internacional de Taxonomía de 

Virus establecida en 1966, que agrupa a los virus de manera similar a la 

clasificación taxonómica de la vida, donde los encontramos distribuidos 

en 14 órdenes, uno de los cuales y en el que se enfoca este trabajo se 

denomina Herpesvirales (Fields B y col., 2013). 
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Herpesvirales

Malacoherpesviridae

Herpesviridae

Alfa

HSV1

HSV2

VZV

Beta

HCMV

HHV6A

HHV6B

HHV7

Gamma

EBV

KSV

Alloherpesviridae

Clasificación 
 
Dentro de los Herpesvirales están definidas tres familias: la 

Malacoherpesviridae que infecta moluscos, la Alloherpesviridae que 

infecta peces y anfibios, y finalmente Herpesviridae que infecta reptiles, 

aves y humanos (Davison AJ, 2010). La familia de los Herpesviridae 

comprende oficialmente 122 especies de virus distribuidos en 3 

subfamilias: Alfa, Beta y Gamma que se clasifican de acuerdo con su 

tropismo, velocidad de replicación y similitud genética, tomando como 

base la proteína estructural gH que se encuentra conservada en todas las 

especies. Actualmente se conocen 9 especies con la capacidad de infectar 

humanos (ver ilustración 2): el Virus Herpes Simple 1 (HSV1), el Virus 

Herpes Simple 2 (HSV2) y el Virus de Varicela Zoster (VZV) de la 

subfamilia alfa; el Citomegalovirus Humano (HCMV), el Herpesvirus 

Humano 6A (HHV6A), el Herpesvirus Humano 6B (HHV6B) y el 

Herpesvirus Humano 7 (HHV7) de la subfamilia beta; y el Virus de Epstein 

Barr (EBV) y el Virus del Sarcoma de Kaposi (KSV) de la subfamilia 

gamma (ICTV Master Species List, 2020). Este trabajo se enfocará en las 

subfamilias beta y gamma por lo que más adelante se explorará en detalle 

cada una de ellas. 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

Ilustración 2: Árbol Taxonómico de los Herpesvirus que infectan al humano. 
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Características 
 
Los Herpesvirus que infectan a la población humana se encuentran 

homogéneamente distribuidos en el mundo y presentan una 

seroprevalencia en adultos cercana al 90% sin embargo, en países 

desarrollados es del 80% gracias a las mejoras en las condiciones de vida, 

con excepción de KSV, del cual no existen estudios poblacionales fuera de 

las regiones endémicas de África y Asia donde presenta una 

seroprevalencia de entre 20-80% (Minhas V & Wood C, 2014). 

Estos virus se caracterizan por tener una estructura compuesta (en orden 

de adentro hacia afuera, ver ilustración 3) por: una molécula lineal de 

DNA de doble cadena con 124-295 kb (variando con cada virus) en forma 

de toroide, que codifica para 100-200 proteínas, incluyendo homólogos 

de proteínas humanas que el virus utiliza para modular la respuesta 

inmune del huésped, una cápside proteica compuesta de 162 capsómeros 

con forma icosaédrica sintetizada por el virus durante las etapas finales 

de replicación viral (la nucleocápside), una estructura asimétrica y amorfa 

de proteínas fibrosas y RNA viral, denominada tegumento y una envoltura 

lipídica de membrana adquirida en el aparato de Golgi durante su salida 

de la célula (Nanbo A y col., 2018), modificada con glicoproteínas virales 

que permiten la detección y el anclaje a células blanco. En conjunto, estas 

cuatro estructuras se denominan virión o partícula infectiva (Fields B y 

col., 2013). 

 
Ilustración 3: Estructura del virión compartida por los Herpesvirus. (Thayer N 2001) 
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Estos virus se consideran nucleares debido a que, se transcriben y 

replican en el núcleo de la célula infectada, mientras que el ensamblaje 

de las partículas virales tiene lugar en el citoplasma y la diseminación de 

las partículas virales nuevas ocurre mediante la destrucción de la célula 

hospedero. Una de las características de estos virus que explica su amplia 

distribución es su capacidad de establecer infecciones benignas pero 

persistentes en sus huéspedes durante toda la vida del individuo, durante 

la cual, el virus continúa diseminándose con pocos o ningún síntoma. Un 

estudio reporta que la infección latente por EBV puede traer beneficios al 

hospedero mediante la producción basal de INF y la activación sistémica 

de macrófagos, resistiendo a la infección por patógenos como Yersinia 

pestis y Listeria monocytogenes en un modelo de ratón infectado con 

Gammaherpesvirus murino 68 (Barton ES y col., 2007). La clave de estos 

virus radica en poseer un ciclo de vida bifásico, lo que les permite 

permanecer ocultos del sistema inmune, alternando entre la producción 

masiva de viriones y un estado discreto de mínima o nula expresión de 

genes virales y, por lo tanto, ausencia de respuesta inmune (Hulo Ch y 

col., 2011; Masson P y col., 2013). El ciclo lítico o productivo, se 

caracteriza por la formación de partículas virales que son liberadas al 

exterior mediante la lisis de la célula infectada, lo que le permite 

propagarse a otras células dentro de su hospedero, así como, infectar a 

otros individuos. Durante esta etapa se observa una alta expresión del 

genoma viral de manera cronológica, tomando como ejemplo a EBV, se 

inicia con la activación de los genes inmediatos tempranos, BZLF1 y 

BRLF1, que codifican las proteínas ZTA y RTA, ambos factores de 

transcripción que guían la expresión del siguiente bloque, los genes 

tempranos, involucrados en el metabolismo de nucleótidos, la duplicación 

del genoma viral (mediada por BALF-5 o BamHI A Leftward Reading frame 

5, la polimerasa viral) y el bloqueo del procesamiento de antígeno 

(Hammerschmidt W, 2015; Jiang S y col., 2017).  
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La síntesis de genomas nuevos funciona como un “checkpoint” que regula 

la activación de los genes tardíos que codifican principalmente para las 

proteínas estructurales de la nueva partícula viral pero también para 

proteínas que le ayudan a evadir la respuesta inmunne, como BCRF1 

también llamado vIL-10 (ver ilustración 4) (Ersing I y col., 2017; Cruz ME 

& Fuentes EM, 2018). Con todas estas piezas sintetizadas ocurre el 

ensamblaje de la nucleocápside en el citoplasma, así como, la maduración 

de la partícula viral, que se envuelve en el aparato de Golgi y se libera al 

medio (Johnson DC & Baines JD, 2011; Nanbo A. y col., 2018).  

 

Ilustración 4: Secuencia y función de los genes líticos de EBV. 

Por otro lado, el ciclo latente o de persistencia se caracteriza por una baja 

o nula expresión de genes virales y, por lo tanto, ausencia de producción 

de proteínas virales, limitándose únicamente a las necesarias para 

mantener la latencia, duplicar el genoma viral e interactuar con la célula 

huésped, deteniendo la formación de nuevas partículas infecciosas. En 

estas condiciones el genoma viral, que en el virión es lineal, se circulariza 

formando un episoma que persiste de forma indeterminada dentro de la 

célula infectada, duplicándose en conjunto con la división de la célula 

hospedera por la polimerasa celular (Stempel M y col., 2019). Esta 

estrategia le permite a los herpesvirus permanecer de manera 

asintomática en el huésped por periodos de tiempo prolongados (en la 

mayoría de los casos, de por vida) sin activar una respuesta inmune al 

reducir su inmunogenicidad. La frecuencia con la que estos virus cambian 

entre estadios, así como las células mas propensas a la infección por cada 

uno varía en función de la subfamilia y el virus, y en el caso de HHV6A, 

HHV6B y HHV7 el conocimiento es limitado, ya que no se han estudiado 

sus latencias a fondo.   
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Betaherpesviridae  

En esta subfamilia se encuentran virus con 

un tropismo muy amplio, incluyendo 

principalmente células del sistema inmune 

y un ciclo reproductivo largo de varios días 

que causa un mayor tamaño de las células 

infectadas. Resaltan 4 virus que infectan 

humanos de manera asintomática, en raras 

ocasiones causando patologías  

HCMV o Citomegalovirus Humano 

El más estudiado de la subfamilia beta, HCMV es un virus ubicuo con 

seroprevalencias de entre 50 y 90% de acuerdo con el desarrollo del país 

y el estatus socioeconómico de la población, en adultos mexicanos se 

reporta una seroprevalencia cercana al 70% (Alvarado C y col., 2014). La 

primoinfección del virus infecta un espectro muy amplio de células en 

prácticamente todos los órganos del cuerpo (ver ilustración 5), pasando 

a establecer su persistencia en progenitores mieloides CD34+ mediante 

la proteína viral LUNA (Keyes LR y col., 2012). En personas sanas, el 

sistema inmunitario es incapaz de eliminar al virus, pero lo regula de 

manera que no se presenten patologías. En individuos 

inmunocomprometidos, particularmente pacientes post-transplantados, 

se pueden originar patologías linfoproliferativas y su infección congénita 

es una de las causas más importantes de la pérdida de audición y el 

retraso mental en neonatos (Dupont L & Reeves MB, 2017). Este virus 

establece su infección latente en monocitos de sangre periférica, y células 

de la medula ósea. Como en EBV, los estudios serológicos han 

demostrado una asociación entre CMV y algunas enfermedades 

autoinmunes, en particular: Síndrome de Sjögren, Diabetes tipo 1 y Lupus 

Eritematoso Sistémico (Manicklal S y col., 2013). 

Ilustración 5: Célula epitelial de bronquio 

infectada por HCMV. (Ewing, 1982) 
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HHV6 o Herpesvirus Humano 6 

Se refiere a dos especies (HHV6A y HHV6B) altamente relacionadas, que 

infectan casi en su totalidad a la población humana, con una 

seroprevalencia reportada mayor al 95% (De Bolle L y col., 2005) el 

número de estudios en México es muy limitado, reportando valores 

aproximados de 80%. La especie A se ha asociado con encefalopatías 

agudas y alteraciones del sistema nervioso central (incluyendo esclerosis 

múltiple), mientras que la especie B se ha asociado con enfermedades 

cutáneas benignas como Roséola infantum y Pitiriasis rosea (Drago F y 

col., 2015; Rizzo R y col., 2017), así como con hepatitis agudas y en 

algunos casos, con hepatitis fulminante (Charnot A y col., 2016). Ambas 

especies tienen tropismo por monocitos y linfocitos T, donde establecen 

su infección latente utilizando CD46 y CD134 respectivamente, como su 

receptor (Eliassen E y col., 2018). En este caso, el genoma viral de HHV6 

frecuentemente se integra a los cromosomas entre los telómeros y 

subtelómeros. HHV6 también se ha asociado con pneumonitis y la 

enfermedad de injerto contra huésped (Broccolo F y col., 2013; Caccuri F 

y col., 2017; Caselli E y col., 2017; Phan TL y col., 2018). 

 

HHV 7 o Herpesvirus Humano 7 

Es un virus con muchas similitudes a HHV6, presentando una 

epidemiologia, genética y antigenicidad similar, con 85% de la población 

mundial siendo seropositiva, incluyendo México. Tiene un tropismo por 

linfocitos T CD4, donde establece su infección latente. Debido a que su 

primoinfección suele ser asintomática y que no se ha asociado 

definitivamente con ninguna patología, solo existe evidencia tenue de su 

participación en algunas enfermedades cutáneas. Este virus permanece 

poco estudiado (Black JB & Pellett PE, 1999; Ablashi DB y col., 1998; 

Watanabe T y col., 2002). 
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Gamaherpesvirus 

Esta subfamilia comprende aquellos virus con un tropismo limitado a 

linfocitos B y la capacidad de infectar epitelio de manera transitoria; 

únicamente incluye dos especies que infectan humanos: EBV y KSV, 

relevantes por estar asociados de manera directa con la aparición de 

cáncer (Ackermann M, 2006). 

EBV o Virus de Epstein-Barr  

De todos los Herpesvirus, el virus de Epstein-Barr es el más estudiado 

clínica y molecularmente debido su asociación con diversas 

enfermedades. Fue descubierto en 1958 por Sir Michael Epstein e Yvonne 

Barr al detectarlo en muestras de sangre obtenidas de pacientes 

pediátricos africanos con linfoma de Burkitt endémico, siendo el primer 

agente carcinogénico de naturaleza biológica descubierto en humanos, 

cambiando el paradigma de su época con respecto a los orígenes del 

cáncer, y actualmente siendo la causa de al menos 200,000 muertes al 

año, 15% del cáncer asociado a agentes infecciosos o un 2% del total de 

fallecimientos por cáncer al año en el mundo (Smith E, 2014).  

Estudios posteriores encontraron que el virus, con un genoma de 172 kb, 

se transmite en la saliva de individuos infectados y se adquiere entre los 

primeros dos años de vida y la adolescencia, tal que aproximadamente 

90% de la población adulta (18 años) ya ha tenido contacto con el virus 

y es seropositiva, siendo menos predominante en países desarrollados 

que en países en vías de desarrollo. Su tropismo está dirigido a linfocitos 

B donde utiliza la proteína CD21 como receptor para infectarlos y a 

epitelio donde infecta mediante EPHR2A (Chen J y col., 2018). Su objetivo 

es establecerse en linfocitos B de memoria, una población que perdura 

durante la vida del individuo, donde el virus acompaña al linfocito durante 

su desarrollo o lo lleva activamente a este destino (aún no está bien 

definido).  
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Una vez en linfocitos B de memoria, el virus persiste durante toda la vida 

del individuo de manera latente, a la par que se reactiva esporádicamente 

en el epitelio de la orofaringe, como una infección asintomática (Fagin U 

y col., 2017; CDC, 2018; Kanakry JA y col., 2016; Tracy SI y col., 2012). 

Durante su latencia, EBV expresa hasta nueve proteínas cuyas funciones 

ya han sido estudiadas extensamente; EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C, -3-LP, 

LMP1, LMP2A y LMP2B (Avolio TM y col., 2001; Kim JH y col., 2017; Liu 

S y col., 2018; Ma SD y col., 2017; Minamitani T y col., 2015). Estudios 

previos han encontrado “programas” de expresión determinados donde 

se expresa un número diferente de esas proteínas (ver ilustración 6) 

(Ribeiro J y col., 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustración 6: Latencias canónicas de EBV y las neoplasias asociadas a cada una. Cesarman, E (2011) 
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Además de codificar proteínas, se ha demostrado que el virus tiene tres 

grupos de RNAs no codificantes que se expresan constantemente durante 

todos los programas de latencia y el ciclo lítico. Están conformados por: 

los EBERs (1 y 2) o Epstein Barr Encoded RNA’s, los primeros en ser 

descubiertos en 1981 y usados hasta la actualidad como el estándar de 

oro para la detección del virus mediante la hibridación in situ debido a su 

expresión constante (mediante Pol III) y el alto número de copias por 

célula, su función aun no es clara pero se asocia con la capacidad 

transformante in vitro e in vivo del virus, la estabilidad de la latencia y la  

regulación de señales celulares de las vías de señalización del BCR, la 

apoptosis y el INF. Los BARTs o (BamHI A Rightward Transcripts) son 

una familia de, al momento, 44 miRNAs que modulan la expresión de 

genes líticos y latentes del virus, inhiben la respuesta inmune, promueven 

el crecimiento tumoral e inactivan proteínas pro-apoptoticas y supresores 

de tumores. Los miRNAs derivados de BHRF son 4 RNAs resultado de 

spllcing alternativo y los segundos en ser descubiertos en 1989, la 

evidencia con respecto a su función indica que participan en la 

inmortalización de las células, pero no son necesarios. (De Re V y col., 

2020) 

EBV es clasificado como un carcinogénico de tipo I por la IARC 

(International Agency for Research on Cancer) debido a su alto potencial 

carcinogénico, que se observa por la capacidad de las proteínas LMP1 y 

LMP2A/B para inmortalizar linfocitos B en cultivo (Caldwell RG y col., 

1998) así como por su asociación con diversas enfermedades 

linfoproliferativas y neoplásicas (IARC, 2002; Kutok JL & Wang F,  2006), 

entre las que encontramos: el linfoma de Hodgkin, una neoplasia que 

inicia en el sistema inmune y presenta un claro perfil de latencia tipo II. 

Asimismo, el linfoma de Burkitt, caracterizado por ser más agresivo y de 

peor pronóstico presenta un perfil de latencia tipo I (Abate F y col., 2015; 

Chene A y col., 2019). Por otro lado, se asocia con tumores epiteliales 
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como el carcinoma nasofaríngeo (Chan KCA y col., 2017; Cheng S y col., 

2019) y el cáncer gástrico y finalmente, con alteraciones del sistema 

inmunitario como la linfohistiocitosis hemofagocítica y la mononucleosis 

infecciosa, caracterizadas por una hiperactivación anormal de linfocitos 

no neoplásicos (Aruna DR y col., 2011; George M, 2014). Asimismo, se 

asocia con algunas inmunodeficiencias primarias relacionadas con 

señalización, actividad efectora y degranulación de linfocitos T citotóxicos 

(Latour S & Winter S, 2018; Izawa K y col., 2017; Winter S y col., 2018). 

Una característica interesante de estas enfermedades es la elevación de 

las enzimas hepáticas (ALT y AST), así como la detección de 

esplenomegalia y en algunos casos hepatomegalia (Aruna DR y col., 

2011; Rigopoulou EI y col., 2012). 

KSV o Virus de Sarcoma de Kaposi 

El segundo miembro de los Gammaherpesvirus que afecta al humano, 

KSV, también está asociado en pacientes inmunocomprometidos a 

neoplasias. Al momento se ha determinado como agente causal del SK, 

EC, PEL y KICS (Purushothaman P y col., 2016). A diferencia de los otros 

Herpesvirus, KSV se encuentra distribuido heterogéneamente en el 

mundo, en regiones de África y el Mediterráneo, con seroprevalencia de 

entre 20-80% en adultos, mientras que, en Europa y EU es menor al 10% 

(Minhas V & Wood C, 2014). En México no se han realizado estudios para 

determinar la frecuencia de seropositividad. Tiene un tropismo limitado a 

linfocitos B, donde establece una infección persistente, pero a diferencia 

de EBV la latencia de KSV no está bien definida. Se sabe que utiliza la 

proteína “antígeno nuclear asociado a latencia” o LANA como control 

maestro para establecer y regular su ciclo latente. Entre las proteínas que 

codifica KSV encontramos homólogos virales de IL-6, BCL-2, ciclina D, 

FLIP, CCL2, CCL3, e IRF, entre otros (Polizzotto MN y col., 2015; 

Bonsignore L y col., 2017).  
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El hígado 
  
Es un órgano solido que se encuentra únicamente en animales 

vertebrados, en tamaño y masa es el más grande del cuerpo humano, 

con un peso normal de 1.8 Kg en hombres y 1.3 Kg en mujeres. Está 

compuesto de dos lóbulos principales asimétricos, separados por un 

ligamento, que luego se divide en 8 segmentos anatómicos, sin 

diferencias funcionales. Cada lóbulo está compuesto de lobulillos 

hexagonales de hepatocitos formados alrededor de una vena central, 

rodeada de triadas hepáticas, compuestas de una vena, una arteria y un 

conducto biliar, como se muestra en la ilustración 7.  

 
 

 

 

Ilustración 7: Estructuras básicas del hígado a diferentes niveles. (OpenStax College. (2013). Anatomy & 

physiology. OpenStax. http://cnx.org/content/col11496/latest/) 
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Funciones 

 
El hígado tiene más de 500 funciones conocidas relacionadas a diversos 

procesos entre los que encontramos: la producción de bilis necesaria para 

la apropiada digestión de lípidos, el almacenamiento de energía en forma 

de glucógeno y de nutrientes como hierro, cobre y vitaminas, se encarga 

de realizar y regular el ciclo de la urea para eliminar el exceso de 

nitrógeno, metaboliza compuestos endógenos (como la hemoglobina) y 

xenobióticos como mecanismo de protección contra toxicidad, es el único 

órgano capaz de realizar gluconeogénesis, participa de manera 

importante en el metabolismo de lípidos y aminoácidos,  sintetiza y regula 

una cantidad importante de hormonas (como angiotensina), así como 

otras proteínas como albumina, trombopoyetina, así como muchos de los 

factores de coagulación, entre otras, resumiendo las más relevantes en 

la ilustración 8.  

 

 Ilustración 8: Funciones más importantes del hígado sano. Lonza 

https://bioscience.lonza.com/lonza_bs/US/en/hepatocyte-inventory. 



 
21 

Aproximadamente 70% a 85% de la masa del hígado consiste en 

hepatocitos, células epiteliales de 20-30 um especializadas para realizar 

las múltiples funciones del hígado, tienen una vida promedio de 150 días 

y a pesar de estar diferenciadas pueden realizar mitosis para mantener 

sus números, dándole al órgano en su totalidad una capacidad 

regenerativa muy alta (Marieb EN & Hoehn KN, 2012). 

 

Hepatitis 

Las patologías hepáticas agudas son muy comunes, particularmente en 

niños menores de 6 años, sin embargo, estos son eventos limitados y no 

requieren intervención médica. En algunos casos estos eventos pueden 

ocurrir periódicamente o por periodos prolongados. Cuando las 

alteraciones hepáticas perduran más de 6 meses se da un diagnóstico de 

hepatitis crónica. La hepatitis crónica es una lesión necro-inflamatoria 

difusa del hígado, de diferentes etiologías, entre las que se incluyen el 

alcohol, las infecciónes virales, los fenómenos autoinmunes, las 

enfermedades metabólicas, la intoxicación por medicamentos (la cual 

suele remitir al retirar el fármaco causal), algunos trastornos hereditarios 

y en casos donde no se logra identificar la etiología, se le clasifica como 

hepatitis crónica idiopática (ver Tabla 1). En su totalidad estas patologías 

están asociadas con 3.5% de los fallecimientos a nivel mundial (Asrani SK 

y col., 2019). La hepatopatía crónica puede tener diferentes formas de 

presentación, puede tener un comienzo lento con síntomas generales 

como dolor abdominal, cansancio, pérdida de peso, aumento del tamaño 

del hígado, del bazo o puede ser asintomática, donde sólo se encuentran 

alteradas las funciones hepáticas y de coagulación, así como, los niveles 

de bilirrubina. 
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Tabla 1: Resumen de etiologías y agentes causales de las hepatitis.  

Tipo Agente causal Agente etiológico 

Infecciosas 

Virales VHA, VHB, VHC, VHE, EBV, CMV 

Bacterianas Brucela, Leptospira, Rickettsia, Salmonella 

Parasitarias Amebas, Equinococos, Toxoplasma y Plasmodium 

Toxicas 
Alcohólicas Consumo de Etanol 

Medicamentosas  

Autoinmunes ? ? 

Hereditarias 

Obstructivas Atresia de vías Biliares, Tumores, Colestasis intrahepática 

Metabólicas 
Enfermedad de Wilson, Hemocromatosis, Glucogenosis, 

Síndrome de Alagille 

Idiopáticas ? ? 

 

Hepatitis autoinmune (HAI)   

Es una enfermedad inflamatoria crónica con destrucción progresiva del 

hígado que produce necrosis, fibrosis y finalmente cirrosis. Se estima que 

tiene una incidencia entre 0.7 y 2 personas por cada 100,000 individuos 

a nivel global y una prevalencia de 10 a 17 por 1000,000 en Europa (Feld 

JJ & Heathcote EJ, 2003). Existe evidencia de una predisposición genética 

(para HAI tipo I: HLA-DR3, HLA-DR4, HLA-DR13; para HAI tipo II: HLA-

DR3, HLA-DR7, HLA-DR15) que, mediante un factor desencadenante 

ambiental, genera una respuesta autoinmune dirigida contra los 

hepatocitos. Afecta con mayor frecuencia a mujeres jóvenes entre 10 a 

30 años con respecto a varones en una proporción de 4:1 (Gregorio GV y 

col., 1997; Liberal R y col., 2015). No existe ninguna característica clínica 

propia de HAI pero los síntomas pueden ser ligeros o graves, con o sin 

manifestaciones extrahepáticas. El cuadro puede manifestarse con 

anorexia, náuseas, vómitos, malestar general, ictericia, coluria, acolia y 

ligera alteración de las pruebas clínicas. En el examen físico se puede 

encontrar hepatomegalia y/o esplenomegalia. En algunas ocasiones el 

daño hepático es tan importante que se manifiesta cirrosis hepática, 

hemorragia digestiva, encefalopatía o incluso falla hepática aguda y/ o 

fulminante (Than NN y col., 2016; Tan ZH y col., 2015). 
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En los estudios de laboratorio de estos pacientes es frecuente encontrar 

elevación de transaminasas en forma moderada entre 200 a 400 U/ml y 

con menos frecuencia se pueden encontrar valores más elevados (ver 

Anexo II). La elevación de la inmunoglobulina G (o 

hipergammaglobulinemia) es una característica de esta patología. Y estos 

hallazgos junto a la positividad de alguno de los siguientes 

autoanticuerpos: antinucleares (ANAs), anti-músculo liso (ASMA) y anti-

microsoma hepato-renal (LKM) en títulos elevados, son criterios 

diagnósticos. Actualmente, HAI se clasifica según la positividad a algunos 

autoanticuerpos: HAI Tipo I, si se presentan ANAs o anti-SMA elevados y 

HAI Tipo II, si presentan anti-LKM1, anti-LKM3 o anti-Lc1 elevados (Czaja 

AJ, 1999; Hennes EM y col., 2008; Montaño A & Angulo P, 2007; Mack CL 

y col., 2020). 

 

Para el diagnóstico probable o definitivo de HAI, se necesita la 

confirmación histológica en una muestra de biopsia hepática y la exclusión 

de hepatitis asociadas a infecciones por virus hepatotrópicos (VHA, VHB, 

VHC, VHD, VHE), diferenciar de otras hepatitis autoinmunes como la 

colangitis biliar primaria (PBC) y la colangitis esclerosante primaria (PSC), 

o de daño hepático inducido por medicamentos o la enfermedad de 

Wilson. El Grupo Internacional de Hepatitis Autoinmune elaboró una guía 

simplificada para el diagnóstico de HAI en adultos y posteriormente, la 

Sociedad Europea de Gastroenterología Pediátrica, Hepatología y 

Nutrición propuso un sistema de puntos para el diagnóstico de HAI en 

niños (ver Tabla 2).  
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HAI puede traslapar con colangitis biliar primaria (CBP) y la colangitis 

esclerosante primaria (CEP) pero también puede cursar con otras 

enfermedades autoinmunes extrahepáticas como las tiroiditis 

autoinmunes (incluída la tiroiditis de Hashimoto o la enfermedad de 

Graves), vitiligo, artritis reumatoide (AR), Síndrome de Sjögren (SS), 

colitis ulcerativa, enfermedad celiaca, lupus eritematoso sistémico (LES), 

diabetes tipo 1 (DT1), esclerosis múltiple (EM), anemia hemolítica, 

enfermedad inflamatoria intestinal (EII), enfermedad de Crohn y púrpura 

autoinmune (Teufel A y col., 2010). HAI también se puede asociar a otras 

enfermedades inmunológicas como esclerodermia, vasculitis y psoriasis 

(Harley JB y col., 2018). Es interesante que varias de estas enfermedades 

también están asociadas con EBV u otros herpesvirus (Rigopoulou EI y 

col, 2012; Peña R & Almanza E, 2017; Nares J & Jaramillo Y, 2014). 

 

 

 

Tabla 2: Criterios simplificados para el diagnóstico de HAI. (Hennes, 2008) 
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Los esquemas de tratamiento propuestos contemplan el uso de altas dosis 

de prednisona (un corticoesteroide), el cual se baja gradualmente para 

minimizar los efectos adversos y se introduce, azatioprina (un análogo de 

purinas). Algunos pacientes no responden al tratamiento porque ya han 

iniciado en una etapa muy avanzada de su enfermedad o por causas que 

se desconocen, la hepatopatía progresa hacia la cirrosis hepática. Se ha 

propuesto como terapia alternativa en pacientes que no responden, el uso 

de micofenolato de mofetilo (inhibidor de la síntesis de purinas), 

ciclofosfamida (agente citostático alquilante), e inhibidores de 

calcineurina (como la ciclosporina), inhibidores de mTOR (como 

sirolimus/everolimus), u otros agentes biológicos y en última instancia, 

para aquellos que no responden a ninguna terapia el único tratamiento 

eficaz es el trasplante hepático, sin embargo, incluso esta medida puede 

ser temporal (Michielsen P y col., 2012). Esta reportado que una minoría 

de los pacientes puede desarrollar HAI de novo post-trasplante (Lowe D 

& John S, 2018; Tanaka T y col., 2015).  

En relación con este proyecto es relevante mencionar la evidencia que 

puede ligar a los herpesvirus, en particular a EBV con el daño hepático, 

así como, las propuestas que pudieran explicar el origen del daño hepático 

con o sin su participación directa.  

Herpesvirus en Hepatitis  
 

Numerosos reportes de casos han detectado a EBV, HCMV, HHV6 y HHV7 

en pacientes con procesos de daño hepático idiopático, tanto agudo como 

crónico, así como en falla hepática, en ausencia de virus hepatotrópicos 

o agentes hepatotóxicos (Hara S y col., 2006; Ishikawa K y col., 2002; 

Petrova M y col., 2006; Phan TL y col., 2018; Tan ZH y col., 2015). 

Asimismo, estos herpesvirus se han asociado con diversas enfermedades 

autoinmunes, mencionadas previamente (Broccolo F y col., 2013).  
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Se ha evidenciado la presencia de estos virus mediante la detección de 

genomas virales por PCR en sangre, la determinación de anticuerpos 

contra estos virus, por ELISA o mediante la detección de RNAs virales por 

hibridación in situ (Cisneros JM & Herreros M, 2006). De entre los 

herpesvirus, EBV podría ser un buen cofactor/inductor o agente causal de 

la hepatitis autoinmune ya que, debido a sus caracteristicas y a su 

persistencia en el organismo causa un estímulo crónico al sistema inmune 

dirigido contra células propias (infectadas), y posee un ciclo de 

reactivación característico (Banko A y col., 2016; Kofteridis DP y col., 

2011). Aunque no forzosamente correlaciona temporalmente con los picos 

de sintomatología en HAI, tampoco lo hace en la mayoría de las 

enfermedades autoinmunes sistémicas donde ya existe evidencia más 

solida de la relevancia de EBV y HCMV (Lossius A y col., 2012; Min CY y 

col., 2017). Asimismo, la infección de varios de los herpesvirus de manera 

simultanea puede tener un papel sinérgico, promoviendo el desarrollo y 

progresión de autoinmunidad, como se observa en otras enfermedades 

como PEL o KISKC (Tamburro y col., 2012). Los factores que relacionan 

a estos virus con otras enfermedades autoinmunes son: la presencia de 

linfocitos T citotóxicos, células NK/NKTs y macrófagos hiper-reactivos, la 

detección de copias virales sistémicas, un aumento en la expresión de 

proteínas líticas, así como un alto nivel de anticuerpos dirigidos contra el 

virus (especialmente contra EBV). En su conjunto, estos datos indican un 

estado de replicación lítica desregulado. Estas alteraciones podrían ser 

causadas por mutaciones que afectan el desarrollo, el número o la 

funcionalidad de los linfocitos T citotóxicos, sin embargo, no se han 

encontrado genes que se encuentren homogéneamente mutados en todas 

las enfermedades autoinmunes asociadas a los herpesvirus, aunque sí se 

proponen algunos como WNT, STAT4, IRF5 y TNFSF4, la norma es 

encontrar genes asociados a enfermedades específicas (Rigopoulou EI y 

col., 2012; Draborg AH y col., 2013; Tan y col., 2020). 
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Aunque no existe un consenso de como los herpesvirus pudieran causar 

o agravar procesos de daño hepático, ya existen diversas propuestas, en 

particular para EBV, que buscan explicar las observaciones previas, ya 

sea de manera directa, al infectar diversos tipos de linfocitos (Hara S y 

col., 2006), alterando su función, dando señales de sobrevida a células 

autorreactivas y por exceso de ciclo lítico, llevando a la acumulación de 

detrito celular (patrones moleculares asociados a daño, PMADs). En 

paralelo, el efecto indirecto es la producción de moléculas 

inmunomoduladoras que permiten una ruptura de la tolerancia, la 

exposición de antígenos intracelulares por muerte debido a un efecto 

“bystander”; un fenómeno de mimetismo molecular entre las proteínas 

de estos virus y proteínas propias o finalmente una activación policlonal 

de linfocitos B (Bolis V y col., 2016). Ya sea en conjunto o solos, algunos 

de estos mecanismos podrían explicar cómo los herpesvirus pudieran 

agravar o desencadenar procesos de hepatitis autoinmune, y es lógico 

pensar que, de existir diferentes causas, éstas debieran estar asociadas 

con diferentes enfermedades o síntomas.  

 

En individuos inmunocompetentes, los linfocitos T CD8+ normalmente 

regulan la proliferación viral, manteniendo el número de células 

infectadas bajo control. Pero en enfermedades asociadas a los 

herpesvirus, se ha observado que la deficiencia numérica o funcional de 

los linfocitos T CD8+ causa un control inadecuado de estos virus, y que, 

al acumularse en los órganos dentro de células positivas, pueden inducir 

los procesos patológicos observados en estas enfermedades. Aunque en 

lo reportado actualmente no existe evidencia de infección viral en 

hepatocitos, sí hay evidencia de infección viral en los linfocitos B y T que 

forman parte del infiltrado inmune normal del hígado (Hara S y col., 2006; 

Winter S y col., 2018). 
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Aunque la infección de las células T por EBV no es normal, ya que estas 

células no representan su tropismo clásico, esta infección es característica 

de enfermedades linfoproliferativas asociadas al virus, incluyendo el 

linfoma de células T/NK. Las células T expresan menos antígenos virales 

y por lo tanto tienen mayor facilidad para evadir la respuesta inmune. Por 

otro lado, las células T son reclutadas al hígado, donde los productos de 

su activación e infección por EBV, en particular interferón gamma (IFN), 

factor de necrosis tumoral alfa (TNF) y ligando de Fas (FASL) son 

potentes inductores de hepatitis (Coleman CB y col., 2015; Draborg AH y 

col., 2013; Drebber U y col., 2006).  

 

A partir de la infección por EBV de los linfocitos B naïve, el virus acompaña 

al linfocito B durante su diferenciación y éste transita desde la latencia III 

hasta la latencia cero en los linfocitos B de memoria. En este proceso, la 

expresión de las proteínas virales LMP1 y LMP2, le proporcionan al 

linfocito B señales de sobrevida y de maduración a la célula, que se cree, 

podrían remplazar a las señales del antígeno y del centro germinal. Es 

posible que, los linfocitos B autoreactivos infectados por EBV proliferen 

con estas señales y/o al encontrar un antígeno propio proliferen hacia una 

respuesta autoinmune humoral, que además de expresar proteínas de 

EBV involucradas en la evasión inmune y la inhibición de la apoptosis, 

resultaría probablemente en la pérdida de la tolerancia y el desarrollo de 

la autoinmunidad (Harley JB y col., 2018; Minamitani, T y col., 2015) 

(Tracy SE y col., 2012). El antígeno de una proteína externa (del virus, 

en este caso) sería lo suficientemente parecido a un antígeno propio (de 

un hepatocito, por ej.) tal que, un anticuerpo contra ese antígeno (así 

como linfocitos B y T dirigidos contra ese mismo antígeno), podría 

reaccionar con el antígeno viral y el propio.  
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Este evento se conoce como mimetismo molecular y en particular para 

EBV, se han propuesto varias proteínas con el potencial de cruzar con 

proteínas propias, pero la que tiene más evidencia es EBNA-1, con la que 

se ha confirmado una reactividad cruzada con anticuerpos antinucleares 

(Anti-Ro) en esclerosis múltiple (EM) y lupus eritematoso sistémico (LES), 

así como con CYP2D6 en hepatitis autoinmune (Rigopoulou EI y col., 

2012; Poole BD, 2006). La evidencia actual sugiere que los linfocitos 

infectados estan entrando constantemente en fase lítica de manera 

crónica, contrario a la propensión del virus a permanecer latente, lo que 

resulta en muerte celular, inducción de inflamación local y mayor 

reclutamiento de linfocios T (CD8+, CD4+) (Bolis V y col., 2016). Los 

linfocitos T CD8+ específicos para EBV, se encuentran enriquecidos en o 

cerca de los órganos afectados en pacientes con AR o EM, o en el líquido 

sinovial de pacientes con artritis psoriática (APs) u osteoartritis (OA) 

(Farina A y col., 2017). Otro mecanismo, es por “activación colateral”. En 

este caso, la inflamación producida por la infección promueve la activación 

o expansión de linfocitos previamente activados, linfocitos autoreactivos. 

También hay activación y expansión de células T autoreactivas debido a 

la inflamación local severa inducida por el virus y la producción local de 

citocinas. En las enfermedades autoinmunes, los altos títulos de 

anticuerpos contra EBV pueden ser el resultado de la activación policlonal 

de los linfocitos B (Nagata K y col., 2017). Particularmente en HAI se 

observa un incremento de anticuerpos IgG policlonales, que pueden 

originarse de la reactivación de EBV en los linfocitos B. 

 

En el caso de HCMV se ha confirmado que los anticuerpos contra la 

proteína UL94 interaccionan con las células epiteliales en la esclerosis 

sistémica, así como los anticuerpos contra la proteína de la región IE2 

interaccionan con la cadena beta del HLA, en el rechazo de transplantes 

(Lunardi C y col., 2000; Fujinami RS y col., 1988). 
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Justificación y planteamiento del problema: 

Con base en la evidencia que asocia al VEB con procesos de 

autoinmunidad y a los herpesvirus de las familias Beta y Gamma con 

marcadores de daño hepático, es importante evaluar la participación que 

estos virus puedan tener individualmente o en conjunto como detonantes 

o agravantes en pacientes con hepatitis autoinmune y/o hepatitis 

idiopática.  

Hipótesis del trabajo: 

La detección de copias virales provenientes de uno o más herpresvirus, 

en plasma y tejido hepático, así como la detección de anticuerpos 

elevados contra proteínas de EBV, correlacionarán con un cuadro clínico 

de hepatitis con características de autoinmunidad, en pacientes 

pediátricos del Hospital Infantil de México “Federico Gómez”. 

Objetivos: 

General: 

Evaluar la infección por EBV, CMV, HHV6, HHV7 y KSV en pacientes 

pediátricos con diagnóstico de hepatitis crónica, con y sin marcadores de 

autoinmunidad. 

Particulares:  

❑ Cuantificación de la carga viral de EBV, CMV, HHV6, HHV7 y KSV en 

leucocitos, plasma y tejido hepático mediante qPCR múltiplex.  

❑ Medición de la presencia de anticuerpos contra EBV en plasma por 

ELISA. 

❑ Análisis estadístico de la infección por los herpesvirus con el 

diagnóstico de hepatitis crónica (con o sin marcadores de 
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autoinmunidad) y algunos marcadores de daño hepático y auto-

anticuerpos. 

Diseño del estudio: 

Estudio transversal descriptivo y observacional de una cohorte 

prospectiva de pacientes con enfermedad hepática crónica con y sin 

características de autoinmunidad.  

Población de estudio: 

Pacientes pediátricos del Departamento de Gastroenterología que acuden 

al Hospital Infantil de México “Federico Gómez” con diagnóstico de 

hepatitis crónica con y sin características de autoinmunidad. Los padres o 

tutores de todos los pacientes pediátricos incluidos en el estudio dieron 

su aprobación mediante la firma de una carta de consentimiento 

informado, y los mayores de 10 años firmaron también una carta de 

asentimiento informado, ambas previamente aprobadas por el comité de 

Investigación y Ética del Hospital Infantil de México Federico Gómez (ver 

apéndice). 

Criterios de Inclusión 

• Pacientes con diagnóstico de hepatitis autoinmune o compatible con 

autoinmunidad de acuerdo con los criterios de El Grupo 

Internacional de la Hepatitis Autoinmune (Hennes EM y col., 2008) 

Criterios de exclusión 

• Evidencia de infección por otros agentes biológicos que causen 

Hepatitis (VHA, VHB, VHC), contacto con agentes químicos 

hepatotóxicos, toma de medicamentos o infusiones herbolarias con 

daño hepático reportado o traumatismo físico que resulte en 

perdida de función hepática.  

Criterios de eliminación 

• Decisión del paciente o sus familiares de no participar en el estudio.  
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• Ausencia de la información clínica completa. 

• Insuficiente o inadecuado material biológico.  

• Pacientes que decidan abandonar el estudio. 

Pacientes incluidos en el estudio.  

44 pacientes pediátricos del Departamento de Gastroenterología del 

Hospital Infantil de México “Federico Gómez”, clasificados en 3 grupos de 

estudio según la etiología de su enfermedad.  

Tabla 3: Resumen de los pacientes en seguimiento por diagnóstico. Detallando el número de 

muestras de sangre periférica (SP) y el número de biopsias hepáticas (pareadas temporalmente 
con la SP). Así como la edad promedio y el porcentaje de cada género. 

Los tres grupos se definieron de acuerdo con diagnóstico clínico 

establecido por el Departamento de Gastroenterología del HIMFG. El 

grupo de HAI está conformado por pacientes con un puntaje igual o mayor 

a 6 de acuerdo con los criterios para el diagnóstico de HAI (Hennes EM y 

col., 2008). El grupo de HCI está conformado por pacientes con síntomas 

de enfermedad hepática por más de seis meses que no tuvieron una causa 

determinada al terminar el análisis de los datos. Finalmente, el grupo de 

HCD está conformado por pacientes con diagnósticos crónicos 

establecidos (no autoinmunes), estos datos se resumen en la Tabla #4. 

       Tabla 4: Diagnósticos del grupo de hepatitis de causa definida incluidos en el estudio.  

Paciente Diagnostico 

G004 Deficiencia de Lipasa Acida 

G016 Esteatosis Hepática 

G025 Esteatosis Hepática 

G041 Colestasis Intrahepática Familiar 

G050 Esteatosis Hepática + Síndrome de Gilbert 

Diagnóstico #Pacientes #MuestrasSP #Biopsias Edad Genero 

Hepatitis Crónica 

Autoinmune (HAI) 
10 23 6 130M 

80% F 

20% M 

Hepatitis Crónica 

idiopática (HCI) 
23 33 12 101M 

57% F 

43% M 

Hepatitis Crónica de 

causa Definida (HCD) 
11 20 6 106M 

27% F 

73% M 

Voluntarios Sanos 

Pediátricos (VSP) 
7 7 0 112M 

57% F 

43% M 
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G059 Colangitis Esclerosante 

G063 Colestasis Multifactorial 

G064 Esteatosis Hepática 

G069 Enfermedad Venoclusiva Hepática 

G073 Hepatoblastoma 

G080 Glucogenosis Tipo III 

Procedimiento Experimental 
 

Obtención de Leucocitos 

Partiendo de una muestra de 1-4 mL de sangre periférica obtenida de 

pacientes pediátricos, se obtuvieron los leucocitos utilizando un método 

de lisis de eritrocitos. Se centrifugó la sangre a 3500 rpm durante 10 

minutos para separar el plasma (que se almacenó a -80°C para su 

posterior uso en ELISA y cuantificación de carga viral) y el paquete 

celular, se resuspendió en Buffer EL (QIAGEN #Catalogo 79217) y se 

colocó en hielo durante 15 minutos con agitación cada 5 minutos, seguido 

de una centrifugación a 3500 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se repitió 

este procedimiento y posteriormente se realizaron tres lavados con PBS 

(GIBCO #Catalogo 10-010) y se cuantificaron las células obtenidas. Del 

total se separaron 4 millones (cuando el numero obtenido fue menor se 

utilizó la mitad de lo obtenido) para la extracción de DNA y RNA, 

congelando el resto a -80oC y luego en nitrógeno líquido, en 30% medio 

RPMI 1640 (GIBCO #Catalogo 11875), 60% de suero fetal bovino y 10% 

de dimetilsulfoxido para su uso en estudios posteriores.  

 

Extracción de DNA/RNA 

Para la extracción de DNA/RNA se utilizaron los kits: All Prep DNA/RNA 

(QIAGEN #Catalogo 80204) y All Prep DNA/RNA/miRNA Universal 

(QIAGEN #Catalogo 80224), siguiendo los protocolos descritos en sus 

manuales, e implementando las columnas QIAshedder (QIAGEN 
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#Catalogo 79656) para homogeneizar el lisado resultante de la lisis de 

leucocitos, utilizando buffer RLT plus con beta-mercaptoetanol. Se eluyó 

el DNA en Buffer TE0.1 mM y el RNA en agua libre de nucleasas.  

 

qPCR Multiplex  

La cuantificación de copias virales se realizó mediante dos reacciones de 

PCR cuantitativa multiplex previamente estandarizados en nuestro 

laboratorio (Sánchez Y y col., 2018), la primera dirigida a EBV, HCMV y 

un gen celular (Actina-B) y la segunda dirigida a HHV6, HHV7 y el VSK.  

Para la detección estos virus se seleccionaron genes con una sola copia, 

con baja tasa de mutación, necesarios para la replicación viral y que 

fueran específicos de cada virus.  

Para EBV se seleccionó el gen BALF-5 que codifica para la subunidad 

catalítica de la DNA polimerasa viral, para HCMV se seleccionó el gen 

UL123 que codifica para un transactivador involucrado en la expresión de 

genes virales y celulares de CMV durante la fase latente, para HHV6 se 

seleccionó el gen U31 que se encuentra conservado en ambas especies y 

codifica para una proteína del tegumento con diversas funciones virales, 

para HHV7 virus se seleccionó el gen U57 que codifica para la proteína 

mayor de la cápside y para KSV se seleccionó el gen LANA (Latency 

Associated Nuclear Antigen) que regula el estado latente del virus 

(Sánchez Y y col., 2018).  

Se sintetizaron los oligonucleótidos de los genes seleccionados junto con 

6 sondas Taqman dirigidas a los fragmentos amplificados por los primers, 

conjugadas a tres fluorocromos diferentes para permitir su detección 

simultánea. Las secuencias de primers y sondas utilizadas se resumen en 

la tabla 5:  
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Tabla 5: Secuencias de los primers y sondas utilizadas para la detección de los cinco virus 

estudiados y el gen constitutivo control, junto con los fluorocromos conjugados a cada sonda.  

Reacción Virus Gen Función Secuencia 5´→3´ Fluorocromo 

1 

 B-Actina 

Primer F CCAGGCTAACCTCGGAAATCT  
Primer R CATCGTCATTCCTGTGCAACT 

Sonda TGGGGTGCCGGCTCTCTGCT Cy-5 

EBV BALF-5 

Primer F CGG AAG CCC TCT GGA CTT C  
Primer R CCC TGT TTA TCC GAT GGA ATG 

Sonda TGTACACGCACGAGAAATGCGCC FAM 

HCMV UL-123 

Primer F GACTAGTGTGATGCTGGCCAAG  
Primer R GCTACAATAGCCTCTTCCTCATCTG 

Sonda AGCCTGAGGTTATCAGTGTAATGAAGCGCC HEX 

2 

HHV6 U31 

Primer F CGACTCTCACCCTACTGAACGA  
Primer R GAGGCTGGCGTCGTAGTAGAA 

Sonda AGCCACAGCAGCCATCTACATCTGTCAA FAM 

HHV7 U57 

Primer F CGGAAGTCACTGGAGTAATGACAA  
Primer R ATGCTTTAAACATCCTTTCTTTCGG 

Sonda CTCGCAGATTGCTTGTTGGCCATG HEX 

KSV LANA 

Primer F AGTTATGGGCGACTGGTCTG  
Primer R GGATGGAAGACGAGATCCAA 

Sonda AAGTCCGTATGGGTCATTGC Cy-5 

 

Se utilizó la mezcla de reacción comercial QuantiTect Probe PCR Kit (200) 

(QIAGEN #Catalogo 204343) en el equipo Rotor-Gene Q 5plex HRM 

Platform (QIAGEN #Catalogo 9001580). Para cuantificar la carga viral en 

las muestras se utilizaron curvas estándar de plásmidos que contienen 

cada uno de los diferentes genes de interés, y que fueron construidos en 

el laboratorio. Las condiciones de la reacción, así como las 

concentraciones y cantidades utilizadas se resumen en las siguientes 

tablas. 

 

Tabla 6: Condiciones utilizadas para la qPCR multiplex (Sanchez-Ponce, 2018).  

   50 ciclos 

Paso Hold 1 Hold 2 Desnaturalización Extensión 

Temperatura (°C) 52 95 95 60 

Duración (min) 2 10 15 60 
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       Tabla 7: Concentraciones y cantidades de cada reactivo para una reacción de 12.5 uL.  

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ELISA 

Se realizó la detección de 4 anticuerpos contra proteínas características 

del virus de Epstein-Bar. Anti-antígeno de la cápside viral (VCA) en las 

isoformas IgG e IgM, anti-antígeno temprano (EA) en su isoforma IgG y 

anti-antígeno nuclear de Epstein-Bar 1 (EBNA-1) en su isoforma IgG, 

utilizando los kits: Epstein-Barr virus EA IgG ELISA #Catalogo RE57311, 

Epstein-Barr virus EBNA-1 IgG ELISA #Catalogo RE56251, ambos de la 

marca IBL International y Epstein-Barr virus VCA IgM ELISA #Catalogo 

51104 y Epstein-Barr virus VCA IgG ELISA #Catalogo 51204 de la marca 

Human. Se siguieron los protocolos descritos individualmente en cada uno 

de los kits.    

Reactivo Concentración 

Inicial 

Concentración 

Final 

Volumen por 

reacción (uL) 

QuantiTect PCR Master Mix 2x 1x 6.250 

Primer (EBV/HHV6) F 10 nM 200 μM 0.250 

Primer (EBV/HHV6) R 10 nM 200 μM 0.250 

Sonda (EBV/HHV6) 10 nM 100 μM 0.125 

Primer (HCMV/HHV7) F 10 nM 200 μM 0.250 

Primer (HCMV/HHV7) R 10 nM 200 μM 0.250 

Sonda (HCMV/HHV7) 10 nM 100 μM 0.125 

Primer (Act-β/KSV) F 10 nM 200 μM 0.250 

Primer (Act-β/KSV) R 10 nM 200 μM 0.250 

Sonda (Act-β/KSV) 10 nM 100 μM 0.125 

Agua libre de nucleasas NA NA 0.375 

Muestra NA NA 4 uL 

Volumen final NA NA 12.5 
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Resultados: 
 

Dentro de los pacientes pediátricos que se reciben en el Departamento de 

Gastroenterolgía del Hospital Infantil de México, un alto porcentaje 

corresponde a pacientes con patologías hepáticas agudas o crónicas con 

una etiología definida, donde no se considera la posible contribución de 

los herpesvirus. 

           

La presencia de EBV (cargas virales y anticuerpos anti-EBV) en varios 

reportes de casos de pacientes adultos con hepatitis crónicas ha generado 

la propuesta de que EBV, pudiera estar relacionado como agente causal 

o agravante en las hepatitis idiopáticas crónicas y en particular, en las 

hepatitis crónicas autoinmunes. Asimismo, el resto de los herpesvirus 

gamma y beta al tener similitud con EBV y ser moduladores del sistema 

inmune podrían estar asociados con el inicio de los procesos autoinmunes, 

de manera individual o conjunta. Como un primer paso para determinar 

esta relación es necesario comprobar si realmente están presentes estos 

virus en números relevantes en estos pacientes, por lo que para 

comprobar la hipótesis antes mencionada se planteó monitorear el 

número de copias virales de cada uno de los herpesvirus humanos beta y 

gamma en una corte de pacientes con hepatitis crónicas de diferentes 

etiologías o hepatitis crónicas idiopáticas, que permitiera comparar la 

presencia de estos virus entre aquellos donde esperamos encontrar una 

participación y aquellos que ya son explicados por una etiología sólida. 

Las muestras de sangre periférica fueron separadas en plasma y células 

mononucleares, de tal forma que por cada muestra de sangre periférica 

se obtuvieran dos valores de carga viral (CV): en leucocitos, que 

corresponde a los virus en fase latente (copias/µg de DNA), y en el 

plasma, que corresponde a las partículas infecciosas producidas por los 

ciclos líticos (copias/ml de plasma). 
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Objetivo particular 1:  

Cuantificación de la carga viral de EBV, HCMV, HHV6, HHV7 y KSV en 

leucocitos, plasma y tejido hepático mediante qPCR múltiplex.  

 

No se observó la presencia de HCMV ó KSV en la cohorte de pacientes 

evaluada, por lo que estos dos virus se omiten en los resultados 

presentados más adelante. 

  

El virus detectado más recurrente y con mayor carga viral en plasma y 

leucocitos con respecto a los otros virus, fue Epstein Barr (ver 

ilustraciones 9 y 10), y no se observaron diferencias entre los tres grupos 

diagnósticos de hepatitis crónica: autoinmune (HAI), idiopática (HCI) o 

de causa definida (HCD), detectando al virus en 20% de las muestras de 

leucocitos y 50% de las muestras de plasma (ver tabla 7). Por otro lado, 

el número de copias virales de EBV, aunque no fue significativamente 

diferente entre las muestras de los grupos diagnósticos si mostró una 

tendencia a números mayores en HAI con respecto a los otros dos 

diagnósticos (ver ilustración 10). Un dato que llama la atención es la 

ausencia de cargas virales para EBV en los voluntarios sanos, donde 

ninguno de los siete mostró detección alguna, sin embargo, al ser una 

muestra limitada, no hay una diferencia significativa. Finalmente, al 

analizar estos datos se determinó que el porcentaje de pacientes positivos 

a EBV (ver ilustración 9) así como el número de copias virales de EBV (ver 

ilustración 10) era superior en plasma con respecto a leucocitos 

independientemente del grupo diagnóstico de manera significativa, 

utilizando una prueba de Chi-Cuadrada (p=0.035 HAI, p=0.034 HCI y 

p=0.061 HCD) y Kruskar-Wallis (p=0.045 HAI, p=0.0001 HCI y p=0.065 

HCD), respectivamente. 

 



 
39 

Tabla 8: Resumen de cargas virales para EBV en los cuatro grupos de estudio.  

EBV en HAI Plasma Leucocitos Tejido Hepático 

Muestras + 30.4% (7/23) 8.7% (2/23) 16.7% (1/6) 

Pacientes + 50.0% (5/10) 20.0% (2/10) 16.7% (1/6) 

Media 22018 173 216 

Mediana 1196 173 216 

Máximo 137100 246 216 

EBV en HCI Plasma Leucocitos Tejido Hepático 

Muestras + 42.4% (14/33) 18.2% (6/33) 16.7% (2/12) 

Pacientes + 52.2% (12/23) 26.1% (6/23) 18.2% (2/11) 

Media 12107 469 217 

Mediana 2053 415 217 

Máximo 87738 970 250 

EBV en HCD Plasma Leucocitos Tejido Hepático 

Muestras + 35.0% (7/20) 10.0% (2/20) 33.3% (2/6) 

Pacientes + 45.5% (5/11) 18.2% (2/11) 33.3% (2/6) 

Media 6535 235 110 

Mediana 750 235 110 

Máximo 40133 277 110 

EBV en VSP Plasma Leucocitos   

Muestras + 0.0% (0/7) 0.0% (0/7)   

Pacientes + 0.0% (0/7) 0.0% (0/7)   

Media 0 0   

Mediana 0 0   

Máximo 0 0   
 

 

Ilustración 9: Frecuencia de Pacientes positivos a EBV por qPCR. Se consideró positiva una 

detección de 100 copias por microgramo de DNA en leucocitos en hígado y 400 copias por mL en 
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plasma. Se utilizo la prueba de Chi-cuadrada para determinar significancia entre valores. 

*p=0.035 **p=0.034. 

 

 

 

Ilustración 10: Media de Copias Virales de EBV detectadas por qPCR en pacientes positivos. Se 
utilizo la prueba Kruskar-Wallis para determinar la significancia entre valores. *p=0.045 

**p=0.0001. 

 

Por otro lado, se observó, ausencia de correlación entre las cargas virales 

de EBV que se detectan en plasma con las cargas virales del mismo, que 

se detectan en hígado.  

 

Respecto a HHV6, se encontró un número mínimo de muestras positivas 

con una carga viral baja en relación con EBV para leucocitos y plasma, sin 

diferencias por grupo diagnóstico o una tendencia clara (ver tabla 8). Lo 

que llamó la atención fue la mayor frecuencia de pacientes positivos a 

HHV6 en tejido hepático (ver ilustración 11), y con cargas virales un poco 

más elevadas en los grupos diagnósticos de HCI y HCD (ver ilustración 

12). Es importante remarcar que se cuenta con un bajo número de 

biopsias por lo que no es posible establecer conclusiones sólidas, por esto 

mismo en ninguna de las comparaciones previamente exploradas se 

determinó una diferencia estadística utilizando la prueba de Chi-Cuadrada 

para los porcentajes y de Kruskar-Wallis para las medias.  
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Tabla 9: Resumen de cargas virales para HHV6 en los cuatro grupos de estudio. 

HHV6 en HAI Plasma Leucocitos Tejido Hepático 

Muestras + 4.3% (1/23) 0.0% (0/23) 33.3% (2/6) 

Pacientes + 10.0% (1/10) 0.0% (0/10) 33.3% (2/6) 

Media 450 0 530 

Mediana 450 0 530 

Máximo 450 0 946 

HHV6 en HCI Plasma Leucocitos Tejido Hepático 

Muestras + 0.0% (0/33) 3.0% (1/33) 25.0% (3/12) 

Pacientes + 0.0% (0/23) 4.3% (1/23) 27.3% (3/11) 

Media 0 110 217 

Mediana 0 110 217 

Máximo 0 0 250 

HHV6 en HCD Plasma Leucocitos Tejido Hepático 

Muestras + 5.0% (1/20) 10.0% (2/20) 66.7% (4/6) 

Pacientes + 9.1% (1/11) 18.2% (2/11) 66.7% (4/6) 

Media 460 160 1185 

Mediana 460 160 1185 

Máximo 460 180 2150 

HHV6 en VSP Plasma Leucocitos   

Muestras + 0.0% (0/7) 0.0% (0/7)   

Pacientes + 0.0% (0/7) 0.0% (0/7)   

Media 0 0   

Mediana 0 0   

Máximo 0 0   
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Ilustración 11: Frecuencia de Pacientes positivos a HHV6 por qPCR. Se consideró positiva una 

detección de 100 copias por microgramo de DNA en leucocitos e hígado y 400 copias por mL en 

plasma. Se utilizo la prueba de Chi-cuadrada para determinar significancia entre valores.  

 

 

 

Ilustración 12: Media de Copias Virales de HHV6 detectadas por qPCR en pacientes positivos. Se 

utilizo la prueba Kruskar-Wallis para determinar la significancia entre valores.  
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Por último, la detección de HHV7 presentó un comportamiento más similar 

a EBV (ver tabla 9), encontrándolo principalmente en plasma y leucocitos 

en comparación con tejido hepático, aunque en frecuencias de pacientes 

positivos menores que EBV (ver ilustración 13), el número de copias 

virales detectadas fue muy elevado (ver ilustración 14), en algunos casos 

similar a lo encontrado para EBV, pero debido a la gran diferencia entre 

los valores de desviación estándar, no se identificaron diferencias 

estadísticamente significativas entre los grupos diagnósticos o entre los 

tejidos evaluados, aunque se observa una tendencia de mayores cargas 

virales para HHV7 en plasma que en leucocitos o tejido hepático, en dos 

de los grupos diagnósticos (HAI y HCD). 

 
 

Tabla 10: Resumen de cargas virales para HHV7 en los cuatro grupos de estudio. 

HHV7 en HAI Plasma Leucocitos Tejido Hepático 

Muestras + 8.7% (2/23) 8.7% (2/23) 0.0% (0/6) 

Pacientes + 20.0% (2/10) 20.0% (2/10) 0.0% (0/6) 

Media 58449 164 0 

Mediana 58449 164 0 

Máximo 115564 167 0 

HHV7 en HCI Plasma Leucocitos Tejido Hepático 

Muestras + 9.1% (3/33) 9.1% (3/33) 0.0% (0/12) 

Pacientes + 8.7% (2/23) 8.7% (2/23) 0.0% (0/11) 

Media 2995 260 0 

Mediana 2445 260 0 

Máximo 4500 320 0 

HHV7 en HCD Plasma Leucocitos Tejido Hepático 

Muestras + 15.0% (3/20) 10.0% (2/20) 33.0% (2/6) 

Pacientes + 27.3% (3/11) 18.2% (2/11) 33.0% (2/6) 

Media 4614 210 230 

Mediana 760 210 230 

Máximo 12648 280 230 

HHV7 en VSP Plasma Leucocitos   

Muestras + 0.0% (0/7) 0.0% (0/7)   

Pacientes + 0.0% (0/7) 0.0% (0/7)   

Media 0 0   

Mediana 0 0   

Máximo 0 0   
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Ilustración 13: Frecuencia de Pacientes positivos a HHV7 por qPCR. Se consideró positiva una 

detección de 100 copias por microgramo de DNA en leucocitos e hígado y 400 copias por mL de 

plasma. Se utilizo la prueba de Chi-cuadrada para determinar significancia entre valores. 

 

 

  

Ilustración 14: Media de Copias Virales de HHV7 detectadas por qPCR en pacientes positivos. Se 

utilizo la prueba Kruskar-Wallis para determinar la significancia entre valores.  
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Objetivo particular 2:  

Medición de la presencia de anticuerpos contra EBV en plasma por ELISA. 

 

Con las cuantificaciones de carga viral previas, se confirmó la presencia 

de 3 de los cinco Herpesvirus evaluados: EBV, HHV6 y HHV7. Y de éstos, 

EBV se detectó en un mayor porcentaje de pacientes y con un número de 

copias importante. Para continuar explorando la presencia de este virus 

decidimos evaluar el perfil serológico anti-EBV de estos pacientes 

mediante la cuantificación de 4 anticuerpos en plasma: anti-VCA-IgM, 

anti-VCA-IgG, anti-EBNA-1-IgG y anti-EA-IgG.  

 

Con respeto a la seropositividad (ver ilustración 15) encontramos que el 

90% de las muestras provenientes de pacientes con hepatitis crónica 

fueron positivos a anti-VCAG, sin embargo, de estos solo aquellos con 

diagnóstico de HAI mostraron una diferencia significativa con los controles 

sanos evaluado por una prueba Chi-cuadrada (p=0.006). Por el contrario, 

el porcentaje de pacientes positivos a anti-VCAM fue casi nulo (0%-10%) 

en todos los grupos de estudio. Para la seropositividad a anti-EBNA-1 y 

anti-EA se observó una diferencia significativa entre los pacientes 

diagnosticados con HAI en relación con el resto de los grupos de estudio. 

Por otro lado, para tres de los anticuerpos (anti-VCAG, anti-EBNA-1 y 

anti-EA) se obtuvo una medición cuantitativa con la que se comparó el 

valor absoluto por grupo de estudio (ver tabla 11 e ilustración 16). 

Aunque no se observó diferencia significativa para anti-EBNA-1 y anti-EA, 

si se observó un valor promedio menor en los controles sanos. Por el 

contrario, el valor de anti-VCAG fue superior en pacientes con HAI con 

respecto a los otros tres grupos diagnóstico, con una significancia 

estadística evaluada por Kruskar-Wallis (p=0.001, 0.003 y 0.007, para 

HCI, HCD y VSP respectivamente). 
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Ilustración 15: Frecuencia de muestras positivas por diagnóstico.  

Ilustración 16: Concentración de cada anticuerpo detectado por diagnóstico. 
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Tabla 5: Resumen de los resultados obtenidos para anticuerpos contra EBV.  

 

Diagnóstico Variable α-EBNA-1 α-EA α-VCAG 

HAI 

Promedio 56 55 116 

SD 43 109 30 

Mediana 38 9 114 

N=23 Positivos 87 47.8 100 

HCI 

Promedio 49 37 72 

SD 38 121 36 

Mediana 51 6 70 

N=33 Positivos 66.7 21.2 90.9 

HCD 

Promedio 45 32 79 

SD 45 121 32 

Mediana 45 3 77 

N=20 Positivos 55 20 95 

VSP 

Promedio 29 16 43 

SD 32 18 35 

Mediana 12 7 53 

N=7 Positivos 33.3 33.3 66.7 
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Objetivo particular 3:  

Análisis estadístico de la infección por los herpesvirus con el diagnóstico 

de hepatitis crónica (con o sin marcadores de autoinmunidad) y algunos 

marcadores de daño hepático y auto-anticuerpos. 

 

Correlación entre daño hepático y CV de EBV en plasma 

Se buscó evaluar la posible relación de las cargas virales obtenidas con 

marcadores clásicos de daño hepático, en particular las enzimas ALT y 

AST. Estos marcadores son cuantificados previo a cada consulta por el 

laboratorio central del hospital, por lo que los datos fueron recopilados de 

los expedientes clínicos de cada paciente. Para el análisis de carga viral 

se tomaron únicamente los datos de EBV en plasma para los tres grupos 

diagnóstico (ver tabla 12), debido a que el resto de los tejidos y virus 

fueron mayoritariamente negativos, tal que no sería lógico aplicar una 

prueba estadística en estos casos.  

 

Tabla 6: Resumen de coeficientes de correlación de Spearman entre CV de EBV en plasma y 

ALT/AST. 

Dx. N 
ALT AST 

R p R p 

HAI 23 0.0500 0.8207 0.0883 0.6886 

HCD 20 0.0632 0.7912 0.0361 0.8798 

HCI 33 0.0063 0.9722 0.0173 0.9239 
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Ilustración 17: Correlación entre CV en plasma y ALT en sangre de pacientes con HAI. R=0.050 

 

 

 
Ilustración 18: Correlación entre CV en plasma y AST en sangre de pacientes con HAI. R=0.088 
 

En la cohorte de pacientes evaluada por el estudio no se identificó una 

correlación entre el número de copias virales para EBV y los marcadores 

de daño hepático (ALT/AST) en ninguno de los grupos diagnóstico (ver 

tabla 12 e ilustraciones 17 y 18) así como, para ninguno de los virus 

estudiados.  
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Correlación entre daño hepático y serología anti-EBV 

También se buscó evaluar la posible relación de la respuesta anti-EBV con 

marcadores clásicos de daño hepático (ALT y AST) al tener un mayor 

porcentaje de muestras positivas para todos los diagnósticos y 

anticuerpos evaluados. Se identificó una correlación significativa entre la 

serología anti-EBV y los marcadores de daño hepático (ALT/AST) 

exclusivamente para pacientes con HAI (ver tabla 13).  En las 

ilustraciones 19 y 20 se pueden observar las correlaciones anti-VCAG/ALT 

y anti-EA/ALT respectivamente, en pacientes con HAI.  

 
Tabla 7: Resumen de coeficientes de correlación de Spearman entre los anticuerpos anti-EBV en 

plasma y ALT/AST. 

Anticuerpo y Dx. N+ 
ALT AST 

R p R p 

VCAG 

HAI 23 0.5052 0.0139 0.5037 0.0143 

HCI 33 0.1456 0.4188 0.14 0.4371 

HCD 20 0.4365 0.0543 0.4237 0.0627 

EBNA-1 

HAI 23 0.1113 0.6132 0.1392 0.5254 

HCI 33 0.2236 0.211 0.2724 0.1251 

HCD 20 0.2211 0.3489 0.1959 0.4093 

EA 

HAI 23 0.6691 0.0005 0.4776 0.0221 

HCI 33 0.1212 0.5017 0.0831 0.6457 

HCD 20 0.1783 0.452 0.2353 0.318 
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Ilustración 19: Correlación entre unidades/ml de anti-VCAG  en plasma y ALT en sangre de 

pacientes con HAI. R=0.505 p=0.01 
 

Ilustración 20: Correlación entre unidades/ml de anti-EA en plasma y ALT en sangre de 

pacientes con HAI. R=0.669 p=0.0005 
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Correlación entre la serología anti-EBV y el título de los ANAs 

Como último análisis se decidió explorar la relación entre la serología anti-

EBV y el título detectado de ANAs (ver tabla 14), otra prueba bioquímica 

realizada en el laboratorio central del hospital. Es importante enfatizar 

que, a diferencia del perfil hepático, los ANAs no son medidos 

consistentemente, por lo que no se adquirieron datos de todos los 

pacientes, reduciendo la N para este análisis. Se identificó una correlación 

negativa entre anti-VCAG y los anticuerpos antinucleares (ver ilustración 

21) y una correlación positiva entre anti-EBNA-1 y los anticuerpos 

antinucleares, en pacientes con HAI (ver ilustración 22) así como, una 

correlación positiva entre anti-EBNA-1 y los anticuerpos antinucleares en 

pacientes con HCI (ver ilustración 23). 

 

Tabla 8: Resumen de coeficientes de correlación de Spearman entre los anticuerpos anti-EBV en 

plasma y los anticuerpos antinucleares (ANAs). 

 

Diagnóstico y Anticuerpo 
ANAs 

R p 

HAI N=13 

VCAG 0.6796 0.005 

EBNA-1 0.5624 0.045 

EA 0.4555 0.117 

HCI N=13 

VCAG 0.3684 0.215 

EBNA-1 0.6043 0.028 

EA 0.3028 0.3145 

HCD N=5 

VCAG 0.3183 0.6013 

EBNA-1 0.5345 0.3534 

EA 0.7564 0.1389 
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Ilustración 21: Correlación entre unidades de anti-VCAG en plasma y ANAs en pacientes con 

HAI. R=0.679 p=0.005 

Ilustración 22: Correlación entre unidades de anti-EBNA-1 en plasma y ANAs en pacientes con 

HAI. R=0.562 p=0.045 
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Ilustración 23: Correlación entre unidades de anti-EBNA-1 en plasma y ANAs en pacientes con 

HCI. R=0.604 p=0.028 
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Discusión:  
 
Como se mencionó anteriormente, tanto KSV como HCMV no fueron 

detectados en ninguno de los pacientes evaluados durante el estudio. Del 

primero, es un resultado lógico si se considera su distribución global, 

siendo de los herpesvirus el más confinado a una región geografía 

específica con pocos casos reportados en otras áreas (Minhas V & Wood 

C, 2014), de igual manera su transmisión requiere de contacto sexual o 

sanguíneo, que no se espera en pacientes pediátricos. Asimismo, un 

estudio previo en población pediatríca mexicana encontró un resultado 

similar indicando que este virus no parece tener una presencia 

significativa en nuestro país (Sánchez Y y col., 2018).  

Por el contrario, HCMV es un virus que se encuentra en población 

pediátrica (Manicklal S y col., 2013) asociado con algunos ejemplos de 

hepatitis (Min CY y col., 2017), y particularmente en trasplante de hígado 

donde su reactivación, como consecuencia de la inmunosupresión 

farmacológica, es una complicación grave (Azevedo LS y col., 2015). Por 

un lado la ausencia de detección de copias virales de HCMV en plasma, 

leucocitos y tejido hepático, no descarta que estos pacientes sean 

positivos al virus, únicamente que a diferencia de EBV, HHV6 y HHV7, 

HCMV no está siendo reactivado en condiciones de hepatitis, esta 

observación puede ser una característica propia del virus para resistir las 

señales inespecíficas de estrés o inflamación de las hepatitis crónicas o 

que la señal responsable de activar los otros herpesvirus no tenga un 

efecto sobre HCMV y por tanto no induzca su reactivación.  

De particular interés es la detección de copias virales de HHV6 en tejido 

hepático de pacientes con distintos diagnósticos de hepatitis (ver tabla 8, 

ilustración 11). Aunque previamente se ha propuesto que HHV6 puede 

residir en diversos órganos en función de un tropismo mas amplio sin 

consecuencias clínicas (Ishikawa K y col., 2002), y se ha crecido al virus 
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en líneas celulares derivadas de tejido hepático (Cermelli C y col., 1996), 

al no tener tejidos control no es posible determinar si las copias virales 

detectadas provienen de una proliferación latente exclusiva de hígado, ya 

que no se observan en sangre periférica, o representa un valor fisiológico 

en personas sanas. Estudios previos han identificado al virus en tejido 

hepático de pacientes pediátricos con hepatitis por PCR y específicamente 

en hepatocitos de pacientes post trasplante de hígado, por hibridación in 

situ (Ozaki Y y col., 2001). Un estudio similar en pacientes con hepatitis 

idiopática post trasplante encontró cargas virales de HHV6 en 10 de 26 

biopsias hepáticas (38.5%) con un promedio de 1150 copias/ug de DNA 

(Buyse S y col., 2013). Este dato corrobora lo encontrado en este estudio, 

sugiriendo que estas cargas virales están asociadas a un proceso 

patológico en hígado independientemente de su origen. Asimismo, los 

autores identifican que pacientes con más de 1600 copias/ug de DNA se 

caracterizan por presentar necrosis periportal; mientras que pacientes por 

debajo del punto de corte presentan actividad lobular con ligero o 

moderado infiltrado portal (Buyse S y col., 2013). Buscar estas 

características histológicas, así como determinar la presencia del virus 

mediante hibridación in situ en pacientes con detecciones positivas de 

HHV6, así como de los otros virus evaluados, representa una oportunidad 

para estudios posteriores.  

El virus de Epstein Barr se ha detectado en varios reportes de falla 

hepática y hepatitis idiopática, tanto pediátrica como adulta en lo que se 

determina como hepatitis primaria por EBV, sin embargo, estos reportes 

se limitan a pacientes aislados, usando técnicas cualitativas. Por ello, la 

detección de copias virales de EBV en plasma en la mitad de estos 

pacientes, pero no en voluntarios sanos sugiere una reactivación 

especifica en la patología hepática (ver tabla 7). Otras patologías 

asociadas con EBV se caracterizan por una proliferación de linfocitos B 

infectados, es decir a través de ciclo latente, donde se expresan los 
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oncogenes virales que inducen su sobrevida. Por otro lado, en este estudio 

se identificaron cargas virales principalmente en plasma que se asocian 

con un ciclo lítico, es importante remarcar que los genomas virales que 

detectamos pueden no ser todos, partículas virales infectivas, una cierta 

proporción, podrían ser genomas o fragmentos liberados durante la 

muerte de células por ciclo lítico o por citotoxicidad. Para confirmar que 

las copias virales detectadas son partículas infectivas sería necesario 

aplicar un tratamiento con DNAsa para eliminar las copias virales no 

encapsuladas y para confirmar el origen de las copias virales (por 

reactivación lítica) se podría determinar el bajo nivel de metilación de 

ZTA, por ejemplo, por tratamiento con bisulfito y amplificación por PCR, 

ya que únicamente los genomas virales que vienen de fase latente 

tendrían ZTA metilado (Lam WK y col., 2019). Un ciclo lítico sostenido 

puede ser un fuerte inductor de inflamación dentro del huésped infectado 

en pacientes con un número de copias virales arriba de los miles por mL 

de plasma. En el Departamento de Trasplantes del Hospital Infantil de 

México, en trasplante de órgano solido, más de 2000 copias/mL de plasma 

se considera un factor de riesgo para el rechazo y el establecimiento de 

una enfermedad linfoproliferativa, a consecuencia de la expansión de 

alguno o varios Herpesvirus (Sánchez Y y col., 2018; Franceschini E y 

col., 2017; Allen U y col., 2002). Un estudio identifico como relevantes en 

el contexto clínico 2000 copias de EBV por millón de PBMC’s o 160 copias 

por microgramo de DNA en sangre o 700 copias por mililitro de plasma, 

para mononucleosis infecciosa; y 1000-5000 copias de EBV por cada 

millón de PBMC’s o 5000 copias por microgramo de DNA en enfermedad 

linfoproliferativa post-transplante (Kimura H y col., 1999) Otro estudio 

determinó que 12,600 copias por microgramo de DNA para CAEBV era un 

valor de relevancia clínica (Kanakry JA y col., 2016). Qué efecto podría 

tener una carga viral de esta magnitud en hepatopatías no es claro. Al 

tratar de establecer una correlación entre las copias virales de EBV en 
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plasma y los dos marcadores de daño hepático clásicos (ALT/AST) no se 

encontró una relación clara (ver tabla 12), sugiriendo que la reactivación 

viral pudiera ser una consecuencia de la hepatitis y no su causa, sin 

embargo, también es posible que las copias virales en sangre periférica 

no sean el marcador sistémico adecuado para entender el grado de 

reactivación viral local. En el hígado, la presencia de linfocitos infectados 

por EBV induce una respuesta inmune caracterizada por linfocitos T 

citotóxicos, que además de eliminar a las células infectadas podrían 

eliminar también a los hepatocitos, como daño colateral o “Bystander 

Effect” (Bolis V y col., 2016).  

Una forma de relacionar la reactivación del virus con el daño hepático 

(medido por la escala METAVIR o ISHAK) seria buscar al virus 

directamente en hígado (por hibridación in situ), utilizando las biopsias 

hepáticas que se toman esporádicamente para establecer los 

diagnósticos. Por desgracia el número recolectado fue limitado para todos 

los diagnósticos particularmente HAI y HCD, además de que no se cuenta 

con biopsias de voluntarios sanos, por lo que la población evaluada en 

tejido hepático se redujo considerablemente, no permitió concluir 

satisfactoriamente y nos dio una visión limitada del contexto viral. Por 

otro lado, se detectó un número mínimo de copias virales de EBV en una 

sexta parte de las biopsias evaluadas (ver tabla 7). Al no correlacionar las 

copias virales detectadas en plasma con las detectadas en hígado se 

puede concluir que el origen de la reactivación viral pudiera no ser el 

hígado, no obstante que EBV no está reportado como un virus 

hepatotrópico (Negro F, 2006) y por tanto, su detección aun en números 

bajos, representa una observación interesante, ya sea que esté presente 

en las células que forman parte de infiltrado inmune o infectando 

directamente a lo hepatocitos (que son células epiteliales especializadas). 

Esta es una pregunta para responder en estudios posteriores. Al mismo 

tiempo las biopsias hepáticas son ínfimas y la presencia del virus puede 
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no ser homogénea en todo el órgano, por esto, sin muestras de diversas 

regiones es difícil concluir la ausencia y expansión del virus en este 

órgano, así como la importancia clínica que pueda tener. Cabe mencionar 

que la infección directa de los hepatocitos produciría la exposición de 

antígenos propios intracelulares que regularmente están ocultos del 

sistema inmune, y que, en el contexto de inflamación crónica, podrían 

estimular a los linfocitos B, que a su vez producirían anticuerpos 

autorreactivos, dando lugar a la autoinmunidad como se observa en 

diversas enfermedades autoinmunes asociadas con los herpesvirus 

(Kimura y col., 2001). 

Como marcador sistémico de la presencia de EBV se cuantificaron 4 de 

los anticuerpos dirigidos contra el virus. Es importante enfatizar que la 

cuantificación de estos anticuerpos no está estandarizada a nivel 

internacional, existiendo diversas metodologías y productos con sus 

propios valores subjetivos, por lo que la cantidad no es comparable entre 

estudios sin un estándar internacional que facilite la validación de un 

factor de conversión, mientras que la positividad, al estar basada en 

estudios clínicos es homogénea y fácil de comparar. Anti-VCAM es un 

marcador de primoinfección presente únicamente durante los primeros 

meses posteriores al contacto con el virus; anti-VCAG se comienza a 

producir 1-3 semanas después de la infección con EBV y permanece 

detectable durante toda la vida del paciente, por lo que se utiliza como 

estándar de oro para determinar la seroprevalencia del virus. Anti-EBNA-

1 aparece 4-6 meses después en cantidades y positividad variables, pero 

usualmente menores a VCAG. Finalmente, anti-EA, únicamente es 

positivo durante periodos de reactivación lítica del virus, detectándose de 

manera intermitente a lo largo de la vida del paciente (De Paschale M, 

2012). Concretamente en este estudio se detectó el anticuerpo anti-VCAG 

en cerca del 100% de los pacientes y por el contrario los anti-VCAM en 

cerca del 10%, indicando que practicante toda nuestra población ya había 
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sido expuesta previamente al virus. Conviene subrayar que la frecuencia 

de positividad de anti-VCAG fue muy similar en los pacientes con 

enfermedad hepática, independiente de su diagnóstico, mientras que para 

los voluntarios sanos fue cerca de 66%. Al no existir diferencias de edad 

importantes entre estos grupos, este resultado sugiere una relación entre 

el contacto con EBV  y la enfermedad hepática, sin embargo el número 

reducido de pacientes en el grupo control impide concluir 

satisfactoriamente (lo que se refleja en los valores de p), asimismo no es 

suficiente para establecerlo como una agente detonante o exacerbante de 

la hepatitis, ya que es necesario explorar la temporalidad que existe entre 

la infección con el virus y el inicio de la hepatitis para tener una evidencia 

sólida. Al mismo tiempo la detección de anti-EA con mayor frecuencia y 

cantidad en HAI (ver tabla 11), apoya la hipótesis propuesta con los 

resultados de carga viral de una reactivación lítica en pacientes con HAI. 

Con los datos generados en este trabajo, se buscó establecer una relación 

con los marcadores de daño hepático, resultando en dos correlaciones de 

Spearman significativas entre anti-VCAG y anti-EA con ALT/AST 

exclusivamente para HAI (ver tabla 13). En las gráficas correspondientes 

podemos observar que es necesario llegar a más de 100 unidades de anti-

VCAG para que éste se correlacione con un aumento de enzimas hepáticas 

en sangre, que hace sentido con lo establecido en la literatura, donde 

encontramos que el anticuerpo es detectable constantemente, pero 

aumenta su título en respuesta a periodos de reactivación lítica (De 

Paschale M, 2012). Por otro, lado anti-EA tiene una correlación con 

ALT/AST en cualquier cantidad, de nuevo acorde a la literatura donde 

únicamente es positivo en periodos de reactivación viral (De Paschale M, 

2012). Llama la atención que, aunque podemos detectar cargas virales 

similares en todos los pacientes con hepatitis, únicamente se observa una 

producción de anti-EA y una mayor cantidad de anti-VCAG en aquellos 

con características de autoinmunidad (ilustración 16). Estudios previos 
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han ligado a EBV con el desarrollo de reactividad cruzada, como parte de 

su asociación con enfermedades autoinmunes como Lupus eritematoso 

sistémico (Harley JB y col., 2018; Yadav P y col., 2011). Determinar el 

posible papel de anti-EA, anti-EBNA-1 o anti-VCAG para detonar o 

estimular una respuesta autoinmune permanece un objetivo para 

estudios posteriores.  

El sistema inmune produce autoanticuerpos como LMK1 (anti-

hígado/riñon) que reconocen a EBNA-1, pero por mimetismo molecular, 

estos anticuerpos también reconocen a la proteína CYP2D6 que se 

expresa en la membrana celular de los hepatocitos, causando daño a los 

hepatocitos (Rigopoulou EI y col., 2012). Con esto en mente, evaluamos 

la correlación entre la serología anti-EBV y el autoanticuerpo más común 

en pacientes con hepatitis autoinmune, los anticuerpos antinucleares 

(ANAs) encontrando nuevamente que, anti-VCAG y en este caso, anti-

EBNA-1 mostraban una relación significativa con los anticuerpos 

antinucleares en los pacientes con HAI (ver tabla 14). Por un lado, el 

resultado observado con anti-EBNA-1 corresponde con lo esperado de 

acuerdo a la literatura y puede indicar que la respuesta contra EBV está 

relacionada con el desarrollo o el mantenimiento de las características de 

autoinmunidad presentes en estos pacientes, y que posiblemente se 

establezcan en un futuro para pacientes con hepatitis idiopática (Yadav P 

y col., 2011) sin embargo, es necesario mencionar que los anticuerpos 

antinucleares no correlacionan perfectamente con el progreso o severidad 

de la hepatitis autoinmune, por lo que es necesario continuar estudiando 

que relación pueda existir entre EBV y HAI (Soto ME y col., 2015). En 

ambos casos esta evidencia tampoco es suficiente para establecerlo como 

un detonante o exacerbante de la hepatitis, ya que sin tener una 

temporalidad establecida es igualmente posible que la respuesta contra 

EBV sea consecuencia o incluso algo independiente de la autoinmunidad. 

Al tratarse un virus ubicuo no existe una relación clásica entre patógeno 
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y enfermedad (Criterios de Robert Koch) haciendo más complejo 

establecer una asociación, en adición la hepatitis autoinmune es una 

entidad clínica compleja de diagnosticar debido a la falta de características 

patognomónicas, una evolución que continuamente cambia el puntaje de 

los criterios para su caracterización y la posibilidad de que el tratamiento 

no sea efectivo, poniendo en duda el diagnostico. Es necesario un estudio 

de mayor duración y posiblemente con pacientes más jóvenes donde se 

pueda dar un seguimiento desde el contacto con el virus hasta el 

desarrollo de autoinmunidad para establecerlo como un agente causal de 

la enfermedad. En un análisis preliminar realizado sobre la misma cohorte 

de pacientes, se buscó determinar si la detección de cargas virales de EBV 

en plasma antecede o coincide con la elevación de aminotransferasas, 

como evidencia de una relación temporal entre el virus y el daño hepático, 

pero de 10 pacientes con HAI y 13 pacientes con HCI o HCD analizados, 

solo se encontró esta asociación en un paciente con HAI y en dos 

pacientes con HCI. Esto sugiere que el virus de Epstein Barr pudiera no 

ser un detonante del daño hepático, siendo sólo un pasajero en el 

transcurso de la enfermedad o bien, que otra variable no explorada 

relacione al virus con la hepatitis y/o la autoinmunidad (De la Cruz, M. 

Reporte de SS, 2019). Por otro lado, la correlación inversa de anti-VCAG 

con los anticuerpos antinucleares (ANAs), no correlaciona con lo esperado 

de acuerdo con la literatura, donde la serología de EBV se asocia 

positivamente con LES y EM y es incluso contrario al resto de los 

resultados encontrados en la cohorte de pacientes (Harley JB y col., 

2018). Esto quizás podría explicarse por la heterogeneidad de los 

anticuerpos antinucleares que pueden estar dirigidos contra diversos 

componentes nucleares y citoplasmáticos, y se consideran de acuerdo a 

los patrones (de membrana celular, nucleoplasmático, nucleolar, de huso 

mitótico, citoplásmico, homogéneo, moteado fino, grueso, granular, etc) 

que se observan en la detección de ANAs en células HEp-2 mediante 
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inmunofluorescencia indirecta. Los ANAs aparecen en muchas condicones 

patológicas y no son especifcos de HAI.  Aparecen con mayor frecuencia 

en las enfermedades reumáticas sistémicas, por consiguiente, su 

determinación es una importante ayuda para el diagnóstico diferencial. 

Así, por ejemplo, los anticuerpos SS-A (Ro) y SS-B (La) se asocian con el 

Lupus eritematoso sistémico (LES) y el síndrome de Sjögren (SS), y los 

anticuerpos anti-dsDNA y anti-Sm, contra las histonas y contra los 

nucleosomas se relacionan con LES. Los anticuerpos anti-RNP se asocian 

con las enfermedades mixtas del tejido conectivo y LES, los anticuerpos 

anti-Scl-70 con la esclerodermia (esclerosis sistémica progresiva), y los 

anticuerpos anti-Jo-1 con la polimiositis y la dermatomiositis (Lightfoote 

MM y col., 2006).  

 

Conclusiones: 
 

Se detectó la presencia de copias virales de EBV, HHV6 y HHV7 en 

pacientes con hepatitis, observando mayor carga viral para EBV en 

plasma con respecto a leucocitos y biopsia hepática. Se detectó mayor 

frecuencia y cantidad de anti-VCAG en pacientes con hepatitis autoimune 

con respecto a las hepatitis no autoinmunes y los controles sanos; los 

anticuerpos anti-EBV correlacionaron con las enzimas ALT/AST y los 

anticuerpos antinucleares. Los datos experimentales y los recopilados de 

los expedientes clinicos se incorporaron a una base de datos, para su uso 

en estudios posteriores. En conclusión, se confirmo la presencia de EBV 

en pacientes con hepatitis autoinmune, asi como su relación con el daño 

hepatico. Sin embargo se requieren mas estudios para definir la posible 

relación de este patógeno con HAI. 
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Apéndice: 
 

PCR cuantitativa múltiplex 
 
La técnica de PCR inventada en 1986, se basa en la amplificación de un 

fragmento de DNA seleccionado por un par de primers en conjunto con la 

actividad de una enzima DNA polimerasa. Al ser una técnica sencilla y 

versátil tiene cientos de aplicaciones en campos como la paleontología, 

investigación, medicina diagnostica y ciencias forenses. Uno de estos usos 

es la detección de patógenos mediante la amplificación de un fragmento 

de su genoma, facilitando su detección. Una variedad de esta técnica es 

la PCR Cuantitativa Multiplex, caracterizada por el uso simultaneo de 

varias moléculas fluorescentes acopladas a distintas secuencias 

complementarias de las regiones amplificadas (Sondas) como método de 

detección, en conjunto con una curva estándar que permita interpolar el 

numero original de genomas en una muestra (ver ilustración 24).  

En el caso de este estudio el empleo 

de esta variedad de PCR permitió 

una lectura cuantitativa del numero 

de copias de múltiples virus en una 

sola muestra, factor fundamental al 

tratar con pacientes pediátricos 

cuyas muestras son de un volumen 

menor a las de pacientes de edad 

adulta (Green, 2012).  

 
 

Ilustración 24: Fundamento de la técnica de 

qPCR multiplex con sondas taqman 
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ALT y AST, como marcadores de daño hepático 
 
Existen múltiples pruebas bioquímicas para evaluar la función hepática, 

estas son clasificadas en tres grupos; pruebas que evalúan el daño 

hepático a través de la muerte de hepatocitos, pruebas relacionadas con 

el metabolismo de la bilirrubina y pruebas que analizan la síntesis 

hepática. Generalmente suelen afectarse al mismo tiempo, sin embargo, 

diferentes resultados pueden asociarse con diferentes patologías, guiando 

el proceso diagnóstico. Entre las pruebas que evalúan el daño hepático 

destaca la detección de transaminasas, enzimas que catalizan la 

transferencia de grupos amino del ácido aspártico o la alanina. En el 

hígado únicamente dos son de relevancia clínica; ALT o alanino-

aminotransferasa localizada casi exclusivamente en el citosol hepático y 

AST o aspartato-aminotransferasa que además del citosol hepático se 

encuentra en corazón, musculo esquelético, riñón, cerebro, páncreas, 

pulmón y células sanguíneas. Ambas enzimas están presentes 

normalmente en el suero con valores inferiores a 40 U/L, mientras que 

concentraciones superiores a 50 U/L se consideran patológicas 

particularmente cuando persisten o los valores son mayores de 500 u/L 

(García & Zurita, 2012). 

 

Cartas de consentimiento informado, asentamiento informado 

y revocación. 

 

Anexas a continuación. 
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