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1. INTRODUCCION






1. Introduccién

1.1. ESCLEROSIS MULTIPLE

La esclerosis multiple (EM) hace su aparicion en los inicios del siglo XIX,
aunque su reconocimiento oficial en la Neurologia Clinica no tuvo lugar hasta
1860. Robert Carswell, en el afo 1838, y Jean Cruveilhier, en 1841,
describieron por primera vez algunas de las caracteristicas que definen la
enfermedad [Hickey, 1999], aunque las primeras descripciones clinicas y
anatomicas detalladas, validas hasta hoy, se atribuyen a Jean-Martin Charcot
(1868). Fue uno de sus colaboradores, Alfred Vulpian, quien introdujo el
término “esclerosis en placas”, que aun se utiliza en la literatura francesa.
Después fue llamada “esclerosis diseminada” y, posteriormente, se acuné el
término “esclerosis multiple”, que persiste en nuestros dias [Noseworthy y
cols., 2000].

Se trata de la enfermedad desmielinizante que mas frecuentemente
afecta al sistema nervioso central (SNC) y una de las causas mas comunes de
incapacidad neurolégica en adultos jévenes. Aunque no esta totalmente
aclarada, la patogenia de la enfermedad parece tener una base inmunoldgica
en personas genéticamente susceptibles. Algunos factores, muchos de ellos
aun desconocidos, desencadenan la activacion del sistema inmunoldgico,
produciendo un dafio inflamatorio, seqguido por una recuperacion de la funcién

y reparacién estructural, gliosis post-inflamatoria y neurodegeneracion.

Los sintomas de la EM son el resultado de la desmielinizaciéon, que lleva
a una ralentizacién o bloqueo de la conduccidén nerviosa. Su curso clinico se
caracteriza por episodios de recaidas (exacerbaciones o brotes) con
recuperaciones o remisiones, seguidas en el tiempo por nuevos episodios que

pueden dejar secuelas persistentes, y por un progreso de la discapacidad.

1.1.1. Patogenia de la esclerosis miltiple

La EM esta clasificada como una enfermedad autoinmune [Chaudhuri y
Behan, 2005], lo que implica que el sistema inmunoldgico ataca a la mielina
gue rodea las fibras nerviosas, danandolas parcial o completamente y dejando
cicatrices conocidas como lesiones, placas o esclerosis (figura 1). A veces, las

mismas fibras nerviosas también resultan dafiadas [Compston y Coles, 2002].
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Figura 1. Desmielinizacion en la EM

Imagen modificada de:
http://www.mssociety.org.uk/support_ and
services/free_publications/index.html.

Por tanto, la lesiébn caracteristica de la EM se localiza,
predominantemente, en la mielina [Fernandez y cols., 2005], tanto en el
cerebro como en la médula espinal. Se caracteriza por desmielinizacion, dano
axonal, pérdida de oligodendrocitos, gliosis e infiltracion de células
inmunitarias, que penetran en el SNC a través de la barrera hemato-encefalica
(BHE), que ha perdido su impermeabilidad [Hickey, 1991a; Hickey, 1991b] y/o
a través del plexo coroideo [Engelhardt y cols., 2001]. El dafio perturba los
mensajes al cerebro y a la médula espinal, pudiendo ralentizarse,
distorsionarse, pasar de una fibra nerviosa a otra haciendo un cortocircuito, o
no transmitirse en absoluto. También es frecuente observar remielinizacion
con preservacion relativa de los axones [Keirstead y Blakemore, 1999], y se
piensa que, en parte, este proceso, que se produce tras el dafio tisular, podria

ser responsable de la recuperacion de los sintomas clinicos.
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Se han encontrado lesiones en el cértex cerebral [Peterson y cols.,
2001], hipotalamo [Huitinga y cols., 2001], nervio éptico [Evangelou y cols.,
2001], tronco cerebral [Bjartmar y cols., 2001] y médula espinal. La
implicacion de la sustancia gris en la EM es cada vez mas conocida,
demostrandose una clara conexién entre la aparicion de disfuncién cognitiva y
la presencia de lesiones en la sustancia gris cortical, junto a la pérdida de

volumen de ésta [Calabrese y cols., 2009; Roosendaal y cols., 2009].

1.1.1.1. Procesos inflamatorios en la esclerosis miiltiple

La EM es una enfermedad mediada, principalmente, por células Thi
(CD4+), que aparecen, sobre todo, en las lesiones agudas de EM, donde hay
una expresion andmala del antigeno leucocitario humano (HLA, Human
Leucocyte Antigens) de clase II en macréfagos y astrocitos [Fernandez y cols.,
2005].

Aunque existen evidencias de presencia de otros tipos celulares en los
infiltrados inflamatorios, como las células T citotéxicas (CD8+) [Babbe y cols.,
2000; Booss y cols., 1983], algunos autores piensan que encontrar una
poblacion mayoritaria u otra depende del tiempo de evolucion de la
enfermedad. También se ha demostrado que el dafio axonal se correlaciona
mejor con el numero de células T CD8+ que con el numero de células T CD4+
[Kuhlmann y cols., 2002].

Existe, ademas, activacién de células B, demostrada por la presencia de
anticuerpos monoclonales que pueden ser identificados, en el SNC, como
bandas oligoclonales (BO), pero que, en la EM, solamente representan sintesis
local de inmunoglobulinas cuando no aparecen en el suero simultdneamente,
o, si lo hacen, es en menor cantidad que en el liquido cefalorraquideo (LCR).
Para la produccion de estos anticuerpos es necesaria la participacion de células
Th2 [Berger y cols., 2003; Lindert y cols., 1999]. Las BO estan dirigidas
principalmente frente a los componentes mayores de la mielina, y frente a
agentes infecciosos, aunque de forma inespecifica. Estos datos también
justificarian que algunos tratamientos aplicados en la EM, en los que se

pretendia un desvio de la respuesta Thl a Th2, hayan provocado, sin
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embargo, empeoramiento de la enfermedad [Coles y cols., 1999a; Coles y
cols., 1999b].

Los mecanismos patogénicos que se suceden en el proceso inflamatorio

en la EM son:

e Activacién de las células T frente a componentes de la mielina

e Infiltracidn focal de células T y macrdéfagos en la sustancia blanca del SNC
e Participacion de células B y respuesta humoral

e Respuesta inmune inespecifica

e Desmielinizacién y remielinizacién

1.1.1.2. Activacion de células T especificas frente a antigenos de la

mielina

No se conoce muy bien el origen de este proceso autorreactivo de las
células T, pero se baraja la posibilidad de que intervengan varios factores,
como una predisposicién genética o la exposicion a determinados factores
ambientales, y, entre estos Ultimos, agentes infecciosos, que podrian inducir o
mantener células T autorreactivas y que, tras un periodo de latencia de 10 a
20 afios, serian activadas sistémica o localmente (figura 2). Aunque no se
conoce bien cdmo se produce esta activacién, una posibilidad podria ser la
respuesta frente a epitopos compartidos por la mielina y posibles antigenos
infecciosos, es decir, por un proceso de mimetismo molecular entre ambos
[Albert e Inman, 1999; Bray y cols., 1992a; Fujinami y Oldstone, 1985; Gran
y cols., 1999; Liblau y Fontaine, 1998; Linemann y cols., 2008].

Las células T, una vez activadas, producen citoquinas como Interferén
gamma (IFN-y), Factor de Necrosis Tumoral alfa o beta (TNF-o/B) o
Interleuquina-1 (IL-1), que provocan en las células endoteliales, a su vez, la
expresion de Moléculas de Adhesion Endotelial como E-selectina, Moléculas de
Adhesiéon Intracelular (ICAM-1) o Moléculas de Adhesién Vascular (VCAM-1)
[Dore-Duffy y cols., 1993], que mediarian la extravasacion de las células

inflamatorias al SNC a través de la BHE. En este sentido, se ha descrito un
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aumento de la concentracion de moléculas ICAM-1 durante los brotes de la
enfermedad, asociado a un aumento del nimero de lesiones detectadas por
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) [Giovannoni y cols., 1997; Hartung y

cols., 1995; Rieckmann y cols., 1997; Rieckmann y cols., 1998].

1. Presentaciéon del Tejido linfoide
epitopo primario en } Te iféri
ganglios periféricos Epitopo el \ periterico
primario v (rj\
. Epitopo
2. Activaciéon y secundario
diferenciaciéon  de
las células
. . . ngr:
3. Migracion de linfocitos T SSRgES
activados al SNC
SNC Quimiocinas
0® 4. En el SNC )
vuelven a reconocer g 8. Los restos tisulares son
un  antigeno ue procesados y presentados por las
sera resgentado qor I'apc i 8 APC residentes e infiltradas,
APC P P = { a5 provocando la  activacion y
\ diferenciaciéon de wuna segunda
/ 3 3 : remesa de células T, que iniciaran

-~ una nueva respuesta inmunoldgica
5. Produccion de Citoquinas
. ) R O

citoquinas y
quimiocinas  por o DO
células T activas
7. Las células activadas
6. Las citoquinas median el O inician la destruccion del
reclutamiento de monocitos » tejido' ) mediante
de sangre periférica que se A Macréfaao fagocitosis, TNF-B,
activaran al igual que las APC enzimas proteoliticos,
residentes 6xido nitrico y radicales
de oxigeno

Figura 2. Esquema resumen del proceso patogénico que sucede en la EM
Modificado de Vanderlugt y Millar [2002].
APC: célula presentadora de antigenos

1.1.1.3. Penetracion de los linfocitos en el SNC y reclutamiento de

células del sistema inmune

El proceso no se conoce exactamente, aunque estd ampliamente
estudiado [Archelos y cols., 1998; Gordon y cols., 1995; Kanwar y cols.,
2000a; Kent y cols., 1995; Yednock y cols., 1992]. La adhesidn de linfocitos y
monocitos al endotelio tiene lugar en las vénulas, donde el flujo sanguineo es

menor. La adherencia y migracion estdan mediadas, como hemos visto, por
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moléculas de adhesidn expresadas tanto en la superficie de los linfocitos,

como de las células endoteliales.

Las selectinas endoteliales establecen enlaces débiles con ligandos
leucocitarios, haciendo que los linfocitos “rueden” sobre la pared vascular.
Este deslizamiento favorece el cambio conformacional del linfocito y Ia
activacion de las integrinas leucocitarias, como LFA-1 y VLA-4, que se uniran a
ICAM-1 y VCAM-1 mediante enlaces estables [Archelos y cols., 1999; Kanwar
y cols., 2000b]. El proceso también demanda la actuacién de otras moléculas
de adhesidén y la produccién de proteasas que degraden la matriz extracelular,
como las metaloproteasas de la matriz o MMPs (gelatinasa A o MMP-2 vy
gelatinasa B o MMP-9) [Trojano y cols., 1999; Waubant y cols., 1999]. Todo
ello permite que se produzca la extravasacién de las células inmunitarias a

través del endotelio.

Una vez pasada la BHE, y en el interior del SNC, los linfocitos son
expuestos de nuevo a su auto-antigeno e inician una reaccion inflamatoria
mediada por células Thl [Merril, 1992] que comienzan a producir citoquinas
pro-inflamatorias como el IFNy, el TNFa, IL-1, IL-2 e IL-12 y quimiocinas que
inducen la proliferacion clonal de las células T, y que permiten un segundo
reclutamiento de células inflamatorias como macréfagos y células de la

microglia, facilitado por un aumento de la permeabilidad de la BHE.

Después de la intervencién de las células T, como precursoras del
proceso inflamatorio, y debido al mal funcionamiento de la BHE, las células B,
los anticuerpos y los factores del complemento pueden pasar al SNC

participando también en la respuesta inmunoldgica.

1.1.1.4. Papel de la inmunidad humoral en la esclerosis miiltiple

El papel de las células B en la EM no estd muy claro, aunque existen
evidencias cientificas que indican su participacién, como la existencia de
sintesis intratecal de IgG, presencia de células B en las lesiones activas de EM
en las que existe desmielinizacidon, e induccién de mecanismos efectores

mediados por anticuerpos en estas lesiones. Todo esto hace pensar que estas
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células productoras de anticuerpos deben tener alguna influencia en el

desarrollo de la enfermedad.

Los antigenos, propios y extrafios, pueden activar las células B, ya sea
inducidos por citoquinas inflamatorias o por super-antigenos. La presencia
caracteristica de BO en el LCR de pacientes con EM indica que estas células B
son clonales [Qin y cols., 1998; Sharief y Thompson, 1991; Walsh vy
Tourtellotte, 1986; Zipoli y cols., 2009].

1.1.1.5. Respuesta inmune inespecifica

El sistema inmune innato también contribuye dafando los
oligodendrocitos por mecanismos moleculares independientes de receptor
como el estrés oxidativo producido por protein cinasas, la presencia de
radicales libres, de o6xido nitrico y TNFa [Rejdak y cols., 2008] y mediante
mecanismos dependientes de receptor, mediados por receptores de muerte
celular (miembros de la superfamilia de receptores del factor de necrosis
tumoral), que provocan apoptosis de oligodendrocitos y fendémenos de

desmielinizacién [Fernandez y cols., 2005].

1.1.1.6. Desmielinizacion y remielinizacion

Henderson y cols. [2009], encontraron que la pérdida temprana de
oligodendrocitos es una caracteristica en los tejidos con lesiones de rapida
expansion de EM. La actividad de los macréofagos en éstos es, en gran
medida, una respuesta innata de depuracidn de los restos de muerte y
degeneracion de la mielina. Sin embargo, a pesar de todos los datos que
indican que el proceso inflamatorio es necesario para la desmielinizaciéon en
la EM, también existen datos que indican que ésta puede producirse con
independencia de este proceso. La respuesta inmune adaptativa se observa
principalmente en el tejido recientemente mielinizado, que pueden mostrar
signos de regeneracién de oligodendrocitos. Esto sugiere que la formacion de
placas debe tener otro origen diferente a la destruccion mediada por la

respuesta inmune de células dirigido frente a un antigeno de la mielina.
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1.1.2. Heterogeneidad clinica de la esclerosis multiple

Esta patologia es imprevisible y varia enormemente. El paciente puede

presentar periodos agudos, de exacerbacidn o brotes (aparecen nuevos

sintomas o los ya existentes se agravan), fases estables o periodos de

remision (los sintomas mejoran o desaparecen) [Lublin y Reingold, 1996].

Normalmente, la EM sigue uno de los cuatro cursos siguientes:

Esclerosis Miltiple Remitente-Recurrente (EMRR): Estad definida por
la presencia de exacerbaciones claras (brotes) con posterior recuperacion
completa (figura 3a) o parcial (figura 3b). Los periodos entre los brotes se
caracterizan por la ausencia de progresion de la enfermedad. A medida que
se repiten estos brotes van dejando secuelas funcionales neuroldgicas. Es

la forma de presentacién en el 90% de los pacientes.

Esclerosis Miltiple Primaria-Progresiva (EMPP): Se trata de una
enfermedad progresiva desde su inicio (figura 4a), con posibilidad, en
ocasiones, de estacionarse, e incluso presentar mejoria (figura 4b).

Aparece en el 10% de los sujetos enfermos.

Esclerosis Miiltiple Secundaria-Progresiva (EMSP): Inicialmente se
presenta como una forma RR seguida de una forma progresiva (figura 5a)
que, ocasionalmente, puede presentar recaidas, remisiones o
estabilizaciones (figura 5b). Se ha estimado que la proporcion de pacientes
con EMRR que evolucionan a EMSP es del 50% al cabo de 10 afos, desde

el inicio de la enfermedad.

Esclerosis Miiltiple Progresiva-Recurrente (EMPR): Es una
enfermedad progresiva desde su inicio, con claras recaidas, tras las cuales,
a veces, se consigue recuperacion completa (figura 6a) y otras veces no
(figura 6b). Los periodos entre brote y brote se caracterizan por una
continua progresion de la enfermedad. Su frecuencia aproximada es del
5%.
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Figura 3a y 3b. Esclerosis miultiple
remitente-recurrente (EMRR)

Tomado de:
http://www.nationalmssociety.org/about-
multiple-sclerosis/what-is-ms/four-
disease-courses-of-MS/index.aspx.

Figura 4a y 4b. Esclerosis multiple
primaria-progresiva (EMPP)

Tomado de:
http://www.nationalmssociety.org/about-
multiple-sclerosis/what-is-ms/four-
disease-courses-of-MS/index.aspx.
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Figura 5a y 5b. Esclerosis multiple
secundaria-progresiva (EMSP)

Tomado de:
http://www.nationalmssociety.org/about-
multiple-sclerosis/what-is-ms/four-
disease-courses-of-MS/index.aspx.

Figura 6a y 6b. Esclerosis miltiple
progresiva-recurrente (EMPR)

Tomado de:
http://www.nationalmssociety.org/about-
multiple-sclerosis/what-is-ms/four-
disease-courses-of-MS/index.aspx.

Los sintomas dependen de las areas del SNC que estén afectadas,
variando entre diferentes personas, pero también en una misma persona y
segun el momento. Ademas, pueden variar en gravedad y duracién. No
de EM. Un

pero no todas

existen manifestaciones clinicas tipicas paciente puede

experimentar mas de un sintoma, las personas van a

experimentar todos los sintomas existentes.

Los sintomas mas frecuentes son: debilidad, parestesias, falta de
coordinacion motora, fatiga, problemas de equilibrio, ataxia, alteraciones
visuales, temblor, espasticidad, trastornos del habla, alteraciones del sistema
nervioso auténomo, problemas en la funcién sexual, problemas de memoria y
trastornos cognitivos, entre otros [Betts y cols., 1993; Iriarte y cols., 2000;

Rao y cols., 1991].
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1.1.3. Anatomia Patoldgica de las lesiones

Existe una clasificacion de los patrones anatomo-patoldgicos
caracteristicos de las lesiones en la EM [Bruck y Stadelmann, 2005; Kornek y
Lassmann, 2003; Lucchinetti y cols., 2000; Lucchinetti y cols., 1996; Storch y

Lassmann, 1997]:

o Patron I y II: Estd definido por la presencia de lesiones que asemejan una
encefalomielitis  autoinmunitaria. Muestran  desmielinizacion  activa
periventricular, con infiltrados inflamatorios de células T y macréfagos, con
relativa preservacion de los oligodendrocitos y remielinizacion
concomitante. El patron II, el mas frecuente, presenta depdsitos de
inmunoglobulinas, principalmente IgG, y de factores del complemento.

Ambos patrones estan presentes en todos los grupos clinicos.

o Patron III: Se caracteriza por desmielinizacion e infiltrados de células T y
macréfagos, pero lo mas caracteristico es la muerte por apoptosis de los
oligodendrocitos en el borde activo de la lesién. También presenta una
pérdida importante de la glucoproteina asociada a mielina. Aparece en las

formas agudas de la enfermedad.

o Patron IV: Se caracteriza por un infiltrado de linfocitos T, macréfagos y
muerte de oligodendrocitos sin signos de apoptosis. No existe

remielinizacion y es tipico de la EMPP.

1.1.4. Epidemiologia

A través de los datos recopilados por la Federacion Internacional de
Esclerosis Mdultiple (MSIF, Multiple Sclerosis International Federation),
actualizados hasta el ano 2008, se observa que ésta es la enfermedad
neuroldgica crénica mas frecuente en adultos jovenes en Europa vy
Norteamérica. Medida en tasa de prevalencia (niumero de casos vivos por cada
100.000 habitantes), la distribucion de la EM a lo largo del mundo es irregular,
pues se detectan prevalencias mayores entre los 40 y 60 grados de latitud

norte, con un fendmeno similar en el hemisferio sur.
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Las diferentes zonas geogréaficas se pueden clasificar, segun Kurtzke
[1995], en zonas de alto riesgo (mas de 100 casos/100.000 habitantes),
medio (50-100 casos/100.000 habitantes) y bajo (menos de 50 casos/100.000
habitantes) (figura 7). El nimero de individuos afectados a nivel mundial es
de, aproximadamente, 1.600.000. Segun los datos de MSIF, en Europa, las
prevalencias mas altas se encuentran en Hungria, con 176 casos/100.000
habitantes, Eslovenia, con 151 casos/100.000 habitantes, Alemania, con 149
casos/100.000 habitantes, Republica Checa, con 130 casos/100.000
habitantes, Noruega, con 125 casos/100.000 habitantes, Dinamarca, 122
casos/100.000 habitantes y Reino Unido e Islandia, con 110 casos/100.000
habitantes. En Estados Unidos y Canada la prevalencia es de 135

casos/100.000 habitantes y 132 casos/100.000 habitantes, respectivamente.

Espafia es una zona de riesgo medio, con una prevalencia de 59
casos/100.000 habitantes, con un total de 40.000 afectados y una incidencia

de 3,8 casos nuevos/100.000 habitantes/afno.

Casos/100.000 habitantes

B >100

M 60.01-100

7 20.01-60
5.01-20

Ho-s

Sin informacion

= o
G0 0

Figura 7. Distribucion geografica de la EM
Modificado de Milo y Kahana, 2010
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1.1.4.1. Factores genéticos relacionados con la esclerosis miiltiple

Diversos estudios epidemioldgicos y demograficos han encontrado
relacién entre determinados factores genéticos vy la iniciacion y/o perpetuacién
de la EM [Chataway y cols., 2001; Ebers y cols., 1995; Sadovnick y cols.,
1997; Weinshecker y Rodriguez, 1994].

En estudios familiares se ha comprobado que el riesgo absoluto de que
un familiar de primer grado padezca la enfermedad es entre 20 y 40 veces
superior al de la poblacion general. Ademas, aproximadamente en el 5% de
los gemelos dicigdticos y en torno al 25% de los monocigéticos, ambos
individuos presentan la enfermedad [Ebers y cols., 1995; Risch, 1992;
Sadovnick y cols., 1996; Sadovnick y cols., 1993].

La edad materna o paterna avanzada se asocia con la aparicion de
diversas enfermedades en la descendencia, incluyendo anormalidades
cromosdémicas y trastornos que se manifiestan en la edad adulta; sin embargo,
estudios en este sentido no han encontrado ninguna asociacion entre la edad

de los padres y el riesgo de EM [Ramagopalan y cols., 2009].

En estudios genéticos sobre poblacién caucasica, realizados mediante
barridos gendmicos, se ha demostrado que determinados alelos del HLA de
clase II, principalmente DRB1*1501, DRB5*0101, DQA1*0102, DQB1*0602
confieren susceptibilidad para desarrollar EM [Baranzini y cols., 2009; Ebers y
cols., 1996; Epplen et al., 1997; Haines y cols., 1996; Kuokkanen y cols.,
1996; Okuda y cols., 2009]. Aparte de esta region, algunos estudios han
identificado otros genes implicados en el desarrollo y la progresion de la
enfermedad, entre los que destacan la regién de la cadena B del receptor de la
célula T (TCR) en el cromosoma 7 [Hockertz y cols., 1998, Martinez-Naves y
cols., 1993, Wood y cols., 1995].

También estudios étnicos han permitido establecer la existencia de una
susceptibilidad racial, siendo la raza blanca o caucasica la mas predispuesta a
padecer esta enfermedad. Se ha comprobado que existen poblaciones
aparentemente resistentes al desarrollo de EM como los lapones, maories de
Nueva Zelanda, indios de Norteamérica, huteritas de Saskatchewan (Canada),

gitanos hungaros, etc. [Weinshenker, 1996].
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1.1.4.2. Factores ambientales relacionados con la esclerosis miltiple

Existe una clara diferencia en la prevalencia de la enfermedad segun la
latitud. Las cifras de mayor prevalencia aparecen entre los 40 y 60 grados de
latitud norte, y ocurre algo similar en el hemisferio sur [Kurtzke, 1995;
Weinshencker, 1996; Wingerchuk y Weinshencker, 2000]. Aunque esta
variacion geografica no estéa muy clara, podria explicarse, pero sélo en parte,
por la dotacion genética caracteristica de los habitantes de cada area
geografica. Los factores geo-climaticos que parecen relacionarse con la EM son
los climas frios, y en relacion con éstos la humedad, la lluvia, el suelo de turba

y las coniferas.

Se ha encontrado relacidon con la ingestion de grasa animal, carne,
productos de granja, presencia de fabricas de papel y de disolventes
organicos. También en varios estudios se ha relacionado con el contacto con

perros o el consumo de tabaco [Fernandez y cols., 2005].

Se han descrito focos y epidemias, lo que apoya la existencia de un
factor ambiental que seria imprescindible para explicar dichos cambios
epidemioldgicos [Kurtzke, 1995; Kurtzke y cols., 1982; Kurtzke y cols., 1986].

La susceptibilidad a la EM también puede verse afectada por la
emigracion, cuando ésta se realiza en edades criticas, sobretodo durante la
pubertad. Se ha demostrado que la susceptibilidad que poseen los
descendientes de emigrantes varia respecto a sus progenitores [Weinshenker,
1996].

Un factor ambiental que se ha considerado clasicamente muy
importante es la exposicion a agentes infecciosos durante la infancia-
adolescencia. Durante las Ultimas décadas, se ha postulado que diferentes
agentes patdgenos como retrovirus, herpesvirus, coronavirus y bacterias como
Chlamydophila pneumoniae, podrian ser un factor etioldgico importante en la
patogenia de la EM [Alvarez-Lafuente y cols., 2009, Atkins y cols., 2000;
Ascherio y cols., 2001; Cermelli y Jacobson, 2000; Krone y cols., 2008; Levin
y cols., 2003; Monteyne y cols., 1998; Munger y cols., 2003; Oger, 2007;
Rasmussen y cols., 1993; Sunstrom vy cols., 2004; Villoslada y cols., 2003;
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Yeh y cols., 2004]. Entre las hipétesis que implican a los microorganismos en

la patogenia de la EM, nos encontramos:

o Hipoétesis higiénica: Segun ésta el contacto o infeccidon durante la infancia
con el agente infeccioso causante de la EM, protegeria frente a la misma,
pero el contagio tardio con el mismo agente, debido a un exceso en las
costumbres higiénicas en la sociedad, seria responsable de la enfermedad.
La idea inicial que asocid la EM con un exceso de higiene apareciéo en 1966
en Israel [Leibowitz y cols., 1966]. Otros autores, por el contrario, opinan
gue esta hipdtesis no explica aquellos casos de enfermos que no han tenido
contacto con el virus [Ascherio, 2008].

o Hipétesis de Kurtzke o hipdtesis de prevalencia: Esta se basa en un
estudio epidemioldgico realizado en las Islas Feroe en el que se postula que
la EM esta causada por un patdgeno que es mas comun en regiones de alta
frecuencia de EM. Segun este autor el patégeno estaria generalizado, y en
la mayoria de los individuos causaria enfermedad asintomatica [Kurtzke,
1993].

En ambos supuestos se ha implicado a mas de 14 agentes infecciosos
[Ascherio y Munger, 2007, Giovanni y Ebers, 2007], siendo la familia
Herpesviridae la mas estudiada (tabla 1). En este sentido, han sido muchas las
evidencias que han relacionado la infeccidn por el virus de Epstein-Barr (VEB)
y la EM.

Tabla 1. Seroprevalencia de la familia Herpesviridae en la esclerosis miltiple

a-Herpesvirus B-Herpesvirus y-Herpesvirus
Virus VHS-1 VHS-2 vvz CMV HVH-6 HVH-7 VEB HVH-8
Asociacion con EM Si - Si No Si No Si No
Seroprevalencia en EM 70% - >99% 50% >90% - >90% -

Seroprevalencia en

., 70% 50% >99% 50% >85% >85% >90% <5%
poblacion adulta

Los datos de seroprevalencia estan referidos a poblacion adulta del oeste de Europa y EEUU.
VHS: virus del herpes simple; VVZ: virus de la varicela-zoster; CMV: citomegalovirus; HVH:
herpesvirus humano; VEB: virus de Epstein-Barr

Modificado de Christense, 2007
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1.1.4.3. Otros factores moduladores

La EM afecta a todas las edades, pero la mayoria de los pacientes
desarrollan los sintomas entre los 18 y 50 afios, siendo rara su aparicién antes
de los 10 y después de los 60, aunque, cuando se diagnostica en nifios, se da
con mayor frecuencia entre los 10 y 18 anos. Sélo entre el 0,2% y el 0,7% de
enfermos son diagnosticados antes de los 10 afios [Ruggieri y cols., 1999;
Sluder y cols., 2002]. La prevalencia de EM en edades infantiles es de
aproximadamente 1-4% de todos los casos de EM [Yeh y cols., 2009]. Segun
la MSIF, en Espafia la media de edad al diagndstico es de 30 afios, mientras
que en Estados Unidos esta en torno a los 32, en Canada sobre los 24 y en

Italia a los 25.

Afecta con mayor frecuencia a mujeres que a varones. El ratio en
Espafia entre hombres y mujeres es de 1:2,25, mientras que en Australia es
1:3 6 en Estados Unidos 1:2,60. Este hecho también ha sido descrito en otras
enfermedades autoinmunes [Vyse y Todd, 1996; Whitacre, 2001] y se ha
relacionado con diferencias en la funcionalidad del eje hipotalamo-hipofisario-
glandula adrenal entre ambos sexos [Dowdell y cols., 1999; Morale y cols.,
2001; Voskuhl, 2002; Voskuhl y Palaszynski, 2001]. Se ha observado que,
durante el embarazo, el numero de brotes clinicos de la enfermedad esta
significativamente reducido, mientras que poco después del parto aumenta el
riesgo de presentar un brote clinico [Vukusic y cols., 2004]. Este hecho
explicaria también una influencia importante de las hormonas en la patogenia

de esta enfermedad.

En un estudio reciente, realizado en un grupo de mujeres en Estados
Unidos, también se observdé que la obesidad en las mujeres durante la
adolescencia estad asociada con un mayor riesgo de desarrollar EM [Munger y
cols., 2009].

El estrés también se ha relacionado con el desarrollo de la enfermedad
[Mason, 1991; Morale y cols., 2001].

Desde hace tiempo, se ha sugerido que el déficit de vitamina D podria
tener un papel importante en la patogenia de la EM [Baas y cols., 2000;

Brown vy cols., 2003; Pierrot-Deseilligny, 2009; Stumpf y cols., 1982].
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Caracteristicamente, los enfermos con EM presentan niveles bajos de vitamina
D [Hiremath y cols., 2009], y algunos autores han asociado este defecto a una
baja exposicién al sol durante la infancia [Dickinson y cols., 2009; Tremlett y
cols., 2008]. Un estudio reciente [Correale y cols., 2009] compard los niveles
de vitamina D entre pacientes con EM y controles y su efecto in vitro sobre las
células T. Los autores hallaron niveles mas bajos de vitamina D en pacientes
gue estaban padeciendo un brote y dedujeron que la vitamina D parecia influir
en la proliferacion de células T reguladoras, de efecto beneficioso. En mujeres
también se han relacionado los niveles elevados de 25-hidroxi-vitamina D con
menor incidencia de EM y con una enfermedad menos grave [Kragt y cols.,
2008]. Sin embargo, en el trabajo de Holmoy y cols. [2009] no se encontré
significacién a esta relacion, sugiriendo que la vitamina D no tiene un impacto

tan importante en la actividad de la enfermedad.

En definitiva, los agentes ambientales podrian actuar en diferentes
estadios, de forma competitiva o complementaria: podrian influir en la
adquisicién de la enfermedad, podrian determinar la edad de inicio de los
sintomas, podrian afectar a la severidad de la enfermedad o determinar el
curso general de ésta. Estd claro que la vulnerabilidad genética esta
influenciada por el ambiente y lo contrario también es cierto [Poser y cols.,
2007]. Por lo tanto, podriamos decir que la EM es una enfermedad que se
manifestaria en sujetos genéticamente predispuestos, sobre los que, por azar,
incidiria un factor ambiental desconocido, que pondria en marcha un proceso
inmunitario anormal, que podria desencadenr el desarrollo de la esclerosis

multiple.
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1.2. VIRUS DE EPSTEIN-BARR

Este virus fue descrito por primera vez en Africa en 1958 por el cirujano
Dennis Burkitt, durante el estudio del Linfoma de Burkitt (LB), aunque no
consiguié su aislamiento [Burkitt, 1983]. Posteriormente, Anthony Epstein,
Yvonne Barr y Bert Achong lo aislaron en un cultivo de células de dicho
linforna [Epstein y Barr, 1964]. Mediante estudios epidemioldgicos posteriores
se aclaré que el LB era una rara neoplasia de células B, relacionada con la
infeccion por el VEB. Quedaba claro que era un virus con capacidad

oncogénica, aunque todavia no se conocia su transmisién ni su patogenicidad.

Por aquel entonces, a este virus también se le relaciond con otras
enfermedades como la Mononucleosis Infecciosa (MI) [Epstein y Achong,
1973; Epstein y cols., 1967] y, mas tarde, se encontré ADN en otros procesos
como el Carcinoma Nasofaringeo (CNF) [Wolf y cols., 1973], el Linfoma de
Hodking (LH) [Ziegler y cols., 1982], y el Linfoma no Hodking (LNH) [Kutok y
Wang, 2006]. El virus también se ha asociado a linfomas de células B en

pacientes con inmunodeficiencias adquiridas o congénitas.

Estudios seroepidemiolégicos han demostrado que el VEB esta
ampliamente distribuido en la poblacion humana, con mas del 90% de la
poblacién adulta mundial seropositiva, y el 70% de la misma lo es antes de los
30 anos, persistiendo luego en el hospedador durante toda su vida [Kieff y
Rickinson, 2001].

El VEB pertenece a la familia Herpesviridae, un grupo de virus ADN con
caracteristicas compartidas. Dentro de esta familia se han descrito tres
subfamilias con varias especies agrupadas, teniendo en cuenta las diferencias
en las caracteristicas de los virus (tabla 2): subfamilia a-Herpesvirinae, que
incluye los virus del herpes simple tipos 1 y 2 (VHS-1 y 2) y virus de la
varicela-zoster (VVZ); subfamilia B-Herpesvirinae, con los herpesvirus
humanos 6 y 7 (VHH-6 y 7) y el virus citomegalico humano o citomegalovirus
(CMV) vy, por dultimo, la subfamilia y-Herpesvirinae, constituida por el
herpesvirus humano 8 (VHH-8) y el virus de Epstein-Barr (VEB) o herpesvirus
humano 4 (VHH-4).
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Tabla 2. Caracteristicas de la familia Herpesviridae

Infeccion Otras .
- . Latencia
primaria enfermedades
g Fieb Il
£ Simplexvirus-1 (VHS-1) Gingivostomatitis \ebre, ampollas, Neuronas
= encefalitis, retinitis
S
] Simplexvirus-2 (VHS-2) Herpes genital Encefalitis Neuronas
Q
L -
g Varicellovirus (VV2) Varicela Herpes zqs_ter, Neuronas
: encefalitis
3
Q . . initi i
C) Cytomegalovirus (CMV) Mononucleosis Ret'mt'sf Monpc¢os,
£ pneumonia epitelio
=
% Roseolovirus 6A y 6B Exantema stbito Hepatitis, Monocitos,
] (VHH-6A y 6B) encefalitis células T
% Monocitos
:'.: Roseolovirus 7 (VHH-7) Exantema subito - . !
o células T
% Mononucleosis
. u [ .

E Lymphocryptovirus (VEB) infecciosa Algunos tumores Células B
S
0
8
,_ .
Q Rhadinovirus (VHH-8) - Sarcoma de Kaposi, Desconocido
:'.: algunos tumores
>~

VHS: virus del herpes simple; VVZ: virus de la varicela-zoster; CMV: citomegalovirus; VHH:
herpesvirus humano; VEB: virus de Epstein-Barr
Modificado de Christensen, 2007.

Las infecciones por virus herpes son frecuentes. Son virus ubicuos v,
tras la infeccién primaria, sintomatica o no, persisten a lo largo de la vida del
sujeto llegando a formar parte de la microbiota de éste, con reactivaciones

mas o menos frecuentes [Christensen, 2007].

1.2.1. Biologia general del virus

El VEB, como todos los herpesvirus, es un virus encapsulado de gran
tamano. Posee una envuelta lipoproteica, con glucoproteinas en su interior,
gue se proyectan hacia el exterior (figura 8). La glucoproteina mas abundante
de la envuelta, la gp350/220, no es homdloga a la de la envuelta de otros
virus herpes, sino especifica de éste. El resto de glucoproteinas de la cubierta,

como gp85, gp25, gp110, gp84/113 y gpl5, sin embargo, si son homodlogas a
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glucoproteinas de otros herpesvirus como gH, gL, gB, gM vy gN,
respectivamente [Kieff y Rickinson, 2001]. Seguidamente hay una zona de
proteinas con apariencia fibrosa denominada tegumento. Por Ultimo,
envolviendo al ADN, se encuentra la capside, que es icosaédrica, constituida

por 162 capsomeros [Kieff y Rickinson, 2001].

Tegumento
Cépside

Proteinas envuelta
/ ADN
:

Figura 8. Estructura del virus de Epstein-Barr
Tomado de: http://www.expasy.ch/viralzone/all_by_species/185.
html

El genoma del VEB, de 184 kpb, codifica, aproximadamente, unas 100
proteinas. Estd compuesto, en un 60%, por guanina y citosina [Baer y cols.,
1984] y estda organizado en dos secuencias Unicas y no repetidas, una
secuencia larga (U.) y otra corta (Us), flanqueadas por repeticiones terminales

(TR) que permiten la organizacién del genoma.

Las regiones U_ y Us poseen la mayor parte de la capacidad codificante.
Incluyen repeticiones de ADN en tandem, la mayoria de las cuales estan
dentro de marcos de lecturas abiertos (ORFs). Se pueden ver de 6 a 12 zonas
de repeticidon interna (IR) de 3 kpb [Cheung y Kieff, 1982; Given y Kieff,
1979; Hayward y cols., 1982], flanqueadas cada una de ellas por una regién

terminal repetitiva denominada TR (figura 9).
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Figura 9. ADN virico y sintesis proteica

Estructura del genoma del VEB y los genes expresados durante la replicacion y latencia.
Durante la replicacién del genoma se expresan aproximadamente 80 genes, durante la
latencia solo se expresan 10

Modificado de Cohen JI, 2003

El nimero de TRs presentes en el genoma lineal, propio de la particula
virica, es muy variable. Cuando el virus infecta a una célula, el genoma lineal
se circulariza y forma un episoma (figura 10). Las regiones duplicadas U3 y U5
de la seccién U_ del genoma permiten al virus realizar su replicacién en la
infeccién litica. En cambio, la latencia, el mantenimiento del episoma y la
replicaciéon en la infeccion latente se debe a la region oriP de la zona
denominada U1l de Us [Dambaugh y Kieff, 1982; Laux y Freese, 1985].

Se han descrito diferentes subtipos del virus dependiendo del
polimorfismo de sus genes. La diversidad se encuentra principalmente en los
genes que codificarian para EBNA3, EBNA4, LMP1, LMP2A, EBNA-LP, EBNA2 y
EBER (tabla 3) [Abdel-Hamid y cols., 1992; Puchhammer-Stéckl y Gérzer,
2006].
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EBMNA1

EBMAZA

Episoma ADN doble cadena

EBNA-LP
EBMAZ

Figura 10. Episoma del virus de Epstein-Barr

En la figura se observa la localizacion y transcripcion de
los genes latentes del VEB en el episoma de doble cadena
de ADN. Los bloques en purpura muestran codificacion de
exones y la flecha indica la direccidon de la transcripcidon

Modificado de Murray y Young, 2001

Tabla 3. Caracterizacion genética del VEB

Locus Regién polimérfica Tipos/Subtipos/Variantes
EBNA2, 3A, .
3B, 3C Locus EBNA2 y EBNA3 VEB tipos I y II
Regidn C-terminal Cinco subtipos (dos prototipos, tres
EBNA1 variantes)
Region N-terminal y C-terminal Diferentes subtipos
EBNA2 Gen EBNA2 Tres grupos del VEB tipo I
:2"A3A’ 3B, Locus EBNA3 Cinco variantes de VEB tipo I
Promotor y gen LMP1 Cuatro grupos (A a D)
LMP1 Gen LMP1 Siete cepas (cinco sin deleccién, dos con
delecciéon de 30 pb)
LMP2A Gen LMP2A Seis subtipos (Ia, Ib, Ic, IIa, IIb y IIc)
Gen BZLF1 Dos variantes
BZLF1
Primer intrén del gen BZLF1 Dos genotipos (difieren en repeticiones)
Zp Elementos regulatorios Un prototipo similar o idéntico a VEB tipo

esenciales

I prototipo B95.8, dos variantes

EBNA: antigeno nuclear del VEB; LMP: proteina latente de membrana

Modificado de Puchhammer-Stéckl y Gorzer, 2006
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1.2.2. Infeccidon
1.2.2.1. Entrada del virus

La entrada del VEB esta restringida a la expresién de la glucoproteina
de superficie CD21 por parte de las células B [Martin y cols., 1991; Moore y
cols., 1991]. Se ha observado que los anticuerpos monoclonales frente a CD21
bloquean la infeccidén del virus [Fingeroth y cols., 1984], asi como el uso de la
molécula CD21 purificada [Nemerow y cols., 1990]. Por su parte, la
glucoproteina de la envuelta mas abundante del VEB es gp350/220, que es el
ligando de CD21, y es el Unico que es capaz de unirse a esta glucoproteina
[Nemerow y cols., 1987; Tanner y cols., 1987]. La gp350/220 soluble puede
saturar el receptor de células B y bloquear también la infeccion por el VEB
[Tanner y cols., 1988]. Por ultimo, el factor del complemento C3d, que
presenta una secuencia peptidica muy similar a gp350/220, también puede

bloquear la infeccion [Nemerow y cols., 1987].

El receptor del VEB para las células epiteliales, que no expresan CD21,
no se conoce. Estd demostrado que los virus defectivos para la molécula
gp350/220, pueden infectar células B y células epiteliales, aunque con menor
eficiencia, por lo tanto, ambas moléculas parecen no ser imprescindibles para

la infeccién [Busse y cols., 2010; Janz y cols., 2000].

La segunda proteina de la envuelta mas abundante es gp85 [Heineman
y cols., 1988], que forma parte de un complejo heterodimérico junto a la
gp25, homdélogo al complejo gH-gL del VHS. Dos moléculas mas, gp42 y
gp110, forman también parte del complejo anterior [Backovic y cols., 2009;
Edson y Thorley-Lawson, 1983; Sorem y cols., 2009; Sorem y Longnecker,
2009]. La gp85 es particularmente importante para la fusién de la envoltura
con las membranas celulares [Haddad y Hutt-Fletcher, 1989; Miller y Hutt-
Fletcher, 1988; Urquiza y cols., 2004]. Y el complejo gp85-25-42-110 actla
como correceptor de la interaccién en la infeccion de células B [Chesnokova y
cols., 2009; Haan y cols., 2000; Haan y Longnecker, 2000; Li y cols., 1997;
Spriggs y cols., 1996].
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1.2.2.2. Replicacion litica del virus

La expresion de genes durante la replicaciéon viral sigue un orden
temporal y secuencial, diferenciando tres fases diferentes, en las que la
trascripcion del genoma depende de la lectura de los genes de la fase anterior
[Bornkamm y Hammerschmidt, 2001; Hutt-Fletcher y Lake, 2001; Tsurumi y
cols., 2005].

Fase primera o fase Inmediata a la Precoz “Immediate-Early"”

Comienza tras la penetracién del virus, y durante ella se produce la
sintesis de proteinas primarias o reguladoras, que son necesarias para la
sintesis posterior de acidos nucleicos y proteinas estructurales. Estas proteinas
son antigénicas y estaran presentes en todo el ciclo virico [Gutiérrez y cols.,
2006]. En la tabla 4 se resumen los aspectos mas importantes de las

funciones propuestas para las mismas y los genes que codifican su expresion.

Fase segunda o fase Precoz “Early”

Durante esta fase se transcriben genes precoces y precoces-tardios que
dan lugar a proteinas importantes para la replicacién del ADN virico (tabla 4).
Las proteinas sintetizadas durante esta fase son reguladoras de la fase

posterior [Gutiérrez y cols., 2006].

Fase tercera o fase Tardia “Late"”

Los genes tardios del virus y las proteinas estructurales se transcriben
durante esta fase (tabla 5). Todas estas proteinas son muy importantes en la

respuesta inmune humoral [Johannsen y cols., 2004].
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Tabla 4. Funcion propuesta para los genes de las fases inmediata-precoz y precoz

Genes Funcién propuesta
Actla en la activacion transcripcional de otros genes liticos, junto con BRLF1
[Holley-Guthrie y cols., 1990; Nuebling y Mueller-Lantzsch, 1989; Quinlivan y
cols., 1993]

BZLF1 Inhibe la apoptosis [Katz y cols., 1992]
Disminuye la funcion del promotor Cp de EBNA
Interfiere en la sobreexpresion de HLA clase II inducido por IFNy, contribuyendo
al escape inmune [Li y cols., 2009, Morrison y cols., 2001]

BRLF1 Regula, junto con BZLF1, la transcripcidén de otros genes liticos [Holley-Guthrie y
cols., 1990; Nuebling y Mueller-Lantzsch, 1989; Quinlivan y cols., 1993]

BSMLF1 Activa la transcripcion de otros genes precoces junto con BZLF1 y BRLF1 [Kenney
y cols., 1989; Oguro y cols., 1987; Zhang y cols., 1996]
Factor de procesividad y replicacién

BMRF1 Codifica el antigeno temprano difuso (EA/D) [Neuhierl y Delecluse, 2006; Takaki
y cols., 1984]
Codifica una proteina homdloga a la bcl-2 linfocitaria, que estabiliza el potencial
de membrana mitocondrial, previniendo la muerte celular por apoptosis durante

BHRE1L la infeccidn litica. Puede conducilr a una division continua de las lineas de células
mutadas y, eventualmente, al cancer [Desbien y cols., 2009; Henderson y cols.,
1993; Li y cols., 2006]
Codifica el antigeno temprano restringido (EA/R)

BALF1 Codifica una proteina también homdloga a bcl-2, por tanto, con efectos anti-
apoptosis similares a BHRF1 [Bellows y cols., 2002; Marshall y cols., 1999]

BALF5 Codifica la ADN polimerasa [Kallin y cols., 1985; Tsurumi y cols., 1993]

BALE2 Es un gen co-activador de BZLF1 [Nakayama y cols., 2009]
Codifica una proteina de unién al ADN

BORF2/BARF1 Codifican una ribonucledtido reductasa [Tarbouriech y cols., 2006]

BXLF1 Codifica una timidin kinasa [Littler y cols., 1988; Holton y Gentry, 1996]

BGLF5 Codifica una exonucleasa alcalina

BSLF1 Codifican el complejo primasa-helicasa [Fujii y cols., 2000; Liao y cols., 2005;

BBLF2/3/4 Yokoyama y cols., 1999]

BKRF3 Codifica una uracil-ADN glucosilasa [Géoui y cols., 2007; Lu y cols., 2007]
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Tabla 5. Funcion propuesta para los genes de la fase tardia

Genes Funcion propuesta

BcLF1 Codifica la proteina mayor de la nucleocapside (VCA) [McGeoch y cols., 1988]

BORF1 Codifica una proteina de la nucleocapside

BDLF1 Codifica una proteina de la nucleocapside

BdRF1 Codifica la proteina base de la nucleocapside

BFRF3 Codifica la proteina pequefia de la nucleocapside

BBRF1 Codifica una proteina de la nucleocapside

BVRF2 Codifica una proteasa

BNRF1 Codifica una proteina del tegumento [Feederle y cols., 2006]

BILF2 Codifica la gp55/80 [Mackett y cols., 1990]

BDLF3 Codifica la gp150 [Borza y Hutt-Fletcher, 1998]

BALF4 Codifica la gp110 [Gong y cols., 1987; Gong y Kieff, 1990].

BXLF2 Codifica la gp85 [Heineman y cols., 1988; Oba y Hutt-Fletcher, 1988]

BKRF2 Codifica la gp25 [Yaswen y cols., 1993]

BZLF2 Codifica la gp42 [Li y cols, 1995; Ressing y cols., 2005; Sorem y cols., 2009]
Codifica la gp350/220 [Beisel y cols., 1985; Gong y cols., 1987; Young y cols.,

BLLF1
2008]

BLRF1 Codifica la gp15

BBRF3 Codifica la gp84/113

BILF1 Codifica la gp64

BCRF1 Codifica una proteina homéloga a la IL-10 [Hsu y cols., 1990]

1.2.3. Latencia y persistencia

1.2.3.1. Infeccion latente

Después de la infeccion primaria, en la mayoria de células B infectadas,
el VEB permanece en fase latente y tiene l|la capacidad de inducir
inmortalizacién de la célula. El genoma no se integra en el nucleo de la célula,
sino que se mantiene como episoma circular, y se detiene la replicacion virica
[Alfieri y cols., 1991], aunque no del todo, ya que durante la latencia se
transcriben, al menos, 9 ARNm poliadenilados y dos pequefios ARN no
poliadenilados (EBER1 y EBER2). Seis de los nueve ARNm codifican para los
antigenos nucleares EBNA1, EBNA2, EBNA3 (EBNA3A), EBNA4 (EBNA3B),
EBNA 5 (EBNA-LP) y EBNA6 (EBNA3C) y los otros tres se traducen en las
proteinas latentes de membrana LMP1, LMP2A y LMP2B [Kutok y Wang, 2006;
Thorley-Lawson, 2001].

Cuando el VEB infecta las células B y se mantiene latente, in vivo, nos

encontramos varios patrones de expresion de proteinas denominados patrones
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de latencia [Kerr y cols., 1992; Ohga y cols., 2002; Thorley-Lawson, 2001;

Thorley-Dawson y Gross, 2004]:

Latencia tipo 0: Permite la persistencia del virus en células B memoria
circulantes inactivas, sin ser detectadas por el sistema inmune.

Latencia tipo I: Se observa en biopsias y lineas celulares de LB vy
linfocitos circulantes infectados de individuos sanos. Se expresan,
selectivamente, EBNA1, EBERs y ARNs de la regién BamHI del virus. La
funcién propuesta es permitir a la célula B memoria dividir el ADN.
Latencia tipo II: Se observa en el CNF, aunque también se ha
reproducido en hibridos de fibroblastos, en lineas epiteliales que expresan
el receptor CD21 y en el LH. Expresa selectivamente EBNA1, LMP1 y LMP2A
de forma irregular. También se expresan EBERs y los ARNs de la regién
BamHI. La funcién propuesta es la activacion de las células B inactivas para
producir un linfoblasto proliferante.

Latencia tipo III: Se observa en lineas celulares linfoblastoides, en los
procesos linfoproliferativos postrasplante y lineas de LB. Se caracteriza por
la expresion de los EBNAs 1 a 6, LMP1, LMP2A, LMP2B, EBERs y los ARNs
de la region BamHI. La funcidon propuesta para esta fase es proporcionar
las sefiales necesarias para la diferenciacién de linfoblastos infectados hacia

células memoria, y el mantenimiento y la persistencia de éstas.

EBNA1

EBNA1 es una de las primeras proteinas expresadas después de la

infeccion, durante la fase de latencia. Su expresion puede derivar de cuatro

promotores diferentes. En la fase de infeccion primaria, durante la formacién

del episoma, la transcripcion se inicia en el promotor Wp (BamHI W). Durante

la transformacién de la célula hospedadora se usa el promotor Cp (BamHI C).

Durante las latencias tipos I y II la transcripcidén se inicia en el promotor Qp

(BamHI Q). El cuarto promotor es Fp (BamHI F), y se activa al entrar en el

ciclo litico [Middeldorp y cols., 2003; Nonkwelo y Henson, 1995; Sugden y
Warren, 1989].
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Entre sus funciones, se cree que tiene un rol importante en la
replicaciéon y, fundamentalmente, en el mantenimiento del episoma. Esta
funcidon la puede realizar mediante la interaccién con proteinas como la del
grupo de alta mobilidad (HMG-1) y la histona H1 [Humme y cols., 2003; Lee y
cols., 1999; Yates y cols., 1984]. Dentro de su relacion con el episoma, EBNA1
actia como mediador en la unién de éste con la cromatina celular durante la
distribucion del ADN viral a células hijas en la divisién celular [Aiyar y cols.,
2009; Do y cols., 2008; Middeldorp y cols., 2003].

Sin EBNA1 el episoma puede ser degradado después de la infeccion en
la mayoria de las células B. Las repeticiones Gly-Ala inhiben el procesamiento
de EBNA1 por los proteosomas, e imposibilita la presentacién de péptidos
antigénicos asociados con HLA de clase I en la superficie de la célula, evitando
asi la deteccion por las células T CD8+ [Levistskaya y cols., 1997]. A pesar de
que EBNA1 no es reconocida por CD8+ o CD4+, se detectan anticuerpos en

los portadores sanos [Ossevoort y cols., 2007].

EBNA1 no es esencial, pero ayuda en la transformacién de las células B
[Do y cols., 2008; Ossevoort y cols., 2007]. Es la Unica proteina expresada en
todas las células infectadas en latencia, y en todos los tumores asociados al
virus. Se sugiere que EBNA1 puede actuar en la oncogénesis a través de
genes celulares [Ian y cols., 2008; O’Neil y cols., 2008]. Ademas, EBNA1 es la
Unica proteina de su grupo que se sigue transcribiendo cuando las células son

activadas en la infeccidn litica [Weigel y cols., 1985].

EBNA2

Es una de las primeras proteinas expresadas, siendo imprescindible
para la inmortalizacién, proliferacién y diferenciacion de las células B
[Boccellato y cols., 2007; Skare y cols., 1985], actuando como un activador

transcripcional de genes viricos y celulares [Middeldorp y cols., 2003].
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EBNA3A, 3B, 3C

Los genes codificantes de EBNA3 dan lugar a tres proteinas: EBNA3A,
3B y 3C. El ARNm que codifica estas proteinas es el menos abundante de
todos los ARNm de EBNA [Baer y cols., 1984; Hennessy y Wang, 1986]. Se

trata de proteinas hidrofdbicas asociadas a la matriz nuclear.

EBNA3A y 3C son esenciales para la inmortalizacién mediada por el VEB,
aunque no parecen ser necesarias para la proliferacion y supervivencia
[Kempkes y cols., 1995; Middeldorp y cols., 2003]. Ninguna de las proteinas
parecen unirse directamente al ADN, pero todas se unen a una gran variedad
de proteinas celulares, algunas de las cuales son reguladoras
transcripcionales, proteinas importantes para el transporte nuclear, apoptosis
y estabilidad de las proteinas [Jiménez-Ramirez y cols., 2006; Maruo y cols.,
2006].

EBNA3B no es necesaria para la infeccién latente de células B, ni para la
proliferacion de lineas celulares linfoblastoides, ni para la supervivencia e
inmortalizaciéon de linfocitos B in vitro, pero esta codificada por un gen
altamente conservado, lo que sugiere que es un gen importante para la
infeccién del hospedador. Parece que media la regulacion de CXCR4, lo que
puede ser una importante estrategia para la alteracion del “homing” de las
células B en el hospedador infectado [Chen y cols., 2006; Tomkinson y Kieff,
1992].

EBNA-LP

Esta proteina esta implicada en la expresién de genes celulares
esenciales para la formacidon de linfoblastos B, y aumenta la habilidad de
EBNA2 para activar la transcripcion de LMP1 [Mannick y cols., 1991]. Podria
coactivar la transcripcion a través de la interaccion con las histonas
diacetilasas (HDAC4 y HDACS5) [Middeldorp y cols., 2003; Portal y cols.,
2006].
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LMP1

LMP1 es una proteina integrada en la membrana plasmatica. Sus ARNm
codificantes son muy abundantes en la mayoria de las células B latentes
infectadas, aunque su vida media es corta comparada con los EBNAs. El gen
que codifica LMP1, junto con el que codifica a EBNA1, son los Unicos genes
latentes asociados a la infeccién y que son transcritos en la infeccidn litica
[Liebowitz y Wang, 1986].

Se trata de una proteina con capacidad oncdégena. La presencia de LMP1
transforma las células B y las células epiteliales, reduciendo la respuesta a las
sefiales de diferenciaciéon normal e incrementando su capacidad invasiva en la
matriz colagena [Dantuma y Masucci, 2003; Middeldorp y cols., 2003; Nanbo
y Takada, 2002; Toda y Sugimoto, 2003]. Produce la mayoria de los cambios
celulares asociados a la infeccion por VEB, como el incremento de la expresion
en superficie de CD23, CD39, CD40, CD44 y HLA de clase II, y aumenta la
expresion de IL-10 [Nakagomi y cols., 1994], disminuye la expresién de CD10
y aumenta la expresion de moléculas de adhesion celular LFA-1, ICAM-1 vy
LFA-3 [Hsu y cols., 1990].

Ademads, LMP1 mimetiza a la superfamilia de receptores del factor de
necrosis tumoral (p80TNFR, CD40, CD30), utilizando sus mismos factores de
sefalizacion intracelular (TRAF, TRAD) [Mosialos y cols., 1995]. A través de la
interaccion con estos factores, LMP1 desencadena dos vias de fosforilaciéon que
llevan a la activacion de los factores de transcripcion NF-xB y AP1. Esto ocurre
porgue el dominio carboxilo-terminal de LMP1 tiene funciones homélogas con
el receptor CD40 (figura 11) [Eliopoulos y cols., 1999; Eliopoulos y Young,
1998; Hatzivassiliou y cols., 1998]. El resultado es que LMP1 y CD40 rescatan
las células B de la sefalizacidon para apoptosis y las conducen hacia la

proliferacién [Henderson y cols., 1991; Matusali y cols., 2007].
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Figura 11. Mecanismo de sefializacién de LMP1 y CD40

Ambos, LMP1 y CD40, interaccionan con el mismo patron de
sefializacidon celular, aunque no con las mismas moléculas, activando
AP1 y NF-kB, produciendo supervivencia y proliferacion

Tomado de Thorley-Dawson, 2001

LMP2A, 2B

LMP2A es una proteina expresada durante la fase de latencia en células
B infectadas. Posee doce secuencias transmembrana sin dominios
extracelulares pero con un dominio C-terminal y uno N-terminal citoplamatico
[Longnecker y Kieff, 1990]. El dominio N-terminal contiene un inmuno-
receptor activador de tirosina similar al encontrado en el receptor de células B
(BCR) que permite la supervivencia de éstas pero no su proliferacion (figura
12) [Buhl y Cambier, 1997; Burkhardt y cols., 1992; Hasler y Zouali, 2003;
Miller y cols., 1995; Thorley-Lawson, 2001]. En linfoblastos del LB la expresién
de LMP2A bloquea la senal de transduccién que se produce después de la
interferencia con IgM de superficie, CD19 o HLA clase II [Miller y cols., 1993].
LMP2B regula negativamente a LMP2A [Rechsteiner y cols., 2008; Rovedo y
Longnecker, 2007].
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Figura 12. Homologia en la sefalizaciéon intracelular de
LMP2A y BCR

LMP2A mimetiza la sefalizacién intracelular de la célula B (BCR),
produciendo la supervivencia de la célula

Tomado de Thorley-Lawson, 2001

EBERs

Los pequefios ARNs no poliadenilados codificados por el VEB son los
ARNs mas abundantes del virus en células infectadas latentes (10%-10°
copias/célula) [Howe y Steitz, 1986]. Se localizan en el nucleo de la célula,
donde forman complejos con la proteina celular La y proteinas asociadas a
EBERs [Lerner y cols., 1981; Toczyski y Steitz, 1993].

1.2.3.2. Persistencia y reactivacion

El VEB, después de la infeccion primaria, se mantiene y persiste en las
células B memoria que circulan en sangre periférica durante largo tiempo. En
estas células, el virus escapa al control inmune, ya que no se expresan
proteinas virales. Para entender cdmo el virus tiene acceso a estas células se
han propuesto varios modelos. Segun Pender [2003], el virus infecta

directamente las células B memoria, persistiendo en ellas durante largo
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tiempo; mientras que para Thorley-Lawson [2001] el virus participa en el ciclo
de activacién de las células B (figura 13).

En condiciones normales, la activacién de la célula B madura no
estimulada, que no ha contactado con ningln antigeno, ocurre en los ganglios
linfaticos, donde son activadas en presencia de un agente extrafo y con la
ayuda de los linfocitos T CD4+, produciéndose una expansion clonal.
Posteriormente, estas células se diferencian a células B memoria o células
plasmaticas productoras de anticuerpos.

En el modelo de persistencia del VEB, propuesto por Thorley-Lawson
[2001], el paso a linfoblasto, célula plasmatica y célula B memoria ocurre sin
la necesidad de estimulacion mediada por un antigeno ni por células T CD4+.
De esta forma, en una primera fase, el estado de latencia III de la célula
infectada por el VEB, seria el causante de la activacién de las células B
maduras, que pasan a linfoblastos proliferantes. En una segunda fase, este
linfoblasto infectado por el virus pasa del patron de latencia III al II,
produciendo la sefial necesaria para pasar a célula B memoria y célula
plasmatica. Estas células memoria infectadas salen del ciclo de diferenciacién
y pasan a la circulacion, donde sobreviven, ya que dejan de expresar proteinas
debido a un cambio en el patréon de latencia, escapando al control inmune.
Solamente cuando se dividen expresan EBNA1. Finalmente, el virus latente en
las células B memoria se reactiva y se replica permitiendo la diseminacién

hacia nuevos hospedadores.

El ADN del virus persiste en estas células infectadas como un episoma,
aunque también podemos encontrarnos el genoma del VEB integrado en el
cromosoma, y ambos ADN, integrado y episoma, coexisten en algunas células
[Delecluse y cols., 1993; Gulley y cols., 1992; Hurley y cols., 1991].
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Figura 13. Infeccion primaria e infeccion persistente

1.2.4. Respuesta inmune frente al virus

1.2.4.1. Respuesta inmune humoral

respuesta inmunoldgica de tipo humoral son [Gu y cols., 2008; Sener y cols.,

Los principales antigenos del VEB frente a los que se produce una

2009; Zeytinoglu y cols., 2008]:

Antigenos nucleares del VEB (EBNAs) expresados en células infectadas
latentes.

Antigenos tempranos (EAs) expresados en el ciclo litico precoz.
Antigeno de la capside del virus (VCA) expresado en el ciclo litico tardio.

Antigeno de membrana (MA) expresado durante el ciclo litico tardio.

En la tabla 6 se muestran los marcadores seroldgicos de infeccidon por el

VEB en diferentes procesos.
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Tabla 6. Marcadores seroldgicos en la infeccion por el VEB
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Anticuerpos Anti-VCA Anti-EA Anti-
heteroéfilos IgG IgM IgA D R EBNA
Mononucleosis
. . + +++ ++++ ++ + + -
infecciosa
Infeccién pasada + ++ - - - - +
Infeccién cronica
. - ++++ ++ +++ +++ ++ +
activada
Procesos
. i . - + + - - - -
linfoproliferativos
Linfoma de Burkitt - +++ - - + ++ +
Carcinoma
, - ++++ - ++++  ++++ ++ ++++
nasofaringeo

El patron de anticuerpos es diferente dependiendo de la enfermedad asociada al VEB.

+++4++: muy detectable; +++: detectable; ++4: poco detectable; +: muy poco detectable; -:
no es detectable

Tomado de Gutiérrez y cols., 2006.

En la figura 14 se observa la evolucion de los diferentes anticuerpos en

la MI.
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Figura 14. Evolucion de los anticuerpos durante la mononucleosis
infecciosa
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1.2.4.2. Respuesta inmune celular

En la infeccién primaria por el VEB, una de las claves diagndsticas de
MI, es la presencia en sangre de células mononucleares atipicas, que son
fundamentalmente linfoblastos T CD8+, también algunos CD4+ y células NK

activadas.

La respuesta citotoxica de las células T se encarga de destruir las
células infectadas que expresan proteinas virales. En la MI mas del 50% de
todas las células T CD8+ presentan una respuesta directa frente a las células
en las que el virus se estd replicando, principalmente células memoria
[Thorley-Dawson y Gross, 2004]. La expresion de antigenos durante el ciclo
litico induce una mayor respuesta celular que durante las fases de latencia. La
respuesta de las células T CD8+ en la MI es especifica frente a epitopos
inmunodominantes expresados durante la fase litica (BZLF1, BRLF1, BMLF1,
BMRF1, BALF2) y durante el ciclo latente del virus (EBNA3A, -3B, -3C) [Steven
y cols., 1996; Steven y cols., 1997]. Por el contrario, las células CD4+ no
presentan una respuesta masiva como las células T CD8+ [White y cols.,
1996].

El componente NK podria ser la primera defensa en la respuesta inmune
innata frente a infeccion viral [Tomkinson y cols., 1989], aunque parece que
tiene un valor limitado en el control de la infeccidén latente, como se ha visto
en pacientes trasplantados de médula ésea [Babcock y cols., 1999; Lucas y
cols., 1996].

Las respuestas inmunes humoral y celular, al final de la enfermedad
aguda, son incapaces de eliminar el virus completamente, y como
consecuencia, éste persiste en las células infectadas. Durante la fase de
persistencia se detecta la existencia de linfocitos T memoria CD8+ especificos
frente a antigenos latentes, principalmente frente a EBNA3A, -3B y -3C, LMP2,
siendo mas rara la respuesta frente a EBNA2, EBNA-LP, LMP1 y EBNA1
[Khanna y cols., 1992; Murray y cols., 1992].
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1.2.4.3. Evasion de la respuesta inmune

El VEB puede alterar y evadir la respuesta inmune del hospedador
mediante la evasién de la presentacion de antigenos, la apoptosis, la

produccidon de citoquinas y la variabilidad genética.

Evasion de la presentacion de antigenos

El VEB codifica algunas proteinas que son capaces de alterar la
presentacién de antigenos a los linfocitos T CD8+. EBNA1 es resistente a la
respuesta inmune mediada por estas células gracias al dominio de repeticidon
Gly-Ala, que evita la degradacion proteosémica [Dantuma y cols., 2000;

Levitskaya y cols., 1995; Levitskaya y cols., 1997].

La gp42 bloquea la presentacion de antigenos a células T CD4+
mediante la union a la cadena B de la molécula HLA de clase II [Li y cols.,
1997; Ohga y cols., 2002].

Apoptosis

La expresién de BHRF1 puede proteger a las células del LB o a las
células epiteliales de la apoptosis. En las células B también la presencia de
LMP1 aumenta la expresién de CD23, CD40, moléculas de adhesién (CD54,
LFA1) y proteinas anti-apoptdticas como A20 y bcl-2, que protegen a la célula

de la muerte [Ohga y cols., 2002].

Citoquinas

Algunos virus codifican proteinas homdlogas a citoquinas, como ocurre
con el producto del gen tardio BCRF1, que tiene una homologia del 78% con la
IL-10 humana. Ademas, BCRF1 tiene varias funciones relacionadas con la
regulacion de citoquinas: regula negativamente a la IL-12, inhibe la
produccion de IFNy y suprime la produccion de IL-1. De esta forma impide la
funcion de las células T de inhibir el crecimiento de células B infectadas [Liu y
cols., 1997; Stuart y cols., 1995; Zeidler y cols., 1997].
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Por otro lado, BARF1 ejerce como un receptor soluble para el factor
estimulador de colonias. Este actla mejorando la produccién de INFa en los
monocitos, y, junto con el INFy, se inhibe la proliferacién de las células
infectadas por el virus. Entonces, BARF1 bloquea la produccion de INF

favoreciendo la proliferacion de las células infectadas [Ohga y cols., 2002].

Variacion genética

Los distintos subtipos del VEB pueden influir en el reconocimiento de los
antigenos del virus por parte de las células T citotoxicos, como ocurre con las
mutaciones del epitopo de la proteina EBNA4, que impide el reconocimiento
por las células T citotdxicas. Esto indica una posible evasidon del sistema

inmune, debido a una variacion genética de las proteinas [Ohga y cols., 2002].

1.2.5. Epidemiologia de la infeccion por el virus de Epstein-Barr

Mas del 90% de los adultos en todo el mundo estan infectados por el
VEB y son portadores durante toda su vida. En los paises desarrollados la
infeccién primaria ocurre, frecuentemente, en dos periodos de la vida: durante
la infancia y en la adolescencia o principio de la edad adulta [Pariente y cols.,
2007]. Durante la infancia la infeccién es debida a la transmision a través de
la saliva entre los mismos miembros de la familia o contactos cercanos, y su
presentacién habitualmente es subclinica. En adolescentes y adultos, sin

embargo, es mas frecuente la aparicion de sintomas propios de MI.

Se ha observado una mayor seroprevalencia en mujeres que en
hombres [Higgings y cols., 2007]. Aunque se piensa que la actividad sexual
puede ser un factor de riesgo, no queda claro si la transmisién en este caso es

a través de fluidos genitales o de la saliva.

Su distribucién es universal, aunque hay una mayor seroprevalencia en
los trépicos [Higgings y cols., 2007]. El VEB tipo 1 es mas frecuente en Africa
Central, Norteamérica, Papua-Nueva Guinea y Asia. El VEB tipo 2 es mas

frecuente en Africa Central [Macsween y Crawford, 2003].

La presencia del virus latente en células B de sangre periférica en

individuos sanos, arroja otra potencial ruta de transmisién. Asi, se han
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documentado infecciones post-trasfusionales y post-trasplante [Gratama vy
cols., 1992; Macsween y Crawford, 2003]. También se transmite a través de
fomites, compartiendo objetos como cepillos de dientes y vasos, por ejemplo
[Gratama y cols., 1990].

1.2.6. Procesos clinicos relacionados con la infeccidn por el virus de
Epstein-Barr

Aparecen reflejados en la tabla 7.

1.2.6.1. Enfermedades no neoplasicas
Mononucleosis infecciosa

La mayoria de las infecciones primarias por VEB son dificiles de
enmarcar, con sintomas que son indistinguibles de otros sindromes virales
agudos. Cuando la infeccién primaria ocurre durante la infancia, normalmente
cursa de forma asintomatica, pero, en la adolescencia y en la edad adulta, en

el 90% de los casos, aparecen sintomas de MI.

El periodo de incubacién suele oscilar entre una y tres semanas. Los
sintomas mas frecuentes son fiebre, faringitis exudativa o amigdalitis y
adenopatias firmes y dolorosas, pero no induradas. También hay edema
palpebral, eritema, petequias en la parte media del paladar, astenia y
hepatoesplenomegalia. El hemograma muestra linfocitosis e hiperbasofilia
nuclear, debido a la proliferacion de células T CD8+. Las complicaciones mas
importantes son la ruptura del bazo y la trombocitopenia. Las complicaciones
neuroldgicas, pulmonares y cardiacas son menos frecuentes [Gutiérrez vy
cols.,2006].

Después de la infeccion primaria, los enfermos pueden seguir distintas
vias. En algunos individuos la infeccién primaria no se resuelve y queda activa
de forma cronica, durante meses o anos. En otros casos, durante la latencia
gue sigue a la infeccién primaria, se producen recurrencias clinicas debido a la

reactivacién de un virus enddégeno o reinfecciones. En enfermos con algun tipo
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de inmunosupresién es frecuente que se produzca enfermedad grave con

lesidon de cualquier 6rgano [Gutiérrez y cols.,2006].

Leucoplasia oral vellosa

Es una lesion de las células escamosas del epitelio mucoso, que aparece
en pacientes inmunocomprometidos. Se manifiesta con bandas verticales en
las caras laterales de la lengua, blanquecinas, de aspecto aterciopelado, que
no se desprenden al rasparlas [Kutok y Wang, 2006].

1.2.6.2. Enfermedades neoplasicas

Se trata de wuna serie de enfermedades relacionadas, casi
exclusivamente, con la proliferacion de células B, debido a la incapacidad de
respuesta de células T citotdxicas en pacientes inmunodeprimidos, aunque

también pueden aparecer en individuos inmunocompetentes.

Enfermedad linfoproliferativa post-trasplante (ELPT)

La ELPT estd asociada con infeccion por el VEB, apareciendo sus
manifestaciones tiempo después del transplante, generalmente a partir de los
6 meses. Engloba a un grupo heterogéneo de trastornos linfoproliferativos que
oscilan desde la aparicion de un sindrome mononucledsico con hiperplasia
polimorfa de células B, hasta el desarrollo de verdaderas proliferaciones
monoclonales de células B con extensa infiltracién nodal o extranodal, que
pueden ser indistinguibles de formas graves de linfoma. El riesgo de
desarrollar ELPT varia considerablemente de unos individuos a otros, y
depende de factores como el tipo de transplante, la edad de los pacientes vy el
estado de inmunosupresion del sujeto [Kutok y Wang, 2006, Rezk y Weiss,
20071].
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Linfomas asociados al virus de Epstein-Barr en pacientes con SIDA

Son un grupo heterogéneo que incluyen linfomas del SNC, linfomas de
células B difusos, LH y LB. La frecuencia de infeccion por el VEB en linfomas
relacionados con SIDA es muy variable y depende del subtipo de tumor
implicado [Kutok y Wang, 2006].

Sindrome linfoproliferativo ligado al cromosoma X

Es una forma rara de MI fulminante, que afecta a hombres jévenes y
que se produce debido a la proliferacién incontrolada de células B como
consecuencia de un defecto en la activacion de células T. La muerte es debida
a necrosis hepatica secundaria a una infiltracion masiva de células T
citotoxicas vy liberacién de citoquinas, anemia aplasica y pancitopenia

[Macsween y Crawford, 2003].

Linfoma de Burkitt

Aparece varios afios después de una infeccién primaria. Es un tumor
sOlido de células B caracterizado histolédgicamente por un fenotipo de células
maduras, pequefias, no hendidas, de apariencia uniforme. Se clasifica como
un Linfoma no Hodgkin de alto grado, y es uno de los de mayor velocidad de
crecimiento. Las células poseen un defecto genético consistente en la
expresion inapropiada del gen c-myc, implicado en la proliferacion celular
[Onciu y cols., 2006; Thorley-Dawson y Allday, 2008].

Linfoma de Hodgkin

Se diferencia de la mayoria de las neoplasias malignas por su especial
composicion celular, ya que en la masa tumoral las células neoplasicas son
minoritarias, estando el componente mayoritario constiudo por células
inflamatorias. Las células de Hodgkin y de Reed-Sternberg, y sus variantes,
constituyen menos del 1% de la celularidad total. Desde el punto de vista

clinico, el LH se manifiesta por el aumento del tamafio de un ganglio linfatico o
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grupo de ellos. La historia natural de la enfermedad lleva a la diseminacién a
grupos ganglionares vecinos, con afectaciéon de higado, bazo y médula dsea
[Bellas, 2004].

1.2.6.3.

celulares

Enfermedades neoplasicas asociadas a otros patrones

Carcinoma nasofaringeo

Se divide clasicamente en dos subtipos: queratinizante y no
queratinizante. El no queratinizante es el mas frecuente, y casi el 100%
presenta evidencias de infeccidn por el VEB. La presencia del VEB en el subtipo

queratinizante, sin embargo, es mas rara [Kutok y Wang, 2006].

Tabla 7. Enfermedades asociadas al VEB

Mononucleosis infecciosa

Infeccidn activa croénica

Leucoplasia oral vellosa

Linfoma de células B asociado a SIDA
Enfermedad linfoproliferativa post-trasplante
Granulomatosis linfomatoide

Linfoma de células B asociado a
inmunodeficiencia severa combinada
Linfoma de células B asociado al sindrome
de Wiskott-Aldrich

Linfoma de células B asociado a desorden
linfoproliferativo ligado al cromosoma X

Enfermedades no malignas

Enfermedades malignas de células B en
sujetos inmunocomprometidos

Enfermedades malignas de células B en
sujetos inmunocompetentes

Linfoma de Burkitt
Linfoma de Hodgkin

Enfermedades malignas de células T

Linforma de linfocitos NK/T extranodal de tipo
nasal

Linfoma de linfocitos T con sindrome
hemofagocitico asociado al VEB

Linfoma de linfocitos T angio-inmunoblastico
Linfoma de linfocitos T hepato-esplénico
Linfoma de linfocitos T no hepato-esplénico
Linfoma de linfocitos T enteropatico

Enfermedades
epiteliales

malignas de

células

Carcinoma nasofaringeo no glandular
Carcinoma hepatocelular

Otras enfermedades malignas

Carcinoma de células dendriticas foliculares

Modificado de Kutok y Wang, 2006; Rezk y Weiss, 2007.
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1.2.6.4. Enfermedades autoinmunes

En los ultimos afios, el VEB también se ha relacionado con algunos
procesos autoinmunes, debido al elevado numero de anticuerpos encontrados
frente al virus en las sangre de pacientes con enfermedades como el lupus
eritematoso sistemico (LES), la artritis reumatoide (AR) y la esclerosis
multiple. Tambien se ha discutido el papel que podria tener en el sindrome de
Sjogren, en la tiroiditis autoinmune, en la hepatitis autoinmune y en la

alveolitis fibrosa [Niller y cols., 2008].
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1.3. ASOCIACION ENTRE ESCLEROSIS MULTIPLE Y VIRUS DE EPSTEIN-
BARR

1.3.1. Semejanzas epidemioldgicas entre la mononucleosis infecciosa
y la esclerosis miltiple

En 1981 se establecié la primera asociacidn entre la epidemiologia de la
EM vy la infeccion por el VEB [Warner y Carp, 1981]. A partir de entonces, esta
relaciéon ha sido ampliamente estudiada. Segun algunos autores, el interés
viene determinado por el paralelismo que existe entre la epidemiologia de la
EM y de la MI, como se puede observar en la tabla 8 [Alonso y cols., 2006;
Haahr y Hdéllsberg, 2006].

Tabla 8. Semejanzas entre la epidemiologia de la mononucleosis
infecciosa y la esclerosis miultiple

Esclerosis Monucleosis
multiple infecciosa
Edad de maxima incidencia 25-34 15-24
Geografia
Extremadamente raro en los trdpicos +++ +++
Gradiente norte-sur en las regiones templadas +++ +++
Raro en Japdn +++ +++
Raro en esquimales ++ +++
Asociacion positiva con SE + ++
Incidencia en raza negra menor que en caucasica + ++
Incidencia en asiaticos menor que en caucasicos ++ ++
Migracion antes de la pubertad +++ ++
Focos y epidemias ++ ++
Asociacion a niveles bajos de vitamina D ++ +

M:mujeres; H:hombres; SE: estatus socioecondmico. Las cruces (+) indican el
grado en el que esa caracteristica esta presente en la enfermedad correspondiente
(desde +++, extremadamente caracteristico, a +, algo caracteristico).

Modificado de Alonso y cols., 2006 y Haahr y Héllsberg, 2006.

Esta descrito que, en el norte de Europa, en paises como Dinamarca, un
tercio de los individuos infectados por el VEB adquieren el contagio durante la
pubertad o en edades adultas, en contraste con paises del sur de Europa,
donde la infeccion ocurre, principalmente, en los primeros anos de vida, en

etapas, por tanto, mas precoces. La MI que aparece en la edad infantil,
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generalmente subclinica, se relaciona con sociedades con un estatus socio-
econdmico bajo, debido, segun algunos autores, al bajo nivel higiénico-
sanitario, que favorece el contacto con el virus mas precozmente. Sin
embargo, las infecciones que aparecen en edades mas tardias, en este caso,
generalmente con clinica mas florida, son mas tipicas de sociedades con alto
estatus socio-econdmico, en las que el contacto con los patdgenos, debido a
las mejores condicones higiénico-sanitarias, estd retrasado. Es evidente,
también, que las tasas de mayor prevalencia de EM aparecen en zonas

geograficas con un alto estatus socio-econémico [Haahr y Héllsberg, 2006].

En un estudio realizado en poblacién noruega se observd la existencia
de un acumulo de pacientes con EM entre sujetos con fechas de nacimiento
cercanas, entre los 13 y 20 anos, que habian vivido en zonas préximas entre
si y compartiendo los mismos factores de riesgo, entre ellos la infeccion por el
VEB, que se determindé como el principal factor que explicaria este acimulo de

casos [Riise y cols., 1991].

En otro estudio realizado en las Islas Feroe [Munch y cols., 1998a], se
observd que todos los sujetos de estudio con EM, en contraposcién con los
controles sanos, estaban infectados con el mismo subtipo de VEB. En este
sentido, las Islas Feroe se caracterizan porque en ellas se produjo la mayor
epidemia conocida de EM [Kurtzke, 1993], debido, supuestamente, a la
entrada de militares procedentes de areas donde era comun la infeccion por el
VEB durante la edad adulta.

Otros factores que se han relacionado con la EM, y también con la
infeccién por el VEB, son el déficit de vitamina D y la exposicion al sol. En un
estudio reciente [Grant, 2008] se ha constatado que el metabolito 1,25-
dihidroxi-vitamina D induce la produccidn de la proteina catelicidin (LL-37),
gque se caracteriza por ser un péptido con actividad antimicrobiana, que
previene frente a infecciones por virus y bacterias. Esto podria explicar, en
parte, que la mayoria de las infecciones son mas frecuentes durante las
estaciones frias, con humedad relativa baja y durante las cuales la produccion

de vitamina D, que depende de las radiaciones ultravioletas B, es mas baja.
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En el caso del VEB, estd comprobado que en invierno, enfermedades como la

MI tienen picos de incidencia [Douglass y cols., 1996].

En base a éstas y otras coincidencias epidemioldgicas entre las dos
enfermedades, numerosos trabajos han estudiado el riesgo relativo de
desarrollar EM en individuos que han padecido MI [Ascherio y Munger, 2007;
Goldacre y cols., 2004, Haahr y cols, 2004; Haahr y cols, 1995; Hernan y cols,
2001; Lindberg y cols., 1991; Nielsen y cols, 2007; Operskalski y cols., 1989;
Thacker y cols., 2006]. A partir de algunos de estos estudios se ha pensado
que la infeccién tardia por el VEB es un factor etioldgico para el desarrollo de
EM. El retraso en la edad de adquisién de la infeccién por el VEB se asocia,
como hemos visto, a unas caracterisiticas epidemioldgicas concretas, que

coinciden, en gran medida, con las caracteristicas epidemioldgicas de la EM.

1.3.2. Posibles mecanismos patogénicos que explican la relaciéon entre
la infeccidén por el virus de Epstein-Barr y la esclerosis miultiple

Basandose en el hecho de que parece que existe una relaciéon entre la
infeccién por el VEB y el padecimiento de EM, se han propuesto varias posibles
hipétesis patogénicas que tratan de explicar la contribucidon del virus en la

enfermedad.

1.3.2.1. Hipotesis de mimetismo molecular

Es la teoria mas aceptada hasta el momento. Se basa en la homologia
entre las proteinas del virus y las proteinas de la mielina [Bray y cols., 1992b;
Holmoy y cols., 2004; Lang y cols., 2002; Linemann y cols., 2008; Vaughan y
cols., 1996; Wucherpfenning y Strominger, 1995]. Segun esta hipdtesis, las
células T y B, que pueden activarse frente a antigenos propios, podrian
también hacerlo frente a epitopos de agentes infecciosos, atravesar la BHE vy

producir una reaccion inflamatoria en el SNC [Alonso y cols., 2006].

La respuesta de las células T podria iniciar y sostener la autoinmunidad
en la EM, ya que existen ciertas células T CD4+ especificas frente a la proteina

basica de la mielina que, ademads, reconocen epitopos del VEB
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[Wucherpfenning y Strominger, 1995]. Estas células estdn aumentadas en los
enfermos con EM y son especificas frente a la proteina nuclear del virus,
EBNA1, por lo que podria ocurrir un reconocimiento cruzado con auto-
antigenos especificos de la mielina [Linemann y cols., 2006; Linemann y
cols, 2007; Lunemann y cols., 2008]. En este sentido, Lang y cols. [2002],
demostraron que uno de los clones de células T CD4+ que presenta reaccion
cruzada en los enfermos con EM reconoce al péptido de la proteina basica de
la mielina a través de la molécula HLA DRB1*1501 y al virus a través de HLA
DRB5*0101, casualmente las dos moléculas HLA con mayor asociacién con la
EM.

En cuanto a las células T citotéxicas CD8+, que reconocen la
presentaciéon de epitopos mediante la molécula HLA-B7, también se ha
encontrado un aumento de éstas en la EM, sobre todo en las formas clinicas
EMRR [Hollsberg y cols., 2003], aunque un estudio determind que las dianas
epitopicas del VEB para las células CD8+ no difieren entre pacientes con EM y

controles sanos [Linemann y cols., 2006].

De esta forma, segun la hipétesis del mimetismo molecular en la EM, se
combinan una predisposicién genética y un factor infeccioso que podrian
mantener las células T auto-reactivas que darian lugar a la enfermedad [Gran

y cols., 1999; Linemann y cols., 2008].

1.3.2.2. Hipétesis de células B autoinmunes infectadas por el VEB
Pender [2003] propuso también una hipdétesis para explicar el papel del
VEB en el desarrollo de la enfermedad, donde la EM podria producirse por la
acumulacion de células B auto-reactivas infectadas en el SNC. Esta hipétesis
implica la capacidad de inmortalizacion del VEB y su capacidad para el
mimetismo molecular, ademas de la actuacion de células T CD4+ capaces de

reconocer auto-antigenos. El mecanismo patogénico seria el siguiente:

1. Durante la infeccion primaria, las células B y células B auto-reactivas son
infectadas por el VEB en las amigdalas de individuos con predisposicion

genética, resultando en un gran niumero de células infectadas.
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Estas células B proliferan de forma independiente a la sefial de activacion
de las células T, ya que la infeccion por el VEB le da esta capacidad a
través de la proteina LMP1, homodloga a la molécula CD40, y rescata de la
apoptosis a las células B, las transforma morfoldogicamente, reduce la
respuesta a las sefiales de diferenciacion normal y les ayuda a la
proliferacién [Kilger y cols., 1998; Mosialos y cols., 1995; Thorley-
Lawson y cols., 2001]. Mediante LMP2A, con homologia funcional con
BCR, estas células se pueden mantener en ausencia de una BCR
competente que traduzca sefiales y un antigeno que las active [Thorley-
Lawson, 2001]. Ademads, en esta proliferacién, transformacion e
inmortalizacidn de las células B influirian otros genes del VEB [Middeldorp
y cols., 2003].

De esta forma, gracias a la infeccion por el VEB, se mantienen como

células B memoria infectadas latentes, circulando en sangre.

Estas células B infectadas normalmente son eliminadas por células T
CD8+ especificas frente al VEB, pero si hay un defecto genético en este

mecanismo, no seria posible esta eliminacion.

En la EM estas células B autoinmunes activadas antigeno-especificas
pueden atravesar la BHE vy alojarse en el SNC, donde persisten
escapando de la apoptosis mediante la expresion de ciertos genes, como
BHRF1 [Desbien y cols., 2009; Henderson y cols., 1993], LMP1 [Uchida y
cols., 1999] y EBNA1 [Levitskava y cols., 1995].

En el SNC, la célula B infectada también puede actuar como célula
presentadora de antigenos para las células T. En el caso de la EM, cuando
las células CD4+ que reconocen antigenos del SNC son activadas en los
organos linfoides mediante reaccidn-cruzada con antigenos del VEB,
migran al SNC, y se alojan en el 6rgano diana que presenta el auto-
antigeno con el que reaccionan. Normalmente estas células deberian
eliminarse en el dérgano diana mediante apoptosis inducida, pero si
interaccionan con las células B auto-reactivas infectadas acumuladas en

el drgano, reciben la sefial de supervivencia que inhibe su apoptosis.
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7. Las células T CD4+ que sobreviven activarian a otras células B maduras
para producir anticuerpos, que reaccionan con el od6rgano diana
produciendo dafio en el SNC. Estas células T autoinmunes proliferan y
producen citoquinas que reclutan otras células inflamatorias. En
definitiva, como resultado, se produce el dafio en la mielina. Esta
respuesta puede producir una liberacidon de los auto-antigenos vy
promover la activacion de otras células T y células B y producir la

respuesta inmune frente a otros antigenos.

8. Ademas, de forma independiente a todo este proceso se podrian estar
produciendo nuevas particulas viricas con capacidad infectiva, ya que la
diferenciacion de las células B memoria infectadas latentes a células
plasmaticas podria provocar la entrada del virus en el ciclo litico [Throley-
Lawson, 2001]. De esta forma el proceso autoinmune produce un circulo
vicioso donde las células B infectadas por el VEB promueven la

autoinmunidad, y la infeccién del VEB en el SNC [Pender, 2003].

Analizando los resultados encontrados en la bibliografia referente a la
asociacion entre EM y el VEB, podemos observar hallazgos que hacen pensar
gue esta hipdtesis podria ser contrastada. Esta claro que la sintesis intratecal
de anticuerpos es caracteristica de la EM, y las células B clonalmente
expandidas contribuyen a la IgG elevada en el LCR [Qin y cols., 1998], por lo
tanto, esta intensa respuesta humoral frente al VEB puede influir en la
patogenia de la EM [Cepok y cols., 2005]. Esta respuesta es de larga duracién
y puede verse varios anos después de la infeccién [Reiber y Peter, 2001;
Sindic y cols., 1994]. La IgG monoclonal se presenta en la EM como BO en el
LCR [Colombo y cols., 2003; Walsh y cols., 1986] y la mayoria estan dirigidas

frente a agentes infecciosos.

También se ha observado que existe infiltracion de células B y células
plasmaticas infectadas en las lesiones activas, con formacion de foliculos de
células B ectdpicos en las meninges, siendo éste el principal lugar de
persistencia del virus [Serafini y cols., 2007]. Estos foliculos de células B
presentan caracteristicas de centro germinal, donde estas células pueden

proliferar, diferenciarse y madurar, expresando EBERs, EBNA2 y LMP1
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[Serafini y cols., 2007]. La presencia de estas células B en el cerebro
contribuye a la patogenia de la EM, ya que ademas de actuar como células
presentadoras de antigenos, pueden producir anticuerpos especificos frente a
antigenos de la mielina [Cepok y cols., 2005; Vaughan y cols., 1996;
Wucherpfennig y cols., 1997]. Sin embargo, otros autores no han conseguido

reproducir estos resultados [Torkildsen y cols., 2009; Willis y cols., 2009].

En cuanto a las evidencias bibliograficas sobre el papel de los linfocitos
T CD4+ auto-reactivos en la EM, como ya hemos mencionado anteriormente,
existen evidencias de mimetismo molecular. Wucherpfenning y Strominger
[1995] caracterizaron epitopos derivados de la ADN polimerasa del VEB con
reaccion cruzada con la proteina basica de la mielina, mientras que Bray y
cols. [1992b] también encontraron homologia entre epitopos de EBNA1 y la

proteina basica de la mielina.

1.3.2.3. Hipotesis de superantigenos

La transformacion espontanea in vitro de las células B da lugar, ademas
de a nuevas particulas del VEB, a particulas de retrovirus denominados
enddgenos, en pacientes con EM activa [Haahr y cols., 1992]. Estos retrovirus
pueden transcribir un gen que codifica una proteina de envuelta con actividad
potencial de super-antigeno [Haahr y Hollsberg, 2006; Sutkowski y cols.,
1996]. Los retrovirus como HERV, son citotdxicos para los oligodendrocitos.
Concretamente, el VEB activa la transcripcién de HERV-K18 en las células B,
pudiendo contribuir a la muerte de oligodendrocitos y a la patogénesis de la
EM. En este mecanismo patogénico la actuacion del VEB seria indirecta [Haahr
y Hdllsberg, 2006].

Otra teoria donde el VEB tiene un papel indirecto, se basa en la
capacidad del virus de inducir, en la superficie de células B, la expresiéon de la
proteina a-p-cristalina, que esta ausente en el tejido linfoide humano, por lo
que el sistema inmune no es tolerante a ella, lo que provocaria la presentacion
a las células T CD4+ y la respuesta frente a la misma. Esta proteina es
identificada como el mayor auto-antigeno anormalmente expresado en los

oligodendrocitos en el cerebro de pacientes con EM, y estd muy expresada en
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lesiones tempranas de la enfermedad. Se ha sugerido que constituye un
antigeno de mielina inmunodominante para las celulas T en el SNC de
individuos con EM [Angius y cols., 1999; Ousman y cols., 2007; van Noort y
cols., 1995; van Sechel y cols., 1999].

1.3.2.4. Hipotesis higiénica

Por ultimo, otra hipdtesis postulada es la denominada “higiénica”
[Fleming y Fabry, 2007], que podria explicar el aumento de la incidencia de
EM en el mundo desarrollado. Se basa en la observacién del incremento en la
prevalencia de enfermedades autoinmunes en los paises con notable
disminucidon de infecciones por patdgenos clasicos o prevalentes. Explica que
la interaccion del hombre con patégenos “amigos” previene de la aparicidon de

respuestas autoinmunes [Bach, 2002].

De esta forma, la proteccion frente a enfermedades autoinmunes como
la EM, es conferida por efectos persistentes en la respuesta inmune durante
una infeccién microbiana o parasitaria durante la infancia, lo que favorece un
correcto desarrollo del sistema inmune. El sistema inmune cuenta con un gran
entramado regulatorio que estd determinado genéticamente, pero que se va
madurando segun la naturaleza, el calendario de infecciones y por otros
cambios experimentados durante la infancia [Krone y cols., 2009]. Las
infecciones en edades pedidtricas estimulan la produccién de células
reguladoras, como los linfocitos T, que regulan tanto las respuestas Thl como
la Th2, y sus efectos se prolongan en el tiempo, evitando el dafo tisular
colateral asociado a una respuesta inflamatoria prolongada [Sundstedt y cols.,
2003]. De modo que, si no hay infecciones en la infancia, se podria alterar el
proceso y aumentar las enfermedades autoinmunes, debido a una mala

actuacion de las células T reguladoras [Bach, 2002].

Se ha demostrado que las células T reguladoras, en pacientes con EM,
presentan un defecto en su capacidad supresora [Viglietta y cols., 2004],
siendo éste un elemento clave en la patogenia de la EM. También se han
descrito diferencias en la capacidad supresora de la produccién de citoquinas

de las células T reguladores. Estos resultados indican diferencias en la funcion
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de estas células moduladoras, que podrian contribuir a la patogenia de la
enfermedad. Sin embargo, todavia no hay nada claro, y por lo tanto son
necesarios mas estudios que permitan comprender el papel que juegan estas

células.

A su vez, una variante de esta hipotesis es la “hipdtesis biografica”
postulada por Krone y cols. [2009], que afirma que la EM depende de la
infeccién por el VEB, que, debido a factores asociados a la higiene, ocurre mas
tarde de lo normal. En estas circunstancias, la infeccion tardia por el VEB se
puede encontrar con patrones de respuesta inmune generados por anteriores
infecciones con otros microorganismos (biografia del sistema), lo que resulta
en una desregulacién inmune para el control de la infeccién por el VEB,

favoreciendo los primeros sintomas de la EM.
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2. Objetivos

En los dltimos 50 afios, en diversos estudios, se ha propuesto a algunos
agentes infecciosos como posibles candidatos para el desarrollo de esclerosis
multiple, aunque en la mayoria de los trabajos no se han podido obtener
resultados concluyentes. Entre los numerosos candidatos, muchas
publicaciones han relacionado el virus de Epstein-Barr con esta enfermedad,
siendo necesario, en la actualidad, realizar un analisis estadistico o meta-
analisis que aglutine los resultados de todas las publicaciones cientificas
disponibles, con el propdsito de integrarlos, y establecer si existen o0 no
evidencias de asociacion entre la infeccion y la enfermedad, definiendo un
posible marco teérico del conocimiento cientifico sobre este tema, que pueda,

posteriormente, ser Util en la préactica clinica y asistencial.

Por otra parte, la deteccibn de bandas oligoclonales en el liquido
cefalorraquideo de los pacientes con esclerosis multiple es el signo mas
caracteristico de inflamacién del sistema nervioso central. De hecho, mas del
95% de los pacientes con esta enfermedad presentan bandas oligoglonales, lo
que indica sintesis intratecal de inmunoglobulinas. Estas, presentes en el
liguido cefalorraquideo y sintetizadas intratecalmente, podrian ser producidas
como consecuencia de una respuesta inmunoldgica especifica del sistema
nervioso central. Cabria esperar, por tanto, que de ser cierta la posible
asociacion entre la infeccion por el virus de Epstein-Barr y la esclerosis
multiple, deberiamos encontrar un patron caracterizado por la sintesis
intratecal de inmunoglobulinas frente a antigenos de este virus, asi como la

detecciéon de ADN virico.
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Por todo lo anteriormente expuesto, en el presente trabajo nos hemos

planteado los siguientes objetivos:

Evaluar, mediante una revision exhaustiva de la literatura cientifica, y a
través de un meta-analisis, los trabajos que han estudiado una posible
relacion entre la infeccibn por el virus de Epstein-Barr y la esclerosis
multiple, para poder ofrecer evidencias definitivas sobre si existe, o no,

asociacion significativa entre ambos procesos.

Determinar el indice de anticuerpos especificos frente al virus de Epstein-
Barr en liguido cefalorraquideo de pacientes con esclerosis multiple y
controles sanos, y comparar la sintesis intratecal de inmunoglobulinas entre

ambos grupos de sujetos.

Desarrollar una técnica de nested-PCR suficientemente sensible para
detectar la presencia de ADN del virus de Epstein-Barr en muestras de
suero, liquido cefalorraquideo y células mononucleares de sangre periférica
de pacientes con esclerosis multiple y controles sanos, y comparar ambos

grupos de sujetos respecto de estas variables.



3. MATERIAL Y
METODO






3. Material y Método

3.1. REVISION BIBLIOGRAFICA
3.1.1. Seleccién de los estudios

Para la localizacion de los estudios se utilizd una base de datos
bibliografica de acceso web, MEDLINE, donde se establecié una busqueda
abierta con las palabras clave "Epstein-Barr virus” o “EBV” o “human

herpesvirus 4” o "HHV-4" o “infectious mononucleosis” y “multiple sclerosis”.

La busqueda se limité a trabajos publicados en inglés y espafiol hasta
31 de enero de 2009.

3.1.1.1. Criterios de inclusion de los estudios

Se aceptaron los estudios de casos y controles, los de casos y controles
anidados en una cohorte y los estudios de cohortes prospectivas. Los
requisitos valorados fueron la inclusibn de pacientes con EM en cualquier
momento del estudio, y que el objetivo de éste fuera la busqueda directa o
indirecta de marcadores de infeccion por VEB, tratando de establecer una

posible asociacion de la infeccion con la enfermedad.

3.1.1.2. Criterios de exclusion de los estudios

Se excluyeron las revisiones, los articulos no originales, los estudios
realizados en animales, y los que no evaluaron la infeccion por VEB como
factor de riesgo de la enfermedad. Tampoco pudieron ser incluidos aquéllos a
los que no se tuvo acceso a través de la web ni se pudieron conseguir por

otros procedimientos, por no estar disponibles en las bibliotecas.

3.1.1.3. Estudios encontrados y seleccionados

Tras la busqueda inicial en MEDLINE se obtuvieron 251 publicaciones
que, una vez valoradas segun los criterios de inclusion y exclusiéon citados,
quedaron en 73 articulos seleccionados. Tras leer los 73 articulos disponibles
detenidamente, se descartaron 35 trabajos que no ofrecian un resultado

absoluto, sino un porcentaje o una medida de riesgo, datos que no podian ser
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utilizadas para realizar el meta-analisis, por carecer de los valores reales y
absolutos en cuanto a resultados positivos y negativos. Por udltimo, tras
rastrear la bibliografia en todos ellos, no se encontraron articulos adicionales.
Por tanto, el numero total de articulos seleccionados a partir de esta revision

sistematica de la bibliografia fue de 38.

En la figura 15 se muestra el esquema de flujo en la seleccién de

trabajos.

251
Estudios potencialmente relevantes

ﬂStUdIOS excluidos por

no cumplir los
criterios de inclusiéon

73
Estudios con evaluacion detallada

( 35
Estudios excluidos
por falta de
resultados absolutos

38
Estudios incluidos en el meta-analisis

Figura 15. Esquema de flujo en la selecciéon de trabajos

En la tabla 9 se muestran los datos mas relevantes extraidos de los 38

trabajos incluidos en el meta-analisis.



Tabla 9. Descripcion de los articulos incluidos en el meta-analisis
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Casos Controles
Estudio Muestra/Prueba . Edad media i Edad media
Tipo (xDE o ratio) M/H Tipo (xDE o ratio) M/H
Ablashi y cols., 1998 LCR/IF 33 EM-(EA, ENA, CP) - - 27 OEN - -
I 90 OENN 13,37(%3,62) 1,57:1
Alotaibi y cols., 2004 SR/ELISA 30 EM 13,4 (£3,63) 1,31:1
53 donante MO 10,30 (£3,78) 0,66:1
" M: 34,75 (21-57) . M: 34,75 (21-57)
Alvarez y cols., 2000 CM/PCR y n-PCR 102 EMRR-NAE H: 36.34 (22-63) 70/32 102 hemoterapia H: 36.34 (22-63) 70/32
A - 23 OENI 43,7 15/8
Alvarez-Lafuente y LCR/RT-PCR 48 EMRR 32,6 34/14
cols., 2008 21 OENNI 39,4 14/7
Ascherio y cols., 2001 SR/IFl y ACIF 144 EM - 144/0 288 sanos - 288/0
131 EMRR 47 sanos
Banwell y cols., 2007 SR/ELISA 5 EMSP 14,1 (2,2-19,6) 1,54:1 - -
. 49 OENND
1 variante Marburg
LCR/EIA, ACIF y
Bray y cols., 1992 Western blot 266 EM - - 260 OEN - -
406 sanos y
Bray y cols., 1983 SR/IF 313 EM 16->45 - OENND - -
Buljevac y cols., 2005 PS/ELISA 54 EMRR 39,3 - 52 sanos - -
13,3 (%2,6)
Denne y cols., 2007 LCR/PCR 6 EM (10-17) 5/1 57 OEN 9,2 (£5,1) 30/27
Ferrante y cols., 2000 CM/n-PCR 26 EMRR-EA 31 (20-46) 17/9 18 sanos 29 (19-36) 12/6
Gutiérrez y cols 32 EMRR
y v SR/ELISA 5 EMSP 39,2+12,7 23/18 31 OEN 48,2+16,2 18/13
2002
4 EMPP
Haahr y cols., 1995 SR/AH 41 EM - - 19698 sanos y Ml - -
53 EM 28,3 (21-32) 49/4 53 sanos pareados 28,1 (22-32) 49/4
Haahr y cols., 2004 SR/ELISA
y 100 nuevo 27,7 (20-34) 73/27 1001 sanos 6-16 .
diagndstico EM
17 EMRR
Hay y Tenser, 2000 MC/PCR 12 EMSP - - 7 sanos - -
Hernan y cols., 2001 SR/AH 301 EM - 301/0 1416 sanos y Ml 37,5 (35-50) 1416/0
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Tabla 9. Descripcion de los articulos incluidos en el meta-analisis (continuacién)

Casos Controles
Estudio Muestra/Prueba . Edad media . Edad media
Tipo (x=DE o ratio) M/H Tipo (x£DE o ratio) M/H
Hollsberg vy cols., 33 EM
2005 PS/RT-PCR (16 TT. Valaciclovir) 33,7-38,83 22/11 18 sanos
Larsen y cols., 1985 SR/IF y ACIF 100 EM 32 (17-62) 50/50 100 sanos - -
Lindberg y cols., 17 (+4,9)
1991 SR/AH 3 EM (10-21) - 702 Ml o SMI 18 (1-40) -
Mancuso y cols., LCR/N-PCR 23 EMRR 34 (£10) 16/7 28 OEN 43 (£16) 16/12
2007 15 EMCP 43 (£12) 8/7 19 ENN 70 (x10) 2/17
6 EMRR-EA
) 8 EMRR-ENA 36 (16-59) 17/19
Martin y cols., 1997 LCR/n-PCR 6 EMSP 20 OEN 52 (19-83) 13/7
6 EMRR (TT. Aciclovir)
19 NO 31 (20-46) 15/4
Myhr y cols., 1998 SR/ELISA y IF 144 EM 39,2 (17-66) 83/61 170 ENN 40 (18-77) 93/77
10 EM post mortem 53 (34-81) 10/0 10 ENN post mértem 84 (64-97) 6/4
Morre y cols., 2001 LCR y TC/PCR 9 EM post mértem . § 6 sanos B} -
(post mértem)
18 EM 38 (24-56) 14/4 30 OEN 39 (19-63) 19/11
Munch y cols., 1998 SR/ELISA 138 EM 43 (22-72) 81/57 138 sanos - -
Nikoskelainen y
cols., 1995 LCR/IFI 20 EM y NO - - 58 OEN - -
gCl)%lien y cols., SR/AH 172 EM 37,7 (£9,09)  98/74 1267756 sanosy Ml 36,06 (x11,51) 658634/609122
144 EMRR 47 Adrenolecodistrofia
Pohl y cols., 2006 SR/ELISA 2 EMPP Y oA 1s6g, 98/49  oneuroblastoma ; ]
1 EMSP ’ ’ 100 OEND
Ponsonb cols 89 EMRR
y'y cols., SR/ELISA 35 EMSP 43,5 (£9,3) 92/44 272 sanos 43,6 (£9,2) 184/88

2005

10 EMPP
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Casos Controles
Estudio Muestra/Prueba . Edad media . Edad media
Tipo (x=DE o ratio) M/H Tipo (£DE o ratio) M/H
22 SDA
92 EMRR
Riverol y cols., 2007 SR/ELISA 32 EMSP 39 106/66 85 sanos - -
17 EMPP
9 EMPR
37 EM 51,01 (*11,73) 24 OEN 74,28 (£8,07)
Sanders y cols., 1996 TC/PCR (post mérten) (31-70) 19/18 13 ENN (48-84) 9/28
Shirodaria y cols., 1987 SR/IFl y ACIF 26 EM 51,9 (28-74) 17/9 26 sanos 52 (27-74) 17/9
131 EMRR-ENA 33 (x2) 82/49 60 sanos 36 (£8) 14/46
Sotelo y cols., 2007 CM/PCR
40 EMRR-EA 32 (£2) 30/10 70 OEN y ENN 37 (£9) 46/24
197 EMRR/SP
. 24 EMPP
Sundstrom y cols., 2004 SR/IF y ELISA 8 EMPR 17-68 192/42 702 sanos - -
5 NC
41,42 (x12,46) 40,68 (+13,97)
Sumaya y cols., 1980 SR/IFI 157 EM (11->60) 92/65 81 sanos (11->60) 45/36
Sumaya y cols., 1976 SR/IF 142 EM - - 74 sanos - -
Wagner y cols., 2004 SR/PCR 31 EM - 31/0 62 sanos - -
. 58 EMRR-EA 37,9 (x10,3) 36,2 (+11,8)
Wandinger y cols., 2000 SR/ELISA 50 EMRR-ENA (20-57) 67/41 163 ENN (19-56) 89/74
Zivadinov y cols., 2006 SR/ELISA 140 EMRR 42,1 (£10,09) 90/50 131 sanos - -
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3.1.2. Breve resumen del contenido de los estudios seleccionados

Ablashi y cols. [1998]: Se determind, mediante inmunofluorescencia,
la presencia de anticuerpos IgG anti-VEB en LCR de enfermos con EM en fases
aguda, no aguda y progresiva, y en controles (sujetos con otras enfermedades

neuroldgicas). También se investigd la infeccion por VHH-6 y CMV.

Alotaibi y cols. [2004]: Se utilizaron sueros de 30 nifios con EM sin
tratamiento para determinar la posible infeccién por virus como VEB, CMV,
Parvovirus B19, VVZ y VHS. Los autores aportaron los resultados de los
anticuerpos frente a VEB segun la fase de la infeccibn en la que se
encontraban, es decir, si mostraban infeccién previa (IlgG anti-VCA positivo,
IgG anti-EBNA positivo e 1gG anti-EA negativo), aguda reciente (IgG anti-VCA
positivo, 1gG anti-EBNA negativo e IgG anti-EA positivo) o no infectados (1gG
anti-VCA negativo, 1gG anti-EBNA negativo e IgG anti-EA negativo). A partir
de estos datos se extrajeron los resultados de forma individualizada para cada
uno de los anticuerpos (IgG anti-VCA, anti-EBNA y anti-EA). Los controles
fueron 143 nifios (90 que habian sido atendidos en urgencias sanitarias por

distintas patologias no neuroldgicas y 53 donantes de médula ésea).

Alvarez y cols. [2000]: Se determiné la presencia de ADN (mediante
PCR y nested-PCR) de varios herpesvirus (VHS, vVvZ, VEB, CMV, VHH-6, VHH-
7, VHH-8) en CMSP de 102 enfermos con EM en fase RR no aguda y 102

controles procedentes de hemoterapia.

Alvarez-Lafuente y cols. [2008]: Se determind la carga viral de VHS,
VEB, VVZ, CMV, VHH-6, HERV-H y HERV-W en LCR de 48 pacientes con EMRR
y 44 controles con otras enfermedades neuroldgicas, inflamatorias y no

inflamatorias.

Ascherio y cols. [2001]: Se utilizé suero de 144 enfermos con EM
(definida y probable clinicamente) para el estudio cualitativo de los
anticuerpos IgG anti-VCA e IgG anti-EBNA. También se realiz6 un estudio
cuantitativo de los anticuerpos IgG anti-VCA, IgG anti-EBNA, 1gG anti EBNA1,
IgG anti-EBNA2 e 1gG anti-EA/D en 18 de los casos, de los que se dispuso

sangre antes del comienzo de los sintomas neurolégicos. Ademéas de VEB se
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determinaron anticuerpos frente a CMV. Los controles fueron 288 individuos

sanos pareados (x2) con los casos.

Banwell y cols. [2007]: Los autores utilizaron para su estudio suero
de 136 nifios-adolescentes con EM en fases RR o SP y uno con variante de
Marburg. Ademéas de VEB, también estudiaron otros virus como CMV,
Parvovirus B19, VVZ o VHS. El grupo control estuvo compuesto por 47 nifios
sanos y 49 con epilepsia, dafios cognitivos o migrafia. So6lo 96 casos
estuvieron pareados con controles. Para la determinaciéon de anticuerpos
frente al VEB los autores no especificaron los individuos que eran seropositivos
para cada uno de los anticuerpos, sino que dieron los resultados segun la fase
de la infecciébn en la que se encontraban, es decir, dependiendo de que
tuviesen infeccion pasada (IgG anti-VCA positivo, 1gG anti-EBNA1 positivo e
IgG anti-EAs negativo), infeccion reciente (IgG anti-VCA positivo, 1gG anti-
EBNA negativo e IgG anti-EAs positivo) o no tuviese infeccion (IgG anti-VCA
negativo, 1gG anti-EBNA negativo e IgG anti-EAs negativo). De estos
resultados se obtuvieron los datos individuales para los anticuerpos IgG anti-
VCA, IgG anti-EBNA1 e IgG anti-EAs. También se determiné la IgG anti-EBNAL

de forma cuantitativa.

Bray y cols. [1992]: Se realiz6 el estudio en LCR de 266 enfermos con
EM y 260 controles con enfermedades neuroldgicas. Los autores utilizaron
distintas pruebas (enzimoinmunoanalisis, inmunofluorescencia y western blot)
para determinar los mismos anticuerpos. Los resultados fueron expresados
uniendo los valores obtenidos por algunas de las pruebas para la IgG anti-

VCA, 1gG anti-EBNA1 e 1gG anti-EA/D.

Bray y cols. [1983]: Detectaron la presencia de anticuerpos frente a
varios virus (VEB, CMV, VHS, VVZ, virus de la parotiditis y virus del
sarampion) en suero de 313 enfermos con EM y dos grupos de controles
(sujetos sanos Yy pacientes con otras enfermedades neuroldégicas no
desmielinizantes) pareados con los casos. Para VEB se determind la IgG anti-

VCA de forma cualitativa y cuantitativa.

Buljevac y cols. [2005]: Los autores estudiaron los niveles en sangre

de anticuerpos IgG anti-VCA, IgM anti-VCA, IgG anti-EBNA e IgG anti-EA
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frente a VEB en 54 enfermos con EM en fase RR. También estudiaron la
infeccién por CMV. En los 52 controles sanos s6lo se determind la IgG anti-EA.

Los resultados se aportaron de forma cuantitativa.

Denne y cols. [2007]: El estudio se realiz6 en un grupo de 63 nifios
con distintas enfermedades neurolégicas. Para poder utilizar estos datos se
diferenciaron los que estaban enfermos con EM (6 nifios), que se consideraron
como casos, Yy el resto de nifios con otras enfermedades neuroldgicas (57),

usados como controles.

Ferrante y cols. [2000]: Se determin6 el ADN de varios herpesvirus
(VEB, VHH-6, CMV y VHS-1/2) en CMSP de 26 enfermos con EM en fase RR
durante exacerbacién aguda, en un periodo de tres semanas consecutivas. Se
comparé con 18 controles sin enfermedades neuroldgicas ni desdrdenes
inmunolégicos. Para poder usar los datos tomamos una media de los

resultados dados segun las semanas que dur6 el estudio.

Gutiérrez y cols. [2002]: Se determiné en suero la presencia de
anticuerpos frente a varios herpesvirus (VHH-6, CMV y VEB) de 41 enfermos
con EM, en fase RR, SP y PP, y 31 controles con otras enfermedades

neurolégicas. Incluyd un estudio cuantitativo de los anticuerpos.

Haahr y cols. [1995]: Los autores realizaron el trabajo buscando en
historias clinicas sujetos que tuviesen una determinacion de anticuerpos
heteréfilos (AH) previa, por sospecha clinica de mononucleosis infecciosa
(19739 sujetos), y de éstos seleccionaron los que desarrollaron EM (41
sujetos). Nosotros tomamos como casos los sujetos con EM y el resto como

controles.

Haahr y cols. [2004]: Se trata de un estudio seroldgico realizado en
adultos jévenes. Se determinaron los anticuerpos frente a VEB. El grupo de los
casos estuvo formado por 53 enfermos con EM de larga evolucion y otros 100
con EM recientemente diagnosticada. Los resultados de los controles (1001
individuos sanos, de los cuales s6lo 53 estuvieron pareados con los 53 casos)

se obtuvieron de una grafica, por extrapolacion de datos.
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Hay y Tenser [2000]: Analizaron la presencia de ADN de VEB y VHH-6
en CMSP de 29 enfermos con EM en fases RR y SP. Los controles fueron 7

individuos sanos.

Hernan y cols. [2001]: Partiendo de un grupo de 301 enfermos de EM
(casos) y 1416 controles sanos, se buscd, consultando sus historias clinicas,

diagndsticos previos de infeccion por diferente virus, entre ellos VEB.

Hollsberg y cols. [2005]: Se determind la presencia de ADN de VEB y
VHH-6 en saliva y suero de 33 enfermos con EMRR durante la fase de
exacerbacion aguda, de los cuales 16 estaban en tratamiento con valaciclovir y
el resto con placebo. En los 18 controles sanos no se realizéd determinaciéon de

ADN en saliva, por lo que sélo se usaron los datos de la deteccion en suero.

Larsen y cols. [1985]: Se estudi6é la presencia de VEB mediante la
determinacién de anticuerpos en suero de 100 enfermos con EM y 100
controles sanos pareados. Los autores dieron los resultados de los anticuerpos

anti-VCA y anti-EBNA juntos, nosotros los separamos para poder usarlos.

Lindberg y cols. [1991]: Se realiz6 el trabajo a partir de sujetos con
sospecha clinica de MI, en los que se determinaron AH (705 individuos) y de
éstos se seleccionaron los que desarrollaron EM (3 sujetos). Nosotros

tomamos como casos los sujetos con EM y como controles el resto.

Mancuso y cols. [2007]: Analizaron ADN de varios herpes virus (VHS-
1y 2, VEB, CMV, VHH-6 y VVZ) y virus JC en LCR de 38 enfermos con EM en
fases RR y CP, y 47 controles.

Martin y cols. [1997]: En este trabajo los autores determinaron en
LCR el ADN de VHS-1 vy 2, VEB, VWZ y VHH-6 y 7 en un grupo de enfermos
con EM (en fases no aguda, aguda, RR y SP) o neuritis 6ptica (considerados
como casos) y enfermos con otras enfermedades neurolégicas (considerados

como controles).

Myhr y cols. [1998]: En el articulo se utiliz6 suero de 144 enfermos
con EM, diagnosticados como EM definida, probable y posible, EMRR y EMPP, y
170 controles (cirugia plastica, ginecologia y traumatologia). Ademas de VEB

se estudiaron otros herpesvirus (CMV, VHS y VVZ). Se determinaron
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cualitativamente los anticuerpos IgG e IgM anti-VCA, 1gG anti-EBNA e IgG
anti-EA.

Morré y cols. [2001]: Realizaron detecciéon de ADN de VEB en tejido
cerebral y LCR de 35 sujetos post mértem, 19 con EM (casos) y 16 sin EM
(controles). Ademas se determiné el ADN del virus en LCR de 18 enfermos y

30 controles con otras enfermedades neuroldgicas.

Munch y cols. [1998]: Los autores realizaron deteccion de anticuerpos
IgG anti-EA, IgM anti-EA e IgG anti-EBNA1 en suero de 138 enfermos con EM.
El grupo control estuvo formado por un grupo de 138 sujetos pareados con los
enfermos. Aunque otro grupo control estuvo constituido por pacientes con
infeccion VIH, estos udltimos hacian que el estudio no fuese homogéneo y no se

consideraron para nuestro meta-analisis.

Nikoskelainen y cols. [1975]: Los autores realizaron el estudio en
LCR y suero de varios grupos de enfermos con EM y neuritis 6ptica. El grupo
control estuvo formado por 58 enfermos con otras enfermedades neurolégicas,
descartando la EM. Estudiaron VEB, virus del sarampion, virus de la rubéola,
parainfluenza-1, influenza A, influenza B, grupo adenovirus, VHS, VVWZ, CMV,
virus de la parotiditis, Coxsackie A9, Coxsackie B5, Polio-3, Echo-6 y
Mycoplasma pneumoniae. El estudio en suero sélo se realiz6 en los casos y

controles que dieron positivo en LCR.

Nielsen y cols. [2007]: Se realiz6 el estudio buscando sujetos que
tuviesen una determinacion de anticuerpos heterdfilos (AH) previa, por
sospecha clinica de MI (1267928 sujetos), y de éstos seleccionaron los que
desarrollaron EM (172 sujetos). Nosotros tomamos como casos los sujetos con

EM y el resto como controles.

Pohl y cols. [2006]: Se realiz6 el estudio en suero de 147 nifios con
EM, la mayoria en fase RR, durante los primeros sintomas de la enfermedad.
En este estudio no se especificd el numero de individuos que eran positivos
para cada uno de los anticuerpos que determinaron y dieron los resultados
segun la fase de la infeccion de los enfermos, es decir, si mostraban infeccién
pasada (IgG anti-VCA positivo, 1gG anti-EBNA1 positivo e 1gG anti-EA

negativo), infeccion reciente (IgG anti-VCA positivo, IgG anti-EBNAL1 negativo
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e IgG anti-EA positivo) o sin infeccion (IgG anti-VCA negativo, 1gG anti-EBNA1
negativo e IgG anti-EA negativo). A partir de estos datos se obtuvieron los
datos individuales para cada anticuerpo. Los autores también realizaron un
estudio cuantitativo de las muestras, concretamente, en 94 casos y 94

controles para la IgG anti VCA y en 71 casos y 71 controles para anti-EBNA1L.

Ponsonby y cols. [2005]: Estudio en suero de 134 enfermos con EM
en fases RR, SP y PP y 272 controles sanos. Los autores dieron los resultados
en valores cuantitativos y cualitativos, de forma que aportaron el numero de
individuos seropositivos para la suma de dos anticuerpos (IgG anti-EBNA e 1gG
anti-VCA). Como no pudimos conocer el valor a partir del cual los autores
consideraron los resultados positivos, el Unico dato cualitativo que se pudo

extraer fielmente, fue la IgG anti-VCA.

Riverol y cols. [2007]: Se estudi6 la asociacion entre la deteccion de
anticuerpos frente VEB (IgG anti-EBNA) y frente VHH-6, en distintas fases de
EM (RR, SP, PP, PR), en 172 enfermos y 85 controles sanos.

Sanders y cols. [1996]: Se detecté ADN de VEB, VHS-1 y 2, VVZ,
CMV y VHH-6 en 37 biopsias de tejido cerebral post mértem de sujetos con EM
(sobre placas activas e inactivas) y 37 controles enfermos de Alzheimer,

Parkinson y otras enfermedades no neuroldgicas.

Shirodaria y cols. [1987]: Los investigadores utilizaron el suero de 26
enfermos con EM y 26 controles sanos pareados para investigar anticuerpos
frente varios virus como VEB, virus del sarampion y virus de la rubéola.
Ofrecieron resultados cualitativos para los anticuerpos IgG anti-VCA e IgG
anti-EBNA, de forma conjunta. Separamos los resultados por anticuerpos
individuales para poder usarlos en el analisis. También aportaron resultados

cuantitativos.

Sotelo y cols. [2007]: Se detect6 ADN de VEB, VHS-1y 2, WZ vy
VHH-6 en CMSP de 171 enfermos con EM en fase RR y 130 controles sanos o
con enfermedades no neurolégicas. Usamos de forma conjunta los resultados
de la PCR realizada para dos genes (LMP y BXLF2).

Sundstrom y cols. [2004]: En este articulo los autores realizaron un

estudio prospectivo y otro retrospectivo en suero de 234 enfermos con EM en
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fases RR, PP y PR. Se determinaron los anticuerpos frente a varios virus (VEB,
VHH-6, VHS, VVZ y sarampién). Los controles fueron 702 individuos sanos y
estaban pareados (x3) con los casos. En nuestro estudio se unieron los
resultados de los estudios prospectivos y retrospectivos para los casos y

controles.

Sumaya y cols. [1980]: Estudiaron el anticuerpo IgG anti-VCA en
suero de 157 enfermos con EM y 81 controles sanos. Los autores reflejaron los

resultados de forma cualitativa y cuantitativa.

Sumaya y cols. [1976]: Estudio cualitativo y cuantitativo de la 1gG

anti-VCA en suero de 142 enfermos con EM y 74 controles sanos.

Wagner y cols. [2004]: Se determiné la presencia de ADN de VEB en
suero de 31 enfermos con EM (18 mujeres con sangre extraida antes de los
primeros sintomas de la enfermedad, y 13 después de los primeros sintomas
pero antes del diagnéstico de EM). Los controles fueron pareados (x2) y

estaban sanos.

Wandinger y cols. [2000]: Se realiz6 determinacion de anticuerpos
frente al VEB, VHS-1, VHS-2 y CMV en suero de 108 enfermos con EM (en
fases aguda y no aguda, y en fases RR, SP, PP y PR) y 163 controles libres de
enfermedades neuroldgicas. Los autores no especificaron los individuos que
eran positivos para cada anticuerpo y dieron los resultados segun la fase de la
infeccién, es decir, si mostraban infeccion pasada o latente (IgG anti-EA
negativo, IgM anti-EA negativo e IgG anti-EBNA1 positivo), infeccién primaria
(IgG anti-EA positivo, IgM anti-EA positivo e IgG anti-EBNAL1 negativo) o
reactivacion de la latencia (IgG anti-EA positivo, IgM anti-EA positivo e 1gG
anti-EBNA1 positivo). A partir de estos datos se obtuvieron los valores
individuales de IgG anti-EA, IgM anti-EA e 1gG anti-EBNA1. Los autores
también realizaron un seguimiento mensual de 19 enfermos durante un afio

para comprobar la relacién entre la reactivacion del virus y la EM.

Zivadinov y cols. [2006]: Estudio realizado en suero de 140 enfermos
con EMRR y 131 controles sanos. Se determinaron los anticuerpos frente a
VEB, VHS-1 y 2, VWZ, CMV, virus del sarampién y virus de la rubéola. Para

VEB se determiné IgG anti-VCA de forma cualitativa y cuantitativa.
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3.2. META-ANALISIS

La evidencia cientifica no es fruto del resultado de un unico esfuerzo
investigador, sino de la integraciéon y la replicacion de los resultados de
distintos estudios, de ahi la necesidad de realizar revisiones criticas
integradoras de la literatura cientifica. Para ello surgié el meta-analisis,
introducido por primera vez en 1976 [Glass, 1976], y en el que se realiza una
revision sisteméatica, es decir, se sistematiza el proceso de examen de la
literatura en cuestion, con el objetivo de obtener revisiones exhaustivas y
reduciendo la posibilidad de sesgos en los resultados y la interpretacion.
Ademads, se incluye la combinacion estadistica de los resultados de los
estudios, con el objetivo de identificar patrones consistentes y las fuentes de
variaciéon entre los trabajos. Asi, éste resulta ser el método adecuado, cuando
su aplicacion es posible, para combinar o integrar los resultados de diferentes
ensayos clinicos independientes que son considerados “combinables”. Aunque
puede aplicarse en estudios observacionales y de evaluacion de variables
prondsticas y pruebas diagnodsticas, su empleo mas generalizado es la

evaluacion combinada de ensayos clinicos aleatorios.

El meta-andlisis consta, basicamente, de dos componentes: uno
cualitativo, donde se realiza una revision bibliografica exhaustiva, como hemos
visto en el apartado 3.1. de esta seccién, con una descripcion epidemiolégica
de los articulos, actuando los estudios individuales como los sujetos de la
investigacion; y un componente cuantitativo, que es el meta-andlisis
propiamente dicho y que se refiere a la agrupacion estadistica de los
resultados, obteniéndose un estimador de efecto Unico, que combina los
efectos observados en los diferentes estudios individuales, en cada publicaciéon
y en conjunto con las demas, la significacion estadistica del andlisis, el
intervalo de confianza (IC) del 95% de la odds ratio (OR) y el peso de la
publicacién. Sin duda este udltimo componente, que se refiere puramente a la
técnica estadistica, es el que tiene mas impacto en el colectivo médico y el
que refleja, de una manera mas directa, el efecto de una determinada

intervencion.
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Los modelos que se pueden utilizar en un meta-andlisis son los llamados
de efectos fijos y aleatorios. Los modelos de efectos fijos consideran que la
variabilidad entre los estudios es exclusivamente debida al azar. Los estudios
individuales son simplemente ponderados por su precision, considerando que

si todos ellos fueran lo suficientemente grandes, darian idénticos resultados.

Los modelos de efectos aleatorios asumen diferentes efectos en cada
estudio y tienen en cuenta este hecho como fuente de variabilidad adicional.
En comparaciéon con los modelos de efectos fijos, tienden a dar un peso
relativamente mayor a los estudios pequefios y sus intervalos de confianza son

mas amplios, por tanto, mas conservadores.

Una diferencia sustancial en el efecto combinado calculado por métodos
de efectos fijos y aleatorios s6lo tiene lugar cuando hay una marcada
heterogeneidad entre los estudios incluidos en el meta-analisis. Aunque no
hay acuerdo generalizado respecto al método a utilizar, se sugiere emplear los

métodos de efectos aleatorios cuando existe heterogeneidad significativa.

3.2.1. Recopilacién de datos vy obtencidén de la variable de resumen

Una vez seleccionados los 38 trabajos objeto de nuestro estudio, los
datos se extrajeron con un procedimiento sistematico, rellenando un

formulario creado previamente y que incluia:

¢ Datos bibliograficos del trabajo.

e Ciudad y pais de realizacion del estudio.

¢ Numero de casos y de controles (posibilidad de que estuviesen pareados).

e Valoracion del diagndéstico de esclerosis mualtiple segun criterios de

diagnoéstico validados.
¢ Momento de inclusidn de los casos, situacion de la enfermedad del paciente.

e Edad de los casos y de los controles, y para los primeros, los afos de

evolucion de la enfermedad.

e Caracteristicas clinicas de los controles (sanos u otras enfermedades,

descartando esclerosis multiple)
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¢ Microorganismo, marcador de infeccibn analizado, muestra clinica, prueba

de laboratorio empleada.

¢ NUumero de resultados positivos y negativos entre los casos y entre los

controles.

Se empled como variable de resumen de la asociacion entre VEB y EM la
OR de la tabla 2x2 construida con los casos, los controles, el nUmero de casos
positivos y el numero de casos negativos. Cuando algunas de las casillas era
cero se aplicé la correccién por continuidad, consistente en afiadir a todas las
casillas de la tabla 0,5, quedando incrementado el numero de casos y el
numero de controles en una unidad. Con esta correccion por continuidad se

podia aplicar la metodologia posterior a todos los estudios.

3.2.2. Evaluacion de la heterogeneidad de los estudios

Existen varios métodos estadisticos que permiten evaluar el grado de
heterogeneidad, es decir, la valoracién de hasta qué punto los resultados que
provienen de diferentes estudios pueden ser resumidos en una Unica medida.
La mayoria de las pruebas estadisticas que determinan la heterogeneidad se
basan en la hipodtesis de que la variabilidad entre estudios es nula. La
evaluacion de la heterogeneidad entre los estudios, en nuestro meta-analisis,
se llevd a cabo empleando el estadistico Q de Cochran que sigue una
distribucién chi-cuadrado con el niumero de estudios involucrados menos 1
grado de libertad. No obstante, esta prueba tiene un comportamiento erratico
y, mientras que para un numero pequefio de estudios suele ser muy
conservador, cuando el nimero de estudios es grande es excesivamente
liberal, por lo que se empleé una medida de la variabilidad de la OR conjunta
que es debida a la heterogeneidad de los estudios, la 1> de Higgins, que

responde a la expresion:
I*=(Q—gh/Q

Valores muy altos de la medida, por encima de 0,75, hablan de una
fuerte heterogeneidad y sugieren una evaluacion mas detallada de los

subgrupos de estudios que puede haber en el meta-analisis. Asi, una medida
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elevada nos llevd a separar estudios tras el comentario oportuno y a reestimar
la OR conjunta. También se utilizé la estimacion de la varianza entre estudios,

tau, para caracterizar la variabilidad entre éstos.

3.2.3. Combinacion de los resultados de los diferentes estudios

Considerados los estudios del subgrupo elegido se llevé a cabo la
estimacion conjunta de las OR empleando el método de Der Simonian y Laird
[1986]. Este método, que es un modelo de efectos aleatorios, es el que se
deja afectar menos por la heterogeneidad de los estudios. La ponderacion de
los estudios bajo este tipo de modelo considera no sélo su propia varianza
(variabilidad intra-estudio), sino también la que pueda existir entre los

estudios (variabilidad inter-estudios).

El modelo de efectos aleatorios consiste en la combinaciéon de la OR de

los distintos articulos segun las expresiones que figuran a continuacion.

Supdngase que se disponen de k articulos en los que ha sido imposible
estimar sus OR individuales, y que cada uno de ellos tiene un error estandar
asociado. La primera forma de ponderar los resultados seria empleando la
inversa de la varianza de la OR, asi tendriamos una expresiobn como la

siguiente:
w; = 1/ee’i
Sin embargo, estas ponderaciones no consideran los estudios como
procedentes de un modelo de efectos aleatorios sino de efectos fijos, por lo

que para considerarlo como de efectos aleatorios tendriamos que calcular esta

otra expresion:
w; = 1/ee; +1

en la que aparece un término que describiremos a continuacién, en toda su

complejidad:

t=0Q—(k—1)/Zw;,— (Zw?/Zw,)

Q=5 [Wi[f’-rl'je - leijH]:}
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donde InOyy es el logaritmo de las OR supuesto un modelo de efectos fijos.

Con estas ponderaciones, el estimador conjunto de la OR de Der

Simonian y Laird y su error estandar serian:
Op, = Ex?’[zz'wff"”ﬁ;fziw;]
Ee(ﬁﬂl} = 1,."IIIE'|-'VE-I

Con esta expresion corregimos los efectos aleatorios y obtenemos un

estimador no afectado por la posible heterogeneidad entre estudios.

3.2.4. Evaluacion de la calidad de los estudios

Finalmente, se extrajeron los datos correspondientes para la evaluacion
de la calidad. Se utilizé la escala de puntuaciéon de calidad de casos y controles
de Newcastle-Otawa (NOS) [Weels y cols., 2004]. Este analisis estuvo

compuesto de tres partes:

e En el primero, denominado selecciéon (S), se evalu6 si la eleccion de los
casos y controles fue la adecuada, es decir, si los grupos de casos y
controles estaban bien definidos y si eran representativos. En este

apartado se pudo adjudicar un maximo de cuatro puntos.

e La segunda parte consisti6 en la comparabilidad (C) entre casos y
controles, es decir, si estaban pareados. En este apartado se podian

adjudicar como méaximo dos puntos.

e Y en el dltimo apartado, la exposicion (E), se evaludé si se utilizé un
método fiable para asegurar la presencia del virus, si se utilizé el mismo
en los casos y controles, y si era de calidad. En este apartado el maximo

adjudicado fue de cuatro puntos.

Por lo tanto, el articulo de mayor calidad podia tener hasta diez puntos.
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Escala de Casos y Controles de Newcastle-Otawa (NOS)

SELECCION

1. ¢Es la definicién de caso adecuada?
a. Si, con una validacion independiente. Criterios internacionales. *
b. Si, con criterios propios.
c. No hay descripcion.
2. Representatividad de los casos
a. Todos los casos definidos durante un periodo definido, en un distrito, hospital,
o centro definidos, o una muestra randomizada de estos casos. *
b. No cumple los requisitos de a).
3. Seleccién de los controles
a. Comunidad de controles (la misma comunidad que los casos y serian casos si
desarrollaran el efecto)*
b. Controles hospitalarios
c. No describe los controles
4. Definicion de los controles
a. No antecedentes de enfermedad (si en los casos se valora la aparicion de un
nuevo episodio, entonces los controles pueden haber sufrido previamente
algun episodio)*
b. No describen la fuente

COMPARABILIDAD

5. Los casos y los controles estan asociados por factores que aseguran su
comparabilidad. 1 factor*, 2 factores **.
(Afirmaciones de no diferencias entre grupos o que las diferencias no son
estadisticamente significativas no es suficiente)

EXPOSICION
6. Comprobacion de la exposicion
a. Registro seguro *
b. Técnica estructurada ciega para el estado caso/control *
c. Técnica no ciega para el estado caso/control
d. Técnica propia o registro médico
e. Sin descripcion
7. Mismo método de comprobacion para casos y controles
f. Si*
g. No
8. Porcentaje de pérdidas
h. Igual para ambos grupos *
i. No se describen
j. Diferentes

Ademads, en aquellas situaciones en las que el nimero de estudios, cuya
calidad fuese superior a la media de la de los trabajos evaluados, fuese mayor
o igual a 3, se llevé a cabo una meta-regresion empleando el método REML
(Restricted Maximum Likelihood) para determinar si existia relacion entre la

calidad del articulo y la estimacién de la OR del mismo.
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3.2.5. Software estadistico

Para realizar el meta-andlisis, los datos extraidos de los diferentes
estudios fueron analizados empleando el paquete estadistico STATA release
10.1.
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3.3. ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES PARA DETERMINAR LA
POSIBLE RELACION ENTRE INFECCION POR VEB Y EM

3.3.1. Pacientes y muestras

Se realiz6 un estudio de casos y controles cuyas caracteristicas se
definen en las tablas 10 y 11, respectivamente. Todos los sujetos fueron
reclutados entre enero de 2002 y abril de 2005. Tras ser informados, se
realizd extraccion de sangre (de la que se obtuvieron suero y células

mononucleares) y LCR.

El grupo de casos estuvo formado por 76 enfermos con EM que habian
sido diagnosticados de la enfermedad segun los criterios diagndésticos de Poser
y cols., [1983], en el Hospital Universitario San Cecilio de Granada desde junio
de 1973 hasta enero de 2005. Fueron 62 mujeres y 14 hombres. De los 76

pacientes, 55 estaban en fase RR y 21 en fase PS.

La edad media (+ desviacion estandar) de todos los sujetos fue 34,9 (+
9,7) afios y un rango entre 18 y 59 afios (34,3 + 9,8, rango 18-59 para las
mujeres y 37,5 + 9,6, rango 28-58 para los hombres). Los pacientes en fase
RR tuvieron una media de edad de 32,0 (+ 8,0) afios y un rango de 18-52,
mientras que los pacientes en fase PS tuvieron una media de 42,6 (+ 9,9)
afos y un rango de 25-59. El tiempo medio de evolucién de la enfermedad,
desde el diagnéstico hasta el momento de la inclusion en el estudio, fue de 8
(+ 8,1) afos y un rango entre 15 dias y 29,5 afios (8,2 + 8,3 para las mujeres,
7,2 + 7,5 para los hombres, 5,2 + 5,9 para los pacientes en fase RRy 15,3 +

8,6 para los pacientes en fase PS).

El grupo control estuvo constituido por 75 sujetos, 49 mujeres y 26
hombres. Todos ellos fueron reclutados en el Hospital Universitario San Cecilio
de Granada a partir de pacientes en los que se realizé raquianestesia para
cirugia menor. Se descartd en ellos los antecedentes de cualquier enfermedad
neurolégica y autoinmune, mediante un protocolo clinico. Al igual que en los
casos, a todos ellos se les extrajeron muestras de sangre y LCR en el
momento de su inclusién en el estudio. La edad media del grupo fue de 45,55
(+ 12,88) afios y un rango entre 20 y 73 afnos (43,9 =+ 12,6, rango 20-73 para

las mujeres y 48,6 + 13,1, rango 25-72 para los hombres).
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Tras la extraccion de sangre y LCR a cada sujeto de estudio, caso o
control, se obtuvieron un total de 453 muestras (151 muestras de LCR, 151
muestras de suero y 151 muestras de CMSP). Todas las muestras fueron
conservadas a -80°C hasta su posterior utilizacion en los diferentes

procedimientos que seran descritos en los apartados siguientes.

Tabla 10. Caracteristicas de los casos

Cédigo del Fecha Fecha Forma Tlemp(?
paciente Sexo inclusion Edad diagndstico EM clinica evo[umon
(anos)
POO1 M  28/01/2002 29 06/07/2001 RR 0,56
PO03 M  08/02/2002 24 18/10/1997 RR 4,31
POO7 M 12/03/2002 25 15/09/1990 PS 11,49
PO16 M  12/04/2002 40 15/01/1998 RR 4,43
P0O21 M  06/05/2002 33 15/06/1987 PS 14,89
P023 M  07/05/2002 33 15/06/1994 PS 7,89
P0O27 M  15/05/2002 29 15/04/1999 RR 3,08
P028 M  21/05/2002 29 15/03/1990 PS 12,18
P0O29 H 21/05/2002 37 15/03/2001 RR 1,18
PO30 M  13/06/2002 34 15/08/1998 RR 3,83
PO31 M  13/06/2002 26 15/06/1991 RR 10,99
P0O32 M  21/06/2002 36 15/06/1994 RR 8,02
PO33 M  21/06/2002 25 15/01/1999 RR 3,43
PO35 H 04/07/2002 28 15/07/2001 RR 0,97
PO37 H 24/07/2002 31 21/05/2002 RR 0,18
PO38 H 24/07/2002 43 15/06/1986 PS 16,11
PO40 M  20/08/2002 38 15/02/2002 RR 0,51
P0O42 M  01/10/2002 42 15/06/1981 PS 21,29
P0O43 M  07/10/2002 33 15/06/1986 RR 16,31
P045 H 10/10/2002 52 15/06/1992 RR 10,32
P0O47 M 11/10/2002 41 15/04/1996 PS 6,49
P0O48 M  15/10/2002 27 15/06/1991 RR 11,33
P0O49 M  16/10/2002 31 15/05/1992 RR 10,42
PO51 M 17/10/2002 41 15/12/2001 RR 0,84
P0O52 M  30/10/2002 21 28/08/2002 RR 0,17
PO55 M 12/11/2002 44 15/06/1974 RR 28,41
PO58 M 26/11/2002 45 15/06/2001 RR 1,45
PO60 M 27/11/2002 59 15/06/1973 PS 29,45
PO64 M  10/12/2002 37 15/06/1998 RR 4,49
PO79 M  10/03/2003 32 15/06/1993 RR 9,74
PO80O M  11/03/2003 40 15/10/2001 RR 1,41
PO81 M 12/03/2003 24 15/10/1999 RR 3,41
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Tabla 10. Caracteristicas de los casos (continuacién)

Cddigo del Fecha Fecha Forma Tlemp(?
paciente Sexo inclusiéon Edad diagnéstico EM clinica evol~umon
(anos)
P083 M  20/03/2003 42 15/06/1985 RR 17,76
P0O84 M  03/04/2003 26 15/03/2002 RR 1,05
PO88 M  16/04/2003 52 15/06/1975 PS 27,84
P097 H 09/05/2003 35 15/06/1995 RR 7,90
P098 M 13/05/2003 21 15/06/2000 RR 2,91
P099 M  14/05/2003 25 15/06/2000 RR 2,91
P100 M  22/05/2003 25 01/06/1997 RR 5,98
P103 M  03/06/2003 55 15/06/1988 PS 14,97
P106 M  09/06/2003 38 15/11/2002 RR 0,57
P120 M  28/08/2003 36 15/06/1997 PS 6,20
P121 M 04/09/2003 51 15/06/1979 RR 24,22
pP122 M 04/09/2003 26 15/06/2002 RR 1,22
P123 M  05/09/2003 18 15/01/2003. RR 0,64
P127 M 24/09/2003 37 15/06/1993 PS 10,28
P131 M  30/09/2003 31 15/06/1993 RR 10,29
P133 H 15/10/2003 36 15/06/2000 PS 3,33
P138 H 23/10/2003 37 15/03/2001 RR 2,61
P142 M  29/10/2003 38 15/06/1999 PS 4,37
P145 M 03/12/2003 18 15/01/2001 RR 2,88
P147 M 12/12/2003 56 15/06/1988 PS 15,49
P149 M 17/12/2003 26 15/10/1994 RR 9,17
P152 M  27/01/2004 31 15/09/1997 RR 6,37
P155 M 28/01/2004 40 10/01/2004 RR 0,05
P159 M 25/02/2004 42 15/06/1976 PS 27,69
P161 M  11/03/2004 38 15/11/2002 RR 1,32
P162 M  11/03/2004 22 15/01/2004 RR 0,16
P165 M  15/04/2004 24 15/09/2002 RR 1,58
P166 H 15/04/2004 28 15/08/2003 RR 0,67
P168 H 20/04/2004 49 15/06/1984 PS 19,85
P169 M  04/05/2004 36 15/11/2001 RR 2,47
P175 H 02/06/2004 34 15/06/2000 PS 3,96
P177 M  21/06/2004 38 15/06/1998 RR 6,02
P181 M  05/07/2004 28 15/06/1996 RR 8,06
P183 M  06/07/2004 25 13/06/2003 RR 1,06
P186 H 21/07/2004 28 15/06/2003 RR 1,10
P188 H 27/07/2004 58 15/06/1982 PS 22,12
P190 M  17/11/2004 52 15/06/1975 PS 29,42
P197 H 14/12/2004 29 15/12/1994 RR 10,00
P202 M  01/02/2005 26 18/10/1997 RR 7,29
P204 M  10/02/2005 44 15/06/1988 PS 16,65
P207 M  16/02/2005 22 15/01/2005 RR 0,09
P208 M  15/03/2005 45 15/06/2004 RR 0,75
P209 M  15/03/2005 39 15/06/1998 RR 6,75
P210 M  30/03/2005 37 15/06/2002 RR 2,79
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Tabla 11. Caracteristicas de los controles

Cddigo del Fecha Cddigo del Fecha Codigo del Fecha

. Sexo . g Edad - Sexo . g Edad - Sexo . L Edad

paciente inclusion paciente inclusion paciente inclusion

P0O02 M 28/01/2002 73 P109 H 13/06/2003 40 P163 M 15/03/2004 25
P0O0O4 M 08/02/2002 46 P117 M 26/08/2003 43 P164 M 25/03/2004 51
P0O06 H 06/03/2002 38 P124 H 05/09/2003 70 P167 H 16/04/2004 32
PO08 M 12/03/2002 30 P125 M 16/09/2003 41 P170 M 06/05/2004 66
PO17 H 24/04/2002 60 P126 H 24/09/2003 32 P171 H 10/05/2004 70
PO19 M 29/04/2002 52 P128 M 29/09/2003 41 P172 M 12/05/2004 32
P024 M 09/05/2002 40 P129 M 29/09/2003 61 P174 M 19/05/2004 45
P0O36 H 04/07/2002 25 P130 M 30/09/2003 67 P176 H 08/06/2004 45
P0O41 M 30/09/2002 32 P134 M 20/10/2003 63 P180 M 01/07/2004 58
PO50 M 17/10/2002 41 P135 M 20/10/2003 32 P182 M 06/07/2004 41
P0O53 M 30/10/2002 48 P136 M 22/10/2003 40 P187 M 22/07/2004 44
P0O59 H 27/11/2002 a7 P139 M 27/10/2003 47 P191 M 17/11/2004 54
P063 M 04/12/2002 37 P140 M 28/10/2003 33 P192 M 24/11/2004 61
P0O65 M 13/01/2003 26 P141 M 29/10/2003 38 P193 H 24/11/2004 54
PO77 M 20/02/2003 68 P143 M 30/10/2003 27 P195 H 14/12/2004 54
PO78 M 05/03/2003 27 P144 M 19/11/2003 60 P196 M 14/12/2004 42
P082 M 18/03/2003 40 P146 H 03/12/2003 69 P199 H 12/01/2005 72
P085 H 04/04/2003 52 P148 M 15/12/2003 39 P200 H 12/01/2005 53
P0O86 H 04/04/2003 43 P151 M 22/12/2003 20 P201 H 12/01/2005 63
P094 M 30/04/2003 43 P153 H 27/01/2004 32 P203 M 03/02/2005 59
P101 H 26/05/2003 48 P154 M 28/01/2004 43 P205 H 10/02/2005 55
P102 M 28/05/2003 41 P156 M 05/02/2004 48 P206 M 16/02/2005 23
P104 M 05/06/2003 47 P157 M 24/02/2004 41 P211 H 05/04/2005 39
P105 H 06/06/2003 43 P158 M 24/02/2004 37 pP212 H 06/04/2005 48
P108 H 11/06/2003 43 P160 M 27/02/2004 40 P213 H 20/04/2005 36
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3.3.2. Calculo del indice de anticuerpos en LCR

Diversos grupos han intentado, mediante férmulas matemaéticas,
separar el componente IgG producido dentro del SNC (sintesis intratecal) del
componente IgG procedente del suero (trasudado). En un aumento patoldgico
del contenido de proteinas en LCR la fraccion IgG LCR/ I1gG suero y el
coeficiente de albumina estan alterados respecto a las situaciones no
patolégicas, es decir, nos encontramos una fracciobn elevada de IgG y
albumina en LCR respecto al suero [Reiber, 1980]. La formula de Tourtellotte
[Tourtellotte, 1970] o la de Reiber y Felgenhauer [Reiber y Felgenhauer,
1987] utilizan la proporcionalidad entre los cocientes LCR/suero de la
albumina con la 1gG. Estas ecuaciones corrigen el aumento de proteina
trasudada desde el suero debida a la ruptura de la barrera hematoencefalica,

mediante coeficientes establecidos para cada proteina (IgG, IgM, etc.).

El célculo de la férmula de Reiber permite realizar una grafica en la que
se sitla en el eje de abscisas el cociente entre la IgG en el LCR corregido y en
el suero, y en las ordenadas, el cociente entre la albumina en el LCR corregido
y en el suero, de forma que, segun donde se sitle el punto de interseccion
entre estos valores, puede verse la relacion entre la 1gG de sintesis intratecal
y la procedente del suero de manera muy sencilla: si los valores son normales
el punto de interseccidon se encuentra en la banda central de normalidad; si
existe sintesis intratecal de 1gG, el punto de interseccién se situa en la zona a
la izquierda de la normalidad; y si hay un trasudado de inmunoglobulinas, se

sitlia en la zona a la derecha de la normalidad [Fernandez y cols., 2005].

Para determinar la produccién intratecal de IgG se obtuvieron los
valores de albumina y de IgG totales en LCR y suero mediante una técnica de
nefelometria inmunoquimica (Dade Behring Nephelometer, Marburg,
Alemania). La produccion intratecal de 1gG fue determinada cuantitativamente
mediante el estudio del diagrama de la fraccion IgG LCR/suero frente al
coeficiente de albumina, segun el procedimiento descrito por Reiber y Peter,
[2001].

El andlisis de la presencia de sintesis intratecal de anticuerpos

especificos frente a determinados antigenos representa un importante apoyo
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para el diagndstico de las enfermedades neuroldgicas. El calculo del indice de
anticuerpos (l1A) es un métodos sensible y especifico para el diagnéstico de
éstas [Reiber y Lange, 1991; Reiber y Peter, 2001]. Esta produccion especifica
de anticuerpos se determindé mediante la formula introducida por Felgenhauer
y cols. [1985]:

4 = QS“,":JEIE

@IQG (total)
donde:

Q — DGLER
wee Dasua?-"n

IgGycr
'ir-lg GSUE?"IS‘

Qrgc =

Y, por lo tanto:

_ DGLI'__RHDGS‘HEI?‘D _ DGLI‘.‘R X ‘TQGs'ugr'o

1A =
‘TE?GLI‘.'RNSGSUWQ Dgsuaro X ‘T-B_"GLCR

En nuestro caso, se analizaron los anticuerpos especificos frente al
antigeno EBNA1 en LCR y suero mediante un procedimiento de ELISA. Para
ello, al realizar la técnica, el LCR y el suero fueron diluidos para obtener la
misma concentracion de 1gG (ver procedimiento de ELISA en apartado 3.3.3.),
quedando, definitivamente:

DGLER

1A=
Dgsuaro

El rango normal de referencia para IA se establecié entre 0,7 y 1,3 (1,0
+ 2 DE), y se defini6 la existencia de sintesis intratecal de anticuerpos
especificos cuando el cociente de la absorbancia de la 1gG especifica anti-

EBNAL1 entre LCR y suero fue superior o igual a 1,5 [Reiber y Lange, 1991].

Cuando la Qigs (otany fue mayor que Q;im, Se realizé una correccion segun
la formula:

_ Qspac

IA
Q!Em

85



86
Esclerosis multiple y virus de Epstein-Barr

donde Q;m representd la fraccion de IgG en LCR procedente Unicamente de
sangre y se calculé segun el procedimiento propuesto por Reiber y Lange
[1991].

3.3.3. Determinacién de la presencia de anticuerpos 1gG anti-EBNA1
en sueroy LCR

La determinacion de la presencia de anticuerpos IgG anti-EBNA1 se
realiz6 mediante un procedimiento de ELISA (Enzyme Linked Inmuno Sorbent
Assay) indirecto. Este método esta basado en la reaccidon antigeno-anticuerpo,
es decir, en la unién de los anticuerpos presentes en una muestra con un
antigeno especifico unido a la superficie de una fase sélida, habitualmente de

poliestireno (figura 16).

PRODUCTO
COLOREADO

N Peroxidasa

Globulina anti-lgG humana

Sustrato incoloro

1gG humana anti-EBNAL1 de VEB

EBNAL de VEB

Figura 16. Fundamento de la técnica ELISA

En nuestro caso se realiz6é una modificacion del ensayo “EPSTEIN-BARR
EBNA ELISA 1gG” (Vircell SL, Granada, Espafia), segun el protocolo que se

muestra en la figura 17. Para ello:

e Se afadieron 100 ul de diluyente de muestras a todos los pocillos en los que
se emplearian los controles del procedimiento (1 control positivo, 1 control
negativo y 1 calibrador). Se afiadieron 5 pl del control positivo, 5 ul del

control negativo y 5 ul del calibrador por duplicado.

e Las muestras de LCR se diluyeron en una relacién 1:1 con el diluyente de

muestras, en un volumen final de 100 pl en cada pocillo.
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e Para que, en la técnica de ELISA, la concentracibn de igG en suero
equivaliese a la concentraciéon de IgG en LCR, las muestras de suero se
diluyeron a diferentes concentraciones (tabla 13) en un volumen final de

100 ul en cada pocillo. Para ello se utilizé la siguiente formula:
Diluciton suero = (1gG.uro/19Grer) X 2
e Se agito la placa durante 2 minutos para homogeneizar las mezclas
e Se cubrié la placa y se incub6 45 minutos a 37°C
e Se realizaron cinco lavados con la respectiva solucion de lavado

¢ Se afadieron 100 ul de conjugado IgG en cada pocillo (muestras de LCR y

suero, controles y calibradores)
e Se cubrié la placa e incub6é 30 minutos a 37°C
e Se realizaron cinco lavados con la respectiva solucion de lavado
e Se afadieron 100 pul de sustrato TMB en cada pocillo
e Se incubd la placa 20 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad
e Se afadieron 50 pl de solucidon de parada en cada pocillo

e Por ultimo, la absorbancia (DO) de las muestras se determiné antes de los
60 minutos en un espectrofotometro (ELx800, Bio-Tek Instruments, Estados

Unidos) a 450 nm y un filtro de referencia de 620 nm

La reproducibilidad de los resultados fue previamente comprobada
mediante la repeticién del procedimiento en el primer 25% de las muestras,

aceptando variaciones en los resultados de absorbancia de menos del 5%.

Cada ensayo fue validado segun los parametros descritos en la tabla 12.

Tabla 12. Validacion de resultados

Control DO
Control positivo > 0,9
Control negativo < 0,55

< 0,7 x DO control positivo

Calibradores > 1,5 x DO control negativo
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100 pl DM 50 pl DM Diluciones del suero
5 ul de los controles 50 pl de LCR segun tabla 13

~N V7

100 pl de las diluciones en
cada pocillo de la placa

45 min a 37°C

5 lavados con SL ]
[ 100 pl de conjugado ]

30 min a 37°C
v

[ 5 lavados con SL ]

v

100 pl de sustrato ]

pr—

20 min a temperatura
ambiente en oscuridad

50 pl de solucién de parada

1

[ Lectura a 450/620 nm ]

Figura 17. Modificacion del procedimiento EPSTEIN-
BARR EBNA ELISA IgG (Vircell SL)
DM: diluyente de muestras; SL: solucién de lavado




89
3. Material y Método

Tabla 13. Diluciones de las muestras de suero en la técnica de ELISA

Cdédigo POO1 P0O02 POO3 PO0O4 POO6 POO7 POO8 PO16 PO17 PO19 PO21

Dilucion 1/400 1/1100 1/350 1/1200 1/850 1/450 1/1550 1/400 1/550 1/450 1/200

Cdédigo P023 P024 PO27 P0O28 P0O29 PO30 PO31 P0O32 PO33 PO35 PO36

Dilucioén 1/450 1/850 1/300 1/300 1/450 1/800 1/1100 1/750 1/550 1/250 1/1000

Céd|go PO37 PO38 P0O40 PO41 P042 P043 P0O45 P0O47 P048 P0O49 PO50

Dilucioén 1/250 1/100 1/750 1/1000 1/600 1/550 1/250 1/450 1/400 1/450 1/1150

Cdédigo PO51 P052 PO53 PO55 PO57 PO58 PO59 PO60 P0O63 PO64 PO65

Dilucion 1/800 1/950 1/1050 1/1000 1/700 1/350 1/850 1/450 1/1000 1/550 1/1750

Cdédigo PO77 PO78 PO79 PO80 PO81 P0O82 P0O83 P0O84 PO85 PO86 PO88

Dilucién 1/400 1/800 1/1250 1/400 1/550 1/1150 1/1050 1/300 1/750 1/850 1/200

Cdédigo P093 P094 P0O97 P0O98 P0O99 P100 P101 P102 P103 P104 P105

Dilucion 1/500 1/1450 1/600 1/300 1/350 1/250 1/750 1/750 1/800 1/1050 1/800

Cédlgo P106 P108 P109 P117 P119 P120 P121 P122 P123 P124 P125

Dilucion 1/900 1/750 1/500 1/950 1/750 1/600 1/600 1/600 1/200 1/850 1/750

Céd|go P126 P127 P128 P129 P130 P131 P132 P133 P134 P135 P136

Dilucion 1/450 1/800 1/550 1/1250 1/650 1/400 1/950 1/350 1/1500 1/1200 1/1400

Cddigo P137 P138 P139 P140 P141 P142 P143 Pl144 P145 P146  P147

Dilucién 171450 1/350 1/1500 1/1100 1/1300 1/1250 1/1150 1/950 1/350 1/900 1/450

Cédlgo P148 P149 P150 P151 P152 P153 P154 P155 P156 P157 P158

Dilucion 1/500 1/550 1/900 1/750 1/1000 1/50 1/1000 1/1000 1/1000 1/500 1/1350

Céd|go P159 P160 P161 P162 P163 P164 P165 P166 P167 P168 P169

Diluciébn 1/1100 1/1300 1/950 1/800 1/1700 1/1250 1/900 1/350 1/50 1/200 1/600

Cédlgo P170 P171 P172 P173 P174 P175 P176 P177 P178 P179 P180

Dilucién 171300 1/400 1/1750 1/1000 1/700 1/250 1/500 1/400 1/900 1/1200 1/1100

Céd|go P181 P182 P183 P184 P185 P186 P187 P188 P189 P190 P191

Dilucion 1/700 1/1250 1/800 1/700 1/1150 1/550 1/350 1/350 1/900 1/200 1/650

Cdédigo P192 P193 P195 P196 P197 P198 P199 P200 P201 P202 P203

Dilucion 1/700 1/500 1/350 1/850 1/400 1/900 1/350 1/1050 1/650 1/350 1/450

Cdédigo P204 P205 P206 P207 P208 P209 P210 P211 P212 P213

Dilucion 1/450 1/500 1/1100 1/550 1/650 1/450 1/450 1/1100 1/1350 1/800

3.3.4. Deteccion de ADN de VEB en LCR, suero y CMSP

3.3.4.1. Extraccion del ADN

La extraccion de ADN a partir de las muestras de LCR, suero y CMSP se
realiz6 mediante el equipo “High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche
Diagnostics, Alemania). El esquema del procedimiento realizado se describe en

la figura 18 y consté de los siguientes pasos:
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Se pusieron 200 pul de cada muestra en un tubo eppendorf y se afiadieron
200 pl de tampon de lisis (urea 4M, tris 200mM, NaCl 20mM y EDTA
200mM) y 40 pl de proteinasa K

Se centrifug6 durante 1 minuto a 8000 rpm
Se puso el tubo eppendorf en un bafio a 55°C durante 1 hora

Se afadieron 200 ul de tampdén de unién (guanidina-HCI 6M, urea 10mM,

tris-HCI 10mM, Triton X-100)

Se centrifug6 durante 1 minuto a 8000 rpm

Se puso el tubo eppendorf en un bafio a 72°C durante 10 minutos
Se afadieron 100 ul de isopropanol

Se centrifugd durante 1 minuto a 8000 rpm

Se transfirié todo el volumen a una columna de extraccion

Se centrifugd durante 1 minuto a 8000 rpm

Se transfiri6 todo el volumen a una nueva columna de extraccién y se
anadieron 500 ul de tampoén de inhibicion (guanidina-HCI 5M, tris-HCI
20mM)

Se centrifugd durante 1 minuto a 8000 rpm

Se transfirié todo el volumen a una nueva columna de extraccion y se

anadieron 500 ul de tampon de lavado (NaCl 20mM, tris-HCI 2mM)
Se centrifugd durante 1 minuto a 8000 rpm
Se centrifugd durante 10 segundos a 13000 rpm

Se afadieron 15 pul de tampon de elusion (tris-HClI 10mM) precalentado a

70°C
Se centrifugd durante 1 minuto a 8000 rpm
El ADN extraido se conservo a -20°C

La concentracion de ADN fue determinado mediante espectrofotometria a

260 nm con un espectrofotometro (SmartSpec™ Plus, Bio-Rad, Espafia).



3. Material y Método

En un tubo eppendorf:
200 pl muesta
200 pl tampon de lisis
40 pl proteinasa K

Mezcla, 8000 rpm 1 min
v 1 hora a 55°C

[ 200 pl tampén de uniéon ]

Mezcla, 8000 rpm 1 min
v 10 min a 72°C

[ 100 pl isopropanol ]

Mezcla, 8000 rpm 1 min
y

[ Transferencia a columna extraccion ]

8000 rpm 1 min
v
4 )

Pasar a nueva columna de extraccion
500 pl tampon de inhibicion

v 8000 rpm 1 min

Pasar a nueva columna de extraccion
500 ul tampoén de lavado

8000 rpm 1 min
L 13000 rpm 10 seg
A

Elucion: 15ul de tampén de elucion precalentado a
70°C

8000 rpm 1 min

Repartir los extraidos en alicuotas
Conservar a -20°C

Figura 18. Extracciéon de ADN

3.3.4.2. Nested-PCR

La reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain
reaction) [Mullis y cols., 1986] es una técnica que permite la amplificacion de
un fragmento de ADN especifico mediante sintesis enzimatica in vitro a partir
de minimas cantidades de material de partida. La técnica copia la doble
cadena de ADN consiguiendo, por repeticion del proceso, una amplificacion
exponencial del material genético. Usa dos oligonucleétidos sintéticos
(complementarios a los extremos de la secuencia diana y en sentido
antiparalelo uno respecto a otro) como cebadores o iniciadores (primers) de

una reaccion de replicacion catalizada por una ADN polimerasa termoestable.
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La amplificacion es el resultado de la repeticion de una serie de ciclos
compuestos de tres fases: desnaturalizacion (ruptura, mediante la aplicaciéon
de temperatura elevada seguida de un enfriamiento rapido, de los puentes de
hidrégeno que mantienen la doble cadena de ADN, dando lugar a dos cadenas
sencillas sobre las cuales pueda actuar la ADN polimerasa), hibridaciéon (se
hace descender la temperatura para que los primers puedan unirse
especificamente a las secuencias complementarias en el ADN diana) vy
elongaciéon (la Tag-ADN polimerasa utiliza los nucleétidos presentes en el
medio para sintetizar la cadena complementaria a partir del cebador hibridazo

con su secuencia diana en sentido 5’ a 3").

Las nuevas cadenas de ADN, producidas en cada ciclo, sirven de molde
en el ciclo siguiente, por lo que la repeticion de un ciclo de PCR produce una
amplificacion exponencial del material de partida igual a 2", siendo “n” el

numero de ciclos realizados.

Una vez finalizada la PCR la deteccién del producto amplificado se
realiza mediante electroforesis en gel de agarosa. Los fragmentos de ADN se
separan segun su tamafo. El gel se tifie con bromuro de etidio, que se une al

ADN de cadena doble de forma inespecifica y se visualiza con luz ultravioleta.

Para intentar aumentar la sensibilidad de la técnica de PCR se desarrollo
la nested-PCR (figura 19). Se trata de una técnica que comporta dos PCRs
sucesivas, con dos pares de cebadores distintos, de tal modo que los
cebadores utilizados en la segunda PCR (internal o nested PCR) flanqueen una
region genémica amplificada en la primera reaccion en cadena (external PCR).
El método de la nested-PCR se utiliza sobre todo cuando se tienen pequefias
cantidades del ADN de interés o cuando se quieren evitar las amplificaciones
inespecificas que a veces se observan con la PCR clasica, dado que en cada
etapa se realiza un numero menor de ciclos (las PCR de muchos ciclos
conllevan a menudo errores de lectura y de sintesis, debido, entre otras cosas,
a la falta de fidelidad de la Taq polimerasa). Ademas, si el producto de la
primera PCR es el resultado de una amplificacién inespecifica, el segundo par
de cebadores internos no reconocera la secuencia complementaria, y, por

consiguiente, no habra amplificacion.
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3. Material y Método

Primers externos

ADN [ale| c | D E F

PCR externa l

Primers internos

Y

ADN amplificado

PCR interna l

ADN de interés

Figura 19. Nested-PCR

Dada la gran sensibilidad de esta técnica para detectar &cidos nucleicos,
fue el método empleado en nuestro estudio para la deteccién del ADN de VEB

en las muestras de LCR, suero y CMSP de los enfermos con EM y los controles.

Se amplificé el fragmento p23, de 363 pb, del gen BLRF2 de VEB (figura

20), usando los primers descritos en la tabla 14.

Tabla 14. Primers empleados en la nested-PCR

Primers Secuencia Amplificado (pb)
p23-1 ext 5’ TCAGCTCCACGCAAAGTC 3 471
p23-2 ext 5" CACTTTCTTTGCTTC 3 471
p23-3 int 5" TTGACATGAGCATGGAAGAC 3’ 363
p23-4 int 5" CTCGTGGTCGTGTTCCCTCAC 3’ 363
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atgtcagctccacgcaaagtcagattgccttctgttaaggctgitgacatgagcatggaagacatggecg

cccgectggcetcgectggagtctgagaataaggetctgaagcaacaggtectcagagggggtgectgtg
cctegtctacctctgttecttectgetccagtgecteccgectgagecgcttacagctcgacagcgagaggtaa
tgattacgcaggccacgggccgtttggcgtctcaggctatgaagaagattgaagacaaggttcggaaat
ctgttgacggtgtaactacccgcaatgaaatggaaaatatattgcaaaatctgaccctccgcattcaagta
tctatgttgggtgcaaaaggccaacccagcecctggtgagggaacacgaccacgagaatcaaacgacce
caacgccacccgacgtgcccgcetcccgetcccggggacgtgaagcaaagaaagtgcaaatttctgatta

Figura 20. Secuencia amplificada del genoma de VEB

Para confirmar la presencia de ADN en todas las muestras, se
incluyeron, sélo en la primera PCR (externa), una pareja de primers para la
del gen de 5

AGGCCAACCGCGAGAAGATGACC 3’ y 5 GAAGTCCAGGGCGACGTAGCAC 3’ a

amplificacion la B-actina humana:

una concentracion final de 0,1 uM.

En ambas PCRs (externa e interna) se utiliz6 una mezcla de PCR con
buffer (1x), MgCl, (1,5 mM), dNTPs (160 uM), primers (0,8 uM) y Taq

polimerasa (1U) (Promega, Estados Unidos) en un volumen final de 25 pl.

Las condiciones empleadas en el termociclador (Eppendorf Mastercycler

personal, Eppendorf, Estados Unidos) se muestran en la tabla 15.

Tabla 15. Condiciones de amplificacion (iguales para ambas PCRs)

Paso Temperatura Tiempo Ne° ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 min. 1
Desnaturalizacion 95°C 1 min.

Hibridacion 60°C 1 min. 30
Extension 72°C 1 min.

Extension final 72°C 2 min. 1
Conservacion 4°C Indefinido -




3. Material y Método

En todos los casos se utiliz6 un control negativo libre de ADN y un
control positivo constituido por ADN gendémico liofilizado de virus Epstein-Barr
a una concentracién inicial de 1,5%10? copias/ul una vez reconstituido,
obtenido de células P3HR1 en cultivo infectadas. La cuantificacion de este
control de ADN del virus fue realizada por PCR a tiempo real (Epstein-Barr

virus DNA control, Vircell S.L, Espafna).

Ademas, para determinar la sensibilidad de la nested-PCR se realizaron
diluciones seriadas (1/10) a partir de un control de ADN gendmico del VEB

cuantificado a 1,5x%10* copias/pl (Epstein-Barr virus DNA control).

Una vez obtenidos los amplificados se realizaron geles de agarosa al
1,5% en un tampodn de Tris-Borato-EDTA 0,5X (Tris 0,1M, acido bérico 0,08M,
EDTA 0,1 mM) y con bromuro de etidio, y en ellos se depositaron las

muestras.

Para la electroforesis se utiliz6 una cubeta de electroforesis (Mini-Sub
Cell Gt System Agarose Electroforesis, Bio-Rad, Estados Unidos) en las
siguientes condiciones: voltaje entre 120-130 V y amperaje a 145 mA. Se
utilizé6 el marcador de masas moleculares “DNA Molecular Weight Marker V”
(rango entre 8 bp y 587 bp) (Roche Applied Science S.L, Alemania).

Finalmente, las muestras se fotografiaron bajo iluminacién ultravioleta.

3.3.4.3. Digestidn con enzimas de restricciéon

Tras la electroforesis de los amplificados, y con la finalidad de confirmar
que la secuencia amplificada era correcta, se procedi6é a cortarlos mediante la
enzima de restricciéon Hincll. Teniendo en cuenta que el amplicon de interés
(363 pb) tiene una secuencia diana para la enzima Hincll, la obtencién de dos
fragmento de ADN de 242 bp y 121 bp, indicé que la region amplificada era la

adecuada segun el procedimiento utilizado (figura 21).

El analisis de restriccidon se realizo con 8 pl del producto resultante de la
nested-PCR, 2 upl de tampon Tango™ 10X (Fermentas, Alemania) y 1 pl de la
enzima Hincll (Fermentas, Alemania), en un volumen final de 20 ul. La mezcla

se incubd durante 4 horas a 37°C. A continuacioén, se realizdé electroforesis en
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un gel de agarosa al 1,5 %, 120-130 V y 145 mA, durante 45 minutos y se

visualizé bajo iluminacion ultravioleta.

Hinc 11 l

5.6 T YR A C...3
3...C A RTY T G...s

Hinc 11

GEN BLRF2 VEB

Atgtcagctccacgcaaagtcagattgccttctgttaaggctgtigacatgagcatggaagacatggecgcec
cgcctggctcgectggagtctgagaataaggctctgaagcaacaggtcctcagagggggtgcectgtgecte

242 pb
gtctacctctgttecttctgctccagtgectccgectgagecgcettacagetcgacagcgagaggtaatgatta P

cgcaggccacgggccgtttggcgtctcaggctatgaagaagattgaagacaaggttcggaaatctgtt

gacggtgtaactacccgcaatgaaatggaaaatatattgcaaaatctgaccctccgcattcaagtatctatgt
121 pb
tgggtgcaaaaggccaacccagccctggtgagggaacacgaccacgagaatcaaacgaccccaacgceca

cccgacgtgececgeteccgeteccggggacgtgaagcaaagaaagtgcaaatttctgattaa

Figura 21. Lugar de corte de la enzima de restriccion Hinc 11 y
secuencias de ambos fragmentos

3.3.5. Método _estadistico

Para evaluar si existian diferencias significativas entre ambos grupos en
cuanto al indice de anticuerpos y, por tanto, a la existencia de sintesis
intratecal, se utilizaron los tests de Wilcoxon y Welch.

Se utilizé el test exacto de Fisher para tablas r x s para comparar la
positividad del ADN de VEB, detectado en las diferentes muestras, entre el
grupo de casos y el grupo de controles.

En todos los casos se considerd hipétesis nula (Hp) la ausencia de
diferencias entre el grupo de casos y el de controles en cuanto a las variables
analizadas, e hipoétesis alternativa (H;) la existencia de diferencia significativa

entre ambos grupos en cuanto a dichas variables.
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4. Resultados

Para exponer los resultados se han construido diferentes tablas en
funcion de los marcadores de infeccion por VEB en los diferentes estudios
considerados. En ellas se muestran las referencias bibliograficas que
identifican cada estudio, el tipo de muestra utilizada por los investigadores,
numero total de resultados positivos (y porcentaje) o negativos de cada
determinacion, diferenciando los casos de los controles, las OR estimadas en
cada estudio y su intervalo de confianza al 95%, asi como el peso asignado.
También aparecen las puntuaciones otorgadas en la valoracidon de la calidad
segun la escala NOS. Por ultimo se muestra el valor de la OR conjunta, con su

intervalo de confianza al 95% vy el valor p.

Una manera de expresar las OR de los articulos incluidos en un meta-
anadlisis y la OR conjunta es mediante el modelo grafico denominado forest
plot. En él la OR estimada para cada uno de los estudios se representa con un
punto, el cuadrado que rodea a éste representa el tamafio muestral. Mediante
una linea horizontal se expresa el IC 95%, siendo mas larga la linea cuanto

mas ancho sea el intervalo.
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4.1. REVISION BIBLIOGRAFICA Y META-ANALISIS

4.1.1. Estudios con determinacidon de IgG anti-VCA

En la tabla 16 y figura 22 se muestran los 13 estudios que analizaron la

deteccién de IgG anti-VCA de VEB en pacientes de EM y controles.

Tabla 16. Descripcion de los estudios que investigaron IgG anti-VCA de VEB

. Casos Controles
Estudios ;T:ssg Pos Pos
Pos Neg (%) Pos Neg (%)
Alotaibi y cols., 2004 Suero 25 5 83,3 81 62 56,7
Ascherio y cols., 2001 Suero 143 1 99,3 269 19 93,4
Banwell y cols., 2007 Suero 108 18 85,7 61 35 63,5
Bray y cols., 1992 LCR 56 41 57,7 26 79 24,8
Bray y cols., 1983 Suero 309 4 98,7 363 43 89,4
Myhr y cols., 1998 Suero 141 3 97,9 138 32 81,1
Pohl y cols., 2006 Suero 145 2 98,6 106 41 72,1
Ponsonby y cols., 2005 Suero 136 0 100 252 9 96,5
Shirodaria y cols., 1987 Suero 26 0 100 24 2 92,3
Sundstrém y cols., 2004 Suero 234 0 100 693 9 98,7
Sumaya y cols., 1980 Suero 155 2 98,7 76 5 93,8
Sumaya y cols., 1976 Suero 140 2 98,6 70 4 94,6
Zivadinov y cols., 2006 Suero 133 7 95 131 0 100
Total 1751 85 - 2290 340 -
Tasa de eventos (%) 95,37 4,62 - 87,07 12,92 -
100
90
80
70 -
60
50
40
30
20
10
0
~\“b§,
*
& © .
AN N M CASOS
E CONTROLES
Figura 22. Seroprevalencia en casos y controles para el anticuerpo IgG
anti-VCA




4. Resultados

Como se puede apreciar, hubo tres estudios en los que se detecté IgG
anti-VCA en el 100% de los casos [Ponsonby y cols., 2005; Shirodaria y cols.,
1987; Sundstrém y cols., 2004]; mientras que la tasa mas elevada entre los
sujetos control se dio en el estudio de Zivadinov y cols. [2006], que fue,
ademas, el Unico trabajo en el que la tasa de anticuerpos fue superior entre

los controles que entre los casos de EM (100% vs. 95%, respectivamente).

Por su parte, las tasas mas bajas de IgG, tanto entre casos como entre
controles, aparecieron en el estudio de Bray y cols. [1992], que fue, ademas,
el Unico de los trabajos realizado sobre LCR. Entre los estudios realizados en
suero, destaca la menor tasa de anticuerpos, también en casos y controles,
del estudio de Alotaibi y cols., [2004].

Las mayores diferencias porcentuales en las tasas de IgG enre casos y
controles se dieron, precisamente, en el estudio de Bray y cols. [1992],
seguido del trabajo de Alotaibi y cols., [2004]. Los porcentajes de positividad
mas cercanos entre si, para este marcador, se dieron en el estudio de
Sundstrém y cols., [2004]

Por ultimo, hay que destacar que los estudios de Alotaibi y cols. [2004],
Banwell y cols. [2007] y Phol y cols. [2006] se realizaron en nifios, siendo los
gue presentaron las mayores diferencias en tasas de anticuerpos entre casos y

controles.

En la tabla 17 se muestran los resultados obtenidos al realizar el meta-
analisis de los estudios anteriores, reflejando la OR obtenida, junto al intervalo
de confianza al 95% vy el peso, para cada uno de los estudios considerados. En

la figura 23 se representa el grafico forest plot de dichos trabajos.
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Tabla 17. Resultados del meta-analisis de los estudios que determinaron IgG
anti-VCA de VEB

Meta-analisis Calidad

Estudios

OR IC 95% Peso (%) S C E
Alotaibi y cols., 2004 3,8 1,38 - 10,56 11,50 *okk * *x
Ascherio y cols., 2001 10,1 1,33 -76,22 4,56 ** *x
Banwell y cols., 2007 3,4 1,79 - 6,59 16,53 * **
Bray y cols., 1992 4,2 2,28 - 7,55 17,31 ** *
Bray y cols., 1983 9,2 3,24 - 25,77 11,27 * ** ke
Myhr y cols., 1998 10,9 3,26 - 36,42 9,49 kX *oX *oHk
Pohl y cols., 2006 28,0 6,63 - 118,05 7,56 ** *x *x
Ponsonby y cols., 2005 10,3 0,59 -177,82 2,53 ok HoK e
Shirodaria y cols., 1987 5,4 0,24 - 118,34 2,20 * ** koK
Sundstrom y cols., 2004 6,4 0,37 -110,80 2,54 ** *x *xk
Sumaya y cols., 1980 51 0,96 - 26,88 6,17 ok lle
Sumaya y cols., 1976 4,0 0,71 - 22,37 5,85 *ox koK
Zivadinov y cols., 2006 0,1 0,004 - 1,19 2,50 ok *x k%
Total OR: 5,5

(IC 95%= 3,37-8,81; p<0,0001)

ESTUDIOS OR (IC 95%) PESO (%)
Alotaibi y cols. [2004] % 3,8(1,38;10,56) 11,50
Ascherio y cols. [2001] i & 10,1 (1,33; 76,22) 4,56
Banwell y cols. [2007] B 3,4 (1,79; 6,59) 16,53
Bray y cols. [1992] 8- 42 (2,28;755) 17,31
Bray y cols. [1983] %El* 9,2 (3,24; 25,77) 11,27
Myhr y cols. [1998] 43@7 10,9 (3,26; 36.42) 9,49
Pohl y cols. [2006] + 28,0 (6,63; 118,05) 7,56
Ponsonby y cols. [2005] i © 10,3 (0,59; 177,82) 2,53
Shirodaria y cols. [1987] % 5,4 (0,24;118,34) 2,20
Sundstrém y cols. [2004] i@ 6,4(0,37;110,80) 254
Sumaya y cols. [1980] 4@7 5,1 (0,96; 26,88) 6,17
Sumaya y cols. [1976] *ﬂ% 40(0,71;22,37) 585
Zivadinov y cols. [2006] @ | 0,1 (0,00; 1,19) 2,50
I = 39,2%; p = 0,072 <> 55 (3,37;8,81) 100,00

1 ‘ t
,00383 1 261
Figura 23. Grafico forest plot de los resultados del meta-analisis para la IgG anti-
VCA




4. Resultados

Entre los estudios anteriores destaca que 7 de ellos [Alotaibi y cols.,
2004, Ascherio y cols., 2001; Banwell y cols., 2007; Bray y cols., 1983; Bray y
cols., 1992; Myhr y cols., 1998; Pohl y cols., 2006] encontraron asociacion
significativa de la EM con la positividad de la IgG anti-VCA, presentando unas
OR elevadas, con IC 95% superiores a la unidad. Estos trabajos fueron,
ademas, los que presentaron un mayor peso (4,56%-17,31%). Entre ellos se
incluyd el Unico estudio que analizd la presencia de este anticuerpo en LCR.
Frente a éstos, sin embargo, 6 estudios no encontraron asociacién significativa
[Ponsonby y cols., 2005; Shirodaria y cols., 1987; Sumaya y cols., 1980;
Sumaya y cols., 1976; Sundstrom y cols., 2004; Zivadinov y cols., 2006],

aunque fueron los que presentaron un menor peso (2,20%-6,17%).

Para poder valorar si los datos podian ser resumidos en una Unica
medida, se estudié el grado de heterogeneidad de los trabajos mediante la Q
de Cochran obteniendo Xzexp:19,74, 12 gl, p=0,072, lo que indicé que, sin
llegar a ser significativa, hubo indicios, es decir, podria haber una tendencia a
la diferencia entre estudios. Para ratificarlo se empleo la I* de Higgins, una
medida de la variabilidad de la OR conjunta que es debida a la heterogeneidad
de los estudios. Su valor fue de un 39,2% (figura 23). Esta diferencia entre
estudios, no muy importante, nos permitié obtener, de manera fiable, una

estimacién conjunta de la OR.

Asi, la estimacion global o conjunta de la OR de los resultados
individuales obtenidos en estos trabajos dio un resultado de 5,5, con un
intervalo de confianza al 95% entre 3,37 y 8,81, que nos permitidé concluir que
existe asociacién significativa (p<0,0001) entre el microorganismo vy la
enfermedad determinado a través de la blsqueda de anticuerpos IgG anti-
VCA.

Finalmente, se estudio la calidad de los estudios mediante la escala
Newcastle-Otawa (NOS). Individualmente los articulos con mayor calidad
fueron los de Zivadinov y cols. [2006] y Sundstrém y cols. [2004], en los que
no se encontrd asociacion significativa entre el virus y la EM, y el de Myhr y
cols. [1998], que si la hallé.
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Por Gtlimo, se hizo una meta-regresiéon para estudiar la relacion entre la
calidad del articulo, medida segun la escala de puntuacién Newcastle-Otawa
(NOS), y la OR individual correspondiente, obteniéndose un coeficiente
significativamente positivo (p=0,017) que nos permitié afirmar que cuanto
mayor fue la calidad del trabajo mayor fue la OR. Al estudiar de forma
separada la OR de los estudios con mayor calidad, los resultados fueron

analogos a los obtenidos cuando no se tuvo en cuenta la calidad.

4.1.2. Estudios con determinacién de IgG anti-complejo EBNA

En la tabla 18 se muestran los 5 estudios que analizaron la deteccién de

IgG anti-complejo EBNA de VEB en pacientes de EM y controles.

Tabla 18. Descripcion de los estudios que investigaron IgG anti-complejo
EBNA de VEB

) Tipo de Casos Controles
Estudios muestra Pos Neg (POZS) Pos Neg (|:2.s)
Alotaibi y cols., 2004 Suero 25 5 83,3 60 83 41,9
Ascherio y cols., 2001 Suero 141 3 97,9 266 22 92,4
Myhr y cols., 1998 Suero 143 1 99,3 160 10 94,1
Shirodaria y cols., 1987 Suero 26 0 100 24 2 92,3
Riverol y cols., 2007 Suero 167 5 97,1 75 10 88,2
Total 502 14 - 585 127 -
Tasa eventos (%) 97,28 2,71 - 82,16 17,83 -

Como observamos, hubo un solo estudio en el que se detectd IgG anti-
complejo EBNA en el 100% de los casos [Shirodaria y cols., 1987]; mientras
gue la tasa mas elevada entre los sujetos control se dio en el estudio de Myhr
y cols. [1998]. Todos los trabajos presentaron una tasa de resultados positivos

mayor para los casos que para los controles.

Por su parte, las tasas mas bajas de IgG, tanto entre casos como entre
controles, aparecieron en el estudio de Alotaibi y cols. [2004], Unico trabajo

realizado en ninos.

Las mayores diferencias porcentuales en las tasas de IgG entre casos y

controles se dieron también en el estudio de Alotaibi y cols. [2004], que, en



4. Resultados

este sentido, se diferenci6 mucho del resto de trabajos, con tasas de
positividad mas cercanas entre ambos grupos (casos y controles). Los
porcentajes de positividad mas cercanos entre si, para este marcador, se

dieron en el estudio de Myhr y cols. [1998].

En la tabla 19 se muestran los resultados obtenidos al realizar el meta-
analisis de los estudios anteriores, reflejando la OR obtenida, junto al IC 95%
y el peso, para cada uno de los estudio considerados. En la figura 24 se

representa el grafico forest plot de dichos trabajos.

Entre estos estudios destacé que 4 [Alotaibi y cols., 2004; Ascherio y
cols., 2001; Myhr y cols., 1998; Riverol y cols., 2007] encontraron asociacion
significativa de la EM con la positividad de la IgG anti-complejo EBNA,
caracterizandose todos ellos por ser los de mayor peso de los cinco estudios
incluidos (8,38%-34,71%). Por su parte, el estudio de Shirodaria y cols.
[1987] fue el Unico que no encontrd relacion significativa, siendo, ademas, el

de menor peso.

Tabla 19. Resultados del meta-analisis de los estudios que determinaron EgG
anti-complejo EBNA de VEB

Meta-analisis Calidad

Estudios

OR IC 95% Peso (%) S C E
Alotaibi y cols., 2004 6,9 2,50-19,10 34,71 KK * *k
Ascherio y cols., 2001 3,9 1,14-13,21 23,94 *x *% *
Myhr y cols., 1998 8,9 1,13-70,68 8,38 *% *K *okx
Shirodaria y cols., 1987 5,4 0,24-118,34 3,76 * * KoKk
Riverol y cols., 2007 4,5 1,47-13,48 29,21 ** *ok ok
Total OR: 5,4

(IC 95%= 2,94-9,76; p<0,0001)
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ESTUDIOS OR (IC95%) PESO (%)
|
Alotaibi y cols. [2004] EE 6,9 (2,50; 19,10) 34,71
|
Ascherio y cols. [2001] g 3,9 (1,14; 13,21) 23,94

Myhr y cols. [1998] 8,9 (1,13; 70,68) 8,38

Shirodaria y cols. [1987] 5,4 (0,24;118,34) 3,76

Riverol y cols. [2007] E 4,5 (1,47, 13,48) 29,21

2 _ . —
I* =0,0%; p = 0,932 <> 54(2,94;976) 100,00

I I
,00845 1 118

Figura 24. Grafico forest plot de los resultados del meta-analisis para IgG anti-
complejo EBNA

Los estudios fueron bastante homogéneos entre si (y°exp=0,85, 4gl,

p=0,932), lo que se corroboré con un valor I’=0%.

Finalmente, se combinaron los estudios y se obtuvo una OR conjunta
fiable (OR=5,4), con un IC 95% entre 2,94 y 9,76, y un valor p<0,0001. Por
tanto, se pudo afirmar que existe una asociacién significativa entre la
exposicidn al virus de Epstein-Barr, determinado mediante la busqueda de IgG
anti-complejo EBNA y la EM.

Individualmente, los estudios de mayor calidad fueros los de Alotaibi y
cols. [2001] y Myhr y cols. [1998], que fueron, ademas, los que presentaron

una mayor OR.

4.1.3. Estudios con determinacidon de IgG anti-EBNA1

En la tabla 20 y figura 25 se muestran los 7 estudios que analizaron la
deteccion de IgG anti-EBNA1 de VEB en pacientes de EM y controles.
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Tabla 20. Descripcion de los estudios que investigaron IgG anti-EBNA1 de

VEB
Tipo de Casos Controles
Estudios Pos Pos
muestra Pos Neg (%) Pos Neg (%)
Banwell y cols., 2007 Suero 73 53 57,9 54 42 56,2
Bray y cols., 1992 LCR 114 29 79,7 19 112 14,5
Haahr y cols., 2004 Suero 153 0 100 646 355 64,5
Munch y cols., 1998 Suero 137 1 99,2 124 14 89,8
Pohl y cols., 2006 Suero 124 10 92,5 77 57 57,4
Sundstrém y cols., 2004 Suero 233 1 99,6 669 33 95,3
Wandinger y cols., 2000 Suero 108 0 100 147 16 90,2
Total 942 94 - 1736 629 -
Total eventos (%) 90,92 9,07 - 73,40 26,60 -
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Figura 25. Seroprevalencia en casos y controles para el anticuerpo IgG anti-
EBNA1

Se puede observar que hubo 2 estudios en los que se detectdé IgG anti-

EBNA1 en el 100% de los casos [Haahr y cols., 2004, Wandinger y cols.,

2000]; mientras que las tasas mas elevadas entre los controles (95,3%) se

dieron en el estudio de Sundstréom vy cols.

[2004]. Todos los trabajos

presentaron una tasa de resultados positivos mayor para los casos que para

los controles.
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La tasa mas baja de IgG entre los casos fue para el estudio de Banwell y
cols. [2007], realizado en nifios, mientras que las tasas mas bajas entre los
controles aparecieron en el estudio de Bray y cols. [1992], realizado sobre
LCR.

Las mayores diferencias porcentuales en las tasas de IgG entre casos y
controles se dieron, precisamente, en el estudio de Bray y cols. [1992],
seguido de Haahr y cols. [2004]. Los porcentajes de positividad mas cercanos
entre si, para este marcador, se dieron en el trabajo de Banwell y cols.
[2007].

Por ultimo, fue destacable que aunque el articulo de Pohl y cols. [2006]
también se realizé en nifos, las tasas de prevalencia de infeccidn por VEB en
pacientes con EM determinadas por la positividad de IgG anti-EBNA1 fueron

muy altas.

En la tabla 21 se muestran los resultados obtenidos al realizar el meta-
anadlisis de los estudios anteriores. En la figura 26 se representa el grafico

forest plot de dichos trabajos.

Tabla 21. Resultados del meta-analisis de los estudios de determinaron IgG
anti-EBNA1 de VEB

Meta-analisis Calidad

Estudios

OR IC 95% Peso (%) S C E
Banwell y cols., 2007 1,1 0,63 - 1,83 17,95 * *x *
Bray y cols., 1992 23,2 12,29 - 43,71 17,75 *ok *
Haahr y cols., 2004 168,8 10,48 - 2719,31 10,38 *okkk *% *kx
Munch y cols., 1998 15,5 2,01 -119,34 12,99 ** koK
Pohl y cols., 2006 9,2 4,44 - 19,04 17,53 *% *% *%
Sundstrom y cols., 2004 11,5 1,56 - 84,50 13,18 *ok *x Hokx
Wandinger y cols., 2000 24,3 1,44 - 409,04 10,23 Hokokx koK
Total OR: 12,1

(IC 95%= 3,13-46,89; p<0,0001)

Seis de los siete estudios presentaron asociacién significativa de la EM
con la infeccion por VEB determinada por la positividad en la deteccion de igG
anti-EBNA1 [Bray y cols., 1992, Haahr y cols., 2004; Munch y cols., 1998,
Pohl y cols., 2006; Sundstrém y cols., 2004; Wandinger y cols., 2000]. Fue
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especialmente destacable, en este sentido, la elevada OR del estudio de Haahr
y cols. [2004]. Entre ellos se incluyd el Unico estudio que analizé la presencia

de este anticuerpo en LCR [Bray y cols., 1992].

El dnico estudio en el que no se encontrd asociacidon entre la
enfermedad y la infeccion fue el de Banwell y cols. [2007], que se caracterizd

por estar realizado en nifios y ser el de mayor peso relativo.

ESTUDIOS OR (IC 95%) PESO (%)

T

Banwell y cols. [2007] i 1,1 (0,63; 1,83) 17,95
|
|

Bray v cols. [1992] [ 23,2 (12,29, 43,71) 17,75
|
|

Haahr y cols. [2004] | « 168,8 (10,48; 2719,31) 10,38
|
|

Munch y cols. [1998] }E 15,5 (2,01; 119,34) 12,99
|

Pohl y cols. [2006] —E— 9,2 (4,44; 19,04) 17,53
|
|

Sundstrém v cols. 20041 i 11,5 (1,56; 84,50) 13.18

Wandinger y cols. [2000] @ 24,3 (1,44; 409,04) 10,23

2 =90,9%; p = 0,000 ~ 12,1 (3,13; 46,90) 100,00
|
|
|
|

I ‘ 1
,00037 1 2719

Figura 26. Grafico forest plot de los resultados del meta-analisis para IgG anti-
EBNA1

Tras realizar el test de heterogeneidad de los distintos estudios se
obtuvo una y%np: 65,76, 6 gl, p=0,000, lo que indicé una diferencia
significativa y muy acusada (I°=90,9%) entre estudios. Realmente esta
diferencia fue causada, principalmente, por el estudio de Haahr y cols. [2004],
debido a la gran diferencia, respecto al resto de trabajos, en el valor de OR y
del IC 95%, que nos hizo considerar con cautela el resultado de la OR

conjunta.

Finalmente, pese a la fuerte heterogeneidad entre estudios, al
combinarlos segun el modelo de efectos aleatorios de Der Simonien y Laird,

pudimos obtener una OR conjunta de 12,1, con un IC 95% entre 3,13 y 46,89
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y un valor p<0,0001, lo que indicd que existi6 una asociacion significativa
entre la exposicidn al virus, determinada mediante la busqueda de IgG anti-
EBNA1 y la EM.

Los articulos con mayor calidad segin la escala NOS fueron los de
Haahr y cols. [2004] y Sundstrém y cols. [2004].

Por ultimo, se realizé una meta-regresion para estudiar la relacién entre
la calidad del articulo y la OR individual correspondiente, obteniéndose un
coeficiente significativamente positivo (p=0,026), que nos permitid afirmar

gue cuanto mayor fue la calidad del articulo, mayor fue la OR.

4.1.4. Estudios con determinacién de IgG anti-EA

En la tabla 22 se muestran los resultados relativos a la determinacion

en suero de IgG anti-EA de VEB en 6 estudios.

Tabla 22. Descripcion de los estudios que investigaron IgG anti-EA de VEB

) Tipo de Casos Controles
Estudios muestra Pos Neg g,zs) Pos Neg (POZS)
Alotaibi y cols., 2004 Suero 0 30 0 21 122 14,7
Buljevac y cols., 2005 Suero 26 28 48,1 13 39 25
Munch vy cols., 1998 Suero 50 88 36,2 57 81 41,3
Myhr y cols., 1998 Suero 99 45 68,7 79 91 46,5
Pohl y cols., 2006 Suero 9 138 6,1 7 140 4,7
Wandinger y cols., 2000 Suero 15 93 13,8 28 135 17,1
Total 199 422 - 205 608 -
Tasa eventos (%) 32,04 67,95 - 25,21 74,78 -

Las tasas mas elevadas de resultados positivos en la determinacién de
IgG anti-EA, tanto entre los casos, como entre los controles, se dieron en el
estudio de Myhr y cols. [1998]. Por su parte, las tasas mas bajas aparecieron
en los estudios de Alotaibi y cols. [2004] para los casos, y Pohl y cols. [2006]
entre los controles, ambos trabajos realizados en sujetos en edad pediatrica.
Hubo tres estudios [Alotaibi y cols., 2004; Munch y cols., 1998; Wadinger y
cols., 2000] en los que la tasa de resultados positivos fue superior entre los

controles que en los casos.
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Las mayores diferencias porcentuales en las tasas de IgG entre casos y
controles se dieron en el trabajo de Buljevac y cols. [2005], seguido de cerca
del de Myhr y cols. [1998]. Los porcentajes de positividad mas cercanos entre
si, para este marcador, fueron los de Pohl y cols. [2006]. En todos ellos la

diferencia fue favorable a los casos.

En la tabla 23 aparecen los resultados del meta-analisis de los estudios

anteriores.

Tabla 23. Resultados del meta-analisis de los estudios que determinaron IgG
anti-EA de VEB

Meta-analisis Calidad
Estudios
OR IC 95% Peso (%) S C E

Alotaibi y cols., 2004 0,1 0,01 -1,59 4,01 *ok ok * *ok
Buljevac y cols., 2005 2,8 1,22 - 6,35 17,47 * *ox
Munch y cols., 1998 0,8 0,5-1,31 21,92 ok ok
Myhr y cols., 1998 2,5 1,59 - 4,03 22,17 *ok *k *%x
Pohl y cols., 2006 1,3 0,47 - 3,6 15,05 ** *ok *ok
Wandinger y cols., 2000 0,8 0,39 - 1,54 19,38 Hokokok *okx
Total OR: 1,3

(IC 95%= 0,68-2,35; p= 0,457)

Entre los seis estudios anteriores sélo 2 de ellos [Buljevac y cols., 2004;
Myhr y cols., 1998] encontraron asociacién significativa de la EM con la
positividad de la IgG anti-EA, con OR relativamente bajas si las comparamos

con las obtenidas en apartados anteriores.

Hecha la comparacidon entre las ORs de los distintos estudios se observé
que éstos eran heterogéneos (x%exp: 20,30, 5 gl, p=0,001). Esta
heterogeneidad se confirmd con un valor de 1°=75,4%. Debido a esta
heterogeneidad, debemos considerar menos fiable la estimacidon conjunta de la

OR y debe tomarse con precaucion.

La OR global estimada fue de 1,3, con un IC 95% entre 0,68 y 2,35, y
un valor p=0,457, lo que indicd, finalmente, la ausencia de relacion entre la

exposicion al virus, determinada mediante la busqueda de IgG anti-EA y la EM.
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ESTUDIOS
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Myhr y cols. [1998]
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Figura 27. Grafico forest plot de los resultados del meta-analisis para IgG anti-EA

Los articulos con mayor calidad fueron los de Myhr y cols. [1998] vy

Wandinger y cols. [2000].

4.1.5. Estudios con determinacién de IgM anti-EA

La tabla 24 muestra los dos Unicos estudios que llevaron a cabo la

deteccion de IgM anti-EA de VEB en pacientes de EM y controles. Ambos se

caracterizaron por unas tasas relativamente bajas de resultados positivos,

tanto entre los casos como entre los controles.

Tabla 24. Descripcion de los estudios que investigaron IgM anti-EA de VEB

) Tipo de Casos Controles
Estudios muesta Pos Neg (I:z)s) Pos Neg (I:z)s)
Munch y cols., 1998 Suero 14 124 10 14 124 10
Wandinger y cols., 2000 Suero 15 93 14 34 129 21
Total 29 217 - 48 253 -
Tasa eventos (%) 11,8 88,2 15,9 84,1 -
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En la tabla 25 se refleja el resultado del meta-analisis para estos dos
estudios, caracterizados por la ausencia de asociacidén significativa entre la

infeccién y la enfermedad, en ambos casos.

Tabla 25. Resultados del meta-analisis de los estudios que determinaron IgM
anti-EA de VEB

Meta-analisis Calidad
Estudios
OR IC 95% Peso (%) s C E
Munch y cols., 1998 1 0,46-2,18 41,88 * ok el
Wandinger y cols., 2000 0,6 0,31-1,19 58,12 oxokx *xok
TOTAL OR: 0,8

(IC 95%= 0,45-1,25; p= 0,269)

El estudio de heterogeneidad indicé que ambos estudios presentaban
poca variabilidad (y%exp: 0,88, 1 gl, p=0,348; 1°=0%), aunque hay que tener
en cuenta que el nimero de estudios es muy pequefio para poder obtener

unas conclusiones fiables a este respecto.

4.1.6. Estudios con determinacion de anticuerpos totales anti-VCA

En la tabla 26 se reflejan los datos relativos a los 2 Unicos trabajos que
determinaron la presencia de anticuerpos totales anti-VCA en suero y LCR en
pacientes de EM y sujetos control. Cabe destacar una tasa del 100% de
resultados positivos para este marcador, entre los casos, en el estudio de
Larsen y cols. [1985]. En ambos casos la tasa de positivos fue mayor entre los

casos que entre los controles.

Tabla 26. Descripcion de los estudios que investigaron anticuerpos anti-VCA
de VEB

) Tipo de Casos Controles
Estudios muestra Pos Neg (T/":)S) Pos Neg (F:)ZS)
Larsen y cols., 1985 Suero 100 0 100 84 16 84
Nikoskelainen y cols., 1975 LCR 14 6 70 15 43 26
Total 114 6 - 100 59 -
Tasa eventos (%) 95 5 - 62,89 37,11 -
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En la tabla 27 se incluye el resultado del meta-analisis para estos dos

estudios. En ambos su OR y el IC 95% indico la existencia de asociacion

significativa entre la infeccién por el virus y la EM, de forma que la OR
conjunta fue 9,9 (IC 95%=2,35-41,50; p=0,002), con un test de
heterogeneidad que indicé que los estudios fueron homogéneos (y’exp: 1,30, 1

gl, p=0,254, 1°=23%).

Tabla 27. Resultados del meta-analisis de los estudios que determinaron
anticuerpos anti-VCA de VEB

Meta-analisis Calidad
Estudios
OR IC 95% Peso (%) S C E
Larsen y cols., 1985 39,3 2,32 - 663,97 21,98 **x ** *x
Nikoskelainen y cols., 1975 6,7 2,18 - 20,55 78,02 *ok *ok
Total OR: 9,9

(IC 95%= 2,35-41,50; p= 0,002)

4.1.7. Estudios con determinacidon de IgG anti-VEB

En la tabla 28 aparecen los datos relativos a los 2 Unicos estudios en los

que se determind la presencia de IgG anti-VEB en suero y LCR. El mayor

porcentaje de resultados positivos se obtuvo entre los controles en el estudio

de Gutiérrez y cols. [2002].

Tabla 28. Descripcion de los estudios que investigaron IgG anti-VEB

. Casos Controles
Estudios Tipo de Pos Pos
muestra Pos Neg (%) Pos Neg (%)
Ablashi y cols., 1998 LCR 4 29 12 2 25 7
Gutiérrez y cols., 2002 Suero 38 3 93 30 1 97
Total 42 32 - 32 26 -
Tasa eventos (%) 56,75 43,24 - 55,17 44,82 -

En la tabla 29 se refleja el meta-analisis para estos dos trabajos. Como

en ninguno de ellos se encontré asociacion significativa, la OR conjunta
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tampoco lo fue. Los estudios fueron homogéneos (x’ex: 0,89 1 gl, p=0,345;

I°=0%).

Tabla 29. Resultados del meta-analisis de los estudios que determinaron IgG
anti-VEB

Meta-analisis Calidad
Estudios
OR IC 95% Peso (%) S C E
Ablashi y cols., 1998 1,7 0,29 - 10,22 62,82 oxok
Gutierrez y cols., 2002 0,4 0,04 - 4,27 37,18 *x *xok
Total OR: 1,0

(IC 95%= 0,25-4,19; p= 0,976)

4.1.8. Estudios con determinacién de anticuerpos heteréfilos

La caracteristica que definid a estos trabajos fue que todos ellos se
basaron en buscar en historias clinicas a sujetos que tuviesen una
determinacion de AH por sospecha clinica de mononucleosis infecciosa. A
partir de esta seleccion, se consideraron casos a todos aquellos individuos que

desarrollaron, a posteriori, EM, y controles a todos aquellos que no lo hicieron.

En la tabla 30 se muestran los cuatro estudios en los que se realizé este
protocolo de trabajo.

Tabla 30: Descripcion de los estudios que investigaron anticuerpos
heterofilos de VEB

Tino d Casos Controles
. ipo de
Estudios P

muestra os Pos

Pos Neg (%) Pos Neg (%)

Haahr y cols., 1995 Suero 16 25 39 6837 12864 34,7
Hernan y cols., 2001 Suero 70 231 23,2 178 1238 12,6
Lindberg y cols., 1991 Suero 3 0 100 491 211 70
Nielsen y cols., 2007 Suero 104 68 60,5 556599 711157 43,9
Total 193 324 - 564105 725470 -

Tasa de eventos (%) 37,33 62,66 - 43,74 56,25 -
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Como se puede apreciar, en uno de los estudios la tasa de positivos
para este marcador entre los casos fue del 100% [Lindberg y cols., 1991].
Este mismo estudio también presentd la tasa mas elevada de resultados
positivos entre los controles (70%). En todos los trabajos las tasas de
resultados positivos fueron mayores entre los casos que entre los controles.
Las tasas mas bajas, tanto en casos como en controles, correspondieron al

estudio de Hernan y cols. [2001].

Las mayores diferencias porcentuales en las tasas de anticuerpos
heterdfilos entre casos y controles se dieron en el estudio de Lindberg y cols.
[1991], mientras que los porcentajes mas cercanos para este marcador se

dieron en el trabajo de Haahr y cols. [1995].

En la tabla 31 y figura 28 se muestran los resultados obtenidos al
realizar el meta-analisis de los estudios anteriores. Las ORs de los diferentes
estudios fueron homogéneas (x’exp: 2,57, 3 gl, p=0,463; I°=0%), y la
determinacion de la OR indicé que existia asociacién significativa entre la

exposicion al virus, determinada por los anticuerpos heterofilos y la EM.

Tabla 31. Resultados del meta-analisis de los estudios que determinaron
anticuerpos heteroéfilos de VEB

Meta-analisis Calidad
Estudios
OR IC del 95%  Peso (%) S (o E

Haahr y cols.. 1995 1,2 0,64 - 2,26 10,67 * ok ok ok
Hernan y cols., 2001 2,1 1,55 - 2,87 43,78 R KKK
Lindberg y cols.. 1991 3,0 0,15 - 58,57 0,48 *x *okx
Nielsen y cols., 2007 2,0 1,44 - 2,65 45,07 ok ok * ok
TOTAL OR: 1.9

(IC del 95%= 1,56-2,36; p= 0,000)
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ESTUDIOS OR (IC95%) PESO (%)
Haahr y cols. [1995] 72"% 1,2 (0,64; 2,26) 10,67
Hernan y cols. [2001] — 2,1(1,55;2,87) 43,78
Lindberg y cols. [1991] % 3,0 (0,15; 58,57) 0,48
Nielsen y cols. [2007] e 2,0 (1,44;2,65) 45,07
I*=0,0%; p = 0,463 <> 1,9 (1,56; 2,36) 100,00

\ : \

,0171 1 58,6

Figura 28. Grafico forest plot de los resultados del meta-andlisis para los
anticuerpos heteroéfilos

4.1.9. Estudios con determinacidon de ADN del virus de Epstein Barr

4.1.9.1. Estudios con determinacion de ADN de VEB en plasma y

células mononucleares de sangre periférica

En la tabla 32 y figura 29 se muestran los 6 estudios que analizaron la
presencia de ADN de VEB en plasma (2 trabajos) y CMSP (4 trabajos).

Tabla 32. Descripcion de los estudios que investigaron ADN de VEB en plasma
y CMSP

) Tipo de Casos Controles
Estudios muestra Pos Neg (Pot/::)s; Pos Neg (F:)ZS)
Alvarez y cols., 2000 CM 33 69 32,2 36 66 35,3
Ferrante y cols., 2000 CM 13 13 50 7 11 38,9
Hay y Tenser, 2000 CM 29 0 100 7 0 100
Héllsberg y cols., 2005 PS 5 28 15,2 1 17 5,5
Sotelo y cols., 2007 CM 144 27 84,2 82 48 63,1
Wagner y cols., 2004 PS 9 22 29 10 52 16,1
Total 233 159 - 143 194 -

Total ratio (%) 59,43 40,56 - 42,43 57,57 -
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Figura 29. Porcentaje de resultados positivos para la deteccion de ADN de
VEB en plasma y CMSP en casos y controles

Como se puede apreciar, hubo un estudio en el que se detecté ADN de
VEB en el 100% de las muestras [Hay y Tenser, 2000]. En el resto de los
estudios, salvo en el de Alvarez y cols. [2000], las tasas de resultados

positivos entre los casos fueron superiores a las de los controles.

Por su parte, las tasas mas bajas de muestras positivas, tanto entre
casos como entre controles, se dieron en los trabajos de Hoéllsberg y cols.

[2005] y Wagner y cols. [2004], ambos, realizados sobre muestras de plasma.

Las mayores diferencias porcentuales en las tasas de ADN entre casos y
controles se dieron en el estudio de Sotelo y cols. [2007]. Los porcentaje de
positividad mas cercanos entre si para este marcador fueron, evdentemente,
las de Hay y Tenser [2000].

En la tabla 31 y figura 30 se muestran los resultados obtenidos al
realizar el meta-analisis de los estudios anteriores, reflejando la OR obtenida,

junto al IC 95% vy el peso, para cada uno de los estudios considerados.
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Tabla 31. Resultados del meta-analisis de los estudios que determinaron ADN
de VEB en plasma y CMSP

Meta-analisis Calidad
Estudios
OR IC 95% Peso (%) S C E
Alvarez y cols., 2000 0,9 0,49 - 1,57 28,6 * % * % %k %
Ferrante y cols., 2000 1,6 0,46 - 5,32 15,11 * **
Hay y Tenser, 2000 3,9 0,07 - 214,97 2,18 * kX
Hoéllsberg y cols., 2005 3,0 0,33 - 28,23 6,23 * * %
Sotelo y cols., 2007 3,1 1,81 - 5,38 29,54 * %k %
Wagner y cols., 2004 2,1 0,76 - 5,95 18,34 * x * x * X
OR: 1,8

Total (IC 95%= 0,99-3,36; p= 0,051)

ESTUDIOS OR (IC95%)  PESO (%)
Alvarez y cols. [2000] ‘éL i 0,9 (0,49; 1,57) 28,60
Ferrante y cols. [2000] 757 1,6 (0,46; 5,32) 15,11
Hay y Tenser [2000] ‘ = 3,9(0,07; 214,97) 2,18
Hollsberg y cols. [2005] : = 3,0 (0,33; 28,23) 6,23
Sotelo y cols. [2007] dEr 3,1(1,81; 5,38) 29,54
Wagner y cols. [2004] 7457 2,1(0,76; 5,95) 18,34
I* =51.6%; p = 0.066 | 1,83 (1,00; 3,36) 100,00

| ‘ |
,00456 1 215
Figura 30. Grafico forest plot de los resultados del meta-analisis para la deteccién
de ADN de VEB en plasma y CMSP

Entre los estudios anteriores destaca el trabajo de Sotelo y cols. [2007],
por ser el Unico en el que se encontrd asociacion significativa entre la EM y la
infeccion por VEB determinada por la deteccién de ADN en CMSP. Este estudio,

ademas, fue el de mayor peso relativo de todos los considerados.

Para valorar si los datos podian ser resumidos en una Unica medida, se
estudid el grado de heterogeneidad de los trabajos mediante la Q de Cochran,
obteniendo una xzexp: 10,34, 5 gl, p=0,066, lo que indicé que, sin llegar a ser
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significativa, hubo indicios, es decir, podria existir una tendencia a la
diferencia entre estudios. Para ratificarlo se empled la I* de Higgins, una
medida de la variabilidad de la OR conjunta que es debida a la heterogeneidad
de los estudios. Su valor fue I?°=51,6% (figura 30). Esta diferencia entre
estudios no nos permitié obtener un OR conjunta demasiado fiable. Aun asi, la
prueba de DerSimonian y Laird nos dio un valor OR conjunta de 1,8, con un IC
95% entre 0,99 y 3,36 y un valor p=0,051. Segun estos valores, no se puede
decir que existiera asociacion significativa entre la exposicion al virus,
determinado mediante la busqueda de ADN en sangre, y la EM, aunque si que

hubo indicios de significacion.

En general, no son estudios con demasiada calidad segun la escala NOS,
especialmente en lo que se refiere a la definicién de los grupos de casos y

controles, salvo los de Alvarez y cols. [2000] y Wagner y cols. [2004].

4.1.9.2. Estudios con determinacion de ADN de VEB en LCR y biopsia
de tejido cerebral post mortem

En la tabla 33 aparecen los 7 estudios que analizaron la presencia de
ADN de VEB en LCR (5 trabajos) y tejido cerebral (2 trabajos).

Tabla 33. Descripcion de los estudios que investigaron ADN de VEB en LCR y
biopsia de tejido cerebral

Ectudi Tipo de Casos Controles
studios muestras Pos Neg (Izzs) Pos Neg (POZS)
Alvarez-Lafuente y
cols., 2008 LCR 1 47 2,1 0 44 0
Denne y cols., 2007 LCR 0 6 0 0 57 0
Mancuso y cols., 2007 LCR 1 37 2,5 0 47 0
Martin y cols., 1997 LCR 0 45 0 0 20 0
Morré y cols., 2001 TC 0 10 0 0 10 0
Morré y cols., 2001 LCR 0 27 0 0 36 0
Sanders y cols., 1996 TC 10 27 27 14 23 37,8
Total 12 199 14 237
Tasa eventos (%) 5,69 94,31 5,57 94,42

Es de destacar que, entre los articulos citados, s6lo se detecté ADN de

VEB en tres de ellos: Mancuso y cols. [2007] y Alvarez-Lafuente y cols. [2008]



sOlo detectaron ADN en muestras procedentes de los casos, ambos en LCR, y
en un porcentaje muy pequeno (2,5% y 2,1%, respectivamente). Sanders y
cols. [1996], en muestras de biopsia cerebral, obtuvieron un porcentaje de

resultados positivos mayor, tanto entre casos como entre controles, con la

particularidad de que éste fue mayor en el grupo control.

En la tabla 34 y figura 31 se reflejan los resultados obtenidos al realizar

el meta-analisis de los estudios anteriores. En ninguno de ellos se encontrd

asociacion significativa entre la EM y la infeccion por VEB.

Tabla 34. Resultados del meta-analisis de los estudios que determinaron ADN

de VEB en LCR y biopsia de tejido cerebral

4. Resultados

Meta-analisis Calidad
Estudios
Peso
o,
OR IC 95% (%) S C E

Alvarez-Lafuente y cols., 2008 2,8 0,11-70,81 6,50 * % * Xk X
Denne y cols., 2007 8,9 0,16 - 484,41 4,22 * kX
Mancuso y cols., 2007 3,8 0,15 - 95,98 6,49 * X * % %
Martin y cols., 1997 0,4 0,01 - 23,5 4,33 * * 0k *x
Morré y cols., 2001 1,0 0,02 - 55,27 4,20 * kX
Morré y cols., 2001 1,3 0,03 - 69,01 4,33 %k
Sanders y cols., 1996 0,6 0,23 -1,63 69,92 * %k x
Total OR: 0,9

(IC 95%=0,38-2,01; p= 0,768)

Las ORs de los diferentes estudios fueron homogéneas (¥*: 3,26, 6 gl,
p=0,776, 1°=0%) y la determinacién de la OR indicd que no existia asociacion

significativa entre la exposicion al virus, determinada mediante la deteccién de

ADN en LCR o biopsia de tejido cerebral y la EM.

En general, no son estudios con demasiada calidad segun la escala NOS,
especialmente en lo que se refiere a la definicién de los grupos de casos y

controles, salvo los de Alvarez-Lafuente y cols. [2008] y Mancuso y cols.

[2007].
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ESTUDIOS OR (IC 95%) PESO (%)

Denne y cols. [2007] 8,9 (0,16; 484,41) 4,22

Mancuso y cols. [2007] = 3,8(0,15;95,98) 6,49

Martin y cols. [1997] b 0,4 (0,01; 23,50) 4,33

Morré y cols. [2001] 1,0 (0,02; 55,27) 4,20

2]

Morré y cols. [2001] 1,3(0,03;69,01) 4,33

Sanders y cols. [1996] Ef 0,6 (0,23; 1,63) 69,92

®

Alvarez-Lafuente y cols. [2008] 2,8(0,11;70,81) 6,50

? =0,0%; p = 0,776 ? 0,88 (0,39; 2,01) 100,00

] !
,00206 1 484

Figura 31. Grafico forest plot de los resultados del meta-analisis para la
deteccion de ADN de VEB en LCR y tejido cerebral

4.1.9.3. Evaluacion general de los estudios que determinaron ADN de
VEB

En la tabla 35 se muestran los resultados obtenidos al realizar el meta-
analisis conjunto de los 13 estudios anteriores, que analizaron la presencia de
ADN de VEB en pacientes con EM y controles. En este caso, en el test de
heterogeneidad fue 7y 2e,=15,99, 12 gl, p=0,192; 1°=25%, que indic6 que los
estudios eran homogéneos. La OR conjunta fue 1,6, con un IC 95% entre 0,99

y 2,49, y un valor p cercano a la significacién (p=0,051).



4. Resultados

Tabla 35. Resultados del meta-anadlisis de los estudios que determinarion

ADN de VEB
Meta-analisis Calidad

Estudios

OR IC 95% ?oe/i;) s E
élvarez y cols., 2000 0,9 0,49 - 1,57 23,81 *x * ¥ * % x
Alvarez-Lafuente y cols.,
5008 Y 2,8 0,11-70,81 1,91 ** * Kk
Denne vy cols., 2007 8,9 0,16 - 484,41 1,26 * ok x
Ferrante y cols., 2000 1,6 0,46 - 5,32 10,30 * * %
Hay y Tenser, 2000 3,9 0,07 - 214,97 1,26 * Xk X
Hollsberg y cols., 2005 3,0 0,33 - 28,23 3,79 * * ¥
Mancuso y cols., 2007 3,8 0,15 - 95,98 1,91 * % * %k x
Martin y cols., 1997 0,5 0,01 - 23,5 1,29 *x X
Morré vy cols., 2001 1,0 0,02 - 55,27 1,26 * ok x
Morré vy cols., 2001 1,3 0,03 -69,01 1,30 *xx
Sanders vy cols.,1996 0,6 0,23 -1,63 13,86 * %k x
Sotelo y cols., 2007 3,1 1,81 -5,38 24,98 *x X
Wagner vy cols., 2004 2,1 0,76 - 5,95 13,07 * X * % * %

OR: 1,6
TOTAL (IC del 95%= 0,99-'2,49; p= 0,051)
ESTUDIOS OR (IC 95%) PESO (%)
Alvarez y cals. [2000] E;Ll 0,9(0,49; 1,57) 23,81
Denne y cols. [2007] | ® 8,9 (0,16; 484,41) 1,26
Ferrante y cols. [2000] 757 1,6 (0,46; 5,32) 10,30
Hay y Tenser [2000] — 3,9 (0,07; 214,97) 1,26
Hollsberg y cols. [2005] 7345’7 3,0(0,33;28,23) 3,79
Mancuso y cols. [2007] i o 3,8(0,15;95,98) 1,91
Martin y cols. [1997] ® ; 0,5(0,01; 23,50) 1,29
Morré y cols. [2001] | 1,0 (0,02; 55,27) 1,26
Morré y cols. [2001] = 1,3(0,03;69,01) 1,30
Sanders y cols. [1996] —= 0,6(0,23;1,63) 13,86
Sotelo y cols. [2007] IE 3,1 (1,81; 5,38) 24,98
Wagner y cols. [2004] *E* 2,1(0,76; 5,95) 13,07
Alvarez-Lafuente y cols. [2008] —= 2,8(0,11;70,81) 1,91
I> = 25,0%; p = 0,192 ‘ 1,6 (0,99; 2,49) 100,00
| 1 T
,00206 ! 484
Figura 32. Grafico forest plot de los resultados del meta-analisis para la deteccion
de ADN de VEB.
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4.2, DETECCION DE ANTICUERPOS Y ADN

4.2.1. Produccion intratecal de anticuerpos IgG especificos anti-EBNA1

Se analizé la presencia de sintesis intratecal de anticuerpos especificos
IgG anti-EBNA1 de VEB en muestras pareadas de suero y LCR para cada
sujeto en ambos grupos de estudio (casos y controles), diluidas para alcanzar
la misma concentracion de IgG (ver apartados 3.3.2. y 3.3.3.). Los resultados
se muestran en las tablas 36 y 37, donde se incluye el cdodigo de cada
paciente, densidad dptica (DO) de la muestra obtenida segun la técnica de
ELISA, para LCR y suero, y el valor del indice de anticuerpos IgG anti-EBNA1
en LCR.

Considerando un valor igual o superior a 1,5 para el indice de
anticuerpos, pudimos establecer que, en 5 casos y 13 controles hubo sintesis
intratecal de IgG anti-EBNA1.

Tabla 36. Calculo del IA IgG anti-EBNA1 en los casos

Codigo DO LCR DO Suero Valor IA
P001 0,605 0,825 0,73
P003 0,913 1,398 0,65
PO0O7 1,665 1,015 1,64
PO16 0,147 0,134 1,10
P021 1,429 1,053 1,36
P023 0,816 1,024 0,80
P027 0,251 0,984 0,26
P028 0,263 0,197 1,34
P029 0,680 0,723 0,94
P030 0,381 0,319 1,19
P0O31 0,418 0,400 1,05
P032 0,478 0,582 0,82
P033 0,133 0,102 1,30
P0O35 1,012 0,970 1,04
P037 0,562 1,302 0,43
P038 0,732 1,293 0,57
P040 0,458 0,413 1,11

P042 0,721 1,168 0,62
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4. Resultados

Tabla 36. Calculo del IA IgG anti-EBNA1 en los casos (continuacion)

Cadigo DO LCR DO Suero Valor IA
P043 0,270 0,450 0,60
P045 0,520 1,092 0,48
P047 0,315 0,409 0,77
P048 0,248 0,489 0,51
P049 1,028 1,249 0,82
PO51 0,060 0,083 0,72
P052 0,499 0,624 0,80
P0O55 0,178 0,170 1,05
PO58 0,037 0,059 0,63
PO60 0,339 0,626 0,54
P064 0,388 0,760 0,51
P079 0,060 0,098 0,61
PO80 0,092 0,191 0,48
PO81 0,797 0,622 1,28
P083 0,320 0,069 4,64
P084 0,892 0,605 1,47
P088 0,955 1,420 0,67
P097 0,786 1,023 0,77
P098 0,500 0,950 0,53
P099 0,751 1,292 0,58
P100 0,228 0,587 0,39
P103 0,223 0,127 1,76
P106 0,133 0,351 0,38
P120 0,827 1,242 0,67
P121 0,243 0,389 0,62
P122 0,869 0,610 1,42
P123 0,923 0,688 1,34
P127 0,122 0,508 0,24
P131 0,525 1,090 0,48
P133 0,881 0,719 1,23
P138 0,443 0,742 0,60
P142 0,150 0,324 0,46
P145 0,764 1,244 0,61
P147 0,039 0,141 0,28
P149 0,211 0,378 0,56
P152 0,356 0,586 0,61

P155 0,371 0,316 1,17
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Tabla 36. Calculo del IA IgG anti-EBNA1 en los casos (continuacion)

Codigo DO LCR DO Suero Valor IA
P159 0,449 0,730 0,62
P161 0,170 0,099 1,72
P162 0,870 1,050 0,83
P165 0,054 0,097 0,56
P166 1,130 1,884 0,60
P168 1,263 1,312 0,96
P169 0,142 0,158 0,90
P175 0,156 0,269 0,58
P177 0,166 0,106 1,57
P181 0,083 0,194 0,43
P183 0,073 0,252 0,29
P186 0,043 0,031 1,39
P188 0,175 0,396 0,44
P190 0,236 0,503 0,47
P197 0,127 0,219 0,58
P202 0,698 0,995 0,70
P204 1,532 1,135 1,35
P207 0,681 1,212 0,56
P208 0,327 0,407 0,80
P209 0,653 0,892 0,73

P210 0,666 1,353 0,49




Tabla 37. Calculo del IA IgG anti-EBNA1 en los controles

Codigo DO LCR DO Suero Valor IA
P002 0,109 0,333 0,33
P004 0,189 0,185 1,02
P0O06 0,399 0,430 0,93
P0O08 0,271 0,126 2,15
P017 0,372 0,156 2,38
P0O19 0,319 0,531 0,60
P024 0,470 0,704 0,67
P036 0,436 0,609 0,72
P041 0,194 0,435 0,45
PO50 0,082 0,034 2,41
PO53 0,042 0,042 1,00
P0O59 0,179 0,206 0,87
P063 0,221 0,229 0,97
P0O65 0,104 0,109 0,95
P077 0,414 0,556 0,74
P078 0,157 0,222 0,71
P082 0,248 0,247 1,00
P085 1,170 1,259 0,93
P086 0,072 0,278 0,26
P094 0,110 0,082 1,34
P101 1,323 1,445 0,92
P102 0,413 0,327 1,26
P104 0,160 0,204 0,78
P105 0,165 0,171 0,96
P108 0,429 0,259 1,66
P109 0,447 0,288 1,55
P117 0,512 2,128 0,24
P124 1,022 0,933 1,10
P125 0,733 0,752 0,97
P126 1,101 1,682 0,65
P128 0,323 0,709 0,46
P129 0,124 0,167 0,74
P130 0.293 0.389 0.75
P134 0.401 0.546 0.73
P135 0,737 0,222 3,32
P136 0,667 0,805 0,83
P139 0,050 0,129 0,39

4. Resultados
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Tabla 32. Calculo del IA IgG anti-EBNA1 en los controles (continuacién)

Codigo DO LCR DO Suero Valor IA
P140 0,098 0,124 0,79
P141 0,081 0,185 0,44
P143 0,181 0,286 0,63
P144 0,661 0,054 12,24
P146 0,388 0,869 0,45
P148 0,475 0,713 0,67
P151 0,514 0,998 0,52
P153 0,987 0,644 1,53
P154 0,443 0,356 1,24
P156 0,344 0,648 0,53
P157 1,031 1,355 0,76
P158 0,363 1,054 0,34
P160 0,249 0,311 0,80
P163 0,069 0,044 1,57
P164 0,142 0,214 0,66
P167 1,110 0,898 1,24
P170 0,072 0,050 1,44
P171 0,170 0,336 0,51
P172 0,051 0,044 1,16
P174 0,134 0,097 1,38
P176 0,023 0,167 0,14
P180 0,293 0,172 1,70
P182 0,109 0,208 0,52
P187 0,195 0,086 2,27
P191 0,055 0,198 0,28
P192 0,206 0,259 0,80
P193 0,655 0,523 1,25
P195 0,383 0,585 0,65
P196 0,659 0,440 1,50
P199 0,263 0,376 0,70
P200 0,371 0,287 1,29
P201 0,862 1,051 0,82
P203 0,618 0,901 0,69
P205 0,905 1,386 0,65
P206 0,164 0,414 0,40
P211 0,135 0,079 1,71
P212 0,084 0,174 0,48

P213 0,128 0,255 0,50




4. Resultados

En la figura 33 se observa la distribucidon de los valores del indice de
anticuerpos, para los casos y los controles. La mayor parte de valores se

agrupan, en ambos casos, entre un valor de IA=0 e IA=3, aproximadamente.
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Figura 33. Grafico de dispersion para los valores de sintesis
intratecal en casos y controles

En la tabla 38 se observa la media (£ DE) y rango del valor del IA de
IgG anti-EBNA1 considerando todos los sujetos del estudio. Como se puede
apreciar, el valor medio del IA fue menor en los casos que en los controles, y

estos ultimos presetaron un rango de valores mas amplio.

Tabla 38. Valor medio del IA de IgG anti-EBNA1l en pacientes con EM y
controles

Nume_ro Valor medio IA (£ DE) Rango
observaciones
Casos 76 0,85 (£ 0,58) 0,24-4,64

Controles 75 1,11 (£ 1,42) 0,14-12,24
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En la tabla 39 se observa la media (£ DE) y rango del valor de IA de
IgG anti-EBNA1 considerando aquellos sujetos que tuvieron una IA > 1,5. Al
igual que en la situacidon anterior, el valor medio del IA, fue menor en los
casos que en los controles, y estos ultimos presetaron un rango de valores

mas amplio.

Tabla 39. Valor medio del IA de IgG anti-EBNA1 en los sujetos con un IA =
1,5

Namero .
observaciones (%) Valor medio IA (+ DE) Rango
Casos 5/76 (6,6%) 2,3+1,32 1,57-4,64
Controles 13/75 (17,3%) 2,8+2,89 1,5-12,24

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
(casos y controles) para los valores de IA en LCR, determinado mediante el
Test de Wilcoxon para muestras independientes (p=0,1229), ni con el test de
Welch (p=0,1548).

4.2.1.1. Distribucion del IA en funcion de la edad

En las figuras 34 y 35 se muestra la distribucion de los valores de IA

segun la edad de los casos y los controles, respectivamente.
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Figura 34. Grafico de dispersion para Figura 35. Grafico de dispersion para
los valores de IA en los casos, en los valores de IA en los controles, en

funcion de la edad funcion de la edad




4. Resultados

En las figuras 36 y 37 se muestra la distribucion de los valores de IA
que fueron iguales o superiores a 1,5, segin la edad de los casos y los

controles, respectivamente.
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Figura 36. Grafico de dispersion para Figura 37. Grafico de dispersion para
los valores de IA = 1,5 entre los casos, los valores de IA = 1,5 entre los
en funcion de la edad controles, en funcion de la edad

En la tabla 40 se muestra la edad media (£ DE) y rango de edades de
los sujetos que presentaron valores de IA superiores o iguales a 1,5, tanto
entre los casos como entre los controles, comparados con los valores de edad

entre los sujetos con un IA inferior a 1,5.

Tabla 40. Edad media (+ DE) y rango de los sujetos participantes en el
estudio segun el IA

IA=1,5 Edad media + DE IA< 1,5 Edad media + DE
(%) (rango) (%) (rango)
39,6 + 10,76 34,57 £ 9,67
0, ! ! 0, ! !
Casos 5/76 (6,6%) (22-55) 71/76 (93,4%) (18-59)
42 + 11,38 46,29 + 13,13 (20-
o, 0,
Controles 13/75 (17,3%) (25-60) 62/75 (82,6%) 73)
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4.2.1.2. Distribucion del IA en funcion del sexo

En la figura 38 se muestra la distribucion de los valores de IA segun el

sexo de los casos y los controles.
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Figura 38. Distribucidon de los valores de IA segun el sexo de
los sujetos participantes en el estudio

En la tabla 41 se muestra la distribucion por sexos de los sujetos

participantes en el estudio segun el IA. No hubo diferencias significativas en la

distribucién del IA segun el sexo de los sujetos (p=1,000).

Tabla 41. Distribucion por sexos de los sujetos participantes en el estudio

segun el IA
IA=1,5 IA<1,5
Mujeres Hombres Mujeres Hombres
Casos 5 (6,57%) 0 57 (75%) 14 (18,42%)
5 (6,66%) 41 (54,66%) 21 (28%)

Controles 8 (10,68%)




4. Resultados

4.2.1.3. Distribucion del IA en funcion del tiempo de evolucion de la

enfermedad

En la figura 39 se muestra la distribucion de los valores de IA segun el

tiempo de evolucion de la enfermedad. En las figuras 40 y 41 se diferencia en

funcién del punto de corte de los valores de IA (1,5).
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Figura 39. Grafico de dispersion para los valores de IA en
funcion del tiembo de evolucién de la enfermedad
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Figura 40. Grafico de dispersion para
los valores de IA = 1,5 en funcion del
tiempo de evolucion de la enfermedad

Figura 41. Grafico de dispersion para
los valores de IA < 1,5 en funcion del
tiempo de evolucion de la enfermedad

En la tabla 42 se muestra el tiempo medio de evolucion de la EM (+ DE)

y rango en los enfermos con una IA = 1,5 y en los enfermos con un IA < 1,5.
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Tabla 42. Indice de anticuerpo en funcion del tiempo medio de evoluciéon de
la enfermedad

Tiempo medio de
evolucion (afos)
+ DE (rango)

10,31 £ 6,67 (1,32-17,76)

IA=1,5 5/76 (6,6%)

IA<1,5 71/76 (93,42%) 7,84 + 8,22 (0,05-29,45)

4.2.1.4. Distribuciéon del IA en funcion de la forma de presentacion
clinica de la enfermedad

En la figura 42 se muestra la distribucion de los valores de IA segun la
forma de presentacion de la enfermedad.
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Figura 42. Distribucion de los valores de IA segin la forma
clinica de presentacion de la enfermedad

En la tabla 43 se muestra la distribucidn de los casos segun la forma
clinica de la enfermedad y el IA. No hubo diferencias significativas en la

distribucion de los valores de IA segun la forma clinica de presentacién de la
enfermedad (p=0,612).
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Tabla 43 Indice de anticuerpo en funcion de la forma clinica de la enfermedad

EMRR EMSP
IA=1,5 3/5(60%) 2/5 (40%)

IA< 1,5 52/71(73,2%) 19/71 (26,7%)

4.2.2. Sensibilidad de la nested-PCR para la deteccion de ADN de VEB

Antes de realizar la deteccion de ADN de VEB en cada una de las
muestras de LCR, suero y CMSP en los casos y controles, se realizé un ensayo
para determinar la sensibilidad de la técnica de nested-PCR que se utilizaria
(apartado 3.3.4.2.). Como se observa en la figura 43, el ADN del fragmento
p23 del gen BLRF2 de VEB pudo ser detectado con una sensibilidad de 6

copias/ul, que consideramos adecuada para nuestro estudio.
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Figura 43. Sensibilidad de la nested-PCR en la deteccion del fragment0 p23 del gen
BLRF2 de VEB

A: Lineas 1 a 5: Diluciones seriadas de ADN genémico de VEB (desde 1,5 x 10* hasta 1,5 x 10°
copias/ul); Linea M: marcador de peso molecular V; Linea 6: control positivo; Linea 7: control
negativo

B: Linea M: marcador de peso molecular V; Linea 1: control positivo; Linea 2: control
negativo; Lineas 3 a 6: Ajuste de la diluciéon del ADN gendémico de VEB a 12, 6, 3 y 2 copias/ul,
respectivamente
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4.2.3. Deteccion de ADN de VEB mediante nested PCR en suero, LCR, y
CMSP

En la figura 44 se observa el resultado de la nested-PCR en diferentes
muestras de LCR, suero y CMSP, observandose, en las muestras positivas, la
presencia de una banda de 363 pb. En todas las muestras de CMSP, de todos
los sujetos del estudio, ademas, se amplific6 el gen de la B-actina en la

primera PCR (datos no mostrados).
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Figura 44. Nested-PCR de algunas muestras de LCR, suero y CMSP de pacientes con EM y
controles

Linea M: marcador de peso molecular V; Linea 1: control positivo; Linea 2: control negativo;
Lineas 3, 4 y 5: muestras de LCR, suero y CMSP del paciente P121; Lineas 6, 7 y 8: muestras de
LCR, suero y CMSP del paciente P122; Lineas 9, 10 y 11: muestras de LCR, suero y CMSP del
paciente P123; Lineas 12, 13 y 14: muestras de LCR, suero y CMSP del paciente P124.

Para comprobar que los amplicones generados eran los correctos, y por
lo tanto el fragmento que buscamos, los productos positivos de la nested-PCR
se confirmaron mediante la digestion con enzima de restriccién Hincll, dando

lugar a dos fragmentos de 242 pb y 121 pb (figura 45).

Los resultados obtenidos se observan en la tabla 44, donde se describe,
para cada grupo de sujetos, el cédigo de cada paciente y la detecciéon o no de

ADN en cada muestra.
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587
434

267

184

104

Figura 45. Fragmentos obtenidos tras digestion con la enzima de
restriccion Hincl |
Linea M: marcador de peso molecular; Lineas 1, 3 y 5: muestras digeridas;
Linea 2, 4 y 6: muestras no digeridas

Hubo, entre los casos, 19 sujetos en los que se detectd ADN en alguna

de las tres muestras. No se detectd ADN en suero, sélo en un caso se detectd
ADN en LCR y en 19 se detecté en CMSP. Entre los controles se detecté ADN

exclusivamente en CMSP en 14 individuos. Segun el test de Fisher, no hubo

diferencias estadisticamente significativas en la deteccién de ADN de VEB

entre los casos y los controles (p=0,432).

Tabla 44. Deteccion de ADN de VEB en los casos

Codigo LCR Suero Células
POO1 Negativa Negativa Negativa
P003 Negativa Negativa Positiva
PO07 Negativa Negativa Positiva
PO16 Negativa Negativa Positiva
P0O21 Negativa Negativa Negativa
P023 Negativa Negativa Negativa
P027 Negativa Negativa Negativa
P028 Negativa Negativa Negativa
P029 Negativa Negativa Negativa
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Tabla 44. Deteccion de ADN de VEB en los casos (continuacion)

Codigo LCR Suero Células
PO30 Negativa Negativa Negativa
P031 Negativa Negativa Negativa
P032 Negativa Negativa Negativa
P033 Negativa Negativa Negativa
P035 Negativa Negativa Positiva
P037 Positiva Negativa Positiva
P038 Negativa Negativa Negativa
P040 Negativa Negativa Positiva
P042 Negativa Negativa Positiva
P043 Negativa Negativa Negativa
P045 Negativa Negativa Negativa
P047 Negativa Negativa Negativa
P048 Negativa Negativa Negativa
P049 Negativa Negativa Negativa
P0O51 Negativa Negativa Negativa
P052 Negativa Negativa Negativa
PO55 Negativa Negativa Positiva
P0O58 Negativa Negativa Negativa
P060 Negativa Negativa Negativa
P064 Negativa Negativa Positiva
P079 Negativa Negativa Negativa
P080 Negativa Negativa Positiva
P0O81 Negativa Negativa Negativa
P083 Negativa Negativa Negativa
P084 Negativa Negativa Negativa
P088 Negativa Negativa Negativa
P097 Negativa Negativa Positiva
P098 Negativa Negativa Negativa
P099 Negativa Negativa Negativa
P100 Negativa Negativa Negativa
P103 Negativa Negativa Negativa
P106 Negativa Negativa Negativa
P120 Negativa Negativa Negativa
P121 Negativa Negativa Negativa
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Tabla 44. Deteccion de ADN de VEB en los casos (continuacion)

Codigo LCR Suero Células
P122 Negativa Negativa Negativa
P123 Negativa Negativa Positiva
P127 Negativa Negativa Positiva
P131 Negativa Negativa Negativa
P133 Negativa Negativa Negativa
P138 Negativa Negativa Negativa
P142 Negativa Negativa Negativa
P145 Negativa Negativa Negativa
P147 Negativa Negativa Positiva
P149 Negativa Negativa Negativa
P152 Negativa Negativa Negativa
P155 Negativa Negativa Negativa
P159 Negativa Negativa Negativa
P161 Negativa Negativa Negativa
P162 Negativa Negativa Negativa
P165 Negativa Negativa Positiva
P166 Negativa Negativa Negativa
P168 Negativa Negativa Negativa
P169 Negativa Negativa Negativa
P175 Negativa Negativa Negativa
P177 Negativa Negativa Negativa
P181 Negativa Negativa Negativa
P183 Negativa Negativa Negativa
P186 Negativa Negativa Negativa
P188 Negativa Negativa Negativa
P190 Negativa Negativa Positiva
P197 Negativa Negativa Positiva
P202 Negativa Negativa Positiva
P204 Negativa Negativa Negativa
P207 Negativa Negativa Negativa
P208 Negativa Negativa Positiva
P209 Negativa Negativa Negativa
P210 Negativa Negativa Negativa
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Tabla 45. Deteccion de ADN de VEB en los controles

Codigo LCR Plasma Células
P002 Negativa Negativa Negativa
P004 Negativa Negativa Negativa
P0O06 Negativa Negativa Positiva
PO08 Negativa Negativa Negativa
PO17 Negativa Negativa Positiva
PO19 Negativa Negativa Positiva
P024 Negativa Negativa Negativa
P036 Negativa Negativa Negativa
P041 Negativa Negativa Positiva
P0O50 Negativa Negativa Negativa
PO53 Negativa Negativa Negativa
P059 Negativa Negativa Negativa
P063 Negativa Negativa Negativa
P0O65 Negativa Negativa Negativa
P077 Negativa Negativa Positiva
P078 Negativa Negativa Negativa
P082 Negativa Negativa Negativa
PO85 Negativa Negativa Negativa
P086 Negativa Negativa Positiva
P094 Negativa Negativa Negativa
P101 Negativa Negativa Negativa
P102 Negativa Negativa Negativa
P104 Negativa Negativa Negativa
P105 Negativa Negativa Negativa
P108 Negativa Negativa Negativa
P109 Negativa Negativa Negativa
P117 Negativa Negativa Negativa
P124 Negativa Negativa Positiva
P125 Negativa Negativa Negativa
P126 Negativa Negativa Negativa
P128 Negativa Negativa Negativa
P129 Negativa Negativa Negativa

P130 Negativa Negativa Negativa
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Tabla 45. Deteccion de ADN de VEB en los controles (continuacion)

Codigo LCR Plasma Células
P134 Negativa Negativa Negativa
P135 Negativa Negativa Negativa
P136 Negativa Negativa Negativa
P139 Negativa Negativa Negativa
P140 Negativa Negativa Negativa
P141 Negativa Negativa Negativa
P143 Negativa Negativa Negativa
P144 Negativa Negativa Positiva
P146 Negativa Negativa Negativa
P148 Negativa Negativa Negativa
P151 Negativa Negativa Negativa
P153 Negativa Negativa Negativa
P154 Negativa Negativa Negativa
P156 Negativa Negativa Negativa
P157 Negativa Negativa Positiva
P158 Negativa Negativa Positiva
P160 Negativa Negativa Positiva
P163 Negativa Negativa Negativa
P164 Negativa Negativa Negativa
P167 Negativa Negativa Negativa
P170 Negativa Negativa Negativa
P171 Negativa Negativa Negativa
P172 Negativa Negativa Negativa
P174 Negativa Negativa Positiva
P176 Negativa Negativa Negativa
P180 Negativa Negativa Negativa
P182 Negativa Negativa Negativa
P187 Negativa Negativa Negativa
P191 Negativa Negativa Negativa
P192 Negativa Negativa Negativa
P193 Negativa Negativa Negativa
P195 Negativa Negativa Negativa
P196 Negativa Negativa Negativa
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Tabla 45. Deteccion de ADN de VEB en los controles (continuacion)

Codigo LCR Plasma Células
P199 Negativa Negativa Positiva
P200 Negativa Negativa Negativa
P201 Negativa Negativa Negativa
P203 Negativa Negativa Positiva
P205 Negativa Negativa Negativa
P206 Negativa Negativa Negativa
P211 Negativa Negativa Negativa
P212 Negativa Negativa Negativa
P213 Negativa Negativa Negativa

4.2.3.1. Resultados de la nested-PCR en funcion de la edad en CMSP

En la tabla 46 se muestra la edad media + DE y rango de edades de los
sujetos en los que se detectd ADN de VEB, tanto entre los casos como entre
los controles, comparados con los valores de edad entre los sujetos en los que

no se detectdo ADN.

Tabla 46. Edad media £ DE y rango de los sujetos participantes en el estudio

segun la presencia de ADN

Positivos Edad media + Negativos (%) Edad media +
(%) DE (rango) 9 DE (rango)
34,77 £+ 9,72
Casos 19/76 (25%) 231 * 10,10 5706 (7504
(18-59)
14/75 51,21 + 13,48 o 44,24 + 12,48
Controles (18,7%) 61/75 (81,3%) (20-73)

4.2.3.2. Resultados de la nested-PCR en funcion del sexo en CMSP

En la tabla 47 y figura 46 se muestra la distribucién por sexos de los
sujetos participantes en el estudio segun la deteccién de ADN de VEB. No hubo

diferencias significativas en los resultados de la deteccion de ADN en CMSP

entre ambos sexos (p=1,000).
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Tabla 47. Distribucion por sexos de los sujetos participantes en el estudio

segun la deteccion de ADN

Positivo Negativo
Mujeres Hombres Mujeres Hombres
Casos 15 (19,73%) 4 (5,26%) 47 (61,84%) 10 (13,17%)
Controles 9 (12%) 5 (6,66%) 40 (53,34%) 21 (28%)
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Figura 46. Distribucion por sexos de los sujetos participantes
en el estudio segun la deteccion de ADN de VEB

4.2.3.3. Resultados de la nested-PCR en funcion

evolucion de la enfermedad

del tiempo de

En la tabla 48 se muestra el tiempo medio de evolucion de la EM (+ DE)

y rango en los enfermos con o sin presencia de ADN de VEB.
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Tabla 48. Presencia de ADN de VEB en funcion del tiempo medio de evolucion
de la enfermedad

Tiempo medio de
evolucion (aios)

+ DE (rango)
Positivos 19/76 (25%) 8,45+ 9,2 (0,18-29,42)
Negativos 57/76 (75%) 7,85+ 7,8 (0,05-29,45)

4.2.3.4. Resultados de la nested-PCR en funcion de la forma clinica

En la tabla 49 y figura 47 se muestra la distribucion de los casos segun
la forma clinica de la enfermedad y la deteccién de ADN. No hubo diferencias

significativas en los resultados de la deteccién de ADN de VEB segun la forma
clinica de presentacion de la EM (p=1,000).
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Figura 47. Distribucion de la forma clinica de los sujetos
participantes en el estudio segin la deteccion de ADN del VEB

Tabla 49. Presencia de ADN de VEB en funcion de la forma clinica de la
enfermedad

EMRR EMSP

Positivos  14/19 (73,7 %) 5/19 (26,3%)

Negativos 41/57 (71,92%) 16/57 (28%)
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5.1. REVISION SISTEMATICA Y META-ANALISIS DE LA PRODUCCION
CIENTIFICA

5.1.1. Asociacién entre la deteccidon de anticuerpos frente al virus de
Epstein-Barr vy riesgo de esclerosis multiple

Desde hace mas de 30 afios se ha estudiado la posible asociacién entre
la infeccién por el VEB y la EM basandose en estudios seroldgicos. En uno de
estos primeros trabajos, Sumaya y cols. [1976], se encontré un aumento del
titulo de anticuerpos anti-VCA en un gran porcentaje de pacientes con EM,
comparando con controles sanos. Posteriormente, en 1980, los mismos

autores [Sumaya y cols., 1980] volvieron a encontrar el mismo patrén.

Unos afios mas tarde, Larsen y cols. [1985] estudiaron la presencia de
anticuerpos anti-complejo EBNA y anti-VCA en pacientes con EM y controles, y
hallaron un 100% de seropositivos entre los casos, frente a un 84% entre los
controles. Estos resultados se han ido reproduciendo, posteriormente, por
otros grupos de investigadores, por lo que algunos autores han deducido que
la infeccion por el VEB podria ser un posible prerrequisito para desarrollar EM
[Ascherio y cols, 2001; Bray y cols., 1983; Buljevac y cols., 2005; De Jager y
cols., 2008; Haahr y cols., 2004; Levin y cols., 2005; Myhr y cols., 1998;
Riverol y cols., 2007; Shirodaria y cols., 1987, Sumaya y cols., 1985;
Sundstrom y cols., 2004; Villoslada y cols., 2003; Wadinger y cols., 2000].

En determinadas enfermedades causadas por el VEB, como LB, CNF o
LH, se han encontrado titulos elevados de anticuerpos frente al virus varios
afnos antes del diagndstico de estas enfermedades [Ascherio y Munger, 2007].
Por eso, una contribucidon importante para entender la relacion entre el VEB y
la EM procede de los estudios prospectivos y longitudinales, realizados en
individuos sanos que, posteriormente, han desarrollado esta enfermedad. En
este sentido, existen algunos trabajos realizados sobre muestras recogidas
entre 5 y 20 afios antes de los primeros sintomas, por tanto, en individuos
sanos, que han demostrado que el riesgo de desarrollar EM es superior en
personas con titulos de anticuerpos elevados (fundamentalmente anti-EBNAL,

anti-EBNA2 y anti-EA) antes de los primeros sintomas de la enfermedad
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[Ascherio y cols, 2001; DelLorenze y cols, 2006; Levin y cols., 2003; Levin y
cols, 2005; Sundstrom y cols., 2004].

5.1.1.1. Anticuerpos I1gG anti-VCA

El antigeno VCA es un antigeno que se expresa en la fase tardia del ciclo
replicativo del virus. Los niveles elevados de IgG anti-VCA no indican infeccion
reciente, por muy altos que sean éstos, sino que son indicativos de infeccion
pasada. No se incrementan en la fase de convalecencia y son detectables de

por vida [Gutiérrez y cols., 2006].

La existencia, segun nuestra metodologia analitica, de asociacién
significativa entre la deteccion de I1gG anti-VCA y EM, no indicaria la presencia
de infeccidn reciente, sino una infecciéon ya pasada, y, por lo tanto, podriamos
decir que la presencia de este anticuerpo se relacionaria con una posible

implicacion del VEB en el inicio del proceso patogénico de la enfermedad.

En diversos estudios que han realizado determinacion cuantitativa de
IgG anti-VCA, y que, por su metodologia, no han podido ser utilizados en este
meta-andalisis, el titulo de anticuerpos en los enfermos con EM fue
significativamente mas elevado que en los controles (tabla 50). También en
estos trabajos, por tanto, segun el comportamiento del anticuerpo anti-VCA,
podriamos considerar que la infeccibn pasada por VEB podria ser un
prerrequisito para el desarrollo posterior de EM, de forma que el virus
requeriria un periodo de latencia tras el cual se incrementaria el riesgo de

padecer la enfermedad.

Este mismo patron observado para anti-VCA y propuesto para la EM, se
ha encontrado en otras enfermedades como LB [de-Thé y cols., 1978], CNF
[Zeng, 1985], LH [Mueller y cols., 1989], Leucemia Croénica Linfocitica [Doélken
y cols., 1986], LES [Origgi y cols., 1988; Zandman-Goddard y cols., 2009], AR
[Shirodaria y cols., 1987], y otros estados de inmunodeficiencia [Yao y cols.,
1996; Yao y cols., 1985;]. Aunque, en algunos casos, la titulaciéon no fue muy

elevada, siempre estuvo por encima del titulo de los controles.
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En algunas de estas enfermedades asociadas al VEB, especialmente en
el CNF, el incremento del titulo de anticuerpos meses, e incluso varios afos
antes de los primeros sintomas de la enfermedad, se ha usado, ademas, como

marcador de la misma [Rickinson y Kieff, 2001].

Tabla 50. Resultados cuantitativos en los estudios que investigaron IgG anti-

VCA
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Tipo de

Valor casos

Valor controles

Estudios muestras casos (unidades) Controles (unidades)
Ascherio y cols., 2001 Suero 144 1613 (MGT) 288 1036 (MGT)
LCR 77 2,79 (MGT) 41 1,41 (MGT)
Bray y cols., 1992b Suero 77 292 (MGT) 41 218 (MGT)
Bray vy cols., 1983 Suero 313 208 (MGT) 406 65 (MGT)
DelLorenze y cols., 2006 Suero 42 718 (MGT) 132 633 (MGT)
Pohl y cols., 2006 Suero 94 62 (Ul/ml) 94 44 (Ul/ml)
Shirodaria y cols., 1987 Suero 26 1584 MGT 26 340 MGT
Sumaya y cols., 1980 Suero 157 107 (MGT) 81 77,1 (MGT)
Sumaya y cols., 1976 Suero 142 111 (MGT) 74 82 (MGT)
. 2,62 +0,19 2,69 +0,12
Woyciechowska y cols., 1985 Suero 32 (MGT) 16 (MGT)
221,8 £
Zivadinov y cols., 2006 Suero 140 117,5 131 1(?/'6(3? i%SESS
(MGT + DE) B

5.1.1.2. Anticuerpos IgG anti-complejo EBNA

En general, los EBNAs son antigenos no estructurales y los primeros en
expresarse tras la infeccién por VEB. Los anticuerpos anti-complejo EBNA se
detectan unos meses mas tarde, en una fase avanzada de la infeccion, ya que
su formacién depende de la destruccién de la célula infectada y de que el
antigeno quede expuesto al sistema inmune. La IgG anti-complejo EBNA se
puede detectar en suero de pacientes con infeccibn primaria por VEB,
normalmente coincidiendo con el descenso de IgM anti-VCA, y permanece

detectable de por vida [Gutiérrez y cols., 2006].

Segun la metodologia empleada en nuestro trabajo, existié asociacion
significativa entre la deteccién de este marcador de infeccion y la enfermedad.
La presencia de estos anticuerpos no indicaria infeccion reciente, sino una

infeccion latente, y, por lo tanto, podriamos decir que la deteccién de estos
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anticuerpos se relacionaria con una posible implicaciéon del VEB en el inicio del

proceso patogénico de la enfermedad.

De entre los estudios incluidos en el meta-analisis, Unicamente el
trabajo de Shirodaria y cols. [1987] no mostré asociacion entre el virus y la
enfermedad; sin embargo, considerando el valor cuantitativo en la detecciéon
de este anticuerpo, en ese mismo trabajo, pudimos encontrar que el titulo de
anticuerpos fue significativamente mayor en los enfermos que en los controles
(tabla 51). En esta misma tabla observamos que otros autores han obtenido
resultados similares, con titulos de anticuerpos significativamente superiores

siempre entre los enfermos con EM que entre los controles.

Tabla 51. Resultados cuantitativos en los estudios que investigaron IgG anti-
complejo EBNA

Estudios Tipo de Valor casos Valor controles
muestra  Casos (unidades) Controles (unidades)
Ascherio y cols., 2001 Suero 144 667 (MGT) 288 333 (MGT)
DelLorenze y cols., 2006 Suero 42 320 (MGT) 132 174 (MGT)
Levin y cols., 2005 Suero 80 469 (MGT) 158 282 (MGT)
Levin y cols., 2003 Suero 83 537 (MGT) 165 224 (MGT)
. . 1,96+0,41 1,45+0,68
Shirodaria y cols., 1987 Suero 26 (MGT = DE) 26 (MGT = DE)

También en este caso, en el CNF, el incremento del titulo de anticuerpos
IgG anti-EBNA meses, e incluso varios afios antes de los primeros sintomas de
la enfermedad, se ha usado como marcador de la misma [Rickinson y Kieff,
2001].

5.1.1.3. Anticuerpos 1gG anti-EBNA1

EBNAL1 es una de las primeras proteinas expresadas después de la
infeccion, durante la fase de latencia. El comportamiento del anticuerpo anti-
EBNA1 es diferente al resto de los componentes del complejo EBNA. Muchos
de los pacientes, aunque no todos, en la fase aguda de la enfermedad,

presentan respuesta de tipo IgG anti-EBNA2 (y también, probablemente, anti-
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EBNA3A, 3B y 3C, aunque existe mas dificultad para su determinacioén),
mientras que la respueta de IgG anti-EBNA1 no se detecta hasta la fase de
convalecencia. El patron de respuesta frente a este anticuerpo, comparada con
la respuesta frente al resto de antigenos que forman la familia EBNA, podria
interpretarse como la presencia de diferentes tipos de células infectadas de

forma latente [Rickinson y Kieff, 2001].

Segun la metodologia empleada en nuestro trabajo, existié asociacion
significativa entre la deteccién de este marcador de infeccion y la enfermedad.
La aparicion de estos anticuerpos podria indicar una infeccién ya pasada, v,
por lo tanto, podriamos decir que la presencia de este anticuerpo también se
relacionaria con una posible implicacion del VEB en el inicio del proceso

patogénico de la enfermedad.

En los estudios que realizaron un analisis cuantitativo del anticuerpo I1gG
anti-EBNA1 (tabla 52), destacd que los titulos fueron, en todos los trabajos,
significativamente superiores entre los casos, por tanto, segun éstos, también

parece existir relacion entre la infeccion por VEB y la EM.

Tabla 52. Resultados cuantitativos en los estudios que investigaron IgG anti-
EBNA1

. Tipo de Valor casos Valor
Estudios Casos . Controles controles
muestra (unidades) .
(unidades)
Ascherio y cols., 2001 Suero 18 515 (MGT) 18 203 (MGT)
Banwell y cols., 2007 Suero 126 ]-(?/I7G"1I' _i_|_ SD?E)S 96 ]-(?/IZG?' _i_|_ 7DOE)1
DelLorenze y cols., 2006 Suero 42 299 (MGT) 132 162 (MGT)
Levin y cols., 2005 Suero 80 326 (MGT) 158 230 (MGT)
Levin y cols., 2003 Suero 83 385 (MGT) 165 179 (MGT)
Pohl y cols., 2006 Suero 71 36 (UI/ml) 71 14 (Ul/ml)
Vaughan y cols., 1996 Suero 35 ]'(3(33:;[?2)8 36 ]'('\:;g_l_ifé'gf

En el trabajo de Ascherio y cols. [2001], realizado en muestras de suero
recolectadas antes de los primeros sintomas, encontraron un aumento
significativo del titulo de anticuerpos frente a los antigenos del VEB
expresados durante la fase de latencia (EBNA1 y EBNA2) y de la fase de

replicacion del virus (EA). Levin y cols. [2005], en un estudio similar, también
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encontraron un aumento significativo de los titulos de IgG anti-complejo EBNA
y EBNAL1 en el suero procedente de sujetos que aun no habian desarrollado los
primeros sintomas de la enfermedad. DelLorenze y cols. [2006] obtuvieron
resultados similares a los anteriores, con titulos elevados de anticuerpos anti-
EBNA1 hasta 20 afios antes de los primeros sintomas, y que permanecian

constantes en el tiempo.

La causa de la elevacion de los niveles de estos anticuerpos antes de la
EM es desconocida, pero se considera que podria ser una manifestacion
temprana de una fase preclinica de la enfermedad, lo que indicaria que el
incremento de la respuesta de anticuerpos frente al VEB no es una
consecuencia de la EM, sino un evento temprano en el proceso patogénico que
da lugar, posteriormente, a la desmielinizacion y a la enfermedad clinica,
siendo, por tanto, en este supuesto, la infeccibn pasada por el VEB un

prerrequisito para desarrollar la EM.

Evidentemente, estos hallazgos, a su vez, se relacionaron con la edad
en que se desarrollaba la EM. En el estudio de DelLorenze y cols. [2006] se vio
que en enfermos que desarrollaron la enfermedad en edades tardias, se
podian detectar anticuerpos IgG anti-EBNA1 antes de los primeros sintomas
de la EM; sin embargo, este patrén de respuesta no se pudo aplicar a
individuos que desarrollaron la enfermedad mas jovenes. Levin y cols. [2005],
por su parte, encontraron gue en pacientes que desarrollaban EM después de
los 25 afos se detectaba previamente un aumento del titulo de anticuerpos
frente al complejo EBNA y anti-EBNA-1, que no se daba en edades mas

precoces.

Este aumento del titulo de anticuerpos, previo a la aparicion de la
sintomatologia de la EM, supone la hipétesis de wuna vulnerabilidad,
relacionada con la edad [Kurtzke, 1993]. Aun asi, establecer la edad de los
primeros sintomas es dificil ya que muchos pacientes asintomaticos pueden

presentar lesiones radioldgicas silenciadas [Levin y cols., 2005].
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5.1.1.4. Anticuerpos IgG anti-EA

El anticuerpo IgG anti-EA es un marcador de infeccibn primaria o
reactivacion, que se produce frente a un antigeno temprano del ciclo litico del
virus. Suele desaparecer en la fase de convalecencia, aunque en un 4-20% de
las personas que han pasado la infeccién, la respuesta a los antigenos
precoces puede persistir [Gutiérrez y cols., 2006]. Segln nuestro meta-
analisis, no hubo asociacion significativa entre la deteccion de IgG anti-EA y el

desarrollo de EM.

Solamente en dos de los estudios [Buljevac y cols., 2005; Myhr y cols.,
1998], se encontrd asociacion entre la infeccion y la enfermedad, a partir de la
determinacion de este marcador. En el primero de ellos se estudi6, en
pacientes en fase EMRR, los niveles de anticuerpos frente al VEB y la situacion
de actividad determinada por RMN. Se encontrd, en todos los pacientes,
anticuerpos frente a VCA, complejo EBNA y EA, sin diferencias significativas
entre la fase estable o activa de la EMRR. En definitiva, aunque encontraron
asociacion entre la deteccion de anti-EA y la EM, la presencia de estos
anticuerpos no se relacioné con la situaciéon clinica de la enfermedad. En el
segundo de los trabajos, los autores encontraron diferencias significativas
entre la presencia de anticuerpos IgG anti-VCA, IgG anti-EBNA e IgG anti-EA
en pacientes con EM comparados con controles, pero también fue
independiente de la situacién clinica del paciente en el momento de la

recoleccién de las muestras.

Por lo tanto, la presencia del anticuerpo IgG anti-EA no se ha asociado a
la enfermedad, al menos de una forma clara, probablemente porque, como
hemos dicho en los apartados anteriores, la infeccion por el VEB podria
participar en las fases iniciales de desarrollo de la EM, en las que la
enfermedad aun no daria manifestaciones clinicas y, para cuando éstas

apareciesen, afios mas tarde, este anticuerpo ya no seria detectable.

Sin embargo, contrariamente a los estudios cualitativos que han
detectado IgG anti-EA, la mayoria de los trabajos que han determinado la

titulacion de estos anticuerpos, han encontrado titulos significativamente
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superiores para los enfermos que para los controles, a excepcién del trabajo

de Delorenze y cols. [2006] (tabla 53).

Tabla 53. Resultados cuantitativos en los estudios que investigaron IgG anti-
EA

_ Tipo de Casos Valo_r casos .. iioles Valor .controles
Estudio muestra (unidades) (unidades)
Ascherio y cols., 2001 Suero 18 15,9 (MGT) 18 5,9 (MGT)
DelLorenze y cols., 2006 Suero 42 4 (MGT) 132 4 (MGT)
Levin y cols., 2005 Suero 80 5,3 (MGT) 158 3,6 (MGT)
Levin y cols., 2003 Suero 83 4,3 (MGT) 165 3,5 (MGT)

En otras enfermedades asociadas al VEB, como el LB, se ha visto que
existe elevacion de los titulos de anticuerpos anti-VCA y anti-EA [Henle y cols.,
1969]. En el CNF estan elevados los niveles de IgG e IgA anti-VCA y EA [Henle
y Henle, 1976], vy el titulo de anticuerpos frente a antigenos del ciclo litico
aumentan en proporcion a la carga tumoral [Henle y cols., 1970]. Esto sugiere
que la estimulacion antigénica proviene del mismo tumor, o que la replicaciéon
en algun otro sitio se asocia con la evolucion y progresion del tumor. En este
sentido, el analisis de ADN en las biopsias del CNF muestra solo ADN circular

(latente) y no lineal (litico) [Raab-Traub y Flynn 1986].

5.1.1.5. Anticuerpos heterofilos

Los AH son anticuerpos del tipo IgM, con capacidad de aglutinar
eritrocitos de oveja y caballo, siendo ésta la base del test de Paul-Bunnell-
Davidsohn, que, cuando es positivo, en indicativo de MI asociada al VEB,
aunque los anticuerpos estan con frecuencia ausentes en las infecciones

primarias, principalmente en nifios.

Su presencia junto a anticuerpos IgM anti-VCA, 1gG anti-VCA e IgG anti-
EBNA1 es indicativa de infecciéon primaria [Nystad y Myrmel, 2007].
Normalmente, durante la infeccion latente, estos anticuerpos suelen estar

ausentes [Thijsen y Deege, 2008].
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En nuestro trabajo se encontré asociaciéon significativa entre la
deteccion de este marcador de infeccién primaria por VEB y la EM. Se podria
decir que, al igual que otros anticuerpos estudiados previamente, éste se
relacionaria con una posible implicacion del VEB en el inicio del proceso
patogénico de la enfermedad. En este sentido, Hernan y cols. [2001]
consideraron que padecer Ml incrementaba 2,3 veces el riesgo de desarrollar

EM respecto de los sujetos que no sufrian la infeccion por VEB.

5.1.1.6. Otros anticuerpos frente al virus de Epstein-Barr

Debido al escaso niumero de trabajos incluidos en nuestro meta-analisis
que estudiaron los anticuerpos IgM anti-EA, anti-VCA totales e 1gG anti-VEB,

debemos tomar con precaucion los resultados obtenidos.

5.1.1.7. Relacién entre la deteccidn de anticuerpos, factores genéticos

y esclerosis multiple

Existen estudios que, ademas de la determinacion de anticuerpos, han
incluido el estudio de factores genéticos asociados a la EM, ya que,
Unicamente la exposiciéon ambiental al VEB, no es suficiente para explicar por
qué solo unos pocos individuos desarrollan la enfermedad. Asi, con el fin de
encontrar una asociacion entre factores genéticos, inmunoldgicos Yy
microbianos en la etiologia y patogénesis de la EM, Ellison y cols. [1977],
realizaron un estudio que incluydé todos los factores. En este trabajo
encontraron una asociacion débil entre un titulo de anticuerpos anti-VCA
elevado (>160) y la expresion de la molécula HLA-DW2 en pacientes con EM,
que no se daba entre los controles. En otro estudio [Compston y cols., 1986]
encontraron asociacion significativa entre una alta tasa de anticuerpos frente
al VEB y la presencia de HLA-DR2 en enfermos con EM. Mas recientemente,
Nielsen y cols. [2009], investigaron la relacidon entre los alelos HLA-
DRB1*1501, la Ml y la EM y encontraron que en los pacientes portadores de
los alelos que no presentaban MI el riesgo de desarrollar EM era 2,4 veces
superior respecto a los controles sanos, y que este riesgo se incrementaba

hasta 7 veces en individuos con historia de MI.
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Siundstrom y cols. [2008], por su parte, determinaron que el riesgo de
padecer EM era mayor en individuos con presencia de anti-EBNA1 vy
positividad para HLA DRB1*1501. Posteriormente, en otro estudio [Stndstrom
y cols., 2009], tuvieron en cuenta la reactividad epitépica de los anticuerpos
frente a determinados fragmentos de EBNA1 y su asociacién con la molécula
de HLA DRB1*1501, observando que los enfermos con EM presentaban una
mayor reactividad epitépica frente a varios dominios de EBNA1l en
comparaciéon con los controles. Determinaron que la asociacion de la expresion
del HLA DRB1*1501 con la presencia de anticuerpos anti-EBNA1 aumenta 24
veces el riesgo de desarrollar EM. La positividad a HLA DRB1*1501, parece
estar relacionada, por tanto, con un incremento en la habilidad del sistema

inmune para reconocer EBNA1 en los enfermos con EM.

5.1.2. Asociacion entre la deteccion de ADN del virus de Epstein-Barr

en sangre, LCR y tejido cerebral y riesgo de esclerosis miltiple

5.1.2.1. ADN de VEB en plasma y células mononucleares de sangre
periférica

Entre los estudios incluidos en nuestro meta-analisis y que detectaron
ADN de VEB en plasma [Hdéllsberg y cols., 2005; Wagner y cols., 2004] y en
CMSP [Alvarez y cols., 2000; Ferrante y cols., 2000; Hay y Tenser y cols.,
2000; Sotelo y cols., 2007], sélo se encontrd asociacién significativa entre la
infeccién por el virus y el desarrollo de la enfermedad en el trabajo de Sotelo y
cols. [2007], y no asi en el resto de estudios. El meta-analisis de estos
trabajos no encontrd asociacién significativa entre la deteccion de ADN de VEB

en sangre y el desarrollo de EM, aunque hubo indicios de significacion.

En los pacientes con MI el ADN del VEB puede ser detectado en el
suero, lo que indica replicacién viral. Posteriormente, coincidiendo con la
desaparicién clinica de la enfermedad la carga viral se hace indetectable en
suero. Una vez pasada la infeccién, el VEB permanece latente en las células B
memoria de la persona infectada durante el resto de su vida. Por lo tanto, en
esta situacion, la determinacidn de la carga viral en individuos sanos, nos

puede dar valores aproximados de entre 3 y 29 copias/ml de sangre total
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[Khan y cols., 1996; Thijsen y Deege, 2008]. De hecho, estas células B,
tedricamente, pueden migrar por el organismo, y, por lo tanto, el ADN del VEB
podria detectarse en una gran variedad de tejidos [Thijsen y Deege, 2008]. En
estos portadores de infeccién, la deteccion de ADN en suero es debida a la

rotura celular durante la manipulacidon de la muestra [Thijsen y Deege, 2008].

Por lo tanto, el tipo de muestra utilizada depende del objetivo que
gueramos darle al estudio, ya que si buscamos una infeccién primaria o una
reactivacién del VEB, una determinacién del ADN presente en suero o plasma
seria suficientemente sensible. Algunos autores afirman que la sangre total
seria la mejor muestra para el estudio de una infeccién reciente o una
reactivacién, ya que, en ella, se detectan tanto el ADN libre en suero como el

ADN presente en células memoria [Niesters, 2001; Oertel y cols., 2006].

La presencia de ADN del VEB en CMSP de individuos con EM,
Unicamente indicaria que estos pacientes pasaron la infeccién en algun
momento de su vida y, por tanto, el virus podria tener una posible implicacién
en el inicio del proceso patogénico de la enfermedad. En este sentido algunos
autores han comprobado la presencia de infeccidn por el virus antes de los

primeros sintomas de enfermedad [Wagner y cols., 2004].

5.1.2.2. ADN de VEB en LCR y biopsia de tejido cerebral post mértem

Ninguno de los estudios incluidos en el meta-andlisis y realizados en
muestras procedentes del SNC, bien en LCR [Alvarez-Lafuente y cols., 2008;
Denne y cols., 2007; Mancuso y cols., 2007; Martin y cols., 1997; Morré y
cols., 2001] o en biopsias de tejido cerebral [Morré y cols., 2001; Sanders y

cols., 1996], mostrd asociacion entre la infeccion por VEB y la enfermedad.

Sin embargo, en otro trabajo [Serafini y cols., 2007], se han encontrado
marcadores de infeccion litica y latente en LCR de enfermos con EM, y en
foliculos ectdpicos, con una gran presencia de células B. Segun los autores,
este hallazgo sugiere un nuevo concepto patogénico de la enfermedad, donde
las células B podrian estar infectadas de forma crénica y ser las portadoras del
virus en el LCR. En otro estudio [Opshal y Kennedy, 2007] se busc6 ARNm del

VEB en sustancia blanca cortical normal y lesionada de enfermos con EM y
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secciones de tejido en controles sanos, encontrando niveles bajos de este
acido nucleico en las tres categorias de tejidos, sin diferencias significativas

entre los tejidos procedentes de los enfermos respecto de los controles sanos.

Sanders y cols. [1996] realizé un estudio sobre muestras de tejido
cerebral para comparar la presencia del virus en placas activas e inactivas por
RMN. De los estudios incluidos, fue el Unico en el que la deteccién de ADN en
las muestras fue especialmente importante, si bien el porcentaje de muestras
positivas en los casos (27%) fue inferior al de los controles (37,8%),
constituido por pacientes con enfermedades neurolégicas como Parkinson o
Alzheimer. Dentro del grupo de enfermos con EM, se encontré un 5% de
muestras positivas procedentes de placas activas y un 10% de las placas
inactivas, por lo tanto, los autores concluyeron que el VEB no parece tener un

rol directo en el proceso activo de desmielinizacion.
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5.2. ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES

5.2.1. Sintesis intratecal de anticuerpos

El LCR de los pacientes con EM es de aspecto macroscépico normal,
transparente, incoloro y de presiéon normal. El nimero de células es normal
(hasta 4 células/ul) en el 60% de los pacientes; la mayor parte son linfocitos
T. Las proteinas totales y la albumina son normales o estan ligeramente
elevadas en el 40% vy el 20-30% de los casos, respectivamente. Un hallazgo
caracteristico es la elevacion relativa, con respecto a las demas proteinas, de
las inmunoglobulinas (normal hasta el 11-12% de las proteinas totales), sobre
todo de la IgG (normal hasta 4 mg / 100 ml), lo que implica sintesis intratecal.
La presencia de mas de 50 células o de polimorfonucleares y de mas de 100
mg / 100 ml de proteinas totales, y la ausencia de BO, deben hacernos

sospechar otras enfermedades [Fernandez y cols., 2005].

Como hemos visto en el meta-analisis, puesto que se piensa que el VEB
podria jugar un papel destacado en el desarrollo de la EM, ya sea de forma
directa o indirecta, se ha intentado buscar, en el érgano diana, el SNC, indicios
de la presencia del virus. En este sentido son diversos los estudios que han
planteado la posibilidad de que exista un aumento de la respuesta humoral
frente al VEB en el cerebro de pacientes con EM. Mas del 90% de los pacientes
enfermos presentan altas concentraciones de inmunoglobulinas,
principalmente 1gG, en el LCR y en el tejido cerebral, cuya sintesis es
mantenida intratecalmente [Salvetti y cols., 2009]. En las infecciones del SNC
es caracteristica la presencia de 1gG oligoclonal en el LCR, que desaparece con
el tiempo; sin embargo, en la EM, las BO son persistentes [Walsh y
Tourtellotte, 1986]. Poco se conoce de la especificidad de estas BO, aunque se
ha visto que algunas pueden unirse a antigenos virales, entre ellos, del VEB

[Franciotta y cols., 2008].

Uno de los primeros estudios que determind la presencia de anticuerpos
anti-virales en el LCR fue realizado en 1975 en pacientes con neuritis 6ptica
[Nikoskelainen y cols., 1975]. Determinaron anticuerpos frente al virus del
sarampion, rubéola, parainfluenza-1 y VEB. Para este ultimo obtuvieron un

53% de casos seropositivos frente a un 26% entre los controles.
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Posteriormente, Sumaya y cols. [1985] analizaron, en pacientes con EM, las
proporciones relativas de anticuerpos anti-VEB presentes en suero frente a las
que se detectaban en LCR, encontrando que un 82% de los pacientes
presentaban aumentada la cantidad de anticuerpos frente al antigeno VCA en
LCR, en contraposiciéon al suero, lo que se interpret6 como un aumento de la
produccién de anticuerpos en el SNC. En 1992, otro estudio de casos Yy
controles [Bray y cols., 1992b] estudioé la presencia de inmunoglobulinas en el
SNC frente al VEB, encontrando que el 85% de los pacientes con EM

presentaba anticuerpos anti-EBNA1 en LCR, frente al 13% de los controles.

Tanto Rand y cols. [2000] como Cepok y cols. [2005] estudiaron la
respuesta intratecal frente al VEB y observaron que las BO presentaban
especificidad frente a dos proteinas del virus, EBNA1 y BRRF2, en pacientes
con EM. Previamente, en el estudio de Bray y cols. [1992b] encontraron dos
pentapéptidos idénticos entre EBNAL y la proteina basica de la mielina. Este
hallazgo apoya la teoria del “mimetismo molecular” basada en la homologia

entre secuencias peptidicas del VEB y secuencias de proteinas del SNC.

En teoria, segun Rand y cols. [2000] la produccién intratecal especifica

de anticuerpos frente a EBNAL1 podria deberse a:

¢ Una replicacion activa del VEB en el SNC. Sin embargo, si esto fuese asi,
también se habrian encontrado niveles de anticuerpos elevados frente a
VCA, pero ésto no ocurre. Ademas, tampoco se ha encontrado ARNm del
virus en el SNC [Hilton y cols., 1994]. Frente a éstos, Serafini y cols. [2007]
encontraron expresion de proteinas de las fases de infeccion litica y latente
en LCR de enfermos con EM (LMP1 y EBNAZ2, respectivamente), y en
foliculos ectdpicos, con una gran presencia de células B.

e Otra posibilidad es que el patron de BO frente a EBNA1 sea debido a una
encefalitis por VEB producida hace tiempo, pasando desapercibida. Esta
posibilidad se basa en que durante una Ml es posible una infeccién del SNC,
que ocurre entre el 1% y el 5% de estos pacientes [Bray y cols., 1992a;
Connelly y DeWitt, 1994]. Esta situacién ocurre normalmente en nifios
[Domachowske y cols., 1996], y casi de forma exclusiva durante la infeccion

aguda primaria [H&ausler y cols., 2002]. El VEB podria permanecer latente
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en el SNC después de este evento, y evadir el sistema inmune. Pero la
encefalitis causada por el VEB suele ser autolimitada y se presenta con
curso moderado, y normalmente se asocia con recuperacion completa en
pacientes inmunocompetentes [Bernstein y Wolff, 1950; Todman, 1983].
Ademdas, en adultos, que es donde principalmente aparecen las
manifestaciones clinicas de EM, se han visto muy pocos casos de encefalitis
[Takeuchi y cols., 2010].

e También podria ocurrir que los niveles elevados de anticuerpos frente a
EBNA1 del VEB pudieran ser el resultado de la misma actividad de la
enfermedad, ya que el desequilibrio inmune en la EM se ha demostrado
tanto en la respuesta inflamatoria mediada por células como en la respuesta
de anticuerpos, oligoclonal y policlonal [Lassmann, 1998; Martino y cols.,
2000; Swanson, 1989]. Esta produccion intratecal especifica de anticuerpos
frente al VEB podria producirse como parte de la reactividad humoral poli-
especifica promovida por la inflamacién activa del cerebro en la EM
[Catellazzi y cols., 2010]. La sintesis intratecal de anticuerpos en el SNC
podria estar originada por los infiltrados perivasculares de células B, que
proliferan y maduran localmente. Junto con los anticuerpos especificos
frente a un agente biolégico en una infeccion en el SNC, puede producirse
una gran fraccion de inmunoglobulinas con especificidades antigénicas
diferentes no relacionadas con la causa de la enfermedad, como los
componentes del SNC. Este fendmeno se explica por la teoria de la red
inmune, gque sostiene que cada reacciéon inmune inducida por un simple
inmundégeno, involucra a toda la red [Reiber, 1994; Reiber y Davey, 1996;
Varela y Coutinho, 1991].

Un estudio mas reciente [Pohl y cols., 2010] ha comparado la frecuencia
e intensidad de la sintesis intratecal de anticuerpos frente al VEB con otros
virus neurotrépicos (sarampién, rubéola y VVZ) en pacientes con los primeros
sintomas de la EM, en muestras pareadas de suero y LCR, detectando sintesis
intratecal en un 21% de los enfermos pediatricos y en un 8% de los adultos.
La media de IAs para el VEB fue menor que para los otros virus. Concluyeron
que la respuesta humoral frente al VEB en la EM era sélo parte de la

produccién poli-especifica de anticuerpos intratecales en la enfermedad;
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aunque sus resultados no descartaron la posibilidad de que el virus esté
implicado en la patogénesis de la EM por activacion de diversos mecanismos

de inmunidad celular.

En nuestro estudio sobre pacientes con EM, hemos hallado produccion
intratecal de anticuerpos frente a IgG anti-EBNA1 Unicamente en un 6,6% de
éstos, frente a un 17,3% entre los controles, sin diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos de sujetos.

Estos mismos resultados se han producido en otros trabajos. Asi por
ejemplo, Sargsyan y cols. [2010] tampoco encontraron diferencias
significativas en la produccién intratecal de anticuerpos frente al VEB en
adultos con EM, con cifras de un 15% entre los pacientes y un 40% entre los
controles. En otro trabajo mas reciente, se obtuvo para EBNAL1 un indice de
anticuerpos en LCR de 6,3%, sin diferencias significativas entre enfermos y

controles [Castellazi y cols., 2010].

Sin embargo, existen trabajos que si han documentado un incremento
de la sintesis intratecal de anticuerpos frente al VEB en enfermos con EM
comparados con grupos controles. Es el caso de los estudios de Bray y cols.
[1992b], Cepok y cols. [2005], Sumaya y cols. [1985]. En el primero de estos
trabajos, por ejemplo, encontraron sintesis intratecal en el 85% de pacientes

con EM, mientras que sélo la presentaron el 13% de los controles.

5.2.2. Deteccion de ADN del virus de Epstein-Barr

Mediante nested-PCR (con una sensibilidad a partir de 6 copias/ul), se
amplificaron secuencias del genoma de VEB en CMSP en el 25% de los
enfermos con EM frente al 18,7% de los controles, sin diferencias significativa
entre ambos grupos. En teoria, los métodos de determinacion del 1A y de
deteccion de ADN podrian identificar agentes infecciosos similares en
condiciones clinicas similares [Denne y cols., 2007]. Sin embargo, en nuestro
estudio, s6lo en un paciente se detectd, a la vez, produccion intratecal de

anticuerpos IgG anti-EBNA1 y ADN virico en CMSP.
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Estos resultados son también similares a los obtenidos por autores
como Ferrante y cols. [2000] o Sotelo y cols. [2007], que también detectaron
ADN del VEB en CMSP en mayor proporciéon entre los enfermos con EM que
entre los controles, aunque sin diferencias significativas. Mas recientemente,
otros autores como Lindsey y cols. [2009] encontraron ADN de VEB en CMSP
de casos y controles mediante PCR a tiempo real, sin diferencias significativas
entre ambos. En este mismo estudio, en tres de los sujetos, que tenian sangre
recolectada antes de un brote de la enfermedad, se observé que la carga viral
estaba elevada en relaciéon con el resto de muestras, lo que indicaba que
podria haber una reactivacion del virus semanas antes de la recaida. En
contraposicion, otros autores como Sotelo y cols. [2007], no han encontrado
ningln aumento de la carga viral en fase de exacerbacibn en sangre

recolectada antes de los primeros sintomas.

Hay que tener en cuenta que los resultados obtenidos a partir de CMSP
carecen de valor para relacionarlos con la actividad de la EM, ya que el VEB
establece latencia en CMSP [Khan y cols., 1996], por lo que la deteccién de
ADN en estas muestras no diferencia entre infeccién activa por el virus y
latencia o persistencia del virus. Para discriminar el estado de la infeccion, se
debe probar el aumento de la carga viral en distintas fases de la infeccidn,
pero siempre son mas apropiadas, para ello, las muestras de suero o plasma

[Gutiérrez y cols., 2006].

En este sentido, existen algunos estudios en los que se encontrd
asociacion entre la presencia del virus y la actividad de la enfermedad en
sujetos con EM [Hollsberg y cols., 2005; Wandinger y cols., 2000],
determinada a partir del seguimiento de pacientes durante un periodo de
tiempo y detectando ADN del virus en suero o plasma. Aungque en estos
trabajos se encontraron pocas muestras positivas, hubo una mayor deteccion
der ADN en el grupo de pacientes en fase activa de la enfermedad que en fase

estable.

Ninguna muestra de suero y s6lo una muestra de LCR procedente de los
enfermos fue positiva (que también lo fue para este paciente en CMSP). Otros

autores han obtenido también unos niveles de detecciéon de ADN del virus muy
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bajos en este tipo de muestra [Alvarez-Lafuente y cols., 2008; Mancuso y
cols., 2007], y, algunos, ni siquiera obtuvieron muestras positivas ni entre los
casos ni entre los controles [Denne y cols., 2007; Martin y cols., 1997; Morre
y cols., 2001]. Esto indicaria que la presencia de ADN del VEB no es un evento
comun en suero y/o LCR para pacientes con EM diagnosticada, lo que sugiere
que es improbable un rol directo del VEB en el compartimento sistémico o
intratecal en la EM, aunque no podemos descartar que el virus esté presente
en alguna fase de la enfermedad, incluso al principio del proceso, cuando

todavia no se han detectado los primeros sintomas.
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6. Conclusiones

Tras realizar una revisibn sistematica de la bibliografia que ha
relacionado el virus de Epstein-Barr y la esclerosis multiple, y un
posterior meta-andlisis de la misma, encontramos asociacion
estadisticamente significativa entre esta infeccion virica y la enfermedad
desmielinizante, puesta de manifiesto por una mayor seroprevalencia de
anticuerpos IgG anti-VCA, I1gG anti-complejo EBNA, anticuerpos
heterdfilos y, especialmente, 1gG anti-EBNA1 en pacientes con
esclerosis mudltiple. Sin embargo, dicha asociacibn no se encontrd
cuando se estudiaron los anticuerpos IgG anti-EA, IgM anti-EA e 1gG
anti-VEB. El meta-analisis tampoco demostré asociacion significativa
entre la infeccion por el virus y la esclerosis multiple cuando se estudi6
la presencia de ADN virico en sangre, liquido cefalorraquideo o tejido

cerebral.

La importante relacion encontrada entre la enfermedad y la presencia
de anticuerpos anti-EBNA1 podria sugerir el valor potencial de éstos
como marcadores de diagndéstico precoz y de seguimiento de la

esclerosis multiple.

Considerando que se ha encontrado asociacion entre la infeccion por el
virus de Epstein-Barr y la esclerosis multiple a partir de la deteccién de
marcadores que, fundamentalmente, indican infeccibn pasada, y no asi
con los que indican infeccibn aguda o reactivacion, podriamos pensar
que la infeccidn por este virus seria un factor ambiental que incidiria en
estadios muy precoces, junto con otros factores ambientales y
endégenos, alterando la funcibn inmunoldégica normal, generando
inflamacién y desmielinizacion, y favoreciendo el inicio del proceso

patogénico de la enfermedad.

Nuestro propio estudio, sobre un grupo de pacientes con esclerosis
multiple y otro de sujetos sin enfermedad, no encontré asociacidon
significativa cuando se valor6 la sintesis intratecal de anticuerpos IgG
anti-EBNA1 ni al valorar la deteccion de ADN virico en muestras de
sangre y liquido cefalorraquideo. Estos resultados indicarian que la

presencia de inmunoglobulinas especificas frente al virus en liquido
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cefalorraquideo y la presencia de ADN virico no es un evento comudn en
pacientes con esclerosis multiple diagnosticada, aunque no podemos
descartar que el virus pueda incidir en alguna fase, posiblemente

precoz, de la enfermedad.

Pensamos que, para obtener una conclusién definitiva, es necesario que
se desarrollen nuevos estudios prospectivos y comparativos, con un
ndamero suficiente de pacientes, que utilicen la combinacion de varias
técnicas microbioldégicas para un mismo sujeto y muestra, v,
fundamentalmente, determinen los diferentes marcadores de infecciéon
virica valorando la situacion clinica del paciente, incluso afios antes de la

aparicion de los primeros sintomas de esclerosis multiple.
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Abstract Numerous studies have been carried out to
determine whether infection by the Epstein-Barr virus
(EBV) can be considered as a risk factor for multiple
sclerosis (MS). This work is a meta-analysis of case—
control observational studies published before January 2009
aimed at assessing the degree of association between EBV
and MS infections. A Medline electronic database search
was carried out using “Epstein-Barr virus” and “multiple
sclerosis” as keywords, from which we selected 30
published studies that met our methodology criteria. We
found an association between MS and an exposure to EBV,
studied by determining the anti-VCA IgG antibodies (odds
ratio [OR]=5.5; 95% confidence interval [CI]=3.37-8.81;
»<0.0001), anti-complex EBNA IgG (OR=5.4; 95% CI=
2.94-9.76; p<0.0001) and anti-EBNA-1 IgG (OR=12.1;
95% CI=3.13-46.89; p<0.0001). No significant associa-
tion could be found when studying anti-EA IgG (OR=1.3;
95% CI=0.68-2.35; p=0.457), EBV DNA in serum (OR=
1.8; 95% CI=0.99-3.36; p=0.051) and DNA in brain
tissues and in cerebrospinal fluid (CSF) (OR=0.9; 95%
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CI=0.38-2.01; p=0.768). This meta-analysis detected an
association between infection by EBV and MS through the
investigation of antibodies, mainly anti-EBNA-1, anti-
complex EBNA and anti-VCA IgG.

Introduction

Multiple sclerosis (MS) is a central nervous system
(CNS) disease characterised by inflammation, demyelin-
ation, axonal degeneration and gliosis. Epidemiology
studies show that it appears in genetically prone patients,
in whom an unknown environmental factor would affect
and trigger an alteration of the immune processes [1].
Infections caused by the Epstein-Barr virus (EBV) may be
amongst such environmental factors. This virus is widely
spread amongst the population, causing latent infections
with continuous exacerbations and, finally, it shows
immune-modulating activity [2]. The epidemiology of
infectious mononucleosis (IM) and MS [3] are also very
parallel, and it has been observed that individuals who
have suffered late IM present a higher risk of developing
MS [4-7] and the event is preceded by an increase in the
specific antibodies many years before [8—10]. A recent
study found evidence of EBV infection in a substantial
proportion of brain-infiltrating B cells and plasma cells in
nearly 100% of the MS cases examined. Ectopic B cell
follicles forming in the cerebral meninges of some cases
were identified as major sites of EBV persistence [11].
However, the debate over whether the association between
EBV infection and MS is a coincidence or if, on the
contrary, there is a causal relationship, single or multiple,
is open. In spite of all the research carried out, most of the
studies do not allow definite conclusions if they are
individually considered.
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Ascherio and Munch [8] performed a systematic review
of case—control studies comparing EBV serology in MS
patients and controls. This study has consistently shown
that the EBV seropositivity rate in MS patients is higher
than in controls. Other meta-analysis concludes that EBV
infection manifesting as IM in adolescents and young adults
is a risk factor for MS [12]. Ascherio and Munger [13]
found that MS risk is about 10-fold higher among
individuals who experienced an undiagnosed EBV infection
during childhood, and at least 20-fold greater among
individuals who developed IM. The work of Holmey [14]
concluded that vitamin D deficiency and EBV infection are
both very common population-wide events, and could be
involved in MS pathogenesis. Finally, other authors [5, 15]
in two well-designed cohort studies found increased relative
risks of MS in subjects with IM, but the results from other
studies were unconvincing [16].

Based on all of the above, this study located all
international publications dated before January 2009 that
analysed the relationship between EBV infection and MS,
and they described a material and a well-defined method for
each serologic or molecular determination. A meta-analysis
and a quality study was carried out on the results obtained,
so as to arrive at overall conclusions available to the date
indicated, on the relationship between the virus and the
disease.

Method

The Medline database was used to select the articles and
an open search was carried out using “Epstein-Barr
virus” or “EBV” or “human herpesvirus 4” or “HHV-4”
or “infectious mononucleosis” or “environmental risk
factors” and “multiple sclerosis” or “MS” as keywords.
Thus, 251 studies were reliable, which were published
before January 2009. Reviews were not considered. We
selected only papers published in Spanish or English to
analyse the relationship between the EBV and MS using
a material and a well-described methodology. Not
considered were those papers that did not show correct
and explicit account of the results. Finally, we selected
30 studies [4, 10, 17—44] out of the 251 publications (see
Table 1). As an additional measure to avoid possible
losses, we also examined the bibliography of each paper,
but we did not find any more studies in addition to the 30
papers initially selected.

The meta-analysis has a qualitative and a quantitative
component. The former is an epidemiologic description
of the papers, considering the individual studies as the
research subject. For each serologic or molecular deter-
mination in each publication, both individually and in
total, the following data were obtained: the odds ratio

@ Springer

(OR), confidence interval (CI) of the OR at 95%,
statistical significance of the analysis and weight of the
publication.

We used the DerSimonian and Laird [45] method to
calculate the total, because it allows total estimates that are
less affected by heterogeneity in the studies. The heteroge-
neity of the studies was determined using Cochran’s Q
statistic method. Additionally, a measure of the variability
of the total OR was employed, due to the heterogeneity of
the studies: Higgins I>. We considered that no relationship
existed between EBV exposure and the presence of MS
when the CI at 95% included the unit [46].

Finally, we analysed the quality of the publications.
We used the Newcastle-Ottawa [47] case and control
point scale (NOS). To get to know whether there was any
relationship between the quality of the article in the
above-mentioned scale and its OR calculation, a meta-
regression was carried out using the restricted maximum
likelihood (REML) method in those cases in which the
number of publications analysed was equal to or more
than 3.

Data obtained from the various studies were analysed
using the STATA Release 10.1 statistical package.

Results
Anti-VCA IgG determination

Among a total of 13 studies evaluating the anti-VCA I1gG
(Table 2), there was a single study in which such
determination was made on cerebrospinal fluid (CSF) [23]
and all of the remaining investigations were in serum [10,
17-19, 22, 24, 34-38, 43]. The percentage of cases positive
for this determination (99—100%) was greater than among
controls (81-98%), except in the study of Bray et al. [23].
In work performed among paediatric subjects, there was
also a higher percentage of positive cases, but with
differences more accentuated than in adults [17-19]. The
study performed by Zivadinov et al. [43] was the only one
in which the proportion of positive results was higher in
controls than in cases. The study with the highest OR was
published by Pohl et al. [19] and that with highest weight
was published by Bray et al. [23], both of which indicate
the existence of an association between the virus and the
disease.

Comparing the ORs of the studies, we obtained xexp2=
19.74, 12 g.l., p=0.072, which indicates a trend towards
difference, although not significantly. The global OR was
5.5 (95% CI=3.37-8.81; p<0.0001), indicating significant
association between MS and exposure to the virus.

Individually considered, the studies with the highest
quality were those by Myhr et al. [34], which stated a
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Table 2 Analysis and evaluation of the quality of the studies detecting anti-VCA 1gG

Study Descriptive statistics Inferential statistics Quality (points)
Cases Controls OR  95% CI Weight (%) S C E
Positive Negative Positive % Positive Negative Positive %
Alotaibi et al. 2004 [17] 25 5 83.3 81 62 56.7 3.8 1.38-10.56 11.50 dokk ok ok
Ascherio et al. 2001 [22] 143 1 99.3 269 19 93.4 10.1 1.33-76.22 4.56 ok Hkox
Banwell et al. 2007 [18] 108 18 85.7 61 35 63.5 34  1.79-6.59 16.53 * Hk
Bray et al. 1992 [23] 56 41 57.7 26 79 24.8 42 2.28-7.55 17.31 ok *
Bray et al. 1983 [24] 309 4 98.7 363 43 89.4 9.2 3.24-2577 11.27 * Hok ok
Myhr et al. 1998 [34] 141 3 97.9 138 32 81.1 10.9 3.26-36.42 9.49 *x Hok ok
Pohl et al. 2006 [19] 145 2 98.6 106 41 72.1 28.0 6.63-118.05 7.56 *x Hk ok
Ponsonby et al. 2005 [36] 136 0 100 252 9 96.5 10.3 0.59-177.82 2.53 *x Hok Aok
Shirodaria et al. 1987 [35] 26 0 100 24 2 923 54 0.24-118.34 2.20 * ok sdokok
Sundstrom et al. 2004 [10] 234 0 100 693 9 98.7 6.4 0.37-110.80 2.54 *x Hok ok
Sumaya et al. 1980 [37] 155 2 98.7 76 5 93.8 5.1 0.96-26.88 6.17 *x oAk
Sumaya et al. 1976 [38] 140 2 98.6 70 4 94.6 40 0.71-22.37 5.85 ok otk
Zivadinov et al. 2006 [43] 133 7 95 131 0 100 0.0 0.004-1.19 2.50 dotokok ok skokok
Total 1,751 85 - 2,290 340 - OR 5.5
Event rate (%) 9537  4.62 - 87.07 12.92 - (95% CI1=3.37-8.81; p<0.0001)
OR: odds ratio; CI: confidence interval; S: selection; C: comparability; E: exposure
significant association between EBV and MS, and those by the highest quality were those by Alotaibi et al. [17] and

Sundstrom et al. [10] and Zivadinov et al. [43], which did
not find any significant association. After a meta-regression
to understand the relationship between the quality of the
study and the corresponding OR, the said relationship was
found to be significant (p=0.017). Since the coefficient was
positive, we were able to affirm that the higher the quality
of the study, higher the OR. When studying the overall OR
of the articles with the highest quality, the results were
similar to the initial situation, in which quality was not
controlled.

Anti-EBNA complex IgG determination

In these studies [17, 22, 34, 35, 44], all of which the
determination was made in serum (Table 3), the proportion
of seropositive patients was higher in cases (97-100%)
than in controls (88-94%). The research performed by
Alotaibi et al. [17] showed the least percentage of positive
cases and yet still, it was twice that of the controls; it was
carried out in serum obtained from children and it was the
weightiest study of the set. The study of Shirodaria et al.
[35] is the only one that showed no association between
the virus and the disease, while Myhr et al. [34] was the
study with the highest OR supporting that association. The
ORs of the studies were very homogeneous (xexp2=0.70;
3 g.l; p=0.874; ’=0%). A high global OR was obtained,
being 5.4 (95% CI1=2.94-9.76; p<0.0001). The studies of

Myhr et al. [34].
Anti-EBNA-1 IgG determination

Of these studies (Table 4), Bray et al. [23] was the only one
in which the measurement was in CSF, with a very
significant difference in the proportion of seropositivity in
cases (79.7%) and controls (14.5%). In addition, its weight
was the highest among the set. All remaining studies used
serum samples [4, 10, 19, 31, 42] and the proportion of
seropositive patients was also higher in cases than in
controls, except for the study by Banwell et al. [18], which
was carried out in children, and with an OR that failed to
indicate any association between the virus and MS. The
article with the highest OR was that by Haahr et al. [4].

The overall OR was the highest of all the measurements,
being 12.1 (95% CI=3.13-46.89; p<0.0001), in spite of the
great variability amongst the studies (xexp2:65.76; 6 gl;p<
0.0001; *=90.9%).

According to the data, there was significant association
(»<0.0001) between the EBV and MS, although, due to the
high variability amongst the studies, this result should be
treated with caution. The studies with the highest quality
were those by Haahr et al. [4] and Sundstrom et al. [10]. A
meta-regression was carried out to study the relationship
between the quality of the article and the corresponding
OR, and this relation was significant (p=0.026) and, since
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Table 3 Analysis and evaluation of the quality of the studies detecting anti-EBNA complex IgG

Study Descriptive statistics Inferential statistics Quality (points)
Cases Controls OR 95% CI Weight (%) S C E
Positive Negative Positive % Positive Negative Positive %

Alotaibi et al. 2004 [17] 25 5 83.3 60 83 419 6.9 2.50-19.10 49.03 HAE Rk

Ascherio et al. 2001 [22] 141 3 97.9 266 22 92.4 39 1.14-13.21 33.82 RO R

Myhr et al. 1998 [34] 143 1 99.3 160 10 94.1 8.9 1.13-70.68 11.84 HhO R

Shirodaria et al. 1987 [35] 26 0 100 24 2 92.3 54 0.24-118.34 5.32 * ko Rk

Riverol et al. 2007 [44] 167 5 97.1 75 10 88.2 45 147-13.48 29.21 ** ok

Total 502 14 - 585 127 - OR 54

Event rate (%) 97.28  2.71 - 82.16  17.83 - (95% CI1=2.94-9.76; p<0.0001)

OR: odds ratio; CI: confidence interval; S: selection; C: comparability; E: exposure

the coefficient was positive, we can state that the higher the
quality of the article, the higher the OR. Random-effects
meta-analysis of seven studies of the association between
anti-EBNAT1 IgG and MS is expressed in Fig. 1.

Anti-EA IgG determination

In general, these studies (Table 5) had low seropositive
percentages, both in the group of cases and controls,
especially in those in which both groups were constituted
by child-aged subjects [17, 19]. In three of the studies, the
positive proportion of positive cases was less than in
controls [17, 31, 42]. The Myhr et al. [34] study showed the
highest percentage of seropositivity among the cases. Only
the Buljevac et al. [25] and Myhr et al. [34] studies showed
a significant relationship between the virus and the disease.

The overall OR was 1.3 (95% CI=0.68-2.35; p=0.457)
and we found no association between EBV and MS. The
ORs were not homogeneous (xexp2=20.30; 5¢gl.; p=0.001;

1°=75.4%). The articles of the highest quality were those by
Myhr et al. [34] and Wandinger et al. [42].

EBV DNA detection

Studies performed for the detection of the EBV DNA used
a great variety of samples, from CSF to brain tissue
biopsies, including the different components of blood. The
meta-analysis was carried out using all studies that
amplified the EBV DNA. In all, there was no association
between EBV infection and MS (p=0.051). The studies
were not too homogeneous, as shown by the Chi-square
statistic (Xexp =15.99; 12 g.L; p=0.192; I’=25%)).

Detection of EBV DNA in blood
Studies based on the detection of EBV DNA in serum [41],

plasma [29] and mononuclear cells [20, 27, 28, 40] (Table 6)
found DNA, both in cases and in controls, but only showed

Table 4 Analysis and evaluation of the quality of the studies detecting anti-EBNA-1 IgG

Study Descriptive statistics Inferential statistics Quality (points)
Cases Controls OR  95% CI Weight (%) S C E
Positive Negative Positive % Positive Negative Positive %
Banwell et al. 2007 [18] 73 53 57.9 54 42 56.2 1.1 0.63-1.83 17.95 * rEE
Bray et al. 1992 [23] 114 29 79.7 19 112 14.5 232 12.29-43.71 17.75 * *
Haahr et al. 2004 [4] 153 0 100 646 355 64.5 168.8 10.48-2,719.3 10.38 HEEE L Rk wEx
Munch et al. 1998 [31] 137 99.2 124 14 89.8 155 2.01-119.34 12.99 ok ok
Pohl et al. 2006 [19] 124 10 92.5 77 57 57.4 9.2 4.44-19.04 17.53 ** ko Rk
Sundstrom et al. 2004 [10] 233 99.6 669 33 95.3 11.5  1.56-84.50 13.18 ** ok Rk
Wandinger et al. 2000 [42] 108 0 100 147 16 90.2 243 1.44-409.04 10.23 oAk HoAk
Total 942 94 - 1,736 629 - OR 12.1
Event rate (%) 90.92 9.07 - 73.40 26.60 - (95% CI=3.13-46.89; p<0.0001)

OR: odds ratio; CI: confidence interval; S: selection; C: comparability; E: exposure
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Fig. 1 Ran{lom-effects . Study OR (95% CI) % Weight
meta-analysis of seven studies
of the association between ;
anti-EBNA-1 IgG and MS L |
Banwell et al., (2007) [18] ! 1.07 (0.63, 1.83) 17.95
Bray et al., (1992) [23] : * 23.17 (12.29, 43.71) 17.75
Haahr et al., (2004) [4] ﬂ:—% 168.81 (10.48,2719.31) 10.38
e
Munch et al., (1998) [31] ! 15.47 (2.00, 119.34) 12.99
Pohl et al., (2006) [19] 3 9.18 (4.43, 19.04) 17.53
Sundstrom et al., (2004) [10] 4% 11.49 (1.56, 84.50) 13.18
Wandinger et al., (2000) [42] ! 24.27 (1.44, 409.04) 10.23
Overall (I-squared = 90.9%, p = 0.000) <> 12.12 (3.13, 46.90) 100.00
T : T

.00037

a significant association between the virus and the disease
in the study by Sotelo et al. [40]. The study by Hay and
Tenser [28] should be highlighted, with 100% positive
results in both cases and controls.

The whole set of studies obtained an overall OR of 1.8
(95% CI1=0.99-3.36; p=0.051). It could, therefore, be
affirmed that no significant association was found between
the virus and the disease, although the value of p was close
to being significant. The ORs of the articles were
homogeneous, though very close to heterogeneity (xexpzz
10.34; 5 g.l.; p=0.066; IZ=51.6%). The articles with the
highest quality were those by Alvarez et al. [20] and
Wagner et al. [41].

Detection of EBV DNA in brain tissue and in CSF

Studies that detected EBV DNA in brain tissue [30, 39]
and CSF [21, 26, 30, 32, 33] (Table 7) failed to prove the

1 2719
NOTE: Weights are from random effects analysis

association between the virus and the disease. Only the
results of the following studies were positive: Alvarez-
Lafuente et al. [21], Mancuso et al. [32] and Sanders et al.
[39]. The Sanders et al. [39] study also showed the
percentage of positive results as being greater in controls
than in cases. When all studies were combined, an
estimated OR of 0.9 (95% CI=0.38-2.01; p=0.768) was
obtained. The studies were rather homogeneous (chp2=
3.26; 6 g.1.; p=0.776; ’=0%). The article with the highest
quality was that by Alvarez-Lafuente et al. [21].

Discussion

Up until now, the meta-analyses studying the possible
association between EBV and MS were based on determin-
ing the OR amongst the groups made up of cases against
the control groups [8], seronegative versus seropositive

Table 5 Analysis and evaluation of the quality of the studies detecting anti-EA IgG

Study Descriptive statistics Inferential statistics Quality (points)
Cases Controls OR 95% CI  Weight (%) S C E
Positive Negative Positive % Positive Negative Positive %

Alotaibi et al. 2004 [17] 0 30 0 21 122 14.7 0.1 0.01-1.59 4.01 wAk ok

Buljevac et al. 2005 [25] 26 28 48.1 13 39 25 2.8 1.22-635 17.47 * *ox

Myhr et al. 1998 [34] 99 45 68.7 79 91 46.5 2.5 1.59-4.03 22.17 ok Hk ko

Munch et al. 1998 [31] 50 88 36.2 57 81 41.3 0.8 0.5-1.31 21.92 Hk o kRk

Pohl et al. 2006 [19] 9 138 6.1 7 140 4.7 1.3 0.47-3.6 15.05 *ok ko kE

Wandinger et al. 2000 [42] 15 93 13.8 28 135 17.1 0.8 0.39-1.54 19.38 kK okok

Total 199 422 - 205 608 - OR 1.3

Event rate (%) 32.04 67.95 - 25.21 74.78 - (95% CI1=0.68-2.35; p=0.457)

OR: odds ratio; CI: confidence interval; S: selection; C: comparability; E: exposure
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Table 6 Analysis and evaluation of the quality of the studies detecting DNA in mononuclear cells and serum

Study Sample Descriptive statistics Inferential statistics Quality (points)
Cases Controls OR 95% CI Weight (%) S C E
Positive Negative Positive % Positive Negative Positive %

Alvarez et al. 2000 [20] MC 33 69 322 36 66 353 0.9 0.49-1.57 28.6 Hk kR ko

Ferrante et al. 2000 [27] MC 13 13 50 11 38.9 1.6 0.46-5.32 15.11 * Hok

Hay and Tenser 2000 [28] MC 29 0 100 7 0 100 3.9 0.07-21497 2.18 ok

Hollsberg et al. 2005 [29] PS 5 28 15.2 1 17 5.5 3.0 0.33-28.23 6.23 * w3k

Sotelo et al. 2007 [40] MC 144 27 84.2 82 48 63.1 3.1 1.81-5.38 29.54 *Ek

Wagner et al. 2004 [41] PS 9 22 29 10 52 16.1 2.1 0.76-5.95 18.34 *E KE K

Total 233 159 - 143 194 - OR 1.8

Event rate (%) 59.43  40.56 - 4243 5757 (95% C1=0.99-3.36; p=0.051)

MC: mononuclear cells; PS: plasma; OR: odds ratio; CI: confidence interval; S: selection; C: comparability; E: exposure

patients [15] and studies linking IM with MS [14].
However, this meta-analysis tried to study the relation
between all EBV infection markers to MS.

According to our study, an important increase of anti-
EBNA IgG and anti-EBNA-1 IgG was found in MS
patients, significantly so when compared with patients free
of that disease. Other authors have highlighted the same
behaviours in MS patients; it is, however, different from
that found in infected immunosuppressed patients and in
chronic IM, because both cases show increased anti-EBNA-
2 IgG and, to a lesser degree, anti-EBNA-1 IgG [48].

This increase in EBNA complex and EBNA-1 antibodies
in MS occurs between 5 and 20 years before the first
symptoms of the disease appear, and continues afterwards
[9, 10]. Although the cause of the high levels of antibodies
is unknown, a possible explanation may be that the co-
infection by other herpes viruses alters the immune control
of the host on the latent EBV reactivating it, or otherwise as
a consequence of a new infection by new EBV strains [49].

In addition, an autoimmune component may exist, since
Cepok et al. [50] have already identified two proteins of the
virus (BRRF2 and EBNA-1) that share epitope(s) with
myelin basic proteins [23, 51] and against antibodies that
appear in the CSF and the serum of MS patients.

Although heterogeneously, the presence of anti-VCA
IgG was linked to MS, since works on the CSF determi-
nation were included [23] and using different laboratory
techniques.

On the contrary, anti-EA IgG did not have a relationship
to the disease, probably because the primary infection may
participate in the initial stage of MS but not in the
reactivation of the virus without excluding a possible
autoimmune mechanism. However, in a study on 19
patients with MS exacerbation, Wandinger et al. [42] found
72.7% positivity of anti-EA IgM and IgG, the same as
Buljevac et al. [25], who found an increase of anti-EA IgG
in a subgroup of patients with the disease in an active
phase, studied through magnetic resonance. Then, it could

Table 7 Analysis and evaluation of the quality of the studies detecting DNA in brain tissue and CSF

Study Sample Descriptive statistics Inferential statistics Quality (points)
Cases Controls OR 95% CI Weight (%) S C E
Positive Negative Positive % Positive Negative Positive %
Alvarez-Lafuente et al. 2008 [21] CSF 1 47 2.1 0 44 0 2.8 0.99-2.49 6.50 ok ok
Denne et al. 2007 [26] CSF 0 6 0 0 57 0 8.9 0.16-484.41 4.22 ok
Mancuso et al. 2007 [32] CSF 1 37 2.5 0 47 0 3.8 0.15-9598 6.49 ok ok
Martin et al. 1997 [33] CSF 0 45 0 0 20 0 0.4 0.01-23.5 4.33 * ok
Morré et al. 2001 [30] BT 0 10 0 0 10 0 1.0 0.02-55.27 4.20 ok
Morré et al. 2001 [30] CSF 0 27 0 0 36 0 1.3 0.03-69.01 4.33 ok
Sanders et al. 1996 [39] BT 10 27 27 14 23 37.8 0.6 0.23-1.63 69.92 Hkk
Total 12 199 14 237 OR 0.9
Event rate (%) 5.69 94.31 5.57 94.42 (95% CI=0.38-2.01; p=0.768)

CSF: cerebrospinal fluid; BT: brain tissue; OR: odds ratio; CI: confidence interval; S: selection; C: comparability; E: exposure
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be possible that the prime infection participates at the start
of MS and that the reactivation of the virus is also
associated to clinic exacerbations of the disease.

In spite of all the above, the relationship between the
infection and MS based on serum determinations may be
masked by problems in the immune detection of the herpes
viruses [49] and by false-negative results in the controls [8].

When the presence of the virus DNA in total blood, cells,
plasma, CSF or brain biopsy was analysed, only one of the
studies found a relationship between the infection and the
disease [40]. On the other hand, it is known that EBV DNA
in serum is present in most patients in the acute phase of MS,
as a consequence of the virus replication; however, during
the latency stage, its detection in plasma or CSF is more
difficult, although the higher viral load will be found in B
lymphocytes [49]. In addition, Sanders et al. [39] found a
small proportion of positive cases in the brain tissue, with no
differences between patients with active and inactive
demyelinating plaques. Neither were there any differences
when remittent or recurrent patients were considered [27,
40]. However, lytic and latent infection markers have
recently been found in the CSF of MS patients, in ectopic
follicles [11]. This finding suggests a new concept of the
disease pathogen, where B lymphocytes would be chroni-
cally infected and become the virus carriers in the CSF.

Although the deep mechanism linking the EBV to MS is
unknown, according to the above, it is possible that T and B
lymphocytes generate an abnormal self-response due to cross-
reaction with its own antigens that belong to the brain tissue
[52]. Thus, it has been described that exposure to infectious
agents induces the expression of alpha B crystalline in
lymphoid cells. The immune system mistakes self alpha B
crystalline for a microbial antigen and generates CD4+ T
lymphocytes against it [53]. In addition, Pender [54]
proposed that MS may be due to a defect in the elimination
of infected B lymphocytes by CD8+ T cytotoxic lympho-
cytes, which may lead to their accumulation in the CNS [55].

Finally, the quality of the studies reviewed in this meta-
analysis has been acceptable. Because most of our studies are
not epidemiological exactly but are instead comparisons
between selected individuals with MS and people without
the disease, so the scale expresses lower scores in the
“Comparability (C)” and “Selection (S)”. However, most
articles have an average level of quality and it is acceptable. In
almost all of the articles, the group of cases was selected
taking into account a second medical or technical validation of
the disease; however, selection was not random or consecu-
tive, and was, thus, biased in most of the studies. For controls,
in most of the articles, the selection was conducted among
hospitalised patients, but MS was fully discarded in very few.
On the aspect of comparison between cases and controls,
almost all articles considered at least one factor: age or sex. To
check for exposure to the virus, most authors employed the

high predictive value methods (serology, molecular diagno-
sis), using the same test for cases and controls. Specifically, on
the aspect of antibody study, articles of the highest quality
were those by Zivadinov et al. [43], Haahr et al. [4], Myhr et
al. [34], Sundstrom et al. [10] and Wandinger et al. [42].
However, we may note the scarcity of comparison between
cases and controls in the majority of the articles with
molecular studies. In this regard, the study with the highest
quality was that by Alvarez et al. [20].

In conclusion, the relationship between EBV and MS is
unclear to the present date, but the virus may play an
important role in the development of MS: EBV infection
may be an environmental factor which, together with other
environmental or endogenous factors, may alter the normal
function of the immune system, in the form of autoimmu-
nity, inflammation and demyelination. The important
relationship found between the disease and anti-EBNA-1
antibodies may suggest the potential value of these anti-
bodies as markers for early diagnostic and for follow up of
MS. However, the literature analysed lacks a prospective,
comparative cohort study that may determine the levels of
antibodies years before the appearance of MS symptoms, so
that we can obtain a definite conclusion.
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Abstract: Epstein-Barr virus (EBV) is a virus present all throughout the world that causes infectious mononucleosis (IM)
and is highly associated with certain malignancies. This study is a review of current knowledge concerning the pathogenic
mechanisms of EBV in tumor and auto-immune diseases and the different new strategies to treat EBV associated patholo-
gies.

Phenomena surrounding the proliferation and immortalization of B lymphocytes, the mechanisms of immune escape and
the role of CD8+ and CD4+ T cells in the infection by EBV are explained.

An analysis is made of the role of EBV proteins during the biological events that take place in primary infection, persis-
tent chronic infection together with an update of the approaches of novel patented therapeutics.

Currently there is no vaccine protecting against EBV-associated disorders and no treatment that may inhibit or eliminate
their progression. Thus, it is crucial to obtain additional information on the function and importance of genes that play a
role in the development of those diseases with which they are associated, as well as on the humoral and cellular immune

processes involved in them.

Keywords: Epstein-Barr virus, multiple sclerosis, prevention, treatment.

1. INTRODUCTION

Epstein-Barr virus (EBV) is a gammaherpesvirus that
ubiquitously infects humans—over 90% of the world's adult
population is infected— and persists for the whole lifetime of
the person [1]. At present, it is thought that primary EBV-
infection occurs in the oropharynx via exchange of cell-free
virus or productively infected cells in saliva but the finding
of individuals who do not have EBV specific memory cyto-
toxic T lymphocyte (CTL) response, indicates that B lym-
phocytes, and not oropharyngeal epithelial cells, are required
for primary EBV infection [2]. The virus mainly binds to B
cells, through interaction of the gp350/220 present in the
envelope of the virus with cell receptor CD21, this interac-
tion fosters infection. Later the EBV is able to produce a
latent infection, mainly in B cells, although latent forms of
the virus may also be hosted by the nasopharyngeal epithe-
lial cells and some T type cells [3].

In vitro, latent infected cells may express three types of
latency depending on the genes that are expressed and on the
differentiation status of the infected B cell [4]. Thus, naive B
cells express latent EBV nuclear antigens (EBNA) EBNA1,
2, 3A, 3B, 3C, -LP, latent membrane protein 1 (LMP1),
LMP2A and LMP2B, known as growth program (latency
I1). Germinal centre cells and memory B cells express
EBNA1, LMP1 and LMP2A, known as default program (la-
tency I1) and, lastly, EBNA1 is the only protein expressed in
peripheral blood B cells, known as latency program (latency
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1) [5]. Only EBNAL is expressed in all EBV-positive prolif-
erating cells in healthy EBV carriers [4] and in all EBV-
associated malignancies [6].

EBV infection of B cells is mainly controlled by CD8+
CTL, in addition to natural killer (NK) cells. CD4+ T cell
response is probably also important at this time as a source
either of effector cells or of cytokine help for the massive
CD8+ T cell [7]. However, immune response is not always
enough to control the infection, thus resulting in an active
chronic infection by EBV [8]. In a smaller number of pa-
tients, the proliferation of cells infected by the virus is asso-
ciated with the development of lymphoproliferative proc-
esses, epithelial neoplasias and autoimmune diseases [9-11].

2. REPLICATIVE CYCLE

The virus penetrates the cell wall (Fig. 1) and migrates to
the nucleus, where replication occurs. The genome is tran-
scribed in three different phases, each of which depends
upon reading the genes in the previous phase.

The initial, or immediate phase begins after the entry of
the virus and leads to the synthesis of primary or regulatory
proteins, which are necessary for the later synthesis of nu-
cleic acids and structural proteins. They are located in the
nucleus of the cell, are antigenic and are present throughout
the viral cycle. These proteins are encoded by the EBV-
BZLF-1 open reading frame.

In the second, or early phase, early and late-early genes
are transcribed, giving rise to specific proteins such as phos-
phorylases and polymerase DNA for the synthesis of viral
DNA. Antigen proteins are also synthesised. These regulate
the subsequent phases and are located initially in the cell

© 2010 Bentham Science Publishers Ltd.
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Fig. (1). Replicative EBV phases.

membrane and diffused throughout the cytoplasm, later to
become restricted to the nucleus.

During the third, late phase, most of the late genes of the
virus are transcribed and structural proteins are synthesised
such as those of the capsid [viral capsid antigens (VCAS), a
very specific one of 18 kDa and others of 40 and 135 kDa],
and those of the envelope [late membrane antigens (LMAS)].
Capsids, which then incorporate the DNA, and glycopro-
teins, located initially in the nuclear membrane and Golgi’s
apparatus, are generated. The capsids approach the glycopro-
teins to create new complete particles.

Once formed, the virus leaves the cell, first emerging
slowly through the Golgi apparatus and then lysing the cell
due to its massive exit. Empty extracellular capsids and pro-
tein macromolecules, all of them antigenic, are frequently
present during this process. These phases are successive and
may coexist in the same cell.

3. EBV-ASSOCIATED DISEASES

EBV primary infection normally occurs during childhood
and it is generally asymptomatic, although in half of the
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cases, it appears as infectious mononucleosis (IM) during
adolescence. IM is a self-limited lymphoproliferative disease
which may be considered an immune pathology with general
symptoms caused by pro-inflammatory cytokines produced
by T cells infiltrated in tissues throughout the whole body
[12]. When the immune system is unable to control the in-
fection, the patient suffers active chronic EBV infection [8].

3.1. EBV-Associated Tumors

EBV has been linked to various lymphoproliferative
processes and epithelial neoplasias in immunodepressed and
immunocompetent persons. Amongst them we may note
posttransplantation lymphoproliferative disorder (PTLD)
patients, which suffer a complication occurring in receptors
of organ transplants that have been treated with immunosup-
pressors [13]; HIV-associated lymphomas, where HIV-
induced immunodeficiency may increase the traffic of EBV-
infected B cells that would lead to a wide variety AIDS-
related lymphomas [14]; Burkitt's lymphoma (BL), a patho-
logical entity initially described in Africa, is the most com-
mon childhood lymphoma in western countries and repre-
sents approximately 5% of all adults lymphomas [15,16];
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Hodgkin’s lymphoma (HL) in which a malignant population
of Reed-Sternberg mononuclear and multinuclear cells is
produced, in addition to reactive inflammatory cells [17],
and nasopharyngeal carcinoma (NPC), a nasopharynx lym-
phoepithelioma that is extremely common in Southeast Asia
and in Africa [18].

EBV-associated tumors are characterized by mRNA tran-
scription of a restricted number of EBV genome regions in
all cell tumors. The pattern of gene transcription is different
for different types of tumors (Fig. 2).

There are different cell lines established from BL biop-
sies in vitro, at first they show the original biopsy cell pheno-
type (group 1), on serial passage, some BL lines show ap-
pearance of lymphoblastoid cells (group Il) or a group Il
cells with phenotype indistinguishable from that of in vitro-
transformed LCLs. Those cellular changes are associated
with a change in the form of viral latency. The BL line,
group | cells, express only the viral genome maintenance
protein EBNAL, together with EBERs and BARTSs (latency
1) [19,20]. In vitro-transformed LCLs cells, group Il cells,
express the full spectrum of viral antigens that are found in
LCLs (latency I11). This group 111 express all six EBNA spe-
cies. [20].
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EBERs, EBNA1, BARTs and LMP1, LMP2A and
LMP2B (latency Il) have been detected in NPC [21] as well
as in HL [22]. However, there are important quantitative
differences between NPC and HL. NPC is best classified as
displaying a latency I/Il1 form of infection, immediate be-
tween those displayed by BL (latency 1) and HL (latency 1)
[20]. In NPC, the latent viral gene EBNA1 and the EBER
genes are expressed in all EBV-positive cases and LMP2A
and LMP2B transcripts are amplifiable in most tumors. In
HL, EBV is present in the multinuclear Reed-Sternberg cells,
is characterized by expression of the latency 11 [23].

BL, HL, and NPC all develop over much longer latent
periods, more typical of tumors with a complex multistage
pathogenesis while the PTLD-like lymphomas have rela-
tively short latency periods (Fig. 2). The genetic pattern ex-
pressed in PTDL is EBERs, EBNA1, 2, 3A, 3B, 3C, -LP,
BARTs, LMP1, LMP2A and LMP2B (latency Il1) [24,25]
(Table 1). PTLD may be initiated when a type of B cell be-
comes infected and expresses the latency Il program, these
cells cannot exit the latency 11l program, and they continue
to proliferate owing to the absence of effective T-cell immu-
nity [26]. The fact that most EBV-positive malignancies
other than PTLD show highly restricted latent antigen ex-
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Fig. (2). Schematic representation of viral genes expression in the EBV life cycle and the EBV associated lymphomas.

Naive B cells are infected by EB-virions that enter the oropharyngeal lymph nodes by crossing epithelial barriers. Under influence of
EBNAZ2-driven transcription program, naive B-cells differentiate into B blasts that express the full set of latent EBV genes and which are
probably controlled by anti-EBV cytotoxic T-cell responses. The B blast further differentiates through the germinal center, this cell types
express the latent membrane proteins LMP1 and LMP2, which provide them survival signals and growth in absence of antigen. Memory
cells exit the cell cycle and enter the peripheral circulation. This memory cells are generally silent for all protein-encoding genes but may
occasionally express LMP2. Memory B cells occasionally divide and express EBNA1 alone, which is essential for maintenance of the viral
genome in the host cell. Hodgkin’s lymphoma arises from a virus-infected cell that is blocked at the GC stage, which results in constitutive
expression of the latency Il. Burkitt’s lymphoma arises from a GC that is entering the memory compartment. The cell expresses EBNA1

only. If the CTL response is suppressed, the blasts can lead to PTLD.
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Table1l. EBV Latent Gene Expression Patterns in EBV Associated Disorders
BL NHL HL NPC PTLD IM
EBNA1 + + + + + +
EBNA2 - . - } + +
EBNA3A - - - - + +
EBNA3B - . - B + +
EBNA3C - - - - + +
EBNALP - - B B + +
LMP1 - + + + + +
LMP2A - + + + + +
LMP2B - + + + + +
BARTS + + + + + +
EBERs + + + + + +
OTHERS BARF1
LATENCY | 1 1 1 1| 1|

BL: Burkitt’s lymphoma; NHL: non-Hodgkin lymphomas; HL: Hodgkin’s lymphoma; NPC: nasopharyngeal carcinoma; PTLD: posttransplant lymphoproliferative disorders; IM:

infectious mononucleosis.

pression, with loss in particular of the immunodominant
EBNA3A, 3B, 3C proteins, emphasizes the difficulties in-
herent in trying to target these tumors by immunologic
means [27,28].

3.2. EBV-Associated Autoimmune Diseases

EBV has recently been depicted as a possible triggering
factor of some autoimmune diseases [11]. Amongst them we
may highlight systemic lupus erythematosus (SLE), an auto-
immune chronic inflammatory disease that generates a mul-
tisystemic rheumatic disorder which ultimately causes organ
failure [29]; rheumatoid arthritis (RA), a widespread sys-
temic autoimmune disease with infiltration of CD4+ T cells
and NK cells into the synovia of the joints [30] and multiple
sclerosis (MS), a neurology disease characterized by chronic
inflammation and demyelination within the central nervous
system (CNS) [31].

Epidemiology and serology studies show a clear relation
between MS and EBV [32-34]. The role of EBV in MS is
unknown, but there are some theories relating the im-
munopathology of the disease with the virus infection. One
of these theories is based on the homology between the virus
proteins and myelin proteins [35]; thus, MS would be the
result of combining a hereditary predisposition and an un-
known environmental factor that may maintain the auto-
reactivity of T cells through “molecular mimicry” [36,37].

During the study of auto-reactive CD4+ T cells in MS,
Wucherpfenning and Strominger [38] characterized a DNA
polymerase-derived epitope (BALF5) of EBV with a strong
cross-reactivity with the myelin basic protein (MBP).
Linemman et al. [39] showed that the repertoire of specific
anti-EBV T cells in MS patients is mainly composed of spe-
cific anti-EBNA1 CD4+ T cells and that the frequency was

twice as much in cases than in controls. However, the fre-
quency of EBNA1-specific CD8+ T cells was lower both in
cases and in controls. These results show that EBNAIL-
mediated immunological control of latent EBV infection is
deregulated at T cell level in patients with MS [39].

Another possible role of EBV in MS is based on EBV's
capacity to induce a-B-crystallin protein on the surface of B
cells through their infection, an event which would provoke
a response of CD4+ T cells against it. This protein is identi-
fied as the major autoantigen abnormally expressed in the
oligodendrocytes of the brains of MS patients [40]. We may
also add that EBV infection of B cells produces retrovirus
particles in active MS patients [41]; these endogenous retro-
viruses may transcribe a gene that codifies a protein of the
retrovirus envelope with potential superantigen activity [42].
These superantigens may activate polyclonal T cells specific
against myelinic antigens [43].

Cross-reaction of specific 1gG against EBNA1 with
autoantigen epitopes of Ro and Sm ribonucleoproteins [44]
was found in systemic lupus erythematosus (SLE). EBNA1
is the only protein expressed in all latent infected cells, in all
virus-associated tumors [10] and in autoimmune diseases
associated with EBV (MS, RA and SLE) [11].

Both SLE and RA are characterized by high titres of anti-
EBV antibodies and impaired T-cell responses to EBV anti-
gens. These autoimmune diseases are both associated with
an increased risk of lymphoma with a potential role for EBV
[45].

The EBV load in the peripheral blood of patients with
RA has been investigated in two studies both of which
showed that EBV load was about 10-fold higher in RA pa-
tients than in controls [46,47].
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4. PROTEINS INVOLVED IN EBVY PATHOGENESIS

The most plausible pathogenetic mechanism of EBV in
autoimmune diseases and specifically in MS is the above-
mentioned “molecular mimicry”. The pathogenetic mecha-
nism that may explain this theory implies both genes able to
produce immortalization and proliferation of infected cells
and genes involved in immune evasion, which are also es-
sential to produce neoplasias.

4.1. Cell Proliferation and Immortalization

EBYV infection gives infected cells the capacity to differ-
entiate and to clonally expand through the LMP1 protein,
which morphologically transforms B cells reducing the re-
sponse to normal differentiation signals and promoting pro-
liferation [48,49], as well as LMP2A [4]. LMP1, which is a
lingand-independent cell-suface signalling molecule, pro-
vides a surrogate T-helper cell signal. LMP1 mimics the tu-
mor necrosis factor receptor (TNFR) superfamily receptors
by using their intracellular signaling factors TRAF and
TRAD. CD40 (TNFR superfamily receptor), is a key recep-
tor on germinal center B cells, which can deliver a survival
signal. LMP1 is a functional homologue of CD40. Via their
interaction with these factors and by mechanisms not yet
fully understood LMP1 triggers two phosphorylation path-
ways that lead to the activation of transcription factors NF-
kB and AP1. The result of signalling from both CD40 and
LMP1 is to rescue B cells form apoptosis and drive their
proliferation [4].

LMP2A can maintain these cells in absence of a compe-
tent B cell antigen receptor (BCR) that may translate signals.
It has been observed in in vitro infected B cells that the
LMP2A N-terminal cytoplasmic domain blocks the signal
translating BCR, thus preventing the change from latent to
lytic cycle, and maintaining latency [50]. This domain inter-
acts via multiple phosphotyrosines arranged in ITAM- and
SH2-protein binding motifs with the tyrosine kinases Lyn
and Syk, as with BCR. This interaction diminishes Syk and
Lyn from binding to the cytoplasmic B-cell, that would re-
sult in induction of the lytic cycle. LMP2A signalling does
not cause B cells to grow, but delivers the tonic signal that is
essential for the survival of all B cells [4,10]. LMP2A func-
tion is influenced and negatively regulated by LMP2B [51].

EBNA2 mainly acts as a transcription factor of cellular
genes (c-fgr, c-myc), B cell activation markers such as CD23
and CD21, but also of other viral genes, including LMP1 and
LMP2A [9,52]. EBNA? interacts with transcription factor
RBP-Jk to promote conversion of resting B lymphocytes into
lymphoblastoid B cells [53]. It has also been related to loss
of somatic hypermutation of germinal centre B cells and,
therefore, it is related to the differentiation and transforma-
tion of B cells [54].

Additionally, this proliferation, transformation and im-
mortalization of B cells would have influence on another
protein such as EBNA-LP, acts in the expression of cell
genes essential for B cell outgrowth [55] in addition to in-
creasing the ability of EBNA2 to transactivate the LMP1
gene [56].

EBNA 3A and 3C nuclear proteins are essential for EBV-
mediated immortalization, but not EBNA 3B [10]. EBNA
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3A-C regulate the expression of certain cell genes and bind
to a variety of host proteins including different isoforms of
the cellular transcription factor RBP Jk [57]. The EBNA-3s
compete for RBP-Jx with EBNA-2 and Notch, and limit
EBNA-2 strong up-regulation through RBP-Jx [58,59].
Thus, EBNA2 and EBNA3 proteins work together to pre-
cisely control RBP-Jx activity, thereby regulating the expres-
sion of cellular and viral promoters containing cognate Jx
sequence. EBNA3C acts as a regulating complex increasing
the expression of LMP1, promoted by EBNA2 [60]. In vitro,
EBNA3B has shown that it is not required for B cell immor-
talization, but that it is a highly maintained gene, such that it
seems important for the infection of the host. It also mediates
the regulation of CXCR4 chemokine, which may be an im-
portant strategy for the alteration of B cell homing in the
infected host. The deletion of EBNA3B implies a reduction
of the expression of EBNA3C and a lesser growth [61].

Lastly, EBNAL protein has the ability to induce an in-
crease in the expression of RAG1 and 2, which contribute to
the reordering and recombination of immunoglobulin genes
and of T cell receptor genes during the VV(D)J recombination
process, essential for the regeneration of mature T and B
cells [62]. EBNAL is a protein expressed both during the
latent and the lytic phases, transcribed through various pro-
moters (Wp, Cp, Qp or Fp) depending on the virus phase
[10]. Amongst its functions, it is believed to play an impor-
tant role in replication and mainly in the maintenance of the
episome through interaction with chromosome proteins
(HMG-1 and H1) [63]. This binding also guarantees the seg-
regation of episomes in the progeny.

4.2. Immune Response Evasion

In IM there large numbers of “atypical mononuclear”
cells in the blood, predominantly T lymphoblasts of the
CD8+ subset but include some CD4+ T cells and also acti-
vated natural killer (NK)-like cells.

In vitro studies have demostrated that NK cells can in-
hibit the EBV-induced transformation of resting B cells if
added within a few days of infection [64]. But the innate
immune responses are of limited value, at least in the control
of latent growth-transforming infections. EBV has not yet
revealed any NK immune evasidn strategy [65].

There are a highly expanded CD8+ T cell response and
this issue has long been debated. CD8+ T cell response to
latent cycle antigens, are markedly focused on immuno-
dominant epitopes drawn from the EBNA3A, 3B, 3C family
proteins, and less often from EBNA2, EBNA-LP, or LMP1
and apparently never from EBNAL [28]. Although the CD8+
T lymphocyte response to latently infected cells is well char-
acterized, very little is known about T cell controls over lytic
infection. The primary CD8+ T cell response to EBV in IM
patients contains multiple lytic antigen-specific reactivities,
epitopes from immediate early (BZLF1, BRLF1) and several
early (BMLF1, BMRF1, BALF2 and BALF5) proteins, at
levels at least as high as those seen against latent antigens
[66,67].

CD4+ T cell responses are induced against a range of
epitopes within latent cycle antigens. The responses to the
immediate early protein BZLF1 were more common than
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responses to BMLF1 [68]. EBV infection therefore induces
CD4+ T cell responses to multiple latent cycle epitopes, with
the greatest concentration of epitopes being in the C-terminal
half of EBNA1. The C-terminal half of the EBNAL is a par-
ticularly rich source of CD4 epitopes for a range of different
HLA class Il alleles in Caucasian donors [69-71].

Additionally, it has been observed that the protein codi-
fied by the BGLF5 gene of the lytic cycle reduces the syn-
thesis of host proteins in such a way that it may reduce the
surface presentation of HLA molecules for recognition by T
cells [72]. Lytic-phase BZLF1 or ZEBRA protein may also
interfere in abrogation of IFNy-induced MHC-II upregula-
tion and contribute to the immune escape [73].

Besides all these mechanisms to avoid recognition by T-
lymphocytes, the immune response during EBV infection
may be suppressed by the virus through the expression of the
lytic phase BCRF1 gene, the product of which is homolo-
gous with human IL-10 (vIL-10), which would act by sup-
pressing Th1 cell response [74]. The expression of BARF1, a
CSF-1 homologue, also interferes with cytokine production,
something that may negatively alter the immune response
[75].

B cells which, in normal conditions, are eliminated
through apoptosis may increase their survival after EBV in-
fection. BHRFL1 is a prosurvival molecule from EBV that has
a high degree of homology with bcl-2, a family of proteins
that inhibits apoptosis [76,77].

The LMP1 protein through intracellular signalling also
rescues B cells from signalling for apoptosis and drives them
towards proliferation [78]. The LMP1 is a potent activator of
NF«B, and the activation of NFxB is an important step for
EBV-induced B cell immortalization.

Infected B cells may escape detection by CD8+ T cells
through EBNAL. EBNA-1 is not presented properly to T cell
since the glycine and alanine repeat domain (GAr) of EBNA-
1 interferes with processing. There are evidences suggesting
that the repetitive domain interferes with ubiquitin protea-
some-dependent degradation and may thereby prevent the
presentation of MHC-I-associated antigenic peptides [79].
While, the isolation of CD4+ or CD8+ EBNA1-specific CTL
from healthy carriers implies the processing and presentation
of EBNA1 epitopes via a proteasome-independent cross-
priming pathway [80].

EBERs genes codify two small nuclear RNAs which
seem to also participate in blocking apoptosis [81].
5. PROPHYLAXIS AND TREATMENT
5.1. Prophylaxis

Strategies based on simple or EBV-combined peptides
and on peptides from T-cell immune response (Table 2) have
been employed in the development of vaccines.

5.1.1. Peptide Vaccines

Amongst the vaccines developed with viral proteins we
may highlight that developed by Medimmune [108] and
GlaxoSmithKline [109] with structural protein gp350. This
vaccine was developed with the idea of preventing infection
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by EBV. Phase I/l clinical studies have shown that this re-
combinant glycoprotein [108,109] may elicit neutralizing
antibodies [82]. This glycoprotein had proven effective in
preventing the development of EBV-induced IM, but it had
no efficacy in preventing asymptomatic EBV infection [83],
although many cases of EBV-associated tumors and MS [84]
may be prevented by a suitable vaccine that protects against
EBV infection.

Two vaccines for EBNA1 have been developed within
the possible vaccines that use EBNAS antigens, one patented
by Akzo Nobel [110] and the other by Affinium Pharm
[111]. There is another patent registered for EBNA2 [112],
the aim of which is to apply it in PTDL prophylaxis. Two
patents have been developed codifying peptide antigens of
the BHRF1 region, such as pl7 (EA-R) and p50 (EA-D)
[113] for the prevention of IM and NPC [114]. Diatech PTY
[115] developed vaccines based on mimotypes, molecules
antigenically mimicking EBV determinants from VCA,
EBNA and EA homologous sequences. This patent indicates
that antibodies produced from these mimotypes may also
recognize gp125 (BALF4) and p18 (VCA) [115].

Another group of patented polypeptides are EBNA1,
LMP1 and LMP2 synthesized segments. The indications of
this patent are mainly aimed against NPC, HL and PTLD
[116]. There is another patent with very immunogenic pep-
tides encoded within the EBV BFRF3 and BdRF1 open read-
ing frames, expressing VCA-p18 or VCA-p40 capsid pro-
teins, developed by Akzo Nobel [117]. Middeldorp [118]
developed a vaccine using LMP1, LMP2 and BARF1 se-
quences, proteins which are expressed in the nuclear mem-
branes of infected cells. The peptide that is present in all
EBV-associated tumors and autoimmune diseases is
EBNAZ1; thus, a possible vaccine would include EBNA1
added to another latent or lytic gene [119]. EBV infection is
associated with autoimmune diseases and vaccine develop-
ment has been suggested to try to prevent them. Harley et al.
[120] tried to develop another form of immunization by us-
ing homologous peptides related with autoimmune diseases.
The peptide used enclose homologues of an antigenic se-
quence identified in the EBV and it may reduce the amount
of circulating antibodies with particular specificity in addi-
tion to re-inducing tolerance due to treatment with the anti-
gen. Huber et al., [121] developed an immunization through
peptides, specifically against the HERV-K18 superantigen
induced by EBV when transactivating human endogenous
retroviruses [42], since this superantigen may stimulate a
great amount of T cells. This would protect against diseases
such as IM, EBV-induced lymphomas, and EBV-associated
autoimmune diseases such as SLE, RA, Sjogren’s syndrome
and MS.

5.1.2. CD8+ and CD4+ Lymphocyte Epitopes

Another type of vaccine is that based on CD8+ and
CD4+ T cells specific response peptides. In this context,
Elliot et al. [85] used a not yet patented vaccine with only
one CD8+ T cell epitope to generate immunity against IM.
In phase | trial, they observed it produced a response specific
T cells, but the number of subjects studied was too small for
any conclusion to be reached. One vaccine that has recently
been patented by Queensland Inst Med Res [122] is based on
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Table 2. Patented Vaccines Against EBV
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PATENTED VACCINES PUBLICATION NUMBER APPLICANT PATENTS PATENTS
gp350 US2007202122 Medimmune INC [108]
gp350 W003094962 GlaxoSmithKline Biolog SA [109]
EBNA1 WO09406912 Akzo Nobel NV [110]
EBNA1 WO02004007536 Affinium Pharm INC [111]
EBNA2 US2006257356 Foundation for Medical Educati [112]
BHRF1 US2008175849 Ortho diagnostic systems INC [113]
BHRF1 WQ09311267 Cancer Res Inst [114]
VCA, EBNA, EA WO02007022557 Diatech PTY LTD [115]
EBNA1, LMP1, LMP2 WO02007065215 Savine Therapeutics PTY LTD [116]
VCA-p18 VCA-p40 US6365717 Akzo Nobel NV [117]
LMP1 + LMP2 + BARF1 AU2002235884 Cyto Barr BV [118]
EBNAL + lytic or latent gene W02007097820 Univ. Ohio State Res Found [119]
Peptide for autoantibodies W00158481 Oklahoma Med Res Found [120]
HERV-K18 superantigen W00247720 Univ. Tufts [121]
CD8+ T cell epitopes of LMPL W02004041849 Queens'::(jézsutn:ﬂe??n?mm ‘:i;”;:;l‘;j Effg ;g; univ. [123]
Cha+ TLCI\e/IILipa:r:ZPET\/IOIIZEBNAl’ US2009130134 Pancre, Auriault [125]
Dendritic cells EBNAL W00112215 Univ. Rockefeller [126]
APC EBNAL1 + LMP1 W02007049737 Medical and Biolog Lab Co LTD; Aichi Prefecture [127]
Ad5F35';“::§V:f§§mbi”am CN1907493 Zeng Y [128]
EBNAL recombinant adenovirus W003047634 Univ. Health Network [129]

the development of CD8+ T cell epitopes against both EBV
subtypes, which are distinguished through their differences
in the genes codifying EBNA2, 3B and 3C. As indicated, the
vaccination may be able to protect 90% of the Caucasian
population. This same institution has also developed two
vaccines based on LMP-1 or LMP-2 and gp85 or gp350 epi-
topes recognized by CD8+ T cells [123,124].

The study of latent antigen-specific CD4+ T cell re-
sponses has been motivated by the fact that most EBV-
associated tumors are HLA class Il-positive, even tumors
such as Burkitt’s lymphoma (BL), which is globally defi-
cient in HLA class | antigen processing but retains class Il
processing function [86]. Pancre et al. [125] developed im-
munogenic peptides derived from EBV type | and Il latency
antigens comprising at least one CD4+ T cells epitope which
can be recognized by the majority of individuals in the Cau-

casian population, the use of which may stimulate a strong
response against CD4+ T cells in the immunotherapy of tu-
mor pathologies associated with types | and Il latency phases
[87].

EBNAI, the only viral protein expressed in most BLs,
shown that CD4+ T cell clones to at least some EBNA1 epi-
topes can recognize and Kkill appropriately HLA-matched
LCLs and also EBNA1-positive BL lines [71,86]. Hence,
CD4+ T cells could be useful therapeutically if they were
able to recognize HLA class Il-positive cells endogenously
expressing the relevant latent protein [65].

It has been recently observed that the use of antigen pre-
senting cells (APC) T-cell immunization strategies may ob-
tain a more efficient immunization than the one obtained
with lymphoblastoid cell lines (LCLs) [88]. Specifically, a
vaccine based on this concept has been patented which elicits
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a strong CD4+ T cell response using dendritic cells (DCs)
charged with EBNA1 [126].

It was found that an APC having mRNA of LMP1 and
EBNAZ1 introduced therein can induce an EBV-specific cyto-
toxic T cell, which would eliminate an EBV-infected NK
lymphoma [127]. These vaccines can confer a protective
response to CD4+ and CD8+ T cells against EBV trans-
formed B cells in vitro [89]. It has been observed and pat-
ented that lymphocyte production by DCs that are infected
with recombinant adenovirus codifying LMP2 may be able
to kill CNF cells [90,128]. CD4+ T cells specific for EBNA1
and CD8+ T cells specific for LMP2 may be generated [91]
by infecting DCs with recombinant modified vaccinia An-
kara virus (MVA). Following the same line of research, Liu
et al. [129] tried to develop, in vitro and in vivo, a specific
response of CD4+ and CD8+ T cells against EBNAL1 for the
treatment of cancer with an adenoviral SE1 vector, which
would limit the cellular growth of the tumor and/or cause its
death. This patent may also prove useful in MS in eliminat-
ing self-reactive B and T cells.

5.2. Treatment

Strategies based on chemical products, lymphocyte trans-
fer and gene therapies have been developed for the treatment
of EBV infection (Table 3).

Table 3. Patented Treatments Against EBV
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5.2.1. Chemical Treatments

Antiviral agents, such as acyclovir [92] and valacyclovir
[93], DNA polymerase inhibitors, are the most used in the
treatment of EBV infection, but the efficacy of both is lim-
ited because they only act if the virus uses its own DNA po-
lymerase, therefore being effective only in lytic-phase but
not in latent-phase cells. A study that assessed the efficacy of
valganciclovir showed that in 47 liver transplantation chil-
dren with a high viral load of EBV treated with valganci-
clovir, PTLD was suspected in only one child and a long
valganciclovir treatment achieved undetectable EBV-DNA
in 47% of patients [94]. Other antiviral agent, ganciclovir,
showed that a treatment during 30 days decreased in 38% the
risk of PTLD during the first year post-transplant in renal
patients [95]. This study indicated that ganciclovir could be
more potent than acyclovir. Anti-viral therapy appears to
play a important role in reducing the risk of PTLD in post-
transplant patients.

The use of an agent to induce virus-specific genes codify-
ing kinases (thymidine kinase, BGLF4) that, when ex-
pressed, phosphorylate the nucleoside analogue, ganciclovir,
and transform it into its active form has been studied for
some time [96]. Sodium butyrate and radiation, and arginine
butyrate selectively activate the EBV thymidine kinase gene
in latently infected EBV-positive tumor cells [97,98].

PATENTED TREATMENTS PUBLICATION NUMBER APPLICANT PATENTS PATENTS
Geldanamycin (Hsp90-ATPase modulator) W02009014759 Trustees of the Univ. of Columbia [130]
Lipophilic phosphonoacid/ nucleoside + W09838202 Univ. California (San Diego) [131]

antiviral

L-nucleoside (L-FMAU) W09520595 Univ. Georgia; Univ. Yale [132]
Simvastatin W02005042710 US Government [133]
1'(2'F'”°r°'4'thrig;;;/?&:‘;§ﬁ nofuranosyl)-5- W02009034945 Yamasa CORP; Univ. Kyoto [134]
5-subtitued uracil-nucleoside US2007197462 Univ. Emory [135]
Inducing agents EP1886677 Perrine SP, Faller DV, White BF [136]
EBNAL1 specific lymphocytes transfer W00112215 Univ Rockefeller [126]
EBNA1 specific lymphocytes transfer US2006188520 The Rockefeller University [137]
Ad5F35-LMP2 recombinant adenovirus CN1907493 Zeng Y1 [128]
EBNAL recombinant adenovirus WO003047634 Univ. Health Network [129]
Proteasome inhibitors W02004004749 Univ. Charite [138]
ITAM inhibitors through LMP2A US2007110760 Monroe et al. [139]
RBP-J-EBNA2 mutant W002098918 GSF Forschungszentrum Umwelt [140]
RNAI (EBERs) US 2007202082 Jinetal. [141]
gp42 US2009074719 Univ. Northwestern [142]
EBNAS3C-TAT peptide W02008005506 Trustees of the Univ. of Pennsylvania [143]
CtxB or EtxB/ LMP1 or LMP2 complex WQ00247727 Univ. Bristol [144]
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A proposed and patented chemical compound that may
inhibit EBV replication in the host is a host chaperone pro-
tein activity modulator (Hsp90-ATPase), an ansamycin anti-
biotic, specifically, geldanamycin (17-dimethylaminoethyl-
amino-17-demethoxy-geldanamycin). This Hsp90 activity
modulator is an inhibitor of the expression of bcl2-associated
anathogene 3 (BAG3) [130].

Another compound that has recently been proposed and
patented is the combination of an antiviral and a lipophilic
phosphonacid/nucleoside conjugate with high antiviral activ-
ity. The compound includes a phosphonacid/nucleoside con-
jugate in which the carboxyl group and phosphonyl groups
of phosphonacid are sterified, such that the compound is
comprised of at least a lipophilic group and a nucleoside
group [131].

Another chemical compound indicated for the treatment
of the hepatitis B virus and of the EBV is an L-nucleoside in
which the R group is occupied by a purine or pyrimidine
base. The active substance is 2'-fluoro-5-methyl-beta-L-
arabinofuranosyluridine, also referred to as L-FMAU [132].
Simvastatin, which belongs to the family of drugs that inhibit
the 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA reductase, binds spe-
cifically to a domain of lymphocyte function-associated an-
tigen 1, (LFA-1) thus inhibiting its function [133]. This do-
main of cell adhesion is highly expressed in tumors with
extranodal localization such as those that appear in immuno-
compromised patients with EBV-associated immunoblastic
lymphoma in areas such as the brain, the lungs or the gastro-
intestinal tract. The administration of Simvastatin together
with LCLs in immunodeficiency mice (SCID) has been ob-
served to produce a delay in the development of EBV asso-
ciated lymphomas and to prolong survival [133]. Other pat-
ented chemical compounds that may currently be used are 1-
(2-Fluoro-4-thio-ss-D-arabinofuranosyl)-5-methyluracil
[134], patented by Yamasa CORP and 5-substituted uracil-
nucleoside, which acts as a thymidylate synthetase inhibitor.
The latter is patented by Schinazi et al. [135] and may be
used in cancer treatment. Inducing agents, such as the patent
developed by Perrine [136], are also registered.

Anti-B lymphocyte chemical treatments, such as Rituxi-
mab, have also been observed to obtain a very good re-
sponse, since B cells found in the meninges of MS patients
may be acting as APC for T cells and therefore contributing
to the propagation of local disease-relevant immune re-
sponses [99].

5.2.2. Lymphocyte Transfer

A proposed treatment approach is to try to increase the
response of the immune system against the target organism.
The predominant immunologic response in viral infections is
carried out through CTL. This response, mediated by MHC-
I, is directed against EBNA3A, 3B and 3C antigens and,
with less frequency, against EBNA2, EBNA-LP, LMP1 and
LMP2, in the case of EBV. Considering this, infusions of
donor leukocytes containing CTL presensitized to EBV, were
transferred to patients developing PTLD for the treatment of
the disease, showing regression in some cases [100]. This
method was refined through the transfusion of EBV-specific
CTL lines and used at the moment of development of a tu-
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mor or as prophylaxis [101]. It has been suggested that to
make the cell response more specific for solid organs trans-
plant, all CTL that react with the host MHC may be selected
from the donor for their transplant [102].

It has also been observed and patented that DCs may
present EBNAL to CD4+ T cells [103]. Thus, CTL have the
ability to efficiently recognize and destroy tumor cells that
express EBNAL [126,137] although this statement is not in
agreement with other authors [79].

Unfortunately, in NPC, HL and NHL, this therapy is dif-
ficult partly due to the fact that the stimulation of LCLs
mainly occurs towards immunodominant T cells specific
against EBNA3, which is not expressed in these tumors.

5.2.3. Gene Therapy

Gene therapy has been developed for EBV-related lym-
phomas expressing a suicide gene which was driven by
EBNAZ2 dependent regulatory elements in cells latently in-
fected with EBV [104].

Zeng Yi [128] and Liu et al. [129] carried out, and pat-
ented, in vitro studies focused on the treatment and preven-
tion of EBV-positive cancers by administering a nucleic acid
molecule comprising an LMP2 [128] or EBNAZ1-responsive
promoter region [129] operatively linked to a gene necessary
for viral replication, preferably in adenovirus replication, and
optionally one or more heterologous genes [105, 106].

5.2.4. Other Therapies

Another possible therapy for EBV infection and for lym-
phoproliferative diseases is the use of proteosome inhibitors,
such as PS-1 and PS-2 inhibitors, reversible inhibitors of
chymotrypsin-like activity of the multicatalytic proteinase
complex 20S proteasome, which has shown to prevent NF-
kB factor transcription activation in response to TNF-a and
to prevent NF-xB activation through the blockage of IxBf
decay and IxBp protein [138]. A recently patented strategy
has been the use of peptide homologues (synthetic ITAM
analogues) that inhibit the interaction of proteins and im-
munoreceptor tyrosine-based activation motifs (ITAMs) of
viral proteins. This invention showed that blocking associa-
tion of the LMP2A ITAM with cellular molecules and block-
ing LMP2A ITAM-mediated signalling are effective strate-
gies for treatment and prevention of metastases of EBV-
induced malignancies. It is stated that this treatment may
result in inhibition of BCR-induced proliferation [139].

Another form of treatment, patented by Kempkes [140] is
a DNA-binding protein mutant, RBP-Jx, able to bind to the
Notch protein but unable to bind to EBNA2, since it presents
an aminoacidic sequence with at least one mutation in the
EBNAZ2 binding domain, thus preventing immortalization.

Such as stated by Mei et al. [107], a form of therapy that
should be developed further is the use of drugs with latent
proteins as targets, mainly proteins expressed in tumors, such
as LMP1, LMP2A or EBNAL, essential for immortalization,
for cell proliferation and for evading immune responses.
This may be manifested with the use of small interfering
RNA targeting the LMP1 gene, thus reducing LMP1 expres-
sion and inducing apoptosis in EBV-infected LCLs. EBV
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codifies small RNAs, known as EBERs, which are abundant
in infected cells. Using a vector system, based on the EBV
promotor that codifies these EBERSs, the interference RNA
(RNAI) may be used as cytoplasmic or nuclear targets to
silence genes and block the different RNAs levels. This new
therapy is patented by Jin et al. [141].

As regards peptide-based treatments, Kirschner et al.
[142] have recently created and patented peptide-based com-
pounds (peptides, peptidomimetics, and other small mole-
cules) to inhibit EBV-mediated membrane fusion with
epithelial cells, B-cells, or both. The peptides are based on
the EBV fusion protein gp42. These may have one or more
functional or biological activities associated with gp42. This
patent may be formulated for treating and preventing dis-
eases associated with EBV infection, such as acute IM, B-
cell lymphomas, other lymphoproliferative diseases associ-
ated with EBV.

Another patented treatment is the use of EBNA3C
blended with a protein transduction domain (TAT) which
may block the proliferation of the infected cell and the over-
growth of the transformed B cell, since this protein, which
inhibits the action of EBNAS3C induces the degradation of
retinoblastoma proteins by inhibiting the translation of
EBNA3C mRNA [143]. Morgan et al. [144] developed a
fusion complex made up of a toxin and a viral antigen as
treatment against EBV infection. Toxins used are a protein
homologous to subunit B of E. coli heat-labile enterotoxin
(EtxB) or a Vibrio cholera toxin (CtxB), which are able to
bind to receptor GM1 of the cell plasmatic membrane and a
second protein homologous to a viral antigen expressed in
the surface as LMP1 or LMP2, which allow the internaliza-
tion in the cell and the alteration of the antigen processing
pattern of the viral presentation and/or tumor antigens. This
patent was developed to be applied in neoplasias.

CONCLUSIONS

Up to now some important achievements have been made
to inhibit IM progress, but the same does not hold true for
asymptomatic EBV infection, which is the one involved in
lymphoproliferative and autoimmune diseases.

The development of an effective prophylactic vaccine
needs to bear in mind that neutralizing antibodies on their
own or their combination with cell-mediated immune re-
sponse against a single peptide component does not offer
long-lasting sterile immunity against EBV, such as the case
with gp350 envelope vaccine. However, the reduction of the
viral load may be enough to prevent the development of dis-
eases such as IM or PTLD during the primary infection, in
addition to other diseases associated to the virus latent phase,
such as autoimmune diseases and other malignant diseases.
Thus, the development of vaccines based on stimulating T
cell response, mainly CD8+ T cells, requires the aid of virus-
specific CD4+ T cells in vivo and, therefore, CD4+ T cell
stimulation needs to be taken into account when developing
avaccine.

CTL in vitro stimulation against proteins expressed in
tumors may render this therapy very specific for this type of
patients. Thus, this immunotherapy based on epitope-specific
CTL clones reactivated and expanded in vitro, and the in-
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crease in the immune response through the vaccination with
epitopes may be very useful against EBV-associated neopla-
sias. According to the patents developed up till now, the
conclusion seems to be that EBNA1, as a promising CD4+ T
cell antigen, should be combined with LMP1 and LMP2 for
CD8+ T cell stimulation in such a vaccine for both preven-
tion of symptomatic EBV infection as well as immunother-
apy against EBV-associated malignancies.

Although the most effective targets to prevent or inhibit
EBV infection are genes, we may prevent the development
of tumors and other autoimmune diseases associated to B
and T cell immortalization, such as MS, by developing gene
therapies against genes that are important for cell immortali-
zation and differentiation, such as EBNA1, EBNA2 or
LMP1. The development of small interfering RNA targeting
this type of genes may also be effective in reducing their
expression. Thus, LMP1 or EBNA1 would be of great im-
portance, since it may induce B-cell apoptosis.

For preventing and treating autoimmune diseases, it may
also be useful to develop specific antibodies against autoan-
tibodies that by molecular mimicry seems to play an impor-
tant role in the development of such diseases.

Finally, the ideal strategy would be to develop a vaccine
that obtain long-lasting protective immunity by studying the
key proteins that contribute to the development of the dis-
eases associated with the virus, contributing both to cellular
and tumor immunity.
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