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I. ANTECEDENTES

Los seres humanos son hospedadores primarios de las ocho especies de virus
herpes (tabla 1). El virus del herpes simplex tipo 1 (VHS-1), el virus del herpes simplex
tipo 2 (VHS-2), el virus de la varicela zoster (VVZ, virus herpes humano tipo 3 -VHH-
3-), el virus de Epstein-Barr (VEB, virus humano tipo 4 -VHH-4-), el citomegalovirus
(CMV, virus herpes humano tipo 5 -VHH-5-), el virus herpes humano tipo 7 (VHH-7) y

el virus herpes humano tipo 8 (VHH-8) (Braun y cols., 1997).

La especie conocida como virus herpes humano tipo 6 (VHH-6) incluye a dos
virus estrechamente relacionados, designados como VHH-6A y VHH-6B (variedades A
y B, respectivamente). Un alto porcentaje de la poblaciébn mayor de 2 afios es
seropositivo para una o ambas variedades. Mientras que VHH-6A adn no se ha
relacionado con ninguna enfermedad humana de forma clara, VHH-6B es el agente
etioldgico del exantema subito (ES), roseola infantum ¢ sexta enfermedad, asi como de
la enfermedad febril relacionada (tabla 1), y es frecuentemente activo en pacientes

inmunocomprometidos de cualquier edad (Braun y cols., 1997).
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Tabla 1. Perfil patogénico de los herpesvirus (Braun y cols., 1997).

Virus Subfamilia Edad de la % Prevalencia en | Enfermedad en la | Enfermedad en la | Enfermedad en la Enfermedad en Células de la Células de
primoinfeccién adultos primoinfeccién reactivacién infeccién crénica pacientes ID primoinfeccién latencia o
persistencia
VHS-1 Alfa Aprox. 20 afios ~70 5/6 subclinica, Lesiones orales, Minima Lesiones grandes Células epiteliales | Neuronas de los
1/6 lesiones encefalitis que tardan en cutdneas ganglios
orales, curar trigéminos
infecciones
neonatales
VHS-2 Alfa Después de ~30 5/6 subclinica, Lesiones orales, Minima Lesiones grandes Células epiteliales | Neuronas del
actividad sexual 1/6 lesiones encefalitis que fardan en cutdneas ganglio sacro
genitales curar
wz Alfa Entre 6 mesesy >95 Varicela Herpes zoster Minima Herpes zoster Células epiteliales | Células de los
adolescencia grave cutdneas ganglios
trigéminos y de
las raices
dorsales
(«\" Beta Aprox. 20 afios ~70 5% de ? Aterosclerosis Enfermedad CMV, | Células epiteliales | Progenitores de
mononucleosis (?), retinosis (?) retinitis, de varios tejidos granulocitos-
infecciosa, CMV enfermedad macréfagos o
congénito gastrointestinal monocitos (?)
VEB Gamma Aprox. 20 afios ~85 >85% de ? Carcinoma Linfomas de las Células B del Células B
mononucleosis nasofaringeo, células B, epitelio
infecciosa linfoma de Burkitt | leucoplaquia oral orofaringeo
VHH-6A Beta ? )95‘/0 a las dos ? Infecciones ? Piel, linfocitos
variedades > EM (?) diseminadas, ,
VHH-6B Beta Antes de 2 afios ES en 30% de ! ! . Linfocitos CD4+ Macréfagos,
- neumonitis (?) X .
nifios linfocitos
VHH-7 Beta >50% hacia los 2 >85% ES ? ? Enfermedad CMV | Linfocitos CD4+ Virus infecciosos
afios en saliva
VHH-8 Gamma ? ? ? ? SK, enfermedad SK, enfermedad ? Esperma (?),

multicéntrica de
Castleman,
linfomas de
efusién primarios

multicéntrica de
Castleman,
linfomas de
derrame primarios

linfocitos (?)
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I11. REVISION CLINICA E HISTORICA

El descubrimiento de VHH-6A y VHH-6B se debe al desarrollo de métodos para
el mantenimiento de los cultivos de linfocitos primarios y a la divulgacion del uso de
técnicas en el estudio de VIH. Salahuddin y cols. (1986) fueron los primeros en
informar del aislamiento y caracterizacion de un nuevo herpesvirus en enfermos con
sida y enfermedades linfoproliferativas, obtenido a partir de monocitos de sangre
periférica (CMSP) estimulados con interleuquina-2 (IL-2) (Josephs y cols., 1986;
Salahuddin y cols., 1992; Salahuddin y cols., 1986). En estos cultivos se mostré un
efecto citopatico inusual caracterizado por la presencia de células gigantes de apariencia
globular. EIl virus se diferencido de los otros herpesvirus en sus propiedades de
crecimiento, antigenicidad y contenido genético. Debido a su marcado tropismo por las

células B, primero se denomino virus herpes humano B-linfotrépico (HBLV).

La existencia del nuevo virus se confirmo rapidamente por muchos laboratorios
en diversos continentes, lo que muestra la extension de la infeccion (Agut y cols., 1988;
Becker y cols., 1988; Downing y cols., 1987; Lopez y cols., 1988; Tedder y cols., 1987,
Yamanishi y cols., 1988). Los resultados de muchos de estos laboratorios indicaron que
el nuevo virus era mas facil de cultivar y de encontrar en linfocitos CD4+ (Becker y
cols., 1988; Downing y cols., 1987; Ldpez y cols., 1988; Lusso y cols., 1988; Takahashi
y cols., 1989; Tedder y cols., 1987), por lo que se cambid el nombre por el de VHH-6,
una denominacion independiente del tropismo celular y acorde con las directrices

establecidas por el Comité Internacional de Taxonomia Virica (Ablashi y cols., 1987).
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Cuando se compararon las propiedades bioldgicas moleculares y celulares de los
distintos aislamientos, se facilitd la separacion en los dos grupos anteriormente
mencionados. Estos grupos diferian con respecto a la epidemiologia, propiedades de
crecimiento, reactividad frente a anticuerpos monoclonales (mADbs), patrones de
endonucleasa de restriccion (ER) y secuencias de nucleotidos (Ablashi y cols., 1991;
Aubin y cols., 1991; Aubin y cols., 1993; Bovenzi y cols., 1993; Chandran y cols.,
1992; Dewhurst y cols., 1993; Frenkel y cols., 1994; Gompels y cols., 1992; Gompels y
cols., 1995; Josephs y cols., 1988,; Kadakia y cols., 1996; Pellett y cols., 1990;
Schirmer y cols., 1991; Teo y cols., 1991; Wyatt y cols., 1990; Yalcin y cols., 1994;
Yamamoto y cols., 1994). Despues de un considerable debate, se tom¢ la decision de
reconocer formalmente que estas diferencias eran suficientes para separar los dos
grupos del virus en variedades, aun compartiendo alrededor del 95% de sus genes
(Ablashi y cols., 1992). Las cepas representativas de VHH-6A son GS 'y U1102, y las de

VHH-6B, Z29y HST.

La asociacion de enfermedad con la infeccion por VHH-6 ha sido complicada
debido a su elevada seroprevalencia, pero la temprana edad de adquisicion de la
infeccion sugiere que el virus puede relacionarse con una enfermedad pediatrica comun.
Yamanishi y cols. (1988) cultivaron VHH-6B a partir de muestras obtenidas durante la
fase febril de nifios con roseola infantum y encontraron que seroconvertian frente a
VHH-6 dentro de las dos semanas siguientes a la enfermedad aguda. La infeccion
primaria normalmente presenta un cuadro subclinico o benigno, pero también se han
observado presentaciones mas graves: hepatitis, sindrome hemofagocitico, infeccion

diseminada fatal y manifestaciones neuroldgicas (convulsiones febriles y encefalitis).
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No se ha obtenido ningun aislamiento de VHH-6A independiente de VHH-6B en nifios

con roseola u otras enfermedades febriles.

Ademas del estudio de la infeccion primaria en nifios, VHH-6A y VHH-6B
también se han propuesto como posibles cofactores de otras situaciones clinicas. Los
herpesvirus son patdgenos oportunistas comunes en individuos inmunocomprometidos,
y se ha detectado actividad de VHH-6A y VHH-6B después de trasplantes de higado,
rifidn y medula dsea. Los antigenos y acidos nucleicos de VHH-6 estan ampliamente
extendidos en los tejidos de necropsia de pacientes con sida. Los fragmentos de ADN de
VHH-6 pueden transformar in vitro a ciertas células en un fenotipo oncdgeno, y es
posible que el virus juegue un papel etiologico en la enfermedad de Hodgkin y otros

tumores.

Un aspecto infravalorado de la biologia de VHH-6 es su presencia como comensal
del tejido cerebral. Las implicaciones de esta observacion no se conocen con exactitud.
Muchos informes actuales indican que la actividad y la distribucién de VHH-6 en el
sistema nervioso central (SNC) estan alteradas en los enfermos de esclerosis multiple

(EM) (Challoner y cols., 1995; Wilborn y cols., 1994).
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111. BIOLOGIA GENERAL DEL VIRUS
1. Estructura y Morfogénesis

Los viriones de VHH-6A y VHH-6B, como en el resto de los herpesvirus,
presentan cuatro elementos estructurales fundamentales: un core denso a los electrones,
una cépside de simetria icosaédrica, un tegumento (ocupando el espacio entre la capside
y la envoltura) y una envoltura externa en la que encuentran ancladas las glucoproteinas
codificadas por el virus asi como las proteinas integrales de membrana (figura 1)
(Roizman y cols., 1996). El proceso de maduracion de la particula de VHH-6 comienza
en el nacleo, donde se ensamblan los 162 capsomeros para formar las nucleocapsides,
con un didmetro de 90 a 110 nm (Biberfeld y cols., 1987; Yoshida y cols., 1989).
Después del ensamblaje de la capside, el tegumento se adquiere mientras el virion ain
estd en el ndcleo por una serie de pasos de envoltura y desenvoltura (Nii y cols., 1990;
Yoshida y cols., 1989) en una nueva estructura, el tegusoma, que es un compartimiento
esférico rodeado de membrana de origen citoplasmatico presente en el nucleo de células
infectadas por VHH-6 (Roffman y cols., 1990). Las capsides totalmente recubiertas con
el tegumento, con un didmetro aproximado de 165 nm, se liberan al citoplasma por
fusién del tegusoma con la membrana nuclear (Roffman y cols., 1990; Yoshida y cols.,
1989). La morfogénesis de VHH-6 tiene lugar por acumulacion citoplasmatica de
capsides completas con un tegumento bien delimitado. Estas cépsides adquieren su
envoltura por migracion dentro de vesiculas citoplasmaticas, produciendo viriones
maduros de aproximadamente 200 nm de diametro (Biberfeld y cols., 1987; Yoshida y

cols., 1989) que son liberados por exocitosis (Roffman y cols., 1990).
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Figura 1. Estructura del virion del VHH-6.
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2. Tropismo celular

In vitro, VHH-6A y VHH-6B se replican mas eficazmente en células T primarias
activadas, pero también son susceptibles las células NK (natural killer) CD4-
CD3+CD8+ y CD4-CD3- (Lusso y cols., 1993; Lusso y cols., 1995), y muchos
aislamientos se han adaptado eficazmente a lineas continuas de células T CD4+ (HSB-
2, SupT1, Molt3, J Jhan, MT-4, ET62). La cepa GS (VHH-6A) se propaga mejor en
lineas celulares T HSB-2, y la cepa U1102 (VHH-6A), en células J JHAN. La cepa Z29
(VHH-6B) crece mejor en linfocitos primarios y se ha adaptado a la linea de células T
Molt-3. Las cepas de VHH-6A generalmente no se replican en las células Molt3,
mientras que las de VHH-6B no lo hacen en las células HBS-2. Otro linaje permisivo lo
constituye la linea celular hepatica HepG2 (Cermelli y cols., 1996), y existen numerosas
lineas celulares humanas y no humanas que soportan el crecimiento del virus con una
productividad muy baja (lineas de células cervicales, astrocitos primarios humanos,
neuroblastoma, monocitos derivados del intestino humano, megacariocitos endoteliales,
células del epitelio pulmonar de vison NBL-7 y CMSP de diversas especies de
macacos) (Levy y cols., 1990, Ablashi y cols., 1989, Albright y cols., 1998).
Resumiendo, mientras que las células T se usan mas para la propagacion de VHH-6A y
VHH-6B, las lineas celulares de origen neuroldgico, epitelial y fibroblastico tienen
distintos niveles de permisividad para el crecimiento de VHH-6 (Ablashi y cols., 1987;
Cermelli y cols., 1996; Chen y cols., 1994; He y cols., 1996; Luka y cols., 1990),
aungue ninguna de ellas es de uso comun en la propagacion rutinaria de los virus. Con

algunas excepciones, los procedimientos de aislamiento virico se han realizado
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mediante cultivo de CMSP o cocultivo con CMSP primarios de adulto o linfocitos de

sangre de cordén umbilical.

In vivo, el rango de tejidos hospedadores es mas amplio que in vitro. Incluye
ganglios linfaticos (Levine y cols., 1992;), linfocitos (Cone y cols., 1993,; Cuende y
cols., 1994; Jarrett y cols., 1990), macrofagos y monocitos (Kondo y cols., 1991),
células renales del endotelio tubular (Okuno y cols., 1990), glandulas salivares (Fox y
cols., 1990; Krueger y cols., 1990; Ranger-Rogez y cols., 1995) y tejidos del SNC, en
los cuales los productos del genoma virico se han detectado en neuronas y

oligodendrocitos (Challoner y cols., 1995, Luppi y cols., 1994; Luppi y cols., 1995).

Takahashi y cols. (1989) clasificaron los linfocitos obtenidos a partir de nifios que
presentaban episodios de ES durante las infecciones primarias (probablemente por
VHH-6B) y observaron que los virus se recuperaban mejor a partir de poblaciones de
linfocitos T CD4+. Cuatro semanas después de la infeccion primaria, el virus solo se
recuperaba de los macrofagos (Kondo y cols., 1991), lo que sugiere que estas celulas

son los restauradores potenciales durante la infeccion latente.

Mediante tincion inmunohistoquimica (IHQ) se ha detectado infeccion activa por
VHH-6 en varias celulas (células CD68+ del linaje monocito/macréfago en el sarcoma
de Kaposi (Kempf y cols.,, 1997), células epiteliales y macréfagos pulmonares,
dendrocitos y macréfagos de los ganglios linfaticos y linfocitos infiltrantes de érganos
de pacientes que murieron de sida, células epiteliales tubulares renales) y en glandulas
submaxilares. También se han detectado secuencias de ADN de VHH-6 en numerosos
organos (piel, bazo, pulmon, corazon, rifion, glandula adrenal, es6fago, duodeno, colon,

higado y células progenitoras de la médula Gsea) a partir de pacientes que murieron
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accidentalmente o de infarto de miocardio (Clark y cols., 1996; Di Luca y cols., 1996;
Luppi vy cols., 1999). Ya que en muchos de estos estudios la deteccion se realizd
mediante PCR, no se ha diferenciado si las infecciones eran activas, latentes o
persistentes, ni tampoco se ha definido la naturaleza de las células infectadas. Las cepas
de la variedad B se encuentran mas frecuentemente en los CMSP y en los tejidos
solidos. Las de la variedad A aparecen de forma predominante en la piel, y su capacidad
de replicacion en cultivos de fibroblastos primarios sugiere un especial tropismo por
este tejido (Di Luca y cols., 1996). Ademas, se sabe que VHH-6 es un comensal del

tejido cerebral.
3. Ciclo litico de replicacion

Existen muchas lagunas en el conocimiento de los ciclos de replicacion de VHH-
6A y VHH-6B, ya que no se ha identificado un receptor especifico o célula diana.
Parece ser que CD46 puede desempefiar este papel (Santoro y cols., 1999). Aunque
ambos presentan especial tropismo por las células T CD4+, éste no parece ser el
receptor. Ademas, la replicacion de VHH-6A no se inhibe por CD4 soluble o por
anticuerpos frente a CD4, bajo las mismas condiciones en que se inhibe la replicacién
de VIH-1 (Okuna y cols., 1990). La expresion de CD4 en células que normalmente no
lo expresan no hace susceptibles a éstas a la infeccion por VHH-6B (Braun y cols.

1997).

La ruta de entrada a la célula y el mecanismo de migracién de la capside al ndcleo
son eventos desconocidos, no asi los mecanismos de desempaquetamiento del ADN y
su transporte al nucleo celular. Dentro de las 24 horas después de la infeccidén con

VHH-6B, la tasa de sintesis de proteinas celulares se incrementa (Balachandran y cols.,
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1991; Black y cols., 1992y; Di Luka y cols., 1990), y a las 65 horas de la infeccion, la
sintesis de ADN celular se detiene y la sintesis de ADN virico se inicia (Di Lucay cols.,
1990). El virus de nueva replicacion se detecta a las 72 horas de la infeccion (Black y

cols., 1989).
4. Efectos en las células

Los virus herpes pueden tener profundos efectos sobre el metabolismo celular. Se
han estudiado diferentes aspectos de la interaccion virus-célula, mas para VHH-6A que

para VHH-6B.

Mediante proteinas marcadas con radiactividad se observo que VHH-6A no
detiene la sintesis de proteinas celulares (Balachandran y cols., 1989). La infeccién de
células mononucleares incrementa la expresion de interferon alfa (IFN-a) (Kikuta y
cols., 1990), CD4 (Lusso y cols., 1991; Lusso y cols., 1993), interleuquina-1 beta (IL-
1B) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)), pero no de interleuquina-6 (IL-6)
(Flamand y cols., 1991). La induccién de CD4 proporciona nuevos linfocitos
susceptibles a la infeccion por VIH-1 (Lusso y cols., 1991), lo cual puede tener

implicaciones patogénicas.

Como ya se ha mencionado en el apartado anterior, VHH-6B detiene la sintesis de
ADN de la célula hospedadora después de las 65 horas del inicio de la infeccion (Di
Luca y cols., 1990). En paralelo existe una amplia estimulacion de la sintesis proteica
celular simultaneamente al cese casi total de la sintesis proteica en linfocitos primarios
sin infectar (Black y cols., 1992;). A los 3 ¢ 5 dias de la infeccidn, los perfiles proteicos

de las celulas infectadas son similares a los que muestran las células sin infectar
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inmediatamente después de la estimulacion con fitohemaglutinina, pero con un mayor
nivel de sintesis en las células infectadas. El efecto red es la continuacion de la sintesis
proteica a niveles mayores que los observados en linfocitos estimulados, acompafiada
de inhibicion de la division celular. Parece ser que el virus ha interrumpido un
componente del ciclo celular que conecta el crecimiento citoplasmatico con la divisién
celular. Este desacoplamiento entre el crecimiento y la division celular lleva a la
produccion de células refractarias y grandes de aspecto globular en los cultivos celulares

infectados por VHH-6.
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IV. BIOLOGIA MOLECULAR
1. Estructura del genoma

La estructura del genoma (figura 2) la comparten VHH-6A, VHH-6B y VHH-7
(Dominguez y cols., 1996; Lindquester y cols., 1991; Martin y cols., 1991,; Ruvolo y
cols., 1996) y es especifica dentro de la familia Herpesviridae (Chousterman y cols.,
1979). El genoma de VHH-6 se compone de una molécula de ADN lineal de doble
hebra de 162 a 170 kb, la cual contiene un solo segmento largo de 143 kb (segmento U)
acompariado por zonas finales repetidas (DR), DR (izquierda) y DRg (derecha), cuya
longitud puede variar desde 8 a 13 kb después del cultivo del virus (Gompels y cols.,
1995; Lindquester y cols., 1991; Martin y cols., 1991, Neipel y cols.; 1991, Thomson y
cols., 1991;). Se ha determinado la secuencia genémica completa de VHH-6A (cepa
U1102): el segmento U es de 143147 pb y cada DR se compone de 8087 pb (Gompels y
cols., 1995), con una longitud total de 159321 pb, ya que los DR presentes en el virus
secuenciado son probablemente mas cortos que los del virus silvestre del que provienen

(Pellett y cols., 1990).

El contenido de G+C no es constante a través del genoma: del 41% en el
segmento U y del 58% en los DR (Gompels y cols., 1995; Lindquester y cols., 1991;
Thomson y cols., 1994), con un valor medio del 43%. Nunca se ha observado un
contenido de G+C tan elevado en otros virus herpes secuenciados (Albrecht y cols.,

1992).

El genoma de VHH-6 contiene reiteraciones del hexanucleétido (GGGTTA)N

cerca del extremo de los DR (Gompels y cols., 1995; Kishi y cols., 1988; Lindquester y
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Figura 2. Estructura del genoma.
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cols., 1996; Thomson y cols., 1994), que también se encuentran en los términos de
VHH-7 (Secchiero y cols., 1995,). Aungue este hexanucledtido esta presente en las dos
variedades, el contexto de las secuencias reiteradas difiere entre ambas, puesto que
VHH-6A contiene secuencias repetidas adicionales que no se encuentran en VHH-6B
(Thomson y cols., 1994). Esta secuencia puede adquirirse a partir de la célula
hospedadora si esta presente en los telomeros de sus cromosomas (Meyne y cols.,
1989). La funcion de (GGGTTA)n no se conoce, pero existe la hipotesis de que
interviene en la replicacion del ADN y en el mantenimiento del cromosoma virico como
un episoma auto-replicante en las células infectadas de forma latente (Gompels y cols.,
1993; Horvat y cols., 1993; Thomson y cols., 1994). Como (GGGTTA)n esta localizado
cerca pero no en los extremos del genoma, parece poco probable que esta formacion
esté involucrada en proteger la integridad de éstos durante la replicacion del ADN
(Thomson y cols., 1994), aunque si es probable que dé lugar a una conformacion

favorable para la escision de las moléculas de ADN.

VHH-6A y VHH-6B comparten con los otros virus herpes beta (CMV y VHH-7)
semejanzas en cuanto a la estructura primaria de las proteinas asi como en toda la
organizacion del genoma (Dominguez y cols., 1996; Efstathiou y cols., 1992; Irving y
cols., 1990,; Lawrence y cols., 1990; Nicholas y cols., 1994; Nicholas y cols., 1996).
Los virus herpes codifican una serie de genes conservados que estan agrupados en siete
bloques, cada uno compuesto de dos a ocho genes, tal y como se observa en la figura 3
(Chee y cols., 1990; Chou y cols., 1992,; Chou y cols., 1992;). Estos bloques presentan
distinta localizacion, orden y orientacion en el genoma segun la subfamilia, aunque los

genes dentro de un bloque mantienen el orden y la polaridad transcripcional. Los pro
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Figura 3. Blques de genes conservados.
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ductos de estos genes conservados incluyen componentes estructurales del virién, como
la proteina principal de la capside (MCP), la glucoproteina H (gH) y la proteina mas
grande del tegumento (LTEG). Otros son enzimas requeridos para la replicacion del
ADN y el metabolismo de los nucle6tidos, como la proteina principal de union al ADN
(MDBP), la ADN polimerasa y la ADN-uracil glucosilasa (UDG). VHH-6 también
codifica un blogue genético adicional, los genes beta, que solo se han encontrado en
CMV vy estan ausentes del resto de los genomas de virus herpes humanos (Gompels y
cols., 1995; Nicholas y cols., 1994). Muchos de estos genes pertenecen a la familia de
las proteinas US22, que se presentan en racimos diseminados a lo largo del genoma de
CMV (Chee y cols., 1990). Los productos genicos de esta familia contienen una 0 mas
de tres secuencias conservadas de aminoacidos (Chee y cols., 1992) y los marcos de
lectura abiertos (ORF) de esta familia genética también estan presentes en VHH-7
(Dominguez y cols., 1996, Nicholas y cols., 1996). La funcion biologica de los
productos de US22 permanece sin aclarar, aunque dos de sus genes en CMV, TRS1 e

IRS1, pueden activar la transcripcion de otros genes (Stasiak y cols., 1992).

El genoma de VHH-6A (cepa U1102) posee al menos 102 ORF que codifican al
menos una proteina (Gompels y cols., 1995). De ellos, 70 cuentan con un homologo en
CMV. Estos genes, que se extienden desde U2 a U86, se localizan en la region U del
genoma y estan organizados con el mismo orden y orientacion que los genes de la
region UL de CMV. En la tabla 2 se han listado los genes de VHH-6 para los que su
funcién principal se ha asignado experimentalmente o por analogia con otros virus

herpes.
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Tabla 2. Funciones o proteinas derivadas de los principales genes de VHH-6
(Brauny cols., 1997).

u82 Glucoproteina L (gl)
u83 Eitoguina-intercrina ’
ORF de FUNCION
vHBRe | &en IE, transactivador del LTR de VIH
U3t yﬂzéﬁlﬂdf%ﬂﬁ’é ﬁgoa;{y/gwggtgyswfmu/ador del LTR de VIH
DRZ W/W?fbii Jag, g;’ly/@ynyg-/ 3T3, transactivador del LTR de VIH
vlé6 Gen IE, transactivador del LTR de VIH
va7 Factor de procesamiento de la polimerasa (PA), transactivador del LTR de VIH
u28 Subunidad grande de la ribonucleétido reductasa
u29 Ensamblaje de la cdpside y maduracion del ADN
U3l Proteina grande del tequmento (LTP)
u38 ADN polimerasa
U39 Glucoproteina B (gB)
v40 Transporte y ensamblaje de la cdpside (TP)
v41 MDBP
U43 Complejo helicasa/primasa (HP)
v48 Glucoproteina H (gH)
U51 Receptor asociado a la proteina &6
us57 Proteina principal de la cdpside (MCP)
u70 Exonucleasa alcalina
u72 Glucoproteina M (gM)
u73 OBP
u74 Complejo helicasa/primasa (HP)
u77 Complejo helicasa/primasa (HP)
(V) ADN uracil glucosilasa
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1.1. Variaciones entre cepas

Los genomas de las dos variedades son colineales, se hibridan entre si y presentan
tamafio y composicion idénticos (Lindquester y cols., 1991; Martin y cols., 1991;). Sin
embargo, existen suficientes diferencias secuenciales como para que VHH-6A y VHH-
6B presenten perfiles de ER caracteristicos, o que permite su separacion por patrones
especificos de variedad (Ablashi y cols., 1991; Aubin y cols., 1991; Aubin y cols.,
1993; Schirmer y cols., 1991). Las divergencias en la secuencia genémica entre VHH-
6A y VHH-6B van del 1 al 5% en el centro del genoma, donde se localizan los genes
conservados del core (Ablashi y cols., 1991; Aubin y cols., 1993; Gompels y cols.,
1993). La ADN polimerasa, la glucoproteina B (gB), la fosfotransferasa y los genes de
una muestra de VHH-6B presente en el cerebro de un paciente con EM coincidian con
el 99,9% de los aminoacidos de la correspondiente secuencia de la cepa Z29 (Challoner

y cols., 1995).

La heterogeneidad depende del gen que se analice. Por ejemplo, cuando se estudia
la region 210 pb del gen U47, los viriones de VHH-6A difieren el 2%, mientras que en
los de VHH-6B las secuencias son idénticas (Gompels y cols., 1993). La region precoz
inmediata (Chou y cols., 1994; Yamamoto y cols., 1994) y el gen codificante de la
proteina virica altamente inmunorreactiva (Pellett y cols., 1993) difieren méas del 25% y
del 10% respectivamente, entre las cepas de las dos variedades. A parte de estos genes,
los genomas de las distintas variedades presentan perfiles de ER muy similares,

exhibiendo polimorfismo caracteristico de las diferencias entre cepas.
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1.2. Heterogeneidad intracepa

En VHH-6B (cepa Z29), la heterogeneidad se localiza en una region cerca del
extremo izquierdo de ambos DR y se manifiesta por la pérdida de 3 6 4 kb en cada uno
después de sucesivos pases en cultivo celular (Lindquester y cols., 1991, Pellett y cols.,
1990). Esta porcion variable del genoma se conoce como region het; la variacion entre
otras cepas tambien se ha localizado en esta region (Frenkel y cols., 1994; Gompels y
cols., 1995; Martin y cols., 1991,; Thomson y cols., 1994). Las causas que conducen a
dicha heterogeneidad no se han identificado, pero parece ser la consecuencia natural de

la replicacion virica.
1.3. Relacién de VHH-6 con otros virus herpes

Como anteriormente se indic6, VHH-6 se agrupo inicialmente como virus
linfotropo o virus herpes gamma, debido a su capacidad de infectar linfocitos (Luka y
cols., 1990; Salahuddin y cols., 1986). Pero los estudios de ADN indicaron que estaba
méas proximo a CMV, un virus herpes beta, que a VEB (Efstathiou y cols., 1988;
Lawrence y cols., 1990) y se clasific6 como miembro del genero Roseolovirus de la
subfamilia Betaherpesvirinae. Debido a que se secuencid el genoma de la cepa U1102
de VHH-6A se dispuso de un analisis completo de su cédigo genético (Gompels y cols.,
1995). El 67% de los genes de esta cepa presentan homologos en CMV, si se considera
la semejanza de amino&cidos o su posicién. Aun asi, VHH-6 estd mas cerca de VHH-7
que de CMV, debido a la reactividad seroldgica cruzada, la hibridacion de sus ADN y la
semejanza de sus secuencias de nucleétidos (Berneman y cols., 1992; Black y cols.,
1992y; Dominguez y cols., 1996; Foa-Tomasi y cols., 1994; Frenkel y cols., 1990;

Nicholas y cols., 1996). Por ejemplo, la MPC de la cepa U1102 comparte el 61,3% de
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los aminoacidos con la MPC de VHH-7 (Mukai y cols., 1995) y el 43,8% con CMV
(Littler y cols., 1990, Teo y cols., 1991) y menos del 30% con la MPC de VEB, VVZy
VHS (Littler y cols., 1990). Esta relacién es similar a la de otros virus herpes dentro de
sus respectivas subfamilias. Por ejemplo, VHS-1 y VVZ comparten el 52% de los

aminoéacidos de sus respectivas MCP (MacGeoch y cols., 1988).

Se ha visto que algunos genes de VHH-6 no presentan homologos en otros virus
herpes. En la cepa U1102, existen 25 genes unicos tanto en la region DR como cerca de
los extremos del segmento U; en algunas de estas regiones se produce corte y unién del
ARN (Gompels y cols., 1995; Pfeiffer y cols. 1995). Dos de las regiones mas estudiadas
de los genes unicos de VHH-6 son los homologos al gen rep del virus adeno-asociado
de tipo 2 (repaav-2), repus, Y €l gen que codifica la glucoproteina gp82/105 (Pfeiffer y
cols., 1993; Pfeiffer y cols., 1995; Thomson y cols., 1991,). EI homologo repaav-2 se
codifica en el ORF U94 de la cepa U1102 y tiene una localizacion gendmica similar en
VHH-6A y VHH-6B (Braun y cols., 1997). Su producto, Repys, estd mas estrechamente
relacionado con la proteina de repaav-2 (Repaav-2) que con las proteinas homologas de
otros parvovirus (Thomson y cols., 1994). Su importancia radica en que VHH-7 carece
de homdlogo al gen repaav-2, 10 que pudiera ser un marcador de divergencia evolutiva
entre VHH-6 y VHH-7 (Nicholas y cols., 1994). La proteina Repaav-2 €S esencial para la
replicacion del ADN en AAV-2 y posee actividades de endonucleasa / helicasa
dependiente de ATP especifica de lugar (Imy cols., 1990). Se desconocen las funciones
del gen repps y su producto en el ciclo de vida de VHH-6. In vitro, se ha observado que
proporciona una funcion auxiliar en la replicacién del ADN (Thomson y cols., 1994), y
ademas, repps de la cepa U1102 puede completar la replicacion de un genoma de AAV-

2 deficiente en gen repaav-2 (Braun y cols. 1997).
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La otra proteina caracteristica de VHH-6 es la glucoproteina principal de la
envoltura anteriormente mencionada, que consiste en numerosas poliproteinas
relacionadas que se conocen colectivamente como complejo gp82/gpl05 (Pfeiffer y
cols., 1993). Las mdultiples proteinas que componen gp82/gp105 se producen a partir del
mismo gen como resultado de la union diferencial entre 12 exones del ARN transcrito a
partir del gen gp82/gp105 (Braun y cols. 1997; Pfeiffer y cols., 1995). Su papel es
desconocido, pero parece ser importante en la biologia de VHH-6, ya que existen
epitopos neutralizantes. Los mAbs frente a esta proteina generados a partir de la cepa
GS de VHH-6A son capaces de neutralizar la infectividad de VHH-6A, pero no la de

VHH-6B (Pfeiffer y cols., 1993).
2. Replicacion del ADN

VHH-6 codifica homologos a las siete proteinas necesarias para la replicacion
litica de VHS-1: MDPB, ADN polimerasa, una proteina asociada a la polimerasa, una
proteina de unidn al origen (OBP), asi como el complejo helicasa / primasa compuesto
por tres proteinas codificadas por los genes UL5, UL8, y UL52 de VHS-1 (Roizman y
cols., 1996). VHH-6 parece codificar una secuencia homologa a OBP de VHS-1 que
solo se habia encontrado en virus herpes alfa (Gompels y cols., 1995; Inoue y cols.,
1994; Lawrence y cols., 1995; Lindquester y cols., 1997,; Nicholas y cols., 1994).
VVHH-6 tiene un origen para la replicacion del ADN en la fase litica (oriLyt, figura 4),
que como en VHS-1, VVZ, y CMV, se localiza mas arriba del gen que codifica el
homdlogo de MDPB (U41) (Anders y cols., 1992; Stow y cols., 1990; Weller y cols.,

1990) y se compone de una region del segmento U de 1400 pb (sin capacidad aparente
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Figura 4. Esquema del origen de replicacion litico (oriLyt) de VHH-6 (Dewhurst y
cols., 1997).
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de codificar proteinas) que se localiza entre U41 y el gen homologo a UL69 (VHS-1) y
CMV/ICP27 (U42) (Dewhurst y cols., 1993; Lindquester y cols., 1997,; Stamey y cols.,
1995). Se identifico una region de aproximadamente 400 pb como la minima region

activa.

El oriLyt de la cepa Z29 se localiza en la region genomica que incluye dos lugares
de union (OBP-1 y OBP-2) para OBP, los cuales se organizan por parejas simétricas,
escoltados por espaciadores ricos en AT. Esta region contiene dos fragmentos de 195 pb
(motivo DUE) que se cree que funcionan como elemento desenrollante del ADN
(Dewhurst y cols., 1993), por lo que se ha visto que estos OBP se requieren para la
replicacion del ADN (Dewhurst y cols., 1994). Se ha demostrado que los OBP de la
cepa Z29 no hibridan con los de VHS-1, y viceversa (Inoue y cols., 1994), ya que
mediante ensayos de cambios en la movilidad por electroforesis competitiva (EMSA) se
determind que las secuencias para ambos OBP no eran complementarias (Inoue y cols.,

1995).
3. Transcripcion

Durante la infeccion litica, los genes viricos se expresan con tres cinéticas. Los
alfa o precoces inmediatos (IE) se transcriben sin requerimiento de sintesis de proteinas
de novo y sus ARNy, se detectan frecuentemente en las tres horas siguientes a la
infeccion. Las proteinas alfa frecuentemente regulan la expresién de otros genes. La
segunda clase de genes, beta o tempranos (E), esta involucrada en el metabolismo y en
la replicacion del ADN y su expresion es dependiente de la de los genes alfa. La tercera
clase de genes es la gamma o tardios (L) y sus productos estan frecuentemente

involucrados en el ensamblaje del virion y como componentes de la particula virica



madura (Roizman y cols., 1992). Por lo tanto, las proteinas pertenecientes a las dos
primeras cinéticas presentan funciones enzimaticas fundamentalmente, y las producidas

bajo condiciones gamma, funciones estructurales.

La regulacion temporal de la expresion de los genes de VHH-6 no se conoce bien,
aunque se han caracterizado muchas unidades de transcripcion (Pellett y cols., 1993;
Pfeiffer y cols., 1995; Schiewe y cols., 1994). La region mas estudiada es la cercana al
extremo derecho del segmento U en la cepa U1102 de VHH-6A, que comparte
caracteristicas con ciertas regiones codificantes IE de los virus beta (Martin y cols.,
1991,; Schiewe y cols., 1994). Estas caracteristicas incluyen la supresion de la
frecuencia del dinucledtido CpG, la codificacion de activadores de la trascripcion y la
presencia de una compleja configuracion de secuencias repetitivas que contienen
lugares de unién a los factores de iniciacion de la transcripcion celular. Un locus IE de 5
kb proporciona dos ARN coterminales que tras la unién de sus exones presentan una
longitud final de 3,5y 4,7 kb cada uno, ademas de otros dos pequefios ARN transcritos
a partir de la cadena complementaria. Las especies de 3,5 y 4,7 kb provienen de los
ORF U89 y U90, respectivamente. Solo el de 3,5 kb se detecta bajo condiciones alfa; el
de 4,7 kb esta presente en estadios tardios después de la infeccidn y se inicia a partir de
un promotor diferente localizado mas arriba del elemento repetitivo R3 (Schiewe y
cols., 1994). Los otros dos ARN cortos emergen del mismo promotor y no se expresan
durante condiciones alfa. Otro posible IE localizado préximo a DR, de VHH-6 es el
fragmento génico B701 del ORF U16, estudiado en las cepas GS y U1102 de VHH-6A
(Geng y cols., 1992; Nicholas y cols., 1994). Este gen es un miembro de la familia
US22, es homologo a UL36 de CMV y regula la expresiéon de otros genes (Coldberg-

Poley y cols., 1992). In vitro, B701 puede activar la transcripcion del promotor de VIH-
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1, el cual podria funcionar como un activador de la expresion genica de VHH-6A (Geng
y cols., 1992). Por otra parte, la transcripcion del gen U1l codificante de la proteina
101K de la cepa Z29 de VHH-6B, proporciona un grupo de ARN, de aproximadamente
2,6 kb de longitud, donde se detectaron dos extremos 5" y dos 3" (Pellett y cols., 1993).
Estos ARNp, fueron mas abundantes cuando se originaron por debajo de cada una de las
dos cajas TATA localizadas 139 kb fuera de la region 5~ de U11. De los dos extremos
3", el que contenia la sefial de poliadenilacion canonica (AATAAA) se traducia con mas
frecuencia. El significado de este hallazgo sugirié que esos ARNp, podrian regularse

diferencialmente.

La unidn de los exones de ARN puede ser un factor importante en la regulacion
de la transcripcion de VHH-6. Como se describio para el locus IE, el gen que codifica a
gp82/105 (Pfeiffer y cols., 1995) y el gen repys, se transcriben en ARN que sufre corte
y unién diferencial (Braun y cols., 1997), el cual se cree que desempefia un papel
fundamental en la generacion de varias clases de ARNp, para la traduccion del complejo

gp82/gp105 de VHH-6A y VHH-6B (Pfeiffer y cols., 1995).

Es importante destacar la intensa regulacion de las cantidades de ARN que se
transcribe. EI ARN del gen repys de la cepa Z29 de VHH-6B se expresa a niveles muy
bajos en células Molt-3, maximo 10 copias por célula tres dias después de la infeccion
(Braun y cols., 1997). La razén de este fuerte control no se conoce, pero parece ser que

la expresidn excesiva de este gen puede retardar la biologia de VHH-6.

Los promotores de la transcripcion no se han caracterizado totalmente. El
promotor génico de la ADN polimerasa de VHH-6A es TATA-deficiente, y el elemento

regulador principal de la transcripcion es un lugar de union AFT/CREB (Agulnick y
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cols., 1994). Un elemento de 21 pb, localizado 19 pb por encima de la caja TATA, es
imprescindible para la expresion del gen U27 de VHH-6A que codifica el factor de
procesamiento de la ADN polimerasa, PA (Thompson y cols., 1994), y contiene el
factor de union al lugar de transcripcion, un DR de 6 pb y un repetido inverso (IR) de 5

pb superpuestos.
4. Traduccion

Se han identificado 102 ORF con capacidad codificante en el genoma de la cepa
U1102 de VHH-6A (Gompels y cols., 1995). La deteccion de proteinas especificas de
VHH-6 es complicada ya que el virus no desactiva la sintesis proteica en la célula
hospedadora (Balachandran y cols., 1989; Balachandran y cols., 1991; Black y cols.,
1992;), si no que al contrario, ésta se incrementa después de la infeccion. Parece que
este efecto depende de la replicacion del ADN virico, ya que células infectadas con
virus irradiados con rayos ultravioleta mostraron un descenso proporcional de su
namero, de la sintesis proteica celular, de proteinas y ADN virico, efectos todos ellos
directamente proporcionales al tiempo de exposicion a la radiacion. Ademas, las células
infectadas en presencia de un inhibidor de la replicacion de ADN virico (como el acido

fosfonoacético) no incrementan la sintesis proteica celular (Black y cols., 1992y).

Los polipéptidos presentes en las particulas de VHH-6 se caracterizaron mediante
electroforesis. Se detectaron veintinueve polipéptidos desde 20 a 280 kDa con una
banda mas intensa de 180 kDa (Killington y cols., 1977; Shiraki y cols., 1989;
Yamamoto y cols., 1990). Veintitrés de un total de 33 polipéptidos fueron identificados
en otros virus herpes humanos (Roizman y cols., 1996). Cuando los viriones purificados

se trataron con un detergente no idnico y se separaron en dos fracciones, de envoltura 'y
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nucleocapside, el virion completo y las fracciones de nucleocéapside se observo que
contenian una banda principal de 143 kDa aproximadamente, que se correspondié con
MCP de VHH-6 (Killington y cols., 1977; Shiraki y cols., 1989; Yamamoto y cols.,
1990). La fraccion de la envoltura revelo seis polipéptidos, entre los que se incluyen gB,
gH, gL, gM y la glucoproteina gp82/105 que fueron identificados mediante
secuenciacion de los homologos de la envoltura de otros virus herpes y por anticuerpos
neutralizantes (Gompels y cols., 1995; Liu y cols., 1993; Pfeiffer y cols., 1993; Takeda
y cols., 1996). En otros estudios se han identificado las proteinas de VHH-6 usando
sueros humanos con titulos elevados de anticuerpos frente a dichas proteinas obtenidas
por inmunoprecipitacion a partir de células infectadas con la cepa GS de VHH-6A
(Balachandran y cols., 1989; Balachandran y cols.,, 1991). Con este método se
identificaron 20 polipéptidos de 180 a 36 kDa con una banda destacada de 135 kDa, que

se encontro en todos los sueros estudiados.

La mayoria de los sueros humanos con anticuerpos especificos frente a VHH-6
reaccionan intensamente con la proteina de 101K (YYamamoto y cols., 1990), por lo que
se considera un marcador de infeccion por VHH-6. La proteina homologa de VHH-6A,
p100, tiene un peso molecular de 100 kDa y, como 101K, es el principal constituyente
de los viriones (Neipel y cols., 1992). Ambas proteinas se asemejan a pp150 de CMV
en un tercio del extremo aminoterminal y comparten un 81% de su secuencia de
aminoacidos (Pellett y cols., 1993). Por eso, esta proteina es excelente para el desarrollo

de ensayos seroldgicos especificos de variedad.

En células infectadas por VHH-6A, como en todas las células infectadas por otros

virus herpes, gH puede formar complejos con gL, y el complejo gH-gL se ha implicado
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en la propagacion del virus a otras células (Liu y cols., 1993). ElI dominio requerido
para la interaccion proteina-proteina entre gH y gL se localiza en el extremo amino
terminal de gH, una region bien conservada entre los virus herpes beta (Anderson y
cols., 1996). Estos complejos parecen tener una utilidad funcional poco especifica, ya
que los homdlogos a estas glucoproteinas en CMV pueden sustituir a gH o gL en la

formacion de los mismos (Anderson y cols., 1996).
5. Activacion transcripcional de VHH-6

Se ha observado que muchos genes y fragmentos clonados de ADN de VHH-6
pueden activar la expresion de los genes conectados al promotor LTR de VIH-1 (Di
Luca y cols., 1991; Ensoli y cols., 1989; Horvat y cols., 1989). Esto puede ser
bioldgicamente relevante porque VIH-1y VHH-6 pueden infectar productivamente los
mismos tipos de células y coinfectar linfocitos T CD4+ humanos (Carrigan y cols.,
1990; Levy y cols., 1990,; Lusso y cols., 1989). Estos genes son, entre otros, los ORF
DR7, U16, U27 y U94 de la cepa U1102 de VHH-6A (Geng y cols., 1992; Kusuhara y
cols., 1992; Martin y cols., 1991,; Nicholas y cols., 1994; Thompson y cols., 1994;
Thomson y cols., 1994; Zhou y cols., 1994), los fragmentos clonados pZVB70,
pZVB10 y pZVH14 de la cepa GS de VHH-6A (Garzin-Demo y cols., 1996, Horvat y
cols., 1991) y el fragmento Sall L de la cepa U1102 de VHH-6A (Kashanchi y cols.,
1994, Thompson y cols., 1994). Las capacidades de activacion fueron diferentes para las
cepas GS 'y Z29 (Horvat y cols., 1991), ya que GS activa a dicho promotor en células T
estimuladas y / o sin estimular, y Z29, sélo lo activa en células T previamente
estimuladas. Uno de los genes mas interesantes en este aspecto es U94, que codifica la

proteina Reppg, la cual parece influir en la expresion génica de forma distinta a como lo
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hace su homdloga Repaav-2. Repns de VHH-6A (cepa U1102) activa al promotor LTR
de VIH-1 en lineas celulares de fibroblastos, pero no en células T, mientras que Repaav-
» inhibe la actividad de este promotor tanto en lineas de fibroblastos como de células T
(Thomson y cols., 1994). La utilidad en el ciclo de vida de VHH-6 de la mayoria de los
genes que actuan sobre LTR de VIH-1 no se conoce, aunque parece que tienen

funciones generales a nivel de la transcripcion.

Finalmente, la infeccion con VHH-6A (cepa GS) de las celulas previamente
infectadas con VEB de forma latente puede activar la replicacion litica de este virus
(Flamand y cols., 1993). Esta activacion requiere viriones infecciosos y estd mediada
por un elemento dependiente del AMP-ciclico localizado dentro del promotor Zebra de
VEB (Zp), que controla el producto del gen ZEBRA, responsable de interrumpir la
latencia e iniciar la cascada de replicacion litica. El producto génico de VHH-6A
responsable de activar a Zp no se localiza dentro de los fragmentos génicos que son

capaces de activar al promotor LTR de VIH-1 (Flamand y cols., 1996).
6. Interacciones de VHH-6 y VIH-1 in vitro

Muchos de los primeros aislamientos de VHH-6 se obtuvieron de individuos
infectados por el VIH-1. Esto, junto con el hecho de que ambos virus infectan de forma
simultanea los linfocitos T CD4+, ha llevado a la conclusion de la existencia de una o
varias interacciones especificas entre estos virus que pueden depender de que las
mismas tengan lugar en células infectadas dualmente, de la probabilidad de infeccion
simultanea, de que las interacciones especificas en el hospedador no requieran la

presencia simultanea de los dos virus en la misma célula, de efectos no especificos de la
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infeccion con un virus sobre la patobiologia del otro y de la posibilidad de que las

interacciones relevantes solo se detecten in vitro (Braun y cols., 1997).

Como es sabido, VHH-6 puede activar in vitro la trascripcion del promotor LTR
de VIH-1, al igual que otros virus ADN (VHS-1 (Mosca y cols., 1987, Mosca y cols.,
1987,), CMV (Davis y cols., 1987), VEB (Kenney y cols., 1988), papovavirus
(Gendelman vy cols., 1986) y adenovirus (Nabel y cols., 1988)) por un mecanismo tat-
independiente, pero las interacciones in vivo permanecen sin aclarar. VHH-6 y VIH-1
pueden coinfectar productivamente linfocitos T CD4+ humanos, observandose, in vitro,
tanto efectos estimuladores como inhibidores. Por ejemplo, en coinfecciones de VIH-1
con la cepa GS se han encontrado linfocitos doblemente infectados, y también se ha
observado una expresion génica de VIH-1 acelerada y un efecto citopéatico
incrementado (Lusso y cols., 1989). En otros experimentos, la coinfeccion con cepas de
VHH-6A suprimi¢ la replicacion de VIH-1, redujo los niveles de transcriptasa inversa
asi como la expresion de antigenos de VIH-1 (Carrigan y cols., 1990; Levy y cols.,
1990,; Lopez y cols., 1988; Pietroboni y cols., 1988;,). Estos resultados indican que cada
virus puede interactuar con el otro y que la direccidn especifica de la interaccion puede

depender de las condiciones experimentales concretas.

La forma en que la coinfeccion VHH-6 / VIH-1 de CMSP in vitro influye sobre
VHH-6 se refleja en un posible incremento de la replicacion del mismo (Carrigan y
cols., 1990), ya que se ha observado que la expresion de la proteina Tat de VIH-1 puede
inhibir tanto como estimular la replicacion de VHH-6 (Di Luca y cols., 1991;

Sieczkowsky y cols., 1995).
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V. NOMENCLATURA Y CLASIFICACION

VHH-6A y VHH-6B son miembros de la subfamilia Betaherpesvirinae (junto con
CMV y VHH-7), dentro de la familia Herpesviridae, pertenecientes al género
Roseolovirus (junto con VHH-7) y a la especie herpes humano tipo 6. Esta clasificacion
se debe al alto nivel de conservacion secuencial y colinealidad genética entre estos virus
y CMV, en comparacion con el bajo nivel de semejanza que guardan con las

subfamilias alfa y gamma.

Poco después del descubrimiento de VHH-6, muchos laboratorios describieron el
aislamiento de virus que parecian ser cepas diferentes del mismo, ya que sus ADN
hibridaron especificamente con un fragmento de ADN (digerido por Hindlll) clénico de
uno de los primeros aislados, hallandose distintos perfiles de ER. El significado de estas
diferencias no era evidente. Se compararon las reactividades frente a los mAbs y el
crecimiento en cultivos celulares de dos cepas previamente aisladas, Z29 (VHH-6B) y
U1102 (VHH-6A), observandose comportamientos distintos entre ambas. Dado que
solo se compararon dos aislamientos, se concluyd que esas dos cepas en concreto
diferian en esas propiedades (Becker y cols., 1989; Jarrett y cols., 1989; Kikuta y cols.,

1989,; Wyatt y cols., 1990).

En 1991 se agruparon las cepas en dos grupos, comparando todos los marcadores.
Aubin y cols. (1991) compararon los perfiles de ER de grandes segmentos del genomay
las secuencias de nucledtidos de un segmento 163 de pb. Se encontraron dos grupos,
tipificados como cepas SIE y HST. Las cepas incluidas en el grupo 1 se aislaron a partir
de adultos inmunocomprometidos, y las del grupo 2, a partir de nifios. Ablashi y cols.

(1991) encontraron cepas que crecieron en HBS-2 y Sup T1 pero no en Molt-3, que
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reaccionaban con todos los mAbs dirigidos frente a la cepa GS y que compartian
patrones idénticos de ER, mientras que las cepas que no crecieron en HBS-2 y Sup T1,
pero que si lo hicieron en Molt-3, no reaccionaron con los mismos mAbs derivados de
GS y compartian patrones identicos de ER diferentes de los del otro grupo.
Resumiendo, se propuso que los aislamientos de VHH-6 se separaran en dos grupos:
VHH-6A (GS-like) y VHH-6B (Z29-like). Schirmer y cols. (1991) compararon todos
los patrones de ER del genoma completo y la reactividad de todos los aislamientos de
VHH-6 frente a un panel de mAbs. Los aislamientos que compartian el mismo patrén de
ER que la cepa Z29 tenian una reactividad similar frente al panel de mAbs. Excepto la
cepa Z29, que se obtuvo de pacientes con sida, los virus Z29-like se aislaron de

enfermos con ES. Se considerd necesaria la reclasificacion de cepas de VHH-6.

Hasta la fecha, se han estudiado los patrones de ER, el tropismo celular y la
reactividad frente a paneles de mAbs de alrededor de 100 aislamientos de VHH-6
(obtenidos a partir de CMSP de nifios con ES o sindromes febriles, saliva acelular de
pacientes sanos 0 VIH y de CMSP de pacientes con sindrome de fatiga créonica (SFC) y
de adultos) (Ablashi y cols., 1988; Ablashi y cols., 1991; Dewhurst y cols., 1992;
Dewhurst y cols., 1993; Di Luca y cols., 1995,; Harnett y cols., 1990; Kasatfanas y
cols., 1996; Levy y cols., 1990,; Schirmer y cols., 1991; Yamanishi y cols., 1988).
Excepto para aislamientos que parecen ser mezclas de las dos variedades, todos han sido

asignados sin ambigtiedad a uno de los dos grupos.

Mientras que es clara la separacion en dos grupos distintos, también es patente
que los dos estan estrechamente relacionados. Miembros de ambos grupos infectan

células T CD4+ primarias. Aunque un subgrupo de los mAbs dirigidos frente a uno de
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los miembros de un grupo no reaccionaba cruzadamente con los del otro grupo, muchos
mADbs si reaccionaron. La respuesta inmunitaria humana reacciona de forma cruzada
entre grupos, y los anticuerpos policlonales de conejo (dirigidos frente a células
infectadas con un miembro de un grupo 0 frente a una proteina estructural purificada de
un miembro de un grupo) tambien reaccionaron fuertemente con los miembros del otro
grupo (Chandran y cols., 1992; Schirmer y cols., 1991). Los genomas se hibridaron de
forma cruzada eficazmente (Lindquester y cols., 1996; Schirmer y cols.; 1991). La
identidad en la secuencia de nucledtidos esta entre 75-97%, dependiendo del gen que se
compare, con identidades que se acercan al 95% en la mayoria de los genes (Aubin y
cols., 1991; Aubin y cols., 1993; Chou y cols., 1994; Clark, 2000; Gompels y cols.,
1992; Gompels y cols., 1995; Lindquester y cols., 1997,; Liu y cols., 1993; Pellett y
cols., 1993; Yamamoto y cols., 1994). Ademas, ambos grupos codifican homdlogos
estrechamente relacionados con el gen repaav-2 en localizaciones genomicas
equivalentes (Braun y cols., 1997; Thomson y cols., 1991y). El virus herpes mas

estrechamente relacionado, VHH-7, no codifica dicho gen (Nicholas y cols., 1996).

La clara evidencia de dos grupos distintos pero estrechamente relacionados en los
aislamientos de VHH-6 ha dado lugar a un dilema en su nomenclatura. Ablashi y cols.
(1993) publicaron un informe en el que se describen las evidencias disponibles y se
concluyd que los dos grupos deben reconocerse como variedades A (cepas GS- y
U1102-like) y B (cepas Z29- y HST-like) de VHH-6. Se sugiri6 que era prematuro
separar las variedades en dos especies distintas debido a su estrecha relacion (mayor que
la de cualquier otro par de especies conocidas de virus herpes) y a las lagunas en el

conocimiento de la epidemiologia de ambas variedades (Clark, 2000).
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Segun la definicion propuesta por el Grupo de Estudio de Virus herpes del Comité
Internacional de Taxonomia Virica (ICTV) para las especies de virus herpes, se pueden
considerar como especies distintas los virus relacionados cuyos genomas difieren de una
forma realmente detectable y distintiva a lo largo de todo él (por ejemplo, patrones de
ER distintos obtenidos con muchas enzimas) y no meramente en un sitio especifico (por
ejemplo, un pequefio numero de genes o de lugares de ER) y si el virus ha demostrado

tener distintas caracteristicas bioldgicas y epidemiolégicas (Roizman y cols., 1992).

En cuanto a la condicion genética, se ha encontrado una secuencia de nucleétidos
especifica de cada variedad que presenta perfiles de fragmentos de ER marcadamente
distintos. (Schirmer y cols., 1991). Esta variacion secuencial es la fuente de la diferente
reactividad frente a paneles de mAbs dirigidos contra una gran variedad de proteinas
viricas. También se penso que dado el alto grado de semejanza entre ambas variedades
era posible la existencia de recombinacion natural entre ellas, lo que indicaria
solapamiento o nichos bioldgicos compartidos y la ausencia de evolucidn, como sucede
con las variedades de VEB y las variaciones entre cepas de CMV. No se detecto
evidencia de un gradiente genético entre los VHH-6A y VHH-6B, ya que todos los
aislados que se han caracterizado para mas de un marcador se han asignado sin ninguna

ambigliedad a una u otra variedad, lo que apoyaria la separacion en especies distintas.

Con respecto a las propiedades bioldgicas y epidemioldgicas, la variedad VHH-
6A se replica preferentemente en células Molt-3. Existe una estrecha asociacion de las
variedades de VHH-6B con el ES (Dewhurst y cols., 1992; Dewhurst y cols., 1993; Di
Lucay cols., 1992; Pellett y cols., 1990; Schirmer y cols., 1991). Las dos variedades de

VHH-6 se han encontrado simultaneamente en nifios enfermos (Dewhurst y cols.,
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1993). De las cepas de VHH-6 detectadas en trasplantados de médula 6sea (TMO), 70
de 80 (87,5%) fueron de la variedad B, 6 (7,5%) fueron VHH-6A, y 4 (5%) fueron
mezclas de ambas (Drobyski y cols., 1993, Frenkel y cols., 1994; Kadakia y cols.,
1996; Secchiero y cols., 1995,; Wang y cols., 1996; Wilborn y cols., 1994.). Di Luca y
cols. (1996) resumieron las diferencias biologicas especificas significativas entre
variedades en funcion de la frecuencia de deteccion del ADN de VHH-6 en CMSP de
donantes sanos, pacientes con sida y VIH positivos sanos, ganglios linfaticos de
pacientes de diversas condiciones y en varios tejidos. En la mayoria de casos, la
variedad B se detectd més frecuentemente, y VHH-6A fue detectado con mas frecuencia
en la piel sana, lesiones de sarcoma de Kaposi, lineas celulares derivadas de sarcoma de
Kaposi y cultivos primarios de fibroblastos, 1o que sugiere un especial tropismo de
VHH-6A por la piel. Las distinciones entre variedades fueron menos marcadas en
muestras de tejido pulmonar, donde 22 de 34 muestras (65%) dieron positiva la PCR
para ambas variedades, 2 (6%) fueron positivas para la variedad VHH-6A y 10 (29%)
para VHH-6B (Cone y cols., 1996). Concluyendo, aungue existe un solapamiento en la
distribucion tisular y la asociacion con enfermedad, las diferencias especificas de
variedad en el tropismo celular, en la asociacién con enfermedad y en la distribucion
tisular parecen suficientes en su conjunto como para considerar su reclasificacion en

especies distintas (Clark, 2000).
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VI. RESPUESTA INMUNE

Después del nacimiento, los anticuerpos especificos maternos protegen a los
recién nacidos frente a la infeccién por VHH-6 durante los primeros meses de vida
(Briggs y cols., 1988; Hall y cols., 1994; Huang y cols., 1992,; Knowles y cols., 1988;
Okuno y cols., 1989; Yoshikawa y cols., 1989; Yoshikawa y cols., 1990). Existen altos
titulos de anticuerpos anti-VHH-6 en sangre materna de cordén umbilical (Yoshikawa y
cols., 1989; Yoshikawa y cols., 1990). A la edad de 3-5 meses, la seroprevalencia y
media geometrica del titulo de anticuerpos es minima (Bapat y cols., 1989; Briggs y
cols., 1988; Hall y cols., 1994; Knowles y cols., 1988; Okuno y cols., 1989; Yoshikawa
y cols., 1989; Yoshikawa y cols., 1990). El incremento de la tasa de infeccidn coincide
con la desaparicion de los anticuerpos maternos (entre 6-12 meses) (Hall y cols., 1994;
Huang y cols., 1992,). La viremia en la infeccion primaria induce a la aparicion de
anticuerpos neutralizantes (Asano y cols., 1989;). Asi, entre el 5° y el 7° dia después de
la aparicion de los sintomas se detecta la IgM (Suga y cols., 1992), con titulos maximos
entre la 22 y la 3% semana despues de la infeccion, y desapareciendo después de dos
meses. La IgG aparece entre el 7° y el 10° dia después de la remision de la fiebre
(Balachandra y cols., 1991; Ueda y cols., 1989), va incrementando su avidez

progresivamente (Ward y cols.,1993) y permanece detectable durante muchos afos.

Existen situaciones especiales en las que se observa una alteracion de la respuesta
inmunoldgica. Asi sucede en un nimero limitado de casos de pacientes con carcinoma
oral avanzado, donde se produce un incremento de titulos de 1gG especifica frente a

VHH-6 (Yadav y cols., 1994).
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Se han estudiado poco las diferencias de titulos serologicos entre las variedades de
VHH-6 (Yadav y cols., 1991; Chandran y cols., 1992). Puede deberse a reactividad
sérica cruzada (polipéptidos comunes) O diferentes respuestas de anticuerpos
(polipeptidos Unicos de variedad). La respuesta humoral en infectados por ambas
variedades depende de la carga relativa de la infeccion (reactivada o primaria) con

ambas variedades.

Se ha observado que los clones de células T in vitro presentan actividad frente a
VHH-6 (Yasukawa Yy cols., 1993). En pacientes inmunodeprimidos, donde la respuesta
inmune celular es insuficiente para controlar una infeccion primaria o0 una reactivacion
por VHH-6, se incrementa la viremia (Yamanishi y cols., 1988). Esto explica el
consiguiente incremento en los titulos de anticuerpos frente a VHH-6 posteriormente a
un trasplante renal (Merlino y cols., 1992; Okuno y cols., 1990,; Yamanishi y cols.,
1988), asi como la recuperacion de VHH-6 (cultivo) a partir de médula dsea, sangre,
lavado broncoalveolar (LBA) o muestras de lavado oral (Carrigan y cols., 1991;
Carrigan y cols., 1994; Drobyski y cols., 1993;,; Kadakia y cols., 1996; Wilborn y cols.,
1994.), los altos niveles de ADN virico en TMO detectados por PCR (Cone y cols.,
1993,) y la diseminacion extensa de VHH-6 por tejidos de pacientes con sida

(Corbellino y cols., 1993; Knox y cols., 1994).

La induccion in vitro de la sintesis de IFN-a por exposicion de CMSP y
monocitos de sangre de corddn umbilical infectados con VHH-6 indica que esta
citoguina puede ser importante en limitacion de la infeccion in vivo por VHH-6 (Kikuta
y cols., 1990). La radiacién ultravioleta también induce la sintesis de IFN, por lo que no

se requiere infeccion por VHH-6 para este efecto. EI IFN-o exdgeno también suprime la
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replicacion in vitro de VHH-6 (Kikuta y cols., 1990, Takahashi y cols., 1992). Otro
efecto que se ha observado de la infeccion in vitro de CMSP por VHH-6 es el
incremento de la citotoxicidad de los natural killer (NK). Se ha observado que los mAbs
frente a IL-15 disminuyen este efecto (Flamand y cols., 1996) y que IL-15 reduce
significativamente replicacion virica, lo que refleja la importancia de IL-15 en la
activacion de las defensas del hospedador. El incremento de la actividad NK y de los
niveles de IFN-a circulantes, se produce durante infeccion primaria aguda versus
convalecencia, lo cual indica un mayor control de la infeccion por VHH-6 debido a

componentes especificos de la respuesta inmune (Takahashi y cols., 1992).

Por otro lado, se ha observado que VHH-6 es un virus inmunosupresivo ya que
puede infectar linfocitos, macrofagos y NK. La infeccion de VHH-6A en clones de
células T in vitro produce la disminucion de la expresion de CD3 (Furukawa y cols.,
1994; Lusso y cols., 1994). La primera teoria se apoya en que la expresion disminuida
de CD3 requiere que tanto la replicacion como la expresion del receptor afp de las
células T también se reduzca. En los experimentos con la variedad B no se ha observado
un efecto similar (Furukawa y cols., 1994). In vitro, VHH-6A y VHH-6B inhiben las
respuestas linfoproliferativas de CMSP estimuladas con mitégenos (Flamand y cols.,
1995; Horvat y cols., 1993). La infeccion con VHH-6A en CMSP 06 en cultivos
enriquecidos con ceélulas T suprime la sintesis de IL-2 tras estimulacién mitégena
(Flamand y cols., 1995). También se obtienen resultados similares en virus estimulados
con radiaciones ultravioletas, ya los niveles de IL-2 se disminuyen con cultivos

enriquecidos con células T o células Jurkat (Flamand y cols., 1995).
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VHH-6A puede inducir la expresion de CD4 en linfocitos CD4-/CD8- (Furukawa
y cols., 1994; Lusso y cols., 1991,), linfocitos /6 (Lusso y cols., 1995) y NK (Lusso y
cols., 1993), lo que facilitaria la entrada de VIH-1 a las subpoblaciones celulares

inicialmente refractarias a la infeccidn por el retrovirus.

En cuanto a la respuesta inmune frente a las numerosas infecciones concomitantes
de VHH-6 con otros patdgenos (CMV, VHS-1, VEB, dengue, adenovirus, coxsackie B,
parvovirus B19, Legionella pneumophila, Pneumocistis carinii y posiblemente VHH-7)
(Balachandra y cols., 1991; Chou y cols., 1990; Irving y cols., 1990,; Knox y cols.,
1995; Portolani y cols., 1993; Russler y cols., 1991; Suga y cols., 1990), se piensa que

se produce un efecto inmunosupresor.
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VIl. CONCEPTOS DE LATENCIAY PERSISTENCIA

De forma general, las infecciones viricas a nivel celular pueden ser liticas, latentes
0 abortivas. La progenie virica infecciosa se produce durante la infeccion litica, y las
células hospedadoras normalmente mueren en este proceso. Durante la infeccion latente,
la progenie infecciosa no se produce y la expresion de genes del virus se limita a
aquellos que se requieren para el mantenimiento del estado latente. Las interacciones
abortivas tienen lugar cuando la célula hospedadora permite la entrada del virus pero no
puede sostener un ciclo litico completo. De esta forma, las células infectadas de forma
latente se pueden considerar infectadas de manera abortiva de forma que retienen al
virus en espera de producir un ciclo litico en respuesta a cambios en el medio celular.
La infeccion persistente es la consecuencia de alcanzar el balance entre muerte celular

por infeccion litica y replicacion celular.

Los términos de latencia y persistencia tienen otras interpretaciones desde el
punto de vista clinico. Asi, la latencia clinica es el periodo que media entre infeccion
primaria y aparicion de sintomas, o entre periodos de actividad virica evidentes, y la
persistencia clinica significa que el virus esta residiendo en el hospedador, sin tener en

cuenta el mecanismo celular de persistencia.

Todos los virus herpes humanos identificados hasta ahora, incluido VHH-6,
pueden infectar a sus hospedadores de forma persistente después de la infeccidn
primaria. La infeccion virica latente ocurre en lugares diversos como los ganglios
trigéminos (VHS-1) y linfocitos B circulantes (VEB). La reactivacion, con replicacion
litica del virus, puede ocurrir en estos sitios, conduciendo hacia la enfermedad

recurrente (Braun y cols., 1997).
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1. Respuesta inmune durante latencia y persistencia

En la poblacion adulta sana se ha detectado IgM en aproximadamente el 5% sin
enfermedad reciente o concomitante, lo cual sugiere replicacion subclinica de VHH-6
en personas previamente infectadas, aunque no se descarta reinfeccion por otras cepas

del virus (Sugay cols., 1992).

Los incrementos significativos de IgG en pacientes inmunodeprimidos (trasplante
renal alogénico) (Merlino y cols., 1992; Okuno y cols., 1990,; Yoshikawa y cols.,
1992,), asi como en poblaciones con ciertos desordenes neoplasicos con respecto a
controles sanos (Levine y cols., 1992,; Levine y cols., 1992,; Torelli y cols., 1991),

sugiere la reactivacion de VHH-6.

El 26% de nifios monitorizados entre el 1% y el 2° afio después de la infeccion
primaria por VHH-6, cuadruplicaron al menos una vez sus titulos seroldgicos frente a
VHH-6, lo que puede sugerir tanto reinfeccion con otras cepas (incluso con VHH-7)

como reactivacion de la infeccion por VHH-6 (Hall y cols., 1994).

Los incrementos en los titulos de anticuerpos frente a VHH-6 tambien se han
detectado en individuos con infecciones primarias por otros virus herpes humanos. Los
receptores de transplante orgdnico sélido presentaron incrementos en los titulos de
anticuerpos anti-VHH-6 cuando se infectaron por CMV (Ward y cols.,, 1991) y
anticuerpos de alta afinidad frente a VHH-6 durante la infeccion por CMV ¢ VEB
(Ward y cols., 1991; Ward y cols., 1993). También se elevaron los titulos de anticuerpos
anti-VHH-6 en un paciente con ES debido a VHH-7 después de una infeccién primaria
con VHH-6 (Hidaka y cols., 1994; Torigoe y cols., 1995; Ueda y cols., 1994). La

capacidad de VHH-7 para reactivar la replicacion litica de VHH-6B en linfocitos
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activados se ha descrito en algunos experimentos (Katsafanas y cols., 1996), pero no se
ha confirmado si este efecto justificaria el incremento observado en los titulos de
anticuerpos anti-VHH-6 in vivo, ya que la reactividad cruzada entre VHH-6 y VHH-7

seria la explicacion mas aceptable (Hidaka y cols., 1994; Ueda y cols., 1994).
Deteccion en sangre

Las tasas de PCR positiva frente a VHH-6 en CMSP de donantes sanos van del
5% al 90% (Cone y cols., 1993,; Cuende y cols., 1994; Fairfax y cols., 1994; Gautheret
y cols., 1995; Gopal y cols., 1990; Jarrett y cols., 1990; Luppi y cols., 1995,; Parris y
cols., 1988; Wilborn y cols., 1991; Kondo y cols., 1991). Las diferencias observadas se
deben probablemente a las cantidades de ADN presentes o0 a la técnica de extraccion
empleada, o a los diversos ensayos de PCR usados. A pesar de ello, los resultados

obtenidos reflejan la existencia de infeccion persistente por VHH-6 en la poblacion.

En un estudio de Hall y cols. (1994), el 7% de nifios con infeccidn aguda sufrieron
cambios cualitativos (positivo / negativo / positivo) en los resultados de las PCR
realizadas a partir de CMSP entre los 1-2 afios que duré el periodo de seguimiento, lo
cual sugirio tanto infeccién como reactivacion. También se ha hallado ADN de VHH-6

(PCR) en linfocitos durante la infeccion primaria (Kondo y cols., 1991).

En un trabajo comparativo de los patrones de ER de ADN de VHH-6 antes y
después de un TMO se argumentd mas a favor de la infeccion persistente que de la

reinfeccion, ya que dichos patrones fueron idénticos (Yoshikawa y cols., 1992y).

Los estudios in vitro confirman los fendmenos previamente observados en la
poblacion. El tratamiento de los macr6fagos con un mitdgeno (13-acetato de 12-o-

tetradecanoilforbol) conduce a la infeccion productiva en cultivo celular, consecuente

55



con reactivacion o latencia. Ademas de la induccién quimica, se produce la replicacion
litica de VHH-6B por cocultivo de CMSP primarios con células infectadas por VHH-7

(Kasatfanas y cols., 1996).
3. Presencia en saliva y glandulas salivares

A partir de la saliva se ha aislado VHH-6 (Black y cols., 1993; Levy y cols.,
1990y,; Murray y cols., 1992) y su ADN (Cone y cols., 1993,; Di Luca y cols., 1995,;
Tanaka-Taya y cols., 1996), asi como de las glandulas salivares (Clark y cols., 2000;
Ranger-Rogez, 1995) de personas sanas. Ademas se ha detectado (tincion IHQ e ISH)
en secciones de glandulas salivares sanas (Fox y cols., 1990; Krueger y cols., 1990) y en
areas aparentemente sanas de glandulas que contienen tumores benignos (Fox y cols.,
1990). Pero se ha cuestionado la especificidad de las sondas empleadas en algunos
estudios que se realizaron antes del descubrimiento de VHH-7 y del reconocimiento de

reactividad cruzada entre los VHH-6 y VHH-7 (Black y cols., 1993).
4. Deteccion en LCR y cerebro

Un elevado porcentaje de nifios que han pasado infeccion por VHH-6 retienen
ADN en su LCR, lo que sugiere que éste puede ser un reservorio para la infeccién
persistente (Caserta y cols., 1994). El ADN de VHH-6 se ha detectado mediante PCR en
alrededor del 80% de las muestras cerebrales de autopsia, lo que sugiere que el LCR de
la mayoria de la poblacion esta persistentemente infectado por el virus (Challoner y

cols., 1995; Luppi y cols., 1994,. Luppi y cols., 1994, Luppi y cols., 1995y).

También se han detectado antigenos viricos en astrocitos, macréfagos cerebrales y

neuronas de la materia gris (Challoner y cols., 1995). Estos resultados también indican
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una infeccién persistente del LCR por VHH-6 en la poblacion mucho después de la

primoinfeccion.
5. Aislamiento y deteccidn a partir de muestras de biopsia renal

VHH-6 también se ha detectado en muestras intraoperatorias (Yoshikawa y cols.,
1992,) y en biopsias renales (Hoshino y cols., 1995; Yoshikawa y cols., 1992,). Ya que
los antigenos viricos fueron detectados en ausencia de viremia, estos resultados sugieren

que los rifiones pueden portar VHH-6 de forma persistente o latente.
6. ADN de VHH-6 en pulmones

Se ha encontrado ADN de VHH-6A y VHH-6B en muestras pulmonares (Cone y
cols., 1993;,. Cone y cols., 1996), por lo que los pulmones pueden ser otro lugar para la

infeccion latente o persistente de VHH-6 y los macrofagos alveolares, un reservorio.
7. Presencia en el tracto genital

El ADN de VHH-6 se ha detectado en la cérvix de mujeres embarazadas con mas
frecuencia que en las de las no embarazadas, por lo que se sugirié reactivacion de la
infeccion por VHH-6 del tracto genital durante el embarazo (Okuno y cols., 1995).
Ademas, el ADN de VHH-6 se ha detectado en secreciones vaginales de mujeres tras la

consulta en centros de enfermedades de transmision sexual (Leach y cols., 1993).
8. Identificacién en células y tejidos neoplasicos

El ADN vy los antigenos de VHH-6 se han identificado en células y tejidos
neoplésicos de un gran ndmero de tumores que incluyen NHL (linfoma no Hodgkin)
(Borisch y cols., 1991; Di Lucay cols., 1994; Fox y cols., 1993; Jarrett y cols., 1991;

Josephs y cols., 1988,; Luppi y cols., 1993;; Yin y cols., 1993), HD (enfermedad de
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Hodgkin) (Di Luca y cols., 1994; Krueger y cols., 1994; Torelli y cols., 1991), LLA-T
(leucemia linfoblastica aguda de las células T) (Luka y cols., 1991), S100-CLPD
(enfermedad linfoproliferativa cronica de las células T S100%) (Braun y cols., 1995), KS
(sarcoma de Kaposi) (Bovenzi y cols., 1993; Kempf y cols 1994), carcinoma oral
(Yadav y cols., 1994) y carcinoma cervical (Chen y cols., 1994). Aunque la relacion
etiologica de VHH-6 con estas condiciones es incierta, su aparicion en personas mucho
tiempo después de la primoinfeccion y la naturaleza cronica de la mayoria de estas
enfermedades sugiere que VHH-6 puede infectar los tejidos neoplasicos de forma

persistente o latente.

También se ha detectado el ADN de VHH-6 integrado en el locus cromosémico
17p13 de las CMSP de tres pacientes con EM, HD o NHL no relacionados con sida
(Luppi y cols., 1993,; Luppi y cols., 1994.; Torelli y cols., 1995), sin determinar si este

fendmeno es indicativo de latencia y / o de una potencial reactivacion.
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VIII. EPIDEMIOLOGIA

Se han observado numerosos factores que pueden influir en las grandes
diferencias de seroprevalencia de VHH-6 entre poblaciones. Estos incluyen la
subjetividad en la interpretacion de los ensayos de inmunofluorescencia (IFA), la falta
de sensibilidad de algunos de los tests serologicos iniciales, las diferencias entre los
ensayos, las cepas usadas como antigenos y la definicion de los valores de puntos de
corte usados como titulos negativos. Inicialmente, se describieron seroprevalencias que
variaban desde el 3% hasta el 90%, se informaron tanto incrementos como descensos de
la seropositividad relacionados con la edad y se encontraron o rechazaron correlaciones
entre el estadio de anticuerpos frente a VHH-6 y la progresion a sida (Clark, 2000).
Finalmente, segun el area geografica de que se trate, se puede afectar en la
determinacion de la edad de la primoinfeccion con VHH-6. A pesar de estas
limitaciones, la informacién acumulada sefiala que la infeccion con VHH-6 tiene lugar

de forma temprana en la vida en todas las poblaciones estudiadas (Braun y cols., 1997).

1. Distribucion por edades

La infeccion por VHH-6 es muy comin (aproximadamente 100% de
seroprevalencia) y se adquiere a edad muy temprana. Los datos de seroprevalencia a los
trece meses de edad varian entre 64-83% en paises como Estados Unidos, Reino Unido,
Japén y Taiwan (Briggs y cols., 1988; Brown y cols., 1988; Huang y cols., 1992,
Knowles y cols., 1988; Okuno y cols., 1989; Yoshigawa y cols., 1989). Los titulos de
anticuerpos son elevados en el recién nacido, caen entre los 3 y 9 meses de edad, se
elevan poco después ligeramente y se mantienen hasta los 60 afios 0 mas. Este patrdn

indica que los recién nacidos portan anticuerpos maternos y que la primoinfeccion tiene
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lugar frecuentemente durante el primer afio de vida (Braun y cols., 1997). Los diversos
estudios realizados muestran que las tasas de seroconversion son mas elevadas entre 6 y

18 meses de edad (Hall y cols., 1994). (Huang y cols., 1992y).

Por otro lado, gran nimero de investigadores han informado de un descenso de la
seropositividad directamente proporcional con la edad entre los adultos (Brown y cols.,
1988; Enders y cols., 1990; Levy y cols., 1990,; Niederman y cols., 1988; Yanagi y
cols., 1990), otros no han encontrado diferencias significativas (Briggs y cols.,1988;
Okuno y cols., 1989) o incluso se han hallado incrementos después de los 62 afos

(Yamanishi y cols., 1992).

2. Distribucion geogréfica de la infeccion

La infeccion por VHH-6 estd ampliamente distribuida por todo el mundo (Clark,
2000). Entre varias poblaciones, se han informado tanto de tasas de seroprevalencia
bajas (20% entre las mujeres marroquies embarazadas) (Ranger y cols., 1991) como de
altas (100% entre adultos chinos asintomaticos) (Levy y cols., 1990,). Entre 60-90% de
las mujeres embarazadas en la Africa sub-Sahariana son seropositivas (Rangers y cols.,
1991), mientras que la seroprevalencia varia del 39 al 80% entre las diversas etnias de
Tanzania, Malasia, Tailandia y Brasil (Balachandra y cols., 1989; Buchbinder y cols.,
1989; Essers y cols., 1991; Levine y cols., 1992;; Linhares y cols., 1991; Yadav y cols.,
1991). Informes de paises industrializados, como Estados Unidos y Japon, han descrito
tasas de seroprevalencia del 72 al 95% entre poblaciones que incluyen a nifios y adultos

(Brown y cols., 1988; Okuno y cols., 1989; Yanagi y cols., 1990).

Otros estudios han observado una seroprevalencia ligeramente mayor en mujeres

que en hombres (Briggs y cols., 1988; Buchbinder y cols., 1989; Clark y cols., 1990;
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Linhares y cols., 1991), mientras que otros no han observado diferencia alguna entre

sexos (Saxinger y cols., 1988).
3. Variedades: VHH-6A y VHH-6B

El primer VHH-6 que se describio procedia de un enfermo de LLA de 17 afios de
edad y el aislado fue asignado a la cepa GS de VHH-6A (Ablashi y cols., 1995). Este
virus, representativo de la variedad VHH-6A, fue inicialmente aislado en adultos
(Ablashi y cols., 1991; Aubin y cols., 1993; Downing y cols., 1987), la mayoria de
ellos, enfermos cronicos. Sin embargo, la mayor parte de los aislamientos en nifios
pertenecieron a la variedad VHH-6B, etiolégicamente asociada a ES y a otros
sindromes febriles de la infancia (Dewhurst y cols., 1993; Pellett y cols., 1990;
Schirmer y cols., 1991). La variedad VHH-6B también ha sido detectada en numerosas
enfermedades graves, mientras que la variedad VHH-6A no ha sido definitivamente
asociada con ninguna enfermedad (Clark., 2000), aunque se ha aislado mas
frecuentemente en enfermos con KS (Bovenzi y cols., 1993), sindrome de fatiga cronica
(SFC) (Di Luca y cols., 1995;; Yalcin y cols., 1994;) y también se asociado con sida
(Knox y cols., 1996; Salahuddin y cols., 1986). Dewhurst y cols. (1993) consideraron
los siguientes eventos como posibles causas de las diferencias epidemioldgicas entre

VHH-6Ay VHH-6B:

(1) Los aislamientos de VHH-6A se hacen de enfermos inmunodeprimidos o con
otras enfermedades cronicas no que pueden no ser representativos de la poblacion

general.
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(2) Existen muchas diferencias entre ambas variedades con respecto a la latencia,

reactivacion y secuelas.
(3) La primoinfeccion por VHH-6A puede ser mas tardia que por VHH-6B.

(4) La primoinfeccion por VHH-6A puede ser asintomética o causar enfermedad

no febril.

4. Transmision

Parece que la via de transmision es interpersonal, generalmente a través de la
saliva de la madre al hijo. La transmision transplacenteria es muy rara, pero puede
contribuir a la seropositividad de algunos adultos (Adams y cols., 1998). Se observo la
existencia de VHH-6 infecciosos en la saliva de casi toda la poblacion estudiada
(Harnett vy cols., 1990; Levy y cols., 1990y; Pietroboni y cols., 1988;). Después del
descubrimiento de VHH-7 y su identificacion como comensal de la saliva humana
(Black y cols., 1992,; Wyatt y cols., 1992), se especul6 que quizas los virus previamente
identificados como VHH-6 en este habitat pudieran ser en realidad VHH-7, debido a la
reactividad cruzada de algunos reactivos empleados (Black y cols., 1993; Wyatt y cols.,
1992). Posteriores analisis con reactivos especificos frente a VHH-6 y a VHH-7
(Harnett y cols., 1990; Pietroboni y cols., 1988,) confirmaron la hipdtesis (Harnett y
cols., 1996). Sin embargo, se han obtenido muchos aislamientos de la variedad VHH-
6B a partir de la saliva, con mucha menor frecuencia que VHH-7, sin identificarse
ningdn aislamiento de VHH-6A (Black y cols., 1992,, Levy y cols., 1990,, Mukai y
cols., 1994). Ademas, se ha detectado ADN de VVHH-6 en saliva por PCR con primers
especificos frente a VHH-6 (Cone y cols., 1993;; Di Luca y cols., 1995,; Tanaka-Taya y

cols., 1996), obteniéndose una gran variabilidad de resultados positivos, del 3 al 90 %
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(Cone y cols., 1993;; Di Luca y cols., 1995,). Estos resultados concuerdan con la
posibilidad de que las glandulas salivares sean un reservorio de infecciones viricas
latentes o persistentes. Se ha observado que las tasas de deteccidn varian con la edad,
siendo maximas al afo y decrecientes después (Tanaka-Taya y cols., 1996). También se
ha observado que las cantidades de ADN detectadas en saliva varian ampliamente sin
razon aparente, desde 100 (Jarrett y cols., 1990) a mas de 50.000 (Cone y cols., 1993;)

copias de ADN por ml de saliva.

La proteccion frente a la infeccion de los anticuerpos maternos en las etapas
iniciales de la vida no es infalible. En un estudio de Hall y cols. (1994) se indica que el
13% de los nifios sufrieron la infeccion primaria antes de los 2 meses de edad,
incluyendo uno de 14 dias, detectandose niveles de anticuerpos significativamente
menores que los nifios que permanecieron sin infectar a edades similares. Esta
observacion sugiere la posibilidad de transmision intrauterina o perinatal. Sin embargo,
este mecanismo debe ser poco comun, ya que la IgM especifica frente a VHH-6 esta
ausente en el suero de los recién nacidos (Farr y cols., 1990), y presente en solo 2 de

799 muestras de sangre de cordon umbilical (Dunne y cols., 1992).

La idea de transmision intrauterina la soportan datos sobre la ausencia de ADN de
VHH-6 en la faringe de los neonatos estudiados por PCR (Kido y cols., 1990) y la
recuperacion de ADN de VHH-6 a partir de los tejidos y secreciones cervicales de la
madre (Aubin y cols., 1992; Di Luca y cols., 1996; Leach y cols., 1994; Okuno y cols.,
1995). Se le ha atribuido a este mecanismo de transmision las muertes de neonatos por
hepatitis fulminante u otras causas debidas a VHH-6B (1995 Mendel y cols., 1995;

Wiersbitzky y cols., 1993) y la encefalopatia residual en neonatos por VHH-6
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(Wiersbitzky y cols., 1993). Muchos de estos datos se apoyan en el hecho de que los
virus aislados a partir de la sangre obtenida de las madres y sus hijos presentaban

secuencias idénticas, muy sugerente de transmision pre- 0 perinatal.

Sin embargo, la saliva es el vehiculo de transmision mas comun de madres a hijos.
Existen muchos estudios que detectan el ADN del virus en la saliva de la madre y lo
comparan con las secuencias presentes en la sangre de los hijos con ES (Mukai y cols.,
1994; Suga y cols., 1995; Van Loon y cols., 1995). La transmision de la infeccion
también puede producirse nifio a nifio en los brotes de ES, como lo demuestra un trabajo

realizado en un orfanato (Okuno y cols., 1991).

Existe un estudio seroldgico cuyos resultados sugieren la posibilidad de
reinfeccion con diferentes cepas de VHH-6, dado el incremento significativo de los
titulos de 1gG preexistente y por la presencia de IgM especifica tanto en la fase aguda
como en la convaleciente. Pero estos fenomenos también pueden ser atribuidos a la
reactivacion de una infeccion previamente adquirida, o a la infeccion con otro virus
herpes con reactividad cruzada con VHH-6 (VHH-7) (Kusuhara y cols., 1991). En un
segundo trabajo se aclaran estas dudas, ya que se estudiaron a lo largo del tiempo las
secuencias de ADN de VHH-6 presentes en CMSP vy en la saliva de varios individuos,
observandose variaciones en las mismas. Dada la estabilidad genética de estos virus, y
descartado VHH-7, la reinfeccién con otras cepas de VHH-6 explica las variaciones del

genoma de VHH-6 (Liu y cols., 1993).

También se ha sugerido la transmision feco-oral de la infeccion por VHH-6 en

nifios tras la observacion de su ADN (PCR), persistente o intermitentemente, en
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muestras de heces durante mas de cuatro meses despues de un episodio de ES (Suga y

cols., 1995).

Ademas, se ha considerado como via de transmision la alimentacion con leche
materna, durante y después del periodo perinatal, aunque no se ha detectado ADN de
VHH-6 en este fluido (Dunne y cols., 1993), y la seroconversion frente a VHH-6 en
estos nifios y en aquellos alimentados con leches maternizadas se produce a la misma

edad (Takahashi y cols., 1988).

La integracion del genoma de VHH-6 en linfoblastos en un enfermo con leucemia
y su descendencia abre la posibilidad de transmision genética. Ya que no se ha
observado transmision vertical en otros casos de integracion genomica, la presencia del
ADN de VHH-6 en la descendencia se ha interpretado, de forma alternativa, como una
tendencia del virus a integrarse en unos loci cromosémicos especificos (Daibata y cols.,

1998; Luppi y cols., 1998).

Resumiendo, aunque la transmision intrauterina o perinatal puede acontecer de
forma esporadica, los datos epidemioldgicos indican que la mayoria de las infecciones
se producen después de estos periodos. La forma de transmisién mas comun es a través
de la saliva de la madre al hijo, dada la demostracién de VHH-6 en este fluido, asi como
el hallazgo de perfiles idénticos de fragmentos de ER y de productos de PCR entre

parejas madre-hijo (Braun y cols., 1997).
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IX. MANIFESTACIONES CLINICAS
1. Infeccién Primaria
1.1. Nifios

En los afios 50 se identificd que un agente infeccioso era el causante del ES,
roseola infantum o sexta enfermedad, por la confirmacion de transmisién inter-personal
(Hellstrom y cols., 1951; Kempe y cols., 1950) y de persona a primate (Kempe y cols.,
1950). En 1988 se identificoé a VHH-6B como el agente infeccioso responsable de la
mayoria de los casos de ES (Yamanishi y cols., 1988), al que también se le atribuyeron
otras enfermedades relacionadas con la infancia (Dewhurst y cols., 1993; Hall y cols.,
1994; Portolani y cols., 1993; Pruksananonda y cols., 1992, Schirmer y cols., 1991). Se
han relacionado una minoria de casos de ES y de fiebre sin rash con primoinfecciones
por VHH-7 (Tanaka y cols., 1994; Torigoe y cols., 1995), aunque esta infeccion parece
mas tardia que la de VHH-6B (Black y cols., 1996; Tanaka-Taya y cols., 1996; Wyatt y
cols., 1991). Inicialmente se sugirié que las manifestaciones de la primoinfeccion por
VHH-7 eran consecuencia de la reactivacion de la infeccion de VHH-6 por parte de
VHH-7. La evidencia de que VHH-7 causa por si mismo una enfermedad exantematica
(aunque con menor frecuencia que VHH-6B) se debe a que algunos nifios con ES
presentan anticuerpos frente a VHH-7 pero permanecen negativos a VHH-6B (Caserta y

cols., 1998; Tanaka y cols., 1994).

Aunque la forma clasica del ES puede incluir manifestaciones como convulsiones
febriles o fontanela prominente, normalmente no requiere tratamiento especifico y se
resuelve sin secuelas. En pacientes con periodos febriles prolongados se observa un

mayor nimero de células sanguineas infectadas (Okada y cols., 1993; Secchiero y cols.,
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1995,; Yamanishi y cols., 1988) dentro de los 3-4 dias tras el comienzo de la fiebre;
después del quinto dia, la viremia se resuelve generalmente (Asano y cols., 1989y;
Asano y cols., 1991;), lo que coincide con la aparicion de anticuerpos neutralizantes

(Asano y cols., 1989;,; Ueda y cols., 1989; Yoshiyama y cols., 1990).

Los primeros informes definieron infecciones primarias con fiebre sin rash (Suga
y cols., 1989) y con rash sin fiebre (Asano y cols., 1989,). Otras investigaciones (Black
y cols., 1996; Hall y cols., 1994; Huang y cols., 1991; Portolani y cols., 1993; Prou y
cols., 1989; Pruksananonda y cols., 1992; Segondy y cols., 1992; Tait y cols., 1996;
Hanukoglu y cols., 1994; Kanegane y cols., 1995; Van Zejil y cols., 1995; Wiersbitzky
y cols., 1992; Yoshida y cols., 1995) han confirmado que muchas de las infecciones
primarias por VHH-6B no cursan como ES clasico y pueden presentar complicaciones
méas graves: disfuncion hepatica (Tajiri y cols., 1990; Takikawa y cols., 1992),
hepatoesplenomegalia (Huang y cols., 1991; Irving y cols., 1990y), hepatitis fulminante
fatal (Mendel y cols., 1995) y no fatal (Asano y cols., 1990,; Mendel y cols., 1995),
invaginacion intestinal (Asano y cols., 1991;), trombocitopenia (Huang y cols., 1991),
purpura trombopeénica (Kitamura y cols., 1994; Saijo y cols., 1995,. Saijo y cols., 1995;
Yoshigawa y cols., 1993), sindrome hemofagocitico fatal (Chen y cols., 1995; Huang y
cols., 1990) y no fatal (Chou y cols., 1992; Sugita y cols., 1995) y enfermedad

diseminada mortal (Prezioso y cols., 1992).
1.2. Adultos

La infeccion primaria en adultos y nifios mayores es rara y parece tener mayor
gravedad que en la lactancia. En este tipo de infeccion, el virus se replica de forma

activa en las glandulas salivares (Di Luca y cols., 1996; Harnett y cols., 1990; Levy y
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cols., 1990;), permanece latente en los linfocitos y monocitos (Kondo y cols., 1991), y
persiste en varios tejidos. Es probable que existan lugares adicionales de latencia, ya
que se puede detectar el virus o secuencias del mismo en muchos tejidos. Una forma de
latencia virica la representa la integracion del genoma de VHH-6 en los cromosomas del
hospedador (Daibata y cols., 1998; Luppi y cols., 1998). La fuente a partir de la cual el
virus se extiende a los érganos ain permanece sin aclarar, ya que los monocitos sélo
pueden ser meros vehiculos en los que el virus es transportado al resto de los 6rganos al
tener una vida media corta. Esta posible fuente puede estar constituida por glandulas
salivares o células progenitoras de la médula 0sea, infectadas in vivo de forma latente

por el virus (Luppi y cols., 1999).

En estos pacientes se han descrito, de forma ocasional, sindrome mononucledsico
con o sin eritrodermia (Akashi y cols., 1993; Goedhard y cols., 1995; Steeper y cols.,
1990; Sumiyoshi y cols., 1994), sindrome mononucledsico con ictericia (Sumiyoshi y
cols., 1994); linfadenopatia prolongada (Irving y cols., 1990y,; Niederman y cols., 1998),
hepatitis fulminante (Sobue y cols., 1991) o infeccion generalizada (Campadelli-Fiume
y cols., 1999). La histiocitosis del seno con linfadenopatia masiva (SHML) o
enfermedad de Rosai-Dorfman es un desorden poco comun que afecta a nifios y adultos
jévenes (Foucar y cols., 1990; Rosai y cols., 1969; Rosai y cols., 1972), y algunos casos
son debidos presumiblemente a una respuesta inmune anémala frente a la infeccidn por

VHH-6 (Leviney cols., 1992;).
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2. Enfermedad del sistema nervioso central

Como se ha indicado anteriormente, VHH-6 puede infectar in vitro a células de
origen neurologico y tejidos del SNC in vivo. Esto sugiere, en primer lugar, su elevado
neurotropismo, y en segundo lugar, que VHH-6 puede jugar un papel significativo en
las enfermedades del cerebro y de la médula espinal (Braun y cols., 1997). Este virus se
ha asociado con EM, ya que se ha detectado en los oligodendrocitos de las placas de

desmielinizacion (Challoner y cols., 1995; Clark, 2000).
2.1. Estudios in vitro e in vivo

Mediante tincion inmunofluorescente se observo que el aislado gambiano AJ de
VHH-6 forma sincitios en cultivo de lineas celulares embrionarias de la glia (HEB),
(Tedder y cols., 1987). La cepa GS de VHH-6A infecta de forma abortiva la linea
celular de glioblastoma HBT-14, con pérdida de células antigeno positivas a los 10 dias
de infeccion; las células infectadas se agrandan y se vuelven refractiles. La cepa SF de
VHH-6B crece persistentemente a bajos niveles en la linea celular de neuroblastoma
SK-N-MC (Levy y cols., 1990,). Los astrocitos fetales humanos primarios pueden ser
infectados por ambas variedades en cultivo celular, con la formacién de sincitios
gigantes (He y cols., 1996). No se conoce la infeccion in vitro de oligodendrocitos o
neuronas por VHH-6, aunque existe evidencia de infeccion de estos tipos celulares in

ViVO.

In vivo, se ha documentado la neuroinvasién en bebés con infeccion primaria, con
encefalitis focal, en nifios y adultos con sida, en receptores de trasplantes de médula
Osea, asi como en nifios y adultos inmunocompetentes (Camapdelli-Fiume y cols.,

1999).
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2.2. Enfermedad aguda

Las descripciones de ES incluyen complicaciones como convulsiones febriles,
hundimiento de la fontanela anterior, hemiplejia, meningoencefalitis y encefalopatia
residual (Berenberg y cols., 1949; Burnstine y cols., 1959; Moller y cols., 1956;
Yanagihara y cols., 1995). Junto con el reconocimiento de VHH-6B como el principal
agente etiologico de ES, se le ha implicado en las manifestaciones centrales en la
enfermedad aguda pediatrica (Asano y cols., 1991,; Barone y cols., 1995; Hall y cols.,
1994; Huang y cols., 1991; Ishiguro y cols., 1990; Jones y cols., 1994; Kishi y cols.,
1988; Kondo y cols.; 1993, Suga y cols., 1993; Yoshigawa y cols., 1992;) o en las
reactivaciones o reinfecciones en adultos sanos (MacCullers y cols., 1995; Patnaik y
cols., 1995). Existen situaciones especiales asociadas a infeccion VIH-1 (Knox y cols.,

1995) y a TMO alogénico (Drobyski y cols., 1994).

Ambas variedades viricas se han detectado en los cerebros de los pacientes que
murieron por causas directamente relacionadas o no con VHH-6 (Campadelli-Fiume y
cols., 1999; Carrigan y cols., 1996; Challoner y cols., 1995; Drobyski y cols., 1994;
Knox y cols., 1995; Luppi y cols., 1994,; Luppi y cols.,1994,; MacKenzie y cols.,
1995). Aunque los estudios sobre la diferente distribucion de las dos variedades
proporcionan resultados contradictorios (Challoner y cols., 1995; Hall y cols., 1998), se
ha documentado la invasion del SNC durante la primoinfeccion por VHH-6B, pero no

para la otra variedad.
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2.3. Invasion del SNC en otras condiciones

Los estudios de infeccion por VHH-6 en el SNC de pacientes con sida no son
concordantes. Mientras muchos estudios muestran a VHH-6 de forma frecuente (Knox
y cols., 1995; Luppi y cols., 1995;; Patnaik y cols., 1995; Saito y cols., 1995), otros
dicen que es muy rara su presencia en el SNC (Achim y cols., 1994). Las claves pueden
estar en las diferentes técnicas empleadas en la PCR (Luppi y cols., 1995;; Saito y cols.,

1995) o en el tamafio de la poblacion estudiada.

También se demostro la presencia de VHH-6 (PCR), asi como los anticuerpos
frente a VHH-6 (IHQ), en la materia blanca degenerada de la médula espinal de una
anciana con mielopatia cronica y paraparesia espastica progresiva, lo que sugiridé la

intervencion del virus en la patogenia (MacKenzie y cols., 1995).

2.4. Esclerosis multiple

La esclerosis multiple (EM) es una grave enfermedad del SNC que afecta a
adultos jovenes (primer episodio entre 20 y 40 afios) que habitan zonas de clima
templado (prevalencia > 0,06% en el norte y centro de Europa, sur de Canada y norte de
los Estados Unidos (Francis y cols., 1996)) y que se caracteriza por una
desmielinizacion nerviosa progresiva (axones del nervio éptico, materia blanca
periventricular, cerebelo, tallo cerebral y médula espinal) que provoca incapacidad
crénica y muerte de forma eventual (Campadelli-Fiume y cols., 1999). La clinica de la
EM la conforman signos neuroldgicos y sintomas recurrentes y remitentes en el tiempo

que afectan a numerosas vias nerviosas.
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Se han descrito tres formas de presentacion de la enfermedad. La forma mas
comun (30-50%) es la presentacion en brotes o forma remitente-recidivante de EM
(EMRR), que se caracteriza por la aparicion de episodios de disfuncién neurologica mas
0 menos reversibles que se repiten en el tiempo y que van dejando secuelas funcionales
neuroldgicas. Un porcentaje elevado de estos pacientes, en un tiempo medio de 5 afos,
pasan del curso en brotes a un curso progresivo (forma progresiva secundaria, EMPS).
Un escaso porcentaje de los pacientes (10-20%) presentan desde un principio un curso

progresivo lento (forma progresiva primaria, EMPP) (Fernandez y col., 1997).

Es necesario definir las escalas de disfuncion neuroldgica (DSS-Disability Status
Scale), posteriormente ampliadas (EDSS-Expanded Disability Status Scale) vy
desarrolladas por Kurztke, que actualmente se emplean en el seguimiento clinico de la
enfermedad. En ellas se puntta la disfuncion neurologica desde O (situacion normal) a
10 (fallecido), con intervalos de 0,5 puntos. La puntuacion personalizada se obtiene de
la valoracion cuantitativa de las alteraciones presentes en lo que Kurztke denomind
sistemas funcionales (FS), para lo cual se disefiaron ocho escalas destinadas a ponderar
los resultados de la historia clinica y la exploracion neuroldgica (funcidn piramidal,
funcion cerebelosa, funcion del tronco cerebral, funcion sensitiva, funcion de los
esfinteres, funcién mental, espasticidad). Este sistema permite al clinico una
monitorizacion personalizada detectando en cada caso el momento en que la
enfermedad avanza hacia la forma progresiva, y también constituye una herramienta de
medicion de particular utilidad en el seguimiento de los enfermos incluidos dentro de un

protocolo de ensayos clinicos (Fernandez y col., 1997).
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Por otro lado, la teoria mas aceptada sobre la patogénesis de esta enfermedad es
que una reaccion autoinmune provoca la destruccion de la mielina, sustancia formada a
partir de las membranas celulares de los oligodendrocitos (Kirschner y cols., 1992), lo
que da origen a la diferente sintomatologia de la EM, segln la via nerviosa que se vea
involucrada. Se desconoce el origen exacto de esta respuesta inmune anomala; sin
embargo, se viene proponiendo una etiologia infecciosa, virica concretamente, desde el
siglo XIX (Buchmeier y cols., 1999; Johnson, 1994; Meinl, 1999). Esta especulacién

sobre la etiologia virica de la EM se sustento en tres areas de investigacion:

(1) Estudios epidemioldgicos, que indicaron que la infeccién durante la infancia o
la adolescencia (Stohlman y col., 2001) por ciertos agentes era un factor determinante
en la génesis de la EM, asi como que ciertas infecciones podian desencadenar los brotes

de la enfermedad una vez establecida.

(2) Experimentos en modelos animales, que sugirieron que ciertos virus podian
causar desmielinizacion, mediante diversos mecanismos (Rice, 1992; Azoulay-Cayla,

2000) tras un largo periodo de incubacion con cursos recidivantes y remitentes.

(3) Estudios en enfermos con EM, que mostraron de forma persistente niveles
elevados de anticuerpos frente a ciertos virus en el suero y en LCR, pero no en los

controles (Johnson, 1994).

La hipdtesis patogénica mas aceptada en la actualidad dice que la EM es el fruto
de la conjuncién de una determinada predisposicion genética y un factor ambiental
desconocido que, juntos en un mismo individuo, causarian una alteracién del sistema
inmunoldgico, origindndose una respuesta de tipo autoinmune responsable de la

inflamacion y la desmielinizacion propias de la enfermedad (Ferndndez y col., 1997;
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Fernandez, 2000). Por lo tanto, la EM se encuadra dentro de una clase de enfermedades
neuroldgicas que presentan una particular susceptibilidad genética por parte del
hospedador a un factor ambiental a veces no bien caracterizado (Belec, 1999). Como
posibles agentes ambientales de la EM se han implicado principalmente distintos virus
(Cermelli y col., 2000; Stohlman y col., 2001) como el virus del sarampion, el HTLV-I
y LM7 (retrovirus) (Cook y cols., 1995; Johnson, 1994) y, sobre todo, algunos virus de
la familia Herpesviridae: VVZ, VHS, VEB, CMV y VHH-6 (Haarh y cols., 1994; Ross
y cols., 1995), debido a que todos son capaces de establecer latencia y reactivarse
periédicamente y porque algunos, como VHH-6, poseen un marcado neurotropismo y

son capaces de inducir desmielinizacion (Johnson, 1994) en modelos animales.

La EM es una enfermedad con una profunda heterogeneidad en cuanto al curso
clinico, apariencia neurorradioldgica de las lesiones, susceptibilidad genética, respuesta
a la terapia, etc, lo cual sugiere diversos mecanismos patogenicos. La anatomia
patoldgica se caracteriza por la aparicion de placas de desmielinizacion en la sustancia
blanca de los nervios Opticos, areas paraventriculares y subapicales, tallo cerebral y
médula espinal. La invasion de la sustancia blanca por células inflamatorias es la
responsable de la destruccion de la mielina (Seinman, 1996). Las células plasmaticas se
acumulan en las placas, generalmente en el centro, y la respuesta astroglial, en los
bordes de las lesiones. Se observa un descenso significativo del ndmero de
oligodendrocitos en las placas, como primer paso del progreso de la enfermedad. Se
intuyé que el posible desencadenante o cooperador en estos fendmenos de caracter
inflamatorio pudiera ser un agente infeccioso localizado en las mismas lesiones, por lo

que las investigaciones se dirigieron a su busqueda in situ.
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Se han caracterizado cuatro patrones de desmielinizacion, definidos en funcion de
la pérdida de mielina, la geografia y la extension de las placas, los patrones de
destruccion de los oligodendrocitos y la evidencia inmunopatologica de activacion del
complemento. El patron | presenta semejanzas con la encefalomielitis autoinmune
mediada por células T, y el Il, con la encefalomielitis autoinmune mediada células T
mas anticuerpos. Los otros patrones (I11 y 1V) son altamente sugerentes de distrofia
primaria de los oligodendrocitos, indicativa de desmielinizacién inducida por toxinas o
virus. Por otro lado, el patron de desmielinizacion es heterogéneo en un momento dado
entre los pacientes, pero homogéneo dentro de las lesiones activas del mismo paciente.
Esta heterogeneidad de placas puede tener implicaciones en el diagnostico y la terapia

de esta enfermedad (Lucchinetti y cols., 2000).

Recientemente se han propuesto cuatro posibles mecanismos por los cuales los
agentes viricos pueden inducir desmielinizacion (Stohlman y col., 2001), sin conocerse
cuales de ellos acttan en la patogénesis de la EM. El primero de ellos se inicia a partir
de la infeccion directa de la oligodendroglia, originando muerte celular con las
subsiguiente degeneracion y eliminacion de la mielina. El segundo modelo propuesto
sefiala que una infeccion persistente de la oligodendroglia, con o sin la presencia del
virus, da lugar a la pérdida de la homeostasia con el resultado de muerte celular. El
tercer mecanismo se debe a una fuerte respuesta inflamatoria especifica frente al virus,
el cual se replica en células diferentes a las de la oligodendroglia, pero las citoquinas y
otros mediadores dafian directamente a estas células y a la mielina. Por Gltimo, se ha
propuesto que la infeccion virica inicia una respuesta inmune especifica frente a la
oligodendroglia y la mielina, ya que la inflamacion que origina el virus induce el

procesamiento de los componentes de la oligodendroglia y de la mielina para su
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presentacion a las células T. Ademas, los antigenos derivados de las proteinas viricas
pueden presentar cierta homologia con los componentes celulares del hospedador,

activandose a las células T autorreactivas.

Sin embargo, previamente se han publicado trabajos en los que se afirma que
ningln agente virico causa desmielinizacion de forma especifica en hombres o
animales, ya que los potenciales mecanismos de desmielinizacion inducidos por virus,
que requieren infeccion persistente de los tejidos del hospedador o dafio organico
mediado por la respuesta inmune, podrian tener lugar tanto en presencia como en
ausencia del virus (Cook y cols., 1995). Por el contrario, en otros trabajos se indica la
idoneidad de los modelos animales para mostrar como interaccionan los virus y los
factores genéticos del hospedador para causar desmielinizacion mediada por la
respuesta inmune, de forma similar a como sucede en algunas formas con EM

(Monteyne y cols., 1998).

Como se ha mencionado brevemente, el complemento parece jugar un papel
importante en el establecimiento de las lesiones de EM, induciendo dafio fisico a las
células productoras de mielina. Sin embargo, cada célula somatica presenta multitud de
moléculas unidas a la membrana que, generalmente, inhiben la activacién de la cascada
del complemento y que la protegen de la lisis dependiente del complemento. Se ha
demostrado que en el suero de los pacientes con EMRR en fase aguda estan presentes
anticuerpos dirigidos frente a dos de estas moléculas reguladoras (CD46 y CD59). Estos
anticuerpos se dirigen al centro activo de CD46 y CD59 e inactivan su funcion
reguladora, lo que provoca un mecanismo por el cual las células nerviosas pueden ser

dafadas por el complemento (Pinter y cols., 2000).
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Tradicionalmente se ha subestimado la importancia de la participacion de los
axones en las enfermedades desmielinizantes, pero se conoce que la mielinizacion
provee sefiales troficas extrinsecas que influyen en la correcta maduracion y en la
supervivencia a largo plazo de los axones. Existen muchos ejemplos de que el dafio
axonico es una consecuencia de los desdrdenes de la mielina. Charcot, en el siglo XIX,
describid la patologia de la EM en términos de desmielinizacion y recambio parcial de
los axones. Informes recientes demuestran una fuerte relacion entre desmielinizacion
inflamatoria en las lesiones de EM y seccidn transversal de los axones, indicando la
pérdida axonica en el inicio de la enfermedad (Stohlman y col., 2001). Esta afectacion
axonica también se ha observado en modelos animales (TMEV-IDD y encefalomielitis
alérgica experimental). Por ejemplo, en estos modelos se ha observado que la
lipoproteina y la glucoproteina asociadas a la mielina son esenciales para mediar las
sefiales troficas derivadas de la mielina dirigidas hacia los axones (Bjartmar y cols.,
1999). La pérdida axonica que sigue a la desmielinizacion se asocia con anomalias
electrofisiologicas y se relaciona fuertemente con la reduccion de la coordinacion
motora y la atrofia de la médula. Estos hallazgos demuestran que la pérdida axonica
puede seguir a la desmielinizacion primaria de origen inmune del SNC, o incluso ser
previa a la degradacion de la mielina (Stohlman y col., 2001), y la gravedad de la
pérdida axonica casi se corresponde con el grado de atrofia de la médula espinal y con
los déficits neuroldgicos (McGavern y cols., 2000, Sathornsumettee y cols., 2000).
Asimismo, la presencia de fibras axonicas medias o largas remielinizadas dentro de una
Unica lesion se ha visto que esta directamente relacionada con la preservacion de la

funcion neuroldgica implicada (Sathornsumettee y cols., 2000).
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También se ha observado que la proteina basica oligodendrocitica asociada a la
mielina (MOBP) causa experimentalmente encefalitis alérgica y se ha asociado a EM.
La encefalitis alérgica experimental presenta un curso clinico grave, una fuerte
infiltracion de linfocitos T CD4+ y una menor presencia de CD8+ y macrofagos de la
microglia alrededor de los vasos y la materia blanca del SNC. Los linfocitos de sangre
periférica obtenidos a partir de pacientes con EMRR presentan una respuesta
proliferativa frente a MOBP, especialmente a los aminoacidos 21-39, por lo que MOBP

parece asociarse con la desmielinizacion presente (Holz y cols., 2000).

Por otra parte, volviendo a la supuesta etiologia virica, otros experimentos en
modelos animales estudian como participan ciertos virus en la alteracion de la respuesta
inmune causante de la enfermedad. Por ejemplo, se ha intentado explicar parte de la
patologia neuroldgica de la EM mediante la participacion de retrovirus y la actividad
citotoxica dirigida especificamente hacia las celulas de la glia. Estos retrovirus
enddgenos (MSRV; HERV-TcR y HERV-7q) son capaces de producir proteinas como
la glucoproteina enverina, codificada a partir del dominio env de HERV-7q, la cual
presenta una region inmunorreguladora. La deteccion, en varios fluidos biologicos, de
actividad citotoxica capaz de inducir muerte celular programada en los oligodendrocitos
y astrocitos sugiere la posibilidad de que el fendmeno de desmielinizacion forme parte
directamente del dafio de las células de la glia. Ademas, tanto la expresion de retrovirus
como la produccion del factor citotoxico se han manifestado en los cultivos de

macrdfagos / monocitos de EM y en el LCR de EM. (Rieger y cols., 2000).

En otro estudio se trata de la participacion de ciertos receptores celulares para

VHH-6 en la patogénesis de la EM. Tanto VHH-6A como VHH-6B emplean CD46
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humano como receptor celular (Clark, 2000; Santoro y cols., 1999). Tanto la infeccion
aguda como la fusion a la célula de VHH-6 se inhiben especificamente por mAbs frente
a CD46, y las células no humanas resistentes a la fusion y entrada de VHH-6 se hacen
susceptibles después de la expresion de CD46 humano recombinante. Este receptor

podria explicar el tropismo y la patogenicidad de VHH-6 (Santoro y cols., 1999).

Aungue no existe un consenso sobre la participacion en la patogénesis de la EM
de los agentes viricos, existen multitud de trabajos (resumidos en la tabla 3) donde se
reflejan ensayos que emplean tecnicas de distinta naturaleza para detectar la infeccion
virica en muestras de tejidos del SNC, suero, LCR y CMSP de enfermos con EM. A

modo de ejemplo, citaremos a continuacion los mas relevantes.

En un trabajo publicado en 1993, solo se hallaron secuencias de ADN de VHH-6
en las CMSP de 1 de 31 pacientes con EM y de 1 de 24 controles. Mediante Southern
blot se observd una inesperada cantidad de secuencias viricas en el paciente con EM.
Dada la escasez de secuencias halladas en los pacientes con EM y la elevada tasa de
anticuerpos, este hallazgo se interpret6 como un fenémeno acompariante de la EM mas

gue con una reactivacion de una infeccion latente (Sola y cols., 1993).

En 1995 se detecto el genoma del VHH-6 en un alto porcentaje (78%) de muestras
cerebrales de pacientes con EM y de los controles (74%). Esto demostré que la
prevalencia en la poblacion general era muy elevada y que el virus es un comensal de
los tejidos cerebrales. Sin embargo, cuando se emplearon técnicas IHQ para determinar
la localizacion del virus, se encontraron diferencias significativas, tanto cualitativas
como cuantitativas, respecto a la tincion nuclear de las células del SNC, concretamente,

de los nucleos de los oligodendrocitos de la materia blanca en los enfermos con EM en
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comparacion con los controles, que incluyeron los cerebros de cuatro fetos. Ademas,
estos oligodendrocitos se asociaban frecuentemente a la presencia de placas, lo que
sugirié una conexion especifica del VHH-6 con las lesiones patoldgicas caracteristicas.
Las conclusiones de este trabajo fueron varias: la infeccién por VHH-6 tiene lugar de
forma temprana y su persistencia en el SNC puede dar lugar a la reactivacion del virus
con produccion de dafio citopatico o inmunoldgico de los oligodendrocitos como
consecuencia de la intensa respuesta inflamatoria local. Pero estas observaciones, que
demostraron una asociacion evidente entre VHH-6 y EM, fueron insuficientes para
establecer una conexién causal definitiva. Sugirieron que un ensayo clinico con un
antivirico adecuado aplicado a enfermos con EM podria arrojar mas evidencias acerca
del papel del VHH-6 en la etiopatogenia de esta enfermedad neuroldgica (Challoner y

cols, 1995).

Un afio después, se examinaron tejidos cerebrales y de medula espinal de una
paciente que muri6 de forma fulminante de una enfermedad desmielinizante
diagnosticada clinicamente como EM aguda. La tincién IHQ (que estudia los productos
génicos expresados en la superficie celular) de las muestras evidencid una infeccién
activa por VHH-6 ampliamente extendida, lo que les sugirio que la enfermedad era una
leucoencefalitis subaguda por VHH-6 (SHLE). EI mecanismo patogénico propuesto
para la desmielinizacion fue el efecto citopatico del virus al infectar las células del SNC
y/o la respuesta inmune frente a las proteinas viricas expresadas en la superficie de estas
células. En este caso concreto si parece que la relacion causal del VHH-6 con la
enfermedad quedo6 suficientemente demostrada. Al tratarse de un estudio en un paciente
con EM atipica no se concluy0 acerca de la posible relacion etiologica (Carrigan y cols.,

1996).
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En 1996 se investigo la presencia de secuencias de ADN de virus herpes capaces
de producir infeccion latente (VHS, VVZ, VEB, CMV y VHH-6) en los cerebros
postmortem de pacientes con EM, asi como en controles de enfermos con Parkinson,
Alzheimer y otros procesos no neurolégicos. Las muestras se componian de materia gris
y blanca no alterada y tejido de las placas, activas e inactivas. Se observd una mayor
frecuencia de ADN de VHS, VVZ y VHH-6 en los casos con EM, y ésta era mayor en
las placas activas que en las inactivas, pero sin diferencias estadisticas. Concluyeron que
la presencia diseminada de estos virus en todos los tejidos hace dificil una asociacion
etioldgica con la EM. Sin embargo, la localizacion celular del virus y la relacion de la
patologia de la enfermedad con los periodos de latencia virica podria revelar la

existencia de una conexion etiologica (Sanders y cols., 1996).

En este mismo afio, se encontraron secuencias especificas de VHH-6 mediante
PCR en las CMSP de un paciente con EM portador de una infeccion latente por el virus.
Este paciente experimenté una inflamacion del SNC diagnosticada como encefalitis,
detectdndose VHH-6 antes y durante el episodio inflamatorio. También se investigoé el
LCR de este paciente mediante PCR, detectandose el virus en la muestra recolectada
durante la fase aguda, mientras que la PCR del LCR previo a la encefalitis fue negativo.
La conclusion que extrajeron del estudio fue que la encefalitis se debi¢ a la reactivacion
de una infeccion latente del VHH-6 dentro del SNC en un paciente que presentaba una
respuesta inmune alterada debida a la EM. En este trabajo no se relacion6 al VHH-6 con

los posibles brotes de la EM (Merelli y cols., 1996).

En 1997 se investigd, mediante PCR, la presencia del genoma de VHH-6 y de

VHH-8 en placas de cerebro y médula espinal, asi como en CMSP de pacientes con EM
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frente a los cerebros de un grupo control formado por nifios nacidos muertos y adultos
normales. Los resultados fueron positivos frente a ambos virus en todas las muestras,
excepto para las secuencias del VHH-6 en los cerebros de los nifios. Hay que destacar
como dato curioso que al ADN cerebral de 5 pacientes con EM fue positivo para VHH-
8 y negativo para VHH-6, y viceversa para un paciente que murié de neuromielitis
optica. Al no obtener diferencias estadisticas, no pudieron establecer la relacion de estos
virus con la patogénesis de la EM. A pesar de ello, una vez demostrado el fuerte
neurotropismo de ambos virus, se sugirio que el SNC era un reservorio para ambos.
Estos autores también concluyeron que era escasamente probable la transmision
congénita de la infeccion por VHH-6, aunque su adquisicion tiene lugar de forma

temprana en la infancia (Merelli y cols., 1997).

En 1997 se detectaron, mediante nested-PCR, las secuencias de VHH-6 en sueros
de enfermos con EM como marcador de infeccion activa. Obtuvieron 15 de 35
resultados positivos en enfermos con EM, frente a ninguno en los controles. Dedujeron
que la deteccion del ADN de VHH-6 en el suero de un subgrupo de pacientes con
EMRR, presuntamente infectados con VHH-6 desde hacia afios, indico que el virus
pudo reactivarse y explicar las respuestas de IgM elevadas en algunos de ellos. Ademas,
se observd que la deteccion del ADN de VHH-6 puede fluctuar con el tiempo. Con
todos estos datos se concluyd que cuando se reactiva la infeccion por VHH-6, la
actividad virica observada en estos pacientes puede reflejar un periodo de tiempo
concreto durante el cual se produce la progresion de la EM hacia formas mas graves. En

este caso, el virus seria un cofactor de la enfermedad (Soldan y cols., 1997).
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En 1997 se realizo un estudio sobre la presencia, mediante nested-PCR, de las
secuencias de ADN de 7 virus herpes (VHS-1y 2, VVZ, VEB, CMV, VHH-6 y 7) en
los LCR vy sueros de los pacientes con EM y neuritis Optica. No hallaron ADN de
ningun virus en ninguna de las muestras estudiadas. Concluyeron que sus hallazgos
contradecian la opinién difundida de que estos virus eran la causa de la enfermedad,
pero no rechazaban la posibilidad de que la infeccion virica persistente en el SNC se
asocie de alguna forma a la lesion cerebral de los pacientes con EM (Martin y cols.,
1997). La evidencia indirecta del papel patogénico de los virus herpes se manifestd a
través de un ensayo terapéutico con aciclovir, que redujo la frecuencia de las

exacerbaciones en pacientes con EMRR (Lycke y cols., 1996).

En 1998 se investigo la presencia de ADN de VHH-6, VEB y CMV mediante
PCR a partir de los LCR de enfermos con EM frente a un grupo de enfermos con otras
enfermedades neuroldgicas (OEN). Detectaron secuencias de VHH-6 en los LCR de los
enfermos con EM que presentaban la IgG positiva frente al virus (16,7%), mientras que
no se detecto ADN virico en ninguno de los LCR de los controles con IgG positiva.
Ademas, la variedad B fue la mas frecuentemente aislada a partir de las CMSP de los
pacientes con EMSP 0 EMRR (Ablashi y cols., 1998). Sin embargo, en una publicacién
del mismo afo, dada la escasa deteccion de ADN de VHH-6 (mediante PCR) en las
CMSP de los pacientes con EMRR y EMSP, se desestimo la correlacion entre infeccion

de CMSP por VHH-6 y el desarrollo de la EM (Mayne y cols. 1998).

En 1999 se informé que el 36% de las muestras cerebrales de enfermos con EM
fueron positivos al ADN de VHH-6 (mediante una PCR que amplifica el gen U1l que

expresa la proteina antigénica 101K), frente a solo el 13,5% de los controles. Mediante
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IHQ, las diferencias se hicieron mas patentes (47% vs. 0%). Los resultados reflejaron
que los cerebros de los enfermos con EM contenian proteinas y fragmentos de ADN de
VHH-6 en cualquier fase. Estas conclusiones no discreparon con la posible implicacién

del virus en la patogenesis de la enfermedad (Friedman y cols., 1999).

En un estudio mas reciente se analizaron las CMSP procedentes de enfermos con
EMRR y donantes de sangre sanos para detectar, mediante nested-PCR, la presencia de
secuencias de ADN de VHS, VVZ, VEB, CMV, VHH-6, VHH-7 y VHH-8. Solo se
encontraron diferencias significativas para VHH-6: un 21,5% de muestras positivas en
donantes, frente a un 49,02% en enfermos de EM. Los resultados obtenidos llevaron a la
conclusion de que VHH-6 establece una infeccion sistémica en los enfermos con EM, si
bien no se conoce si interviene en el desarrollo de la enfermedad. Se propuso que tal vez
VHH-6 se tratara del mencionado factor ambiental que contribuiria a alterar el sistema
inmunolégico del individuo, provocando la respuesta autoinmune que diera lugar a la

EM (Alvarez y cols., 2000).

A fin de verificar el posible papel de los virus herpes como desencadenantes o
agravantes de los ataques agudos en EMRR, se estudio la prevalencia de los mismos en
CMSP tomadas de 22 pacientes durante el brote y la fase estable y de 18 controles. Se
buscé el ADN de VHS-1, VHS-2, CMV, VEB y VHH-6 mediante nested-PCR. EI ADN
de VEB y VHH-6 se detecté con méas frecuencia en todos los grupos sin diferencias
estadisticas. EI ADN de CMV se observd en los enfermos de EM en ambas fases, pero
no en los controles. EI ADN de VHS-1 solo se hallé en el 13% de los enfermos con EM
en la fase aguda, pero no en la fase estable ni en los controles. Concluyeron que VHS-1

se replica activamente en los pacientes durante los brotes de EM. A continuacion, se
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buscé el ARNp, y el ADN de VHS-1 en las CMSP de 15 pacientes en la fase aguda de
EM frente a 15 controles. Se encontr6 ARNp, y ADN en un namero significativo de
pacientes con EM aguda, y en ningun control, con lo que se dedujo que VHS-1
probablemente desempefiara un papel en la produccién de los ataques de EM (Ferrante
y cols., 2000). Para distinguir entre infeccion latente y activa por VHH-6 y VHH-7, y
con el fin de aclarar las implicaciones de estos virus en la enfermedad, también se
analizo la transcripcion virica. A diferencia del trabajo anterior, los resultados indicaron
que las secuencias viricas encontradas en las CMSP de los pacientes con EM se

mantienen sin transcribir (Rotola y cols., 2000).

Con el objeto de aclarar las implicaciones de VHH-6 y VHH-7 en la EMRR, se
analizaron de titulos de 1gG e IgM frente a VHH-6 mediante IFI en suero y LCR, asi
como el ADN de VHH-6 y VHH-7 en el LCR y el ADN de VHH-6 en las CMSP. No se
detectd ADN virico en ninguna muestra de LCR, y su frecuencia de ADN de VHH-6
presente en las CMSP no fue diferente de forma significativa entre los enfermos con
EM y los controles. Ademas, los titulos de anticuerpos fueron comparables a los de la
poblacion general, hallandose que un 30,4% de los pacientes con EM fueron
seronegativos frente a VHH-6 (Taus y cols., 2000). En otro trabajo similar, se detecto la
frecuencia de ADN de VHH-6 y VEB en las CMSP de pacientes con EM y un grupo
control mediante PCR. EI ADN de VEB se detect6 en todas las muestras, y el ADN de
VHH-6 se detecto en el 7% de los pacientes con EM y en el 14% de los controles (Hay
y cols., 2000). Ambos estudios sugirieron que no existe asociacion entre la presencia de

VHH-6 en las CMSP y la EM.
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En otro trabajo se investigd qué papel puede desempefiar el neurotropismo de las
variedades de VHH-6 en la patogenia de la EM. Se observé que en algunas placas
activas el tejido presenta ADN diferente al del virus prototipo, por lo que se sugirié la
posibilidad de que una variedad de la cepa participara en la patogénesis de la
enfermedad. Para ello, se investigaron las secuencias de ADN en las CMSP de 34
pacientes con EM, mediante nested-PCR. Para distinguir la variedad, se empled la
digestion con ER de los productos amplificados. Siete de los pacientes con EM y 2 con
mielitis transversal idiopatica presentaron secuencias de VHH-6A, frente a ningun
control. Dedujeron que la infeccion latente por VHH-6A en las CMSP de pacientes con

EM puede relacionarse con la EM (Kim y cols., 2000).

También existen multitud de estudios seroldgicos publicados en los que se
detectan anticuerpos frente a VHH-6, VEB y CMV, muchos de los cuales se

complementan con técnicas de biologia molecular.

En un trabajo publicado en 1990 se hallo sintesis intratecal de anticuerpos frente a
VVZ y CMV en los pacientes con EM, sugiriéndose que el estudio de la actividad de
anticuerpos antiviricos en el LCR era un meétodo adecuado en el seguimiento y

diagnostico de la enfermedad (lzquierdo, 1990).

Mediante IFA se detectaron titulos significativamente mayores de anticuerpos
especificos anti-VHH-6 en los sueros y LCR de 126 pacientes con EM frente a 500
donantes de sangre sanos. Explicaron esta respuesta elevada como la posible activacion
de la transcripcion de ciertos genes (viricos o celulares), por parte de las proteinas del
virus, que contribuyesen a las anomalias inmunes asociadas a la enfermedad (Sola y

cols., 1993).
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En otro estudio méas reciente no se observaron diferencias significativas de
anticuerpos anti-VHH-6 entre los pacientes con EM y los controles, empleando un
ELISA competitivo como técnica de deteccion. Teniendo en cuenta que se trataba de un
estudio de seroprevalencia, no descartaron que una primoinfeccion tardia (en la

pubertad) con VHH-6 pudiera influir en el desarrollo de la EM (Nielsen y cols., 1997).

En 1997 se investigo la presencia de IgM frente al antigeno temprano p41/38 de
VHH-6 en los sueros de pacientes con EM, detectandose una marcada respuesta
serologica en los pacientes con EMRR, comparada con la de los pacientes con EMSP,
asi como frente a otros pacientes con otras enfermedades neuroldgicas o autoinmunes.
No se determinG con exactitud si los elevados titulos de anticuerpos obtenidos, junto
con la presencia en suero de ADN de VHH-6 como marcador de infeccion activa, eran
un mero fendmeno acompanante de la EM, o si, por el contrario, contribuian de alguna

forma en la etiopatogenia de la enfermedad (Soldan y cols., 1997).

En otro trabajo se investigaron los anticuerpos frente a VHH-6, VEB y CMV en
muestras de LCR y plasma de enfermos con EM y un grupo control con OEN.
Encontraron una frecuencia mucho mas elevada de IgG frente a antigenos tardios
(39,4%) de VHH-6 en los LCR de los enfermos con EM que en las de los enfermos con
OEN (7,4%); los niveles de anticuerpos frente a VEB y CMV fueron mucho menores.
En cuanto al plasma, se hallaron diferencias significativas entre los grupos de estudio
(enfermos con EM, OEN y donantes sanos) respecto a la respuesta de 1gG e IgM frente
al antigeno temprano p41/38 del VHH-6 (IgG: >68% (EM), 12,5% (OEN) y 27,8%
(donantes); IgM: >56% (EM), 12,5% (OEN) y 19% (donantes)). Estos datos sugirieron

que mas de la mitad de los enfermos con EM presentaron infeccion activa por VHH-6,
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junto con el aislamiento del virus a partir de los CMSP, contribuyd al mantenimiento de
la hipotesis de que VHH-6 pudiera ser un cofactor en la patogénesis de algunos casos de

EM (Ablashi y cols., 1998).

En un estudio realizado en Noruega en 1998 se compararon las seroprevalencias
de anticuerpos anti-VEB con las de VHS, VVZ y CMV, mediante ELISA e IFI, en
enfermos y controles. Hallaron una prevalencia significativamente mayor de 1gG anti-
VEB (frente antigenos VCA, EBNA y EA) en los pacientes con EM, mientras que las
diferencias respecto a los otros virus no fueron significativas (Myhr y cols., 1998). No

se investigaron anticuerpos anti-VHH-6.

En este mismo afio se analizd el significado del 100% de la prevalencia
encontrada frente a VEB en pacientes con EM en comparacion con los controles,
mediante un ELISA que diferenciaba el estadio de la infeccion por el virus. No se
hallaron primoinfecciones en el grupo de enfermos con EM, lo que apoyaria la idea de
que estos pacientes estan previamente infectados por el virus, aungque no desvelo si la

infeccion por VEB es preceptiva para el desarrollo de la EM (Munch y cols., 1998).

En 1999 se detectd IgM frente a VHH-6 en el 80% los sueros de enfermos con
EM, frente a solo el 16% de los controles, observandose asi la brusca respuesta

serologica en estos enfermos (Friedman y cols., 1999).

En un estudio de casos-controles se evidenci6 una fuerte asociacion entre
infeccion por VEB y EM, ya que la sensibilidad y la especificidad de los tests
seroldgicos empleados frente a VEB sefialaron una respuesta inmune especifica en estos

enfermos (Ascherio y col., 2000).
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En 1999 se hall6 un claro predominio de anticuerpos 1gG e IgM frente a VHH-6B
(asi como frente a VHH-6A y VHH-7) en los LCR de enfermos con EM frente a un
grupo control. Se concluyo que la infeccion intratecal por VHH-6B (primaria o cronica
activa) puede contribuir a la progresion hacia la EM, mientras que los efectos locales de

VHH-6A y el VHH-7 parecen menos importantes (Ongradi y cols., 1999).

Maés recientemente se determiné el papel que la infeccion o la reactivacion de la
infeccion por VHH-6 desempefian en la patogénesis de la EM y en el sindrome de fatiga
crénica (SFC). Para ello, se midieron los niveles de 1gG e IgM en suero y se investigo la
presencia del virus en las CMSP mediante cultivo para detectar las células que
expresaban antigenos viricos y caracterizar los virus aislados segun la variedad. Los
niveles de 1gG e IgM fueron elevados en los pacientes con EM y SFC en comparacion
con los controles. EI 70% de los enfermos con EM presentaron IgM frente a los
antigenos tardios del VHH-6 (capside) en comparacion con los controles (15%) y los
enfermos con OEN. El 54% de los pacientes con EM albergaban células productoras de
antigenos precoces Yy tardios frente a VHH-6, y el 87% de los aislados fueron de la
variedad B. Sélo un aislado del grupo control fue de la variedad B. Los aislados de los
pacientes con SFC fueron predominantemente de la variedad A (70%) y los de los
controles, de la variedad B. Dos pacientes con SFC presentaron infeccion persistente
por VHH-6 durante un periodo de 2,5 afios, y se demostraron respuestas inmunes
celulares especificas en las CMSP de 10 pacientes. Los altos niveles de anticuerpos y
ADN de VHH-6 encontrados en los pacientes con EM y SFC apuntaron que la
reactivacion probablemente participe en la patogénesis de ambos desérdenes (Ablashi y

cols., 2000).
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También se ha estudiado la respuesta inmunoproliferartiva frente a VHH-6 en los
pacientes con EM para determinar la participacion del virus en la patogénesis. Para ello,
se compararon las respuestas linfoproliferativas frente a lisados celulares infectados con
VHH-6A (U1102), VHH-6B (Z29) y VHH-7 (H7SB) en pacientes con EM y controles.
Las respuestas linfoproliferativas para los lisados de VHH-6B y VHH-7 fueron
similares en los enfermos (78% y 28%) y en los controles (71% y 23%). Para el lisado
de VHH-6A, la respuesta linfoproliferativa en los controles fue del 33%, frente al 67%
de los enfermos con EM. Estos resultados indicaron que la respuesta linfoproliferativa
frente a VHH-6A, cuyo neurotropismo es mayor, estaba incrementada en pacientes con

EM (Soldan y cols., 2000).

Con frecuencia se observan anticuerpos frente a VEB en los LCR de los pacientes
con EM, pero sus antigenos diana eran desconocidos. Mediante immunoblotting
especifico se intentd determinar si esa diana era el antigeno nuclear de VEB, EBNA-1.
Los indices de anticuerpos se midieron mediante ELISA y se calcularon con la formula
de Reiber y Lange que incluye factores de correccion para la ruptura de la barrera
hematoencefalica y la sintesis intratecal de 1gG policlonal. Se observé un patron de
anticuerpos frente a EBNA-1 distinto en 5 de 51 pacientes con EM, no asi en los 12
controles (p = 0,037). El indice de anticuerpos fue muy alto en este grupo comparado
con los niveles observados en otras infecciones viricas del SNC. Los resultados
obtenidos sugirieron que en un subtipo de pacientes con EM, EBNA-1 puede ser la

principal diana de los anticuerpos especificos frente a VEB (Rand y cols., 2000).

Se estudid la prevalencia de ciertos herpesvirus, incluyendo VEB, en los sueros de

108 pacientes con EM y 163 controles sanos. Los anticuerpos frente a VEB estuvieron
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presentes en el 100% de los enfermos con EM y en el 90,1% de los controles. La
primoinfeccion fue detectada en un 3,7% de los controles sanos, y en ningun enfermo
con EM. De acuerdo con estos resultados se indicé que la infeccién por VEB era un
prerrequisito mas que una consecuencia de la enfermedad. Ademas, se siguio
prospectivamente a 19 pacientes mensualmente durante un afio. Se observd un
incremento de la respuesta de IgM e IgA frente a los antigenos tempranos y ADN del
virus en el 72,7% de los pacientes con exacerbaciones durante este periodo, no
detectdndose ADN en el suero de los pacientes con EM clinicamente estable. Estos
autores concluyeron que la reactivacion por VEB estaba implicada directamente en la
patogénesis de la EM, lo que concordaba con los hallazgos que indicaban que las
exacerbaciones de la EM se reducian notablemente en pacientes tratados con aciclovir

(Wandinger y cols., 2000).

Existen otros trabajos publicados donde se relacionan otros virus distintos de los
herpes con la EM. Asi, la enfermedad desmielinizante inducida por coronavirus
mimetiza la patologia de la EM (Lavi y cols., 2000) y la infeccion de las células de la
glia por este virus puede llevar a la produccion de moléculas inflamatorias asociadas a

la EM (Edwards, 2000).

Otros estudios también han observado la produccion de particulas retroviricas
(RVP) en cultivos celulares obtenidos a partir de pacientes con EM. Esta produccion in
vitro parece ser especifica de los enfermos con EM, pero no se descarta que se

incremente o se active por desencadenantes como los herpes (Perron y cols., 2000).

Igualmente, se ha estudiado la posible participacion de retrovirus enddgenos

(HERV) en la patogénesis de la EM. Para ello se analizo la proliferacion estimulada de
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péptidos HERV vy la produccion de citoquinas en las CMSP en pacientes con EM aguda
0 estable, observandose proliferacion de péptidos y produccion de citoquina de tipo 1 en
los pacientes con EM aguda, pero no en los pacientes con EM estable, donde predomind
la citoquina de tipo 2. Las respuestas de péptidos HERV estimuladas
inmunolégicamente se modificaron mediante cambios en la expresion de la enfermedad,
mediadas por linfocitos T CD4+ y no relacionadas con las moléculas HLA-II. Estos
datos sugieren que es posible la participacion de HERV y de las respuestas inmunes

especificas frente a HERV en la patogenia de la EM (Clerici y cols., 1999).

Los pacientes con EM pueden desarrollar espontaneamente células mononucleares
a partir de lineas celulares B linfoblastoides, cosa que ocurre raramente en individuos
sanos. Estas células suelen presentar particulas retroviricas y VEB. Se especula que una
infeccion dual con estos agentes podria presentar implicaciones en la etiologia de la
EM. Esta hipoétesis se podria sostener si se confirmara que la infeccion previa por VEB

fuera necesaria para el desarrollo de la EM (Haahr y cols., 2000).

Otros autores sefialan la posibilidad de que una infeccion transitoria (¢vacuna
triple virica?) pueda estar implicada en la patogénesis de la EM, por estimulacion de la
respuesta autoinmune frente a la mielina. Modificando las vacunas se podria evitar

totalmente esta posibilidad (Atkins y cols., 2000).

Por otro lado, se han encontrado multiples evidencias de la infeccion por VHH-6
en las placas y en el suero de enfermos con EM. Mediante PCR in situ se determind la
prevalencia de localizacion celular de VHH-6, VIC y VIH-1 en enfermos con EM,
LMP, sida y tejidos control del SNC, y la expresion génica se detectd mediante IHQ

(p4l y gpl01 de VHH-6). Se detectaron una alta cantidad de secuencias de VHH-6 en
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las células de las lesiones de la materia blanca de los enfermos con EM y LMP, y una
concentracion apreciable en los alrededores de las lesiones. VHH-6 se encontro
principalmente en los oligodendrocitos, pero también en las neuronas. VHH-6 era méas
abundante que VJC en las lesiones de LMP, y VIH-1 era mas abundante que VHH-6 en
sida. Las cantidades de ADN de VHH-6 encontradas en cerebros de enfermos con sida y
controles fueron variables. La frecuencia de células infectadas tendia a aumentar con la
edad. Estos resultados reafirmaban la hipotesis de que la reactivacion de la infeccion por
VHH-6 puede participar en la patogénesis de estas enfermedades desmielinizantes

(Blumberg y cols., 2000).

De todos estos datos se puede deducir que existe una posible conexion patogénica

entre VHH-6 y EM.
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Tabla 3. Resumen de las aportaciones cientificas mas relevantes sobre la relacion entre VHH-6, CMV y VEB y EM. Los datos se

exponen cronolégicamente, y dentro de un mismo afio, por orden alfabético segun el apellido del primer autor.

Autor Poblacion Muestras Técnicas Resultados Comentarios
Tzquierdo Enfermos LCR. IFA. Sintesis intratecal de anticuerpos El estudio de los Acs antiviricos en
y cols., 1990. con EM. frente a CMV (y VVZ) en enfermos con EM. | el LCR: utilidad en el seguimiento y
diagnéstico de la enfermedad.
Solay Enfermos Suero, IFA, Escasez de secuencias en EM (1/34) VHH-6: activacion de la
cols., 1993. conEMy LCRy CMSP. PCR, Southern- | y en controles (1/24); alta tasa de Acs (en transcripcidn de ciertos genes que
donantes sanos. blot frente a 126 enfermos con EM y en 500 donantes). producen anomalias inmunes asociadas a
VHH-6. EM.
Challoner Pacientes Tejido PCR, Elevada seroprevalencia en VHH-6: comensal del cerebro. La
y cols., 1995. conEMy cerebral y suero. | IHQ frente a poblacién general; secuencias del virus en infeccion persistente en SNC produce
controles VHH-6. 78% de cerebros de enfermos vs. 74% de reactivacién con respuesta inflamatoria

(adultos y fetos).

controles. Localizacién del virus en

oligodendrocitos de placas con EM.

asociada y produccién de dafio citopdtico o

inmunoldgico.
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Tabla 3. Continuacion.

Autor Poblacién Muestra Téc Resultados Comentarios
s nicas
Carrigan Paciente Tejidos ITHQ Infeccidn activa extensa. El efecto citopdtico de VHH-6 al
y cols., 1996. con EM aguda o cerebrales y frente a infectar las células del SNC y la respuesta
leucoencefalitis médula espinal. | VHH-6. inmune frente a las proteinas viricas
subaguda por producen desmielinizacién.
VHH-6.
Merelliy Paciente CMSPy PCR Secuencias especificas VHH-6 en las Encefalitis debida a reactivacién de
cols., 1996. con EM con LCR. frente a CMSP y en el LCR recolectado durante la fase | una infeccién latente por VHH-6 en el SNC
encefalitis. VHH-6. aguda de la encefalitis. en un paciente con una respuesta inmune
alterada por la EM.
Sanders Enfermos Autopsi PCR 27 % de enfermos con EMy 38 % de La presencia de VEB y CMV en todos
y cols., 1996. conEMy a cerebral frente a los controles fueron positivos para VEB,y 5 % | los tejidos hace dificil una asociacion
controles (materia gris, VEBy CMV. | de las placas activas frente al 10 % de las etioldgica. La localizacién intracelular del
(Alzheimer, materia blanca inactivas. 16 % de enfermos con EMy 22 % de | virusy la relacién de la latencia con la

Parkinson, otras
enfermedades nho

neuroldgicas).

y tejido de
placas activas e

inactivas).

los controles fueron positivos a CMV,y 9 % de
las placas activas frente a 10 % de las

inactivas.

patologia pueden revelar una asociacidn.
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Tabla 3. Continuacion.

Autor Poblacién Muestras Técnicas Resultados Comentarios
Martiny EM y neuritis Sueros 'y Nested-PCR Ausencia de secuencias Una infeccién persistente en
cols., 1997. dptica. LCR. (VHH-6, VEB Yy CMV, viricas. el SNC puede asociarse a la lesidn
hasta 7 virus herpes). cerebral de estos pacientes.
Merelliy Pacientes con Placas de PCR frente a Secuencias de VHH-6 Fuerte neurotropismo de
cols., 1997. EMy controles cerebroy médula | VHH-6. presentes en todos los tejidos VHH-6 y el cerebro es su reservorio.
(adultos sanos y nifios | espinal y CMSP. estudiados. Adguisicién temprana de la infeccion.
nacidos muertos).
Nielsen EMy Sueros. ELISA. No existen diferencias ¢Una primoinfecién tardia
y cols., 1997. controles. estadisticas respecto a los niveles podria afectar al desarrollo de EM?
de Acs anti-VHH-6 entre enfermos
con EM y controles.
Soldan 'y Enfermos con Sueros. Nested-PCR y ADN en sueros de enfermos Reactivacién virica. Actividad
cols., 1997. EMRR y EMSP y ELISA. con EMRR y altas respuestas de virica en ciertos periodos donde
controles (OEN y IgM. Deteccién de ADN fluctuante puede progresar la EM. VHH-6 puede
OETI). en el tiempo. ser un cofactor de EM.
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Tabla 3. Continuacion.

Autor Poblacién Muestras Técnicas Resultados Comentarios
Ablashi Enfermos LCRYy ELISA La frecuencia de Ig6 frente a VEBy Mds del 50% de enfermos con EM
y cols., 1998. con EM y OEN. CMSP. frente a VEB, CMV en los LCR de los enfermos con EM fue | presentan infeccién activa por VHH-6. VHH-
CMVy VHH-6y | mucho menor que para la Ig6 frente a VHH- | 6 puede ser cofactor de algunos casos de
PCR frente a 6 (39,4 %). Presencia de secuencias de EM.
VHH-6. VHH-6 en las CMSP.
Mayne EMRR y CMSP. PCR Escasa deteccidn de ADN. Ausencia de correlacién entre
y cols., 1998. EMSP. frente a VHH-6. infeccién de CMSP por VHH-6 y desarrollo
de EM.
Munch EMy Sueros. ELISA No hubo primoinfecciones por VEB La infeccidn es previa al desarrollo
y cols., 1998. controles. frente a VEB. en enfermos con EM. de la enfermedad, aunque no desvela si es
preceptiva.
Myhr Enfermos Sueros. ELISAe Diferencia significativa de Ig6 anti- Las diferencias frente a otros virus
y cols., 1998. conEMy IFI frente a VEB (anti-VCA, EBNA y EA) en enfermos (CMV y VHS) no fueron significativas.
controles. VEB, CMVy con EM frente a controles (100 % vs. 95,3
VHS. %).
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Tabla 3. Continuacion.

Autor Poblacién Muestras Técnicas Resultados Comentarios

Friedman Enfermos Tejidos PCR, IHQy ELISA IgM presente en 80% de los Brusca respuesta seroldgica
y cols., 1999. conEMy cerebrales, frente a VHH-6. enfermos. en los enfermos con EM.

controles. sueros.

Ongradi EMy LCR. ELISA frentea Ig6 e IgM frente a VHH-6B en Infeccién intratecal activa

y cols., 1999. controles. VHH-6B. los enfermos con EM. por VHH-6B puede contribuir a la
progresién de la enfermedad.

Ablashi y cols., Pacientes Sueroy ELISA frente a Niveles elevados de Ig6 e IgM Los altos niveles de Acs 'y de

2000.

con EM, SFC, un
grupo con OENy

otro control.

CMSP.

VHH-6 y cultivo para
detectar las células que
expresan Ags viricos y
caracterizar los virus

aislados segtn la variedad.

en los pacientes con EM y SFC. IgM
frente a los antigenos tardios de VHH-
6 (cdpside) en el 70% de los enfermos
con EM. 54% de pacientes con EM
contenian células productoras de Ags
tardios y fempranos de VHH-6 y el
87% de los aislados fueron de la

variedad B.

ADN de VHH-6 encontrados en los
pacientes con EM (y SFC) sugieren
que la reactivacién participa en la

patogénesis de estos desdrdenes.
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Tabla 3. Continuacion.

Autor Poblacién Muestras Técnicas Resultados Comentarios
Alvarez Enfermos CMSP. Nested-PCR Sélo se encontraron diferencias VHH-6 establece una
y cols., 2000. con EMRR y frente a VHS, VVZ, significativas para VHH-6: un 21,5% de muestras infeccidn sistémica en los
donantes de VEB, CMV, VHH-6, positivas en donantes, frente a un 49,02% en enfermos con EM. ¢Factor
sangre sanos. VHH-7 y VHH-8. enfermos de EM. ambiental que contribuiria a
alterar el sistema
inmunoldgico, provocando la
respuesta autoinmune que da
lugar a EM?
Blumberg y Enfermos Tejidos PCR in situ Alta cantidad de secuencias de VHH-6 en Se ha encontrado
cols., 2000. con EM, LMP, del SNC. para la localizacién células de materia blanca dafiada con EM y LMP, y evidencia de infeccién por

sida y tejidos
control del SNC.

celular de VHH-6, VIC
y VIH-1. Expresidn
génica se detectd
mediante
inmunohistoquimica
(p41y gp101 de VHH-
6).

una concentracion apreciable rodeando las lesiones.
VHH-6 en oligodendrocitos y en neuronas. VHH-6
mds abundante que VJC en lesiones de LMP.
Cantidades variables de ADN de VHH-6 en cerebros
de enfermos con sida y controles. La frecuencia de

células infectadas tiende a aumentar con la edad.

VHH-6 en las placas y en el
suero de enfermos con EM.
La reactivacién del VHH-6
puede participar en la
patogénesis de estas
enfermedades

desmielinizantes.
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Tabla 3. Continuacion.

Autor Poblacién Muestras Técnicas Resultados Comentarios
Ferrante 22 CMSP. Nested-PCR ADN de VEBy VHH-6 mds VHS-1 se replica activamente en
y cols., 2000. pacientes durante frente a VHS-1, frecuente sin diferencias estadisticas los pacientes durante los brotes de EM,
el brote y la fase VHS-2,CMV, VEBy | entre grupos. ADN de CMV en enfermos por lo que probablemente desempefie un
estable y 18 VHH-6. PCR frente a | con EM en ambas fases, pero no en papel en la produccidn de los ataques de
controles. ARN, de VHS-1. controles. ADN de VHS-1 presente sélo en | EM.
13% de enfermos con EM en fase aguda,
pero no en fase estable ni en controles.
ARN,, y ADN en un niimero significativo de
pacientes con EM aguda, y en hingtn
control.
Hay y cols., Pacientes CMSP. ADN de El ADN de VHH-6 se detecté en el Los resultados del estudio no
2000. con EM y un VHH-6 y VEB 7% de los pacientes con EM y en el 14% de | mostraron asociacién entre la presencia
grupo control. mediante PCR. los controles. El ADN de VEB se detecté de VHH-6 en las CMSP y EM.

en todas los pacientes y controles.
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Tabla 3. Continuacion.

Autor Poblacién Muestras Técnicas Resultados Comentarios
Kimy cols., Pacientes CMSP. Secuencias de ADN 7 de los 34 pacientes ¢Influye el diferente
2000. con EM, mielitis mediante nested-PCR. Variedad de con EMy 2 de 6 con mielitis | neurotropismo de las variedades de VHH-
transversal VHH-6: digestién con ER de los transversal idiopdtica 6 en la patogenia de la EM? En algunas
idiopdticay un amplificados. presentaron secuencias de placas activas de EM, el tejido presenta
grupo control. VHH-6. Ningtn control ADN del VHH-6. La deteccidon de
presenté ADN. Todas las secuencias del VHH-6A en las CMSP de
secuencias detectadas en pacientes con EM puede relacionarse con
enfermos con EM la posible asociacién entre EM e infeccién
pertenecieron a la variedad latente por VHH-6A en el SNC.
A de VHH-6.
Rand Pacientes LCR. Immunoblotting especifico Se observé un patrén El indice de Acs fue muy alto en
y cols., 2000. | con EMy un para determinar si EBNA-1de VEB | de bandas EBNA-1 distinto este grupo comparado con los niveles
grupo control. es la diana de las bandas en 5 de 51 pacientes con EM, | observados en otras infecciones viricas
oligoclonales presentes en el LCR de | no asi en los 12 controles (p del SNC. Los resultados obtenidos
los pacientes con EM. Los indices de | = 0,037, probabilidad exacta | sugieren que en un subtipo de pacientes
Acs se midieron mediante ELISAy | de Fisher). con EM, EBNA-1 puede ser la principal
se calcularon con la formula de diana de las bandas seleccionadas
Reiber y Lange.
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Tabla 3. Continuacion.

Autor Poblacién Muestras Técnicas Resultados Comentarios
Rotola Pacientes CMSP. ARN de VHH-6 y Las secuencias viricas encontradas se No hay infeccién
y cols., 2000. | con EM. VHH-7 mediante PCR. mantienen sin transcribir. activa en las CMSP en
estos pacientes.
Soldany Pacientes Lisados Respuesta Respuestas linfoproliferativas similares La respuesta
cols., 2000. conEMy celulares inmunoproliferartiva de los para los lisados de VHH-6B y VHH-7 en enfermos linfoproliferativa frente
controles. infectados con lisados frente a diferentes (78%y 28%) y controles (71% y 23%). Para el a VHH-6A, cuyo
VHH-6A cepas de VHH-6 y VHH-7. lisado de VHH-6A, la respuesta linfoproliferativa neurotropismo es mayor,
(VU1102), VHH- en los controles fue del 33%, frente al 67% de los | estd incrementada en
6B (Z29) y VHH- enfermos con EM. pacientes con EM.
7 (H7SB).
Taus Pacientes Suero, IFTI para Ig6 e IgM No se detecté ADN virico en ninguna Los datos
y cols., 2000. | con EMRR. LCRy CMSP. frente a VHH-6 (sueroy muestra de LCR, y la frecuencia de ADN de VHH-6 | sugieren que no hay
LCR), PCR para ADN de VHH- | CMSP no fue diferente de forma significativa relacién entre VHH-6 6
6y VHH-7 (LCR) y ADN de entre los enfermos con EM y los controles. Tasas VHH-7 y EM.
VHH-6 (CMSP). de Acs comparables a los de la poblacién general.

102




Tabla 3. Continuacion.

Autor Poblacién Muestras Técnicas Resultados Comentarios
Wandinger 108 Sueros. ELISAY Los anticuerpos frente a VEB presentes La infeccién por VEB es un
y cols., 2000. pacientes con EM y PCR. en el 100% de los enfermos con EM y en el prerrequisito de la enfermedad.
163 controles sanos. 90,1% de los controles. La primoinfeccién fue Concluyeron que la reactivacion
Seguimiento mensual detectada en un 3,7% de los controles sanos,y | por VEB estd implicada
durante un afio a 19 en ningln enfermo con EM. Incremento de la directamente en la patogénesis de
pacientes con EM. respuesta frente a IgM e IgA frente a los la EM, lo que concuerda con los
antigenos tempranos, y ADN del virus en el hallazgos que indican que las
72,7% de los pacientes con exacerbaciones exacerbaciones de EM se reducen
durante el periodo de seguimiento, pero ho en el | notablemente en pacientes
suero de los pacientes con EM clinicamente tratados con aciclovir.
estable.
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3. Enfermedad en hospedadores inmunocomprometidos

Las personas con su sistema inmune deteriorado presentan un mayor riesgo de
sufrir manifestaciones clinicas debido a primoinfecciones o reactivaciones de una
infeccion latente o persistente por herpes. La asociacion entre la infeccion por VHH-6 y
enfermedad en este tipo de pacientes se ha observado desde hace mucho tiempo, dado
que en los receptores de TMO, rifion e higado, se induce inmunosupresion por razones
terapedticas. En estos pacientes la infeccion o reactivacion de la infeccion por VHH-6
puede producir supresion de médula 6sea, neumonitis, encefalopatia, hepatitis, fiebre y
rash cutaneo, que pueden culminar en rechazo y muerte (Braun y cols., 1997;

Campadelli-Fiume y cols., 1999).
3.1. Trasplantes

VHH-6 se ha relacionado con la produccion de enfermedades postrasplante
(Braun y cols., 1997; Clark, 2000). La elevacion de los anticuerpos frente a VHH-6 se
ha relacionado en ocasiones con rechazo al trasplante renal (Okuno y cols., 1990;
Jacobs y cols., 1994), incluso en pacientes sometidos a terapia inmunosupresora, y en
otros estudios (Merlino y cols., 1992; Yoshikawa y cols., 1992,), no se relacionaron con
el rechazo del rifion trasplantado. En un paciente sin infeccion activa por CMV se
obtuvo cierta mejoria después del tratamiento con ganciclovir, de probada actividad in
vitro anti-VHH-6 (Jacobs y cols., 1994). La variedad B fue més ampliamente detectada
(PCR a partir de CMSP) e implicada como causa de los rechazos (Yalcin y cols., 1994,)
y los antigenos de VHH-6 (IHQ) se detectaron en muestras de biopsia renal con

localizacion histolégica concreta (células epiteliales del tabulo distal y linfocitos
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infiltrantes del intersticio) principalmente en individuos que sufrieron rechazo agudo
frente a los que sufrieron rechazo cronico (Hoshino y cols., 1995; Kurata y cols., 1990;

Okuno y cols., 1990y).

En los pacientes TMO, la actividad de VHH-6 se ha asociado a rash y enfermedad
de rechazo del receptor frente al injerto (GVHD) (Appleton y cols., 1994; Cone y cols.,
1993;; Kadakia y cols., 1996; Michel y cols., 1994; Wang y cols., 1996; Yoshikawa y
cols., 1991), neumonitis (Carrigan y cols., 1991; Carrigan y cols., 1992; Cone y cols.,
1993;,. Cone y cols., 1994; Cone y cols., 1996; Gleaves y cols., 1985; Pitalia y cols.,
1993; Ragona y cols., 1994), sinusitis (Kadakia y cols., 1996), episodios febriles
(Drobyski y cols., 1993,; Singh y cols., 1995) y supresion de la respuesta al injerto
(Carrigan y cols., 1994; Drobyski y cols., 1993,; Rosenfeld y cols., 1995). Es dificil
encontrar asociacion etiolégica del virus con estos acontecimientos, pero en ausencia de
otras posibles causas, podrian en ultima instancia ser consecuencia de la actividad de
VHH-6 (Braun y cols., 1997). Alrededor del 90% de las cepas detectadas en TMO son
de la variedad B (Drobyski y cols., 1993p; Frenkel y cols., 1994; Kadakia y cols., 1996;
Secchiero y cols., 1995,; Wang y cols., 1996; Wilborn y cols., 1994.), sola o asociada

con VHH-6A.

La relacion encontrada por muchos investigadores entre VHH-6 y GVHD y otros
rashes dérmicos en TMO es interesante, pero no se ha establecido una relacion causa-
efecto de forma concluyente, a pesar de que la participacion de otros agentes (CMV) en

el desarrollo de GVHD es muy controvertida (Britt y cols., 1996).

En cuanto a la neumonitis en pacientes TMO, también es dificil establecer una

relacion etioldégica con VHH-6, ya que se han aislado otros muchos patdgenos
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potenciales del tejido pulmonar, como CMV, adenovirus y Aspergillus (Carrigan y
cols., 1992; Pitalia y cols., 1993). Alrededor del 90% de las cepas detectadas en TMO
son de la variedad B (Drobyski y cols., 1993;; Frenkel y cols., 1994; Kadakia y cols.,

1996; Secchiero y cols., 1995,; Wang y cols., 1996; Wilborn y cols., 1994,).

En la mayoria de estudios realizados, la actividad de VHH-6 se monitoriza
mediante cultivo rutinario de las CMSP durante un corto periodo después del trasplante
y sblo cuando se asocia alguna manifestacion clinica, como fiebre de origen

desconocido (FOD).

En cuanto a los estudios de laboratorio, VHH-6 se puede aislar a partir de CMSP
y medula 6sea de muchos pacientes TMO (Carrigan y cols., 1991; Carrigan y cols.,
1992; Drobyski y cols., 1993,; Wyatt y cols., 1991) en los que se ha observado
supresion de la medula 6sea (Carrigan y cols., 1991; Drobyski y cols., 1993,). Como
mecanismos de VHH-6 para inducir supresion se han propuesto tanto la citolisis directa
como la inhibicion inducida por el virus, por supresion del factor de crecimiento y de
maduracion de las células precursoras de la medula 6sea (Burd y cols., 1993; Carrigan y
cols., 1995; Drobyski y cols., 1993,, Knox y cols., 1992; Yamanishi y cols., 1992).
Ambas variedades de VHH-6 pueden suprimir tales funciones in vitro (Carrigan y cols.,
1995). Los estudios in vitro sobre el efecto supresor de VHH-6 sobre las células

precursoras de la médula 6sea implican a IFN-a (Kikuta y cols., 1990; Knox y cols.,

1992), IL-3 (Burd y cols., 1993), TNF-a 6 IL-1p (Flamand y cols., 1995).

Existen estudios que demuestran que VHH-6 no se recupera de forma rutinaria de
pacientes TMO sin seleccionar previamente, pero que a menudo se aisla a partir de la

médula 6sea de pacientes TMO que presentan supresion medular idiopatica, no
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demostrandose la asociacion etioldgica con ninguna de las dos variedades (Kadakia y
cols., 1996). Sin embargo, los datos acumulados en los estudios in vivo e in vitro apoyan
la posibilidad de que la actividad de VHH-6 contribuya a la supresion bajo algunas

circunstancias.

Existe poca informacion disponible que considere la infeccion hepatica en
receptores de trasplante hepatico ortotropico (Ward y cols., 1989), pero se realizd un
estudio seroldgico en un grupo de trasplantados cardiacos (Robert y cols., 1994) en el

que se concluy6 que la hepatitis postrasplante por VHH-6 no era un evento comdn.
3.2. Otros hospedadores sin VIH

Existen trabajos en los que se asocia el exantema en pacientes con LLA con la
infeccion activa recurrente frente a VHH-6 (Fujita y cols., 1996), donde la falta de
respuesta humoral significativa puede deberse a la inmunosupresion iatrogénica

subyacente.

Se han descrito casos de neumonitis grave asociada a VHH-6 en individuos
inmunodeprimidos sin causa aparente (VIH negativos y sin inmosupresion
farmacologica de ningln tipo) (Prezioso y cols., 1992; Russler y cols., 1991). Se
interpretd que la inmunosupresion idiopatica o la infeccion pulmonar con otros
microorganismos puede contribuir a la susceptibilidad de neumonitis asociada a VHH-6

(Braun y cols., 1997).
3.3. Sida

VHH-6 fue descrito desde un principio como causante de enfermedades en
pacientes inmunodeprimidos. Después de comprobarse las interacciones in vitro entre
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VHH-6 y VIH-1, se ha discutido mucho acerca de la existencia 0 no de enfermedad
asociada a VHH-6 en pacientes VIH-1, y si la infeccion por VHH-6 influye o no en la
progresion a sida (Chen y cols., 1992; Nigro y cols., 1995; Spira y cols., 1990). Seria
interesante caracterizar las manifestaciones de VHH-6 en pacientes VIH-1, ya que aun
no se incluye entre los indicadores de infecciones para el diagnostico de sida (Fantry y

cols., 1999).

En cuanto a la variedad de VHH-6 mas ampliamente detectada, en Asia es ha
detectado VHH-6A en linfoma no Hodgkin (NHL) asociado a infeccion por VIH (Fillet
y cols., 1995), en adictos a drogas por via parenteral (Jayavasu y cols., 1997) y en

pacientes VIH sin linfoma (luliano y cols., 1997).

Con respecto a las manifestaciones clinicas de la infeccion por VHH-6 en el
paciente VIH, se ha asociado con encefalopatia o encefalitis (Knox y cols., 1995; Saito
y cols., 1995; Knox y cols., 1995), neumonitis (Cone y cols., 1994; Nigro y cols., 1995),
retinitis asociada o no a CMV (Fillet y cols., 1996; Qavi y cols., 1994; Qavi y cols.,
1995) y probablemente, fiebre y citopenia (Furlini y cols., 1996). Se ha comprobado que
la infeccion por VHH-6 produce células progenitoras hematopoyeéticas méas susceptibles
a la infeccion y replicacion de VIH-1 in vitro, lo que indica que la coinfeccion in vivo

puede inducir citopenia en células hematopoyéticas. (Fantry y cols., 1999).

También se ha propuesto la asociacion entre VHH-6 y diversos tumores en
pacientes VIH-1, como cancer de cérvix en mujeres también infectadas con
papilomavirus humano (Chen y cols., 1994; Garzino-Demo 1996) y quizds NHL

(Dolcetti y cols., 1996; Fillet y cols., 1995).
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Se ha observado que VHH-6 puede ser un cofactor en la progresion a sida.
Primero, porque ciertos genes de VHH-6 activan in vitro la transcripcion de LTR de
VIH-1 (Di Lucay cols., 1991; Ensoli y cols., 1989; Horvat y cols., 1991; Kashanchi y
cols., 1994; Mori y cols., 1998; Sieczkowski y cols., 1995; Thomson y cols., 1994;
Wang y cols., 1996). Segundo, porque VHH-6 puede incrementar la expresion de CD4
en linfocitos T, lo que incrementa su susceptibilidad in vitro a la infeccion VIH-1
(Lusso y cols., 1995). Tercero, porque algunos datos sugieren que VHH-6 acelera el
efecto citopatico de VIH-1 (Mori y cols., 1998; Sieczkowski y cols., 1995; Takasaki y
cols., 1997). Cuarto, porque también se ha observado que algunos pacientes con sida
presentaban una infeccion activa por VHH-6 en el momento de su muerte (Knox y cols.,
1996). Quinto, porque también se ha informado de la dramaética pérdida de células
CD4+ inmediata a la reactivacion de la infeccion por VHH-6 en pacientes VIH-1
(Blazquez y cols.,, 1995; luliano y cols., 1997), aunque la asociacion con
inmunosupresion se ha puesto en tela de juicio, ya que VHH-6 también se ha detectado
en pacientes VIH-1 con altos recuentos de CD4+ (Fairfax y cols., 1994; Nigro y cols.,
1995). Para finalizar, también se ha observado que la variedad VHH-6A suprime
funcionalmente la transformacion de H-ras y la expresion de LTR de VIH-1 (Araujo y

cols., 1995).
4. Neoplasias
4.1. Mecanismos moleculares

A favor del potencial carcinogenético de VHH-6 esté la capacidad transformante
de tres de sus fragmentos de ADN en lineas celulares de fibroblastos de raton o

queratinocitos epidérmicos humanos in vitro. Uno codifica la region DR7 (Kashanchi y
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cols., 1997) y las otras dos ocupan las regiones comprendidas entre U2-U20 y U31-U37
(Razzaque y cols., 1990; Razzaque y cols., 1993; Thompson y cols., 1994). Los clones
celulares resultantes fueron malignos y tumorigenos en ratones atimicos (Razzaque y
cols., 1990; Thompson y cols., 1994). Estas tres regiones contienen genes con capacidad
activante de LTR de VIH-1. Se han revisado las investigaciones moleculares y clinicas
sobre VHH-6 y varios tipos de tumores (Braun y cols., 1997) con resultados
controvertidos, principalmente porque no se han hallado criterios para establecer una
asociacion definitiva entre el virus y su potencial oncégeno (Campadelli-Fiume y cols.,

1999).
4.2. Asociaciones clinicas: desdrdenes linfoproliferativos

Las posibles asociaciones clinicas entre VHH-6 y enfermedad neoplésica se
limitaron inicialmente a desordenes linfoproliferativos, dado el linfotropismo de estos
virus (Campadelli-Fiume y cols., 1999). La comparacion de resultados entre estudios es
complicada debido a las diferencias en cuanto a métodos de deteccion, sensibilidad,
poblacion estudiada, porcentaje de células tumorales respecto al total de masa celular
examinada, etc. Los métodos de localizacion in situ son utiles para determinar el tipo
celular que alberga al virus, pero su escasa sensibilidad comparada con la de la PCR, los

hace poco fiables (Braun y cols., 1997).
4.2.1. Linfomas no Hodgkin

En ningun estudio se encontraron diferencias significativas en cuanto a la
deteccion de ADN de VHH-6 entre pacientes con NHL relacionados o no con sida

(Braun y cols., 1997; Corbellino y cols., 1993; Knox y cols., 1994), por lo que se

110



concluyd la escasa asociacion etiolégica entre VHH-6 y la mayoria de procesos

cancerigenos (Braun y cols., 1997).
4.2.2. Enfermedad de Hodgkin

Existen multiples trabajos que tratan de la posible patogenicidad de VHH-6 en
HD (Braun y cols., 1997) con resultados muy dispares. Por analogia con VEB, las
diferencias que se observaron en la frecuencia de deteccion de VHH-6 en muestras de

pacientes HD, se pudieron deber a una gran variedad de factores (Braun y cols., 1997).

En cuanto a su mecanismo de accion, Krueger y cols. (1994) propusieron que
VHH-6 puede contribuir al desarrollo de HD indirectamente por estimulacion de la
proliferacion celular, asi como por disrupcién del control de citoquinas en la funcién y

proliferacion celulares.

Dolcetti y cols. (1996), en un estudio realizado en pacientes VIH-1 positivos,
interpretaron la presencia de VHH-6 en las células malignas de HD de dos formas:
primero, como una infeccion normal de VHH-6 en una fraccion de los clones malignos
(positivos ademéas a VEB, de probada accion oncégena), y segundo, como un mero
huésped de los linfocitos infiltrantes presentes en el tumor. Estos resultados contradicen
el papel patogénico asignado a VHH-6 en la mayoria de los casos de HD relacionados

con VIH.

Braun y cols. (1997) sugirieron un posible papel etioldgico de VHH-6 en algunos
pacientes con HD, por maltiples razones. Entre ellas, que la cantidad de ADN de VHH-
6 en algunos tumores es tan grande que hace innecesario el empleo de técnicas de

amplificacion para su deteccion. Otra de las razones es que aproximadamente la mitad
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de las muestras con PCR positiva frente a VHH-6 fueron negativas a la PCR especifica
frente a VEB en un mismo estudio. Ya que VHH-6 puede infectar a muchas células que
son portadoras de VEB, se sugirié que el primero puede influir en la expresion de genes
del segundo (Ablashi y cols., 1988; Flamand y cols., 1993), lo que habla a favor de
asociaciones sinérgicas entre ambos virus. Otra razén expuesta es que algunos grupos
de pacientes con HD presentan titulos elevados de anticuerpos frente a VHH-6,
incluyendo pacientes que pueden poseer factores causales distintos de VEB (Alexander

y cols., 1995).

Aunque ninguna de las evidencias acumuladas es definitiva, VHH-6 permanece
como un potencial agente etioldgico de la patogénesis de algunos casos de HD (Braun y

cols., 1997).
4.2.3. Serologia de VHH-6 en linfomas y leucemias

Existen discrepancias sobre la existencia o no de diferencias entre los titulos de
anticuerpos en enfermos con NHL o HD frente al resto de la poblacién (Levine y cols.,
1992,. Levine y cols., 1992y; Torelli y cols., 1995; Clark y cols 1990; Alexander y cols.,
1995). De todas formas, los datos seroldgicos deben interpretarse con cautela cuando se
valoran las posibles asociaciones entre VHH-6 y desordenes malignos, ya que VHH-6
puede infectar de forma latente o persistente las celulas neoplasicas, originando la
expresion de antigenos viricos (Braun y cols., 1997). Aln asi, no se han observado
diferencias significativas entre los pacientes con LLA y controles (Clark y cols., 1990,
Levine y cols., 1992;), pero si entre pacientes con leucemia mieloblastica aguda (LAM)

en comparacion con los controles (Clark y cols., 1990).
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Se han descrito tres ejemplos de pacientes con secuencias de VHH-6 integradas en
el ADN de las CMSP (Luppi y cols., 1993,. Luppi y cols., 1994.; Torelli y cols., 1995).
En cada uno, el titulo de IgM especifica frente a VHH-6 fue negativo y el de 1gG

también fue practicamente nulo.

ElI ADN de VHH-6 se detectd (en linfoblastos de médula 6sea) en un alto
porcentaje de pacientes con LLA de las células T (LLA-T) mediante hibridacion (Luka
y cols., 1991). El patron de expresion de los genes viricos en estas células puede
deberse a una infeccion latente o abortiva de los linfoblastos LLA-T. En otro estudio
con pacientes con LLA-B y LLA-T (Barozzi y cols., 1995) todas las muestras en las que
se detectd6 ADN de VHH-6 (por metodos distintos a la nested-PCR) pertenecian a
pacientes con LLA-B. Los resultados similares entre pacientes con LLA y controles
después de aplicar nested-PCR, concluyeron un improbable papel etiolégico de VHH-6

en la LLA.

Las diferencias observadas entre estudios se deben a diferentes factores, como son
el uso de células de médula Osea frente a CMSP y a la heterogeneidad entre las
poblaciones con respecto a la distribucion de la edad y el tipo de leucemia, por lo que el

posible papel de VHH-6 en LLA-T permanece sin aclarar (Braun y cols., 1997).
4.3. Asociaciones clinicas con otras neoplasias
4.3.1. Sarcoma de Kaposi

El sarcoma de Kaposi es una neoplasia rara que inicialmente fue descrita en
hombres ancianos del Mediterraneo (Di Giovanna y cols., 1981). Actualmente se

conocen cuatro categorias clinicas del (KS): clasico o mediterraneo, endémico africano,
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asociado a trasplantes o iatrogénico y epidémico o asociado a sida (Suga y cols., 1993).
En varios estudios se busco la posible asociacion entre KS y VHH-6 (Bovenzi y cols.,
1993; Kempf y cols., 1995; Luppi y cols., 1996) sin éxito (Braun y cols., 1997). La
evidencia seroepidemioldgica (Gao y cols., 1996,; Gao y cols., 1996;,; Kedes y cols.,
1996; Lannette y cols., 1996) y molecular (Ambroziak y cols., 1995; Chang y cols.,
1994; Huang y cols., 1995; Moore y cols., 1995; Si y cols., 1995) acumulada es

consecuente con el papel etiologico de VHH-8 en el KS.
4.3.2. Carcinoma oral

En un estudio reciente se detectaron ADN (PCR) y gp116/64/54 (IHQ) de VHH-6
en un elevado porcentaje de muestras de carcinoma oral (Yadav y cols., 1994). La
glucoproteina no se hall6 en ningun control, ni tampoco en otro tipo de tumores
(carcinoma nasofaringeo). Los pacientes en estadio avanzado de carcinoma oral
estudiados presentaron titulos elevados de IgA especifica frente a VHH-6, mientras que
los controles fueron negativos. Debido a esto se dedujo que es posible la asociacion
especifica de VHH-6 en estado replicativo al carcinoma oral, posiblemente como

cofactor.
4.3.3. Carcinoma cervical

En un estudio in vitro con lineas celulares de carcinoma cervical, Chen y cols.
(1994) estudiaron muestras de biopsia de carcinoma cervical escamoso (SCC) o
neoplasia intraepitelial en grado I11 (CIN I11). Se detect6 ADN de VHH-6 en el 8% de
las muestras (nested PCR e hibridacion blot), pero ninguna de las muestras de controles

fue positiva a VHH-6. Zur Hausen y cols. (1991) detectaron que 4 de 6 muestras
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positivas a VHH-6 (PCR) también lo fueron a papilomavirus humano tipo 16 (PVH-16).
El ADN de VHH-6 (IHQ) en las lesiones tipicas de CIN 111 o SCC no se localizé en los
nucleos de células epiteliales cervicales, a diferencia del PVH-16. Estos resultados son
compatibles con el mecanismo “hit and run” de VHH-6 como cofactor del PVH para
causar dafios en algunos casos de carcinoma cervical, o con la creencia de que VHH-6
es un hospedador ocasional de las células cervicales transformadas, lo que explicaria el

bajo nimero de casos positivos.
4.4. Conclusiones del papel de VHH-6 en la oncogénesis

No existe una demostracion concluyente de que VHH-6A o VHH-6B estén
implicados causalmente en ningun tumor. Pero a pesar de ello, los datos de que se
dispone sugieren que al menos para algunas neoplasias existe mas que una asociacion

casual con estos virus.
5. Sindrome de fatiga crénica

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por este tipo de sindrome (SFC),
caracterizado por cansancio cronico o prolongado frecuentemente por un periodo
superior a los seis meses (Fukuda y cols., 1994). A pesar de la vaguedad de la
definicion, se han enumerado muchas hipotesis para explicar su patologia. Puede ser la
secuela psicoldgica de una infeccion aguda en personas emocionalmente susceptibles
(Demitrack y cols., 1994). Otra hipo6tesis asegura que el SFC se debe a una disfuncién
persistente del sistema inmune inducida por un agente infeccioso (Demitrack y cols.,
1994; Mawle y cols., 1993). Otra hipétesis sugiere que SFC se deba a un desorden del

eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal y que se manifiesta debido a un estrés fisico
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(infeccion) o emocional (Demitrack y cols., 1994), ya que las anormalidades de dicho
eje se asocian con alteraciones del humor y del suefio, asi como con disfunciones
inmunes. Con frecuencia estas hipotesis coinciden en que el fendmeno desencadenante

del SFC es una infeccion aguda.

En los afios 80 se implicaron a varios agentes viricos (VEB, VHS, CMV,
enterovirus, retrovirus) sin éxito. VHH-6 (Salahuddin y cols., 1992) se relacion6 con
una epidemia de SFC (Dorfmann y cols., 1986), aunque mas tarde se sugirié que esta
relacion era infundada (Levine y cols., 1990). Los estudios de seroprevalencia y los
titulos de anticuerpos en pacientes y controles han proporcionado resultados confusos
(Ablashi y cols., 1988; Balachandran y cols., 1989; Buchwald y cols., 1990; Dale y
cols., 1989; Gold y cols., 1990; Levine y cols., 1992;; Marshall y cols., 1991; Read y

cols., 1990; Sairenji y cols., 1995; Wakefield y cols., 1988).

Existen muchos informes que consideran la relacion de VHH-6 con SFC
fundamentandose en la presencia de su ADN en CMSP y en la seroprevalencia. (Di
Luca y cols., 1995;; Patniak y cols., 1995; Yalcin y cols., 1994y). Pero los resultados
obtenidos sugirieren que algunos enfermos de SFC presentan respuestas inmunes
atipicas frente a VHH-6, indicativo de posible actividad virica debida a la reactivacion

de una infeccion latente que puede deberse a un descontrol inmune, y no al contrario.
6. Enfermedades del colageno vascular

Los datos disponibles hasta la fecha no sugieren relacion etioldgica alguna entre
VHH-6 y estas enfermedades (Baboonian y cols., 1990; Krueger y cols., 1991,. Ranger-

Rogez y cols., 1995).
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X. MODELOS ANIMALES

El desarrollo de un modelo animal experimental puede proporcionar un medio
adecuado donde estudiar fendmenos de patogenicidad virica, latencia, reactivacion y
métodos terapéuticos. Existen autores que afirman que muchas especies de primates
producen anticuerpos frente a VHH-6 (Higashi y cols., 1989), aunque otros niegan este
(Lusso y cols., 1990). Mediante técnicas de biologia molecular (PCR) no se pudo
detectar ADN de VHH-6 en las CMSP de la especie Macaca nemestrina (Lusso y cols.,
1994), lo que sefiala que estos monos no estan infectados por VHH-6 o por virus

estrechamente relacionados.

Las CMSP de ciertas especies de primates se ha visto que eran susceptibles in
vitro a la infeccion por VHH-6A y VHH-6B (Levy y cols., 1990.; Lusso y cols., 1990;
Lusso y cols., 1994; Yalcin y cols., 1992). Los linfocitos T de chimpancés pueden
infectarse simultaneamente por VHH-6 y el VIH-1 (Lusso y cols., 1990), observandose
una citopatogenicidad acelerada en las células infectadas doblemente, en comparacion
con las que solo portaban un tipo de virus. Los linfocitos de mono verde africano
pueden infectarse productivamente por las dos variedades de VHH-6 y por el virus de
inmunodeficiencia simia (SIV), lo que puede conducir a un incremento de la replicacion
de SIV en las células infectadas dualmente (Lusso y cols., 1994). Estos monos
desarrollan un estado de inmunodeficiencia por SIV semejante al sida en los humanos,
por lo que puede ser un modelo animal Gtil en el estudio de interacciones in vivo entre

VHH-6 y un virus que conduzca a un estado semejante a sida.
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Los ratones SCID con implantes de tejidos humanos (SCID-hu) proporcionan un
modelo animal util para estudiar la susceptibilidad de diferentes tipos de tejidos
humanos a la infeccion por VHH-6. El uso de ratones SCID-hu puede facilitar el
aislamiento de VHH-6 y proporcionar un modelo que permita el analisis de los
diferentes aspectos de la interaccion del virus con el hospedador. Los implantes con
tejido hematopoyético humano pueden ser Utiles en el estudio de la expresion de genes
viricos especificos de variedad, lo cual contribuiria al entendimiento de las diferencias

bioldgicas entre VHH-6A y VHH-6B.
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XI. DIAGNOSTICO

Se han desarrollado métodos para detectar tanto a los virus, a sus antigenos y
acidos nucleicos, como a sus anticuerpos. La interpretacion de los resultados frente a
VHH-6 es complicada por la elevada seroprevalencia y su presencia en las células
sanguineas. Se deben desarrollar ensayos sensibles y fiables que realmente discriminen
infeccion activa de latente. Se estan estudiando ensayos que demuestran asociaciones
significativas entre un marcador virico dado y cualquier enfermedad. Esto es util para
estudios epidemiologicos, ya que el punto de corte que permite una asociacion
definitiva entre VHH-6 y enfermedad no se ha definido. Los clinicos han de tener en
cuenta que la presencia del virus en un determinado tejido no necesariamente indica

asociacion etiologica.
1. Deteccidn del virus: diagndstico directo
1.1. Cultivo

VHH-6 se puede cultivar a partir de linfocitos de un alto porcentaje de nifios
durante la fase febril previa al rash asociado a ES (Asano y cols., 1989y; Asano y cols.,
1991,; Okada y cols., 1993; Yamanishi y cols., 1988). Es necesaria la activacion de los
linfocitos con fitohemaglutininas o anticuerpos frente a CD3 y el mantenimiento en IL-
2. En la fase de exantema, el virus se detecta de forma poco frecuente en cultivos,
aungue algunos aislamientos se han obtenido de estados de inmunosupresion tales como
sida o trasplantes. EI ES es la Unica entidad clinica donde el aislamiento del virus junto
con la sintomatologia permite el diagndstico definitivo, pero es una préctica poco

rentable, ya que la enfermedad se resuelve normalmente sin complicaciones.
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1.2. Antigenos

Se pueden detectar por mAbs (Bapaty cols., 1989; Campadelli-Fiume y cols.,
1993; Chandran y cols., 1992; Foa-Tomasi y cols., 1995; lyengar y cols., 1991; Okuno
y cols., 1990,; Yamamoto y cols., 1990), algunos de ellos disponibles comercialmente.
Varios de los mAbs pueden reaccionar con proteinas de las dos variedades, aunque otros
son especificos de variedad (Foa-Tomasi y cols., 1995). Estos anticuerpos pueden
usarse como reactivos en técnicas de inmunofluorescencia y en secciones de tejidos
fijadas. La deteccidn de los antigenos es util para la confirmacion del cultivo positivo y
para la deteccion de la expresion de proteinas viricas en tejidos. Existe un
enzimoinmunoensayo de captura comercial basado en la proteina gp116/64/54 que es
atil frente a ambas variedades (Marsh y cols., 1996). La sensibilidad del ensayo es
similar a la deteccion virica a partir del cultivo de plasma de nifios con ES; ademas es
rentable en el diagndstico diferencial rapido de nifios con fiebre y para monitorizar la

actividad virica en receptores de trasplantes.
1.3. Acidos nucleicos

Se pueden detectar por hibridacion y PCR. La hibridacion Southern blot es de
utilidad en el cribaje rapido cuando el volumen de muestras es grande, aunque es una
técnica menos sensible que la PCR, lo cual presenta tanto ventajas como
inconvenientes. Por un lado, los resultados positivos no pueden correlacionarse con la
actividad de VHH-6. Ademas, su baja sensibilidad puede conducir a falsas conclusiones

sobre la presencia de &cidos nucleicos.
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Se han descrito numerosos equipos de primers de PCR especificos y sensibles
para VHH-6 (Asano y cols., 1990,; Aubin y cols., 1991; Aubin y cols., 1993; Aubin y
cols., 1994; Chow y cols., 1994; Collandre y cols., 1991; Cone y cols., 1993,; Cone y
cols., 1993p; Huang y cols., 1992,; Kido y cols., 1990; Klotman y cols., 1993; Kondo y
cols., 1990; Kondo y cols., 1993; MacElhinney y cols., 1995; Prukasananonda y cols.,
1992; Secchiero y cols., 1995,; Yamamoto y cols., 1994). Algunos de ellos permiten la
discriminacion entre variedades (Aubin y cols., 1994; Chou y cols., 1994; Yamamoto y
cols., 1994). Como inconveniente, la presencia de VHH-6 en la saliva del personal de
laboratorio puede dar falsos positivos en los resultados de PCR si no se toman
precauciones adecuadas (Cone y cols., 1990; Kelley y cols., 1994). Hasta la fecha, la
mayoria de los estudios han empleado PCR cualitativa. Si se estudian grupos de control
adecuados, los resultados pueden proporcionar una base para el estudio del papel del

virus en una enfermedad dada de forma maés rigurosa.

La deteccion de virus libre en suero o plasma por PCR ofrece la posibilidad de
diagnosticar las infecciones activas de VHH-6. En diversos trabajos se ha detectado el
ADN de VHH-6 en pacientes con ES, en receptores de TMO y en pacientes infectados
por VIH, mientras que no se detectd ninguna variedad en ningan adulto sano (Huang y
cols., 1992,; Secchiero y cols., 1995,). El periodo de recoleccion de muestras es critico
para la obtencién de resultados: mientras que en la fase aguda los resultados positivos
son bajos (30%), las muestras recolectadas entre 7 y 20 dias después de la fase aguda

son todas positivas (Huang y cols., 1992,).

Se han perfeccionado las técnicas de PCR cuantitativa en los ultimos afios (Clark

y cols., 1996; Cone y cols., 1993,. Cone y cols., 1993y; Secchiero y cols., 1995;), ya que
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son métodos para la amplificacion y la cuantificacion de genes especificos. Son Utiles en
aquellas muestras que previamente arrojaron un resultado positivo frente a una PCR

estandar en enfermedades asociadas a tejidos.
2. Diagnostico seroldgico

Los formatos de los inmunoensayos estandares se han adaptado para la deteccion
de los anticuerpos frente a VHH-6; éstos incluyen IFA indirecto (Black y cols., 1989;
Briggs y cols., 1988; Couillard y cols., 1992; Krueger y cols., 1991,; Robert y cols.,
1990), inmunofluorescencia anticomplementaria (Black y cols., 1989; Ldpez y cols.,
1988), radioinmunoensayo (RIA) competitivo (Coyle y cols., 1992), neutralizacion
(Asada y cols., 1989; Suga y cols., 1990,) y EIA en placa de microtitulacion (Asano y
cols., 1990,; Black y cols., 1996; Chou y cols., 1990; Dahl y cols., 1990; lyengar y
cols., 1991; Parker y cols., 1993; Saxinger y cols., 1988). Hay que considerar varios
aspectos con respecto a estos ensayos, ya que no son capaces en su mayoria de
discriminar entre las dos variedades, aunque hay excepciones (Chandran y cols., 1992),
y ademas existe reactividad serologica cruzada entre VHH-6 y VHH-7 que puede dar
falsos positivos (Black y cols., 1996). Cualquier resultado positivo tiene escaso valor
predictivo de enfermedad, ya que casi toda la poblacion es seropositiva a los dos afios

de edad.

La respuesta de IgM especifica se interpreta frecuentemente como infeccion
primaria (Suga y cols., 1992) o reactivacion (Patnaik y cols., 1995), aunque la IgM por
si sola no proporciona una respuesta diagnéstica capaz de responder a cualquier entidad

clinica definida.
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3. Aplicacion en el diagnéstico clinico

El problema que se plantea es el de la utilidad de los tests de laboratorio en el

diagnostico clinico y en el tratamiento de pacientes concretos.
3.1. Enfermedad febril y rash

Se pueden realizar cultivos y PCR a partir de CMSP y ensayos serologicos a partir
de muestras de suero en paralelo separados al menos una semana, para proporcionar la
mayor evidencia directa de actividad de VHH-6. Para los pacientes con ES clasico no es
rentable el empleo de otros tests aparte de la observacion de la clinica. Un test de
antigenemia o una PCR réapida serian tiles para el diagndstico diferencial de los casos
de infeccion primaria por VHH-6 en pacientes sin las manifestaciones tipicas de ES de
otras enfermedades con fiebre o exantemas y evitar asi el uso inapropiado de

antibidticos para la prevencion de la extension de las resistencias bacterianas.
3.2. Enfermedad neuroldgica aguda

La PCR del LCR se ha empleado en el diagnostico de enfermedades neuroldgicas
agudas asociadas a VHH-6 (Asano y cols., 1991,; Kondo y cols., 1993; Suga y cols.,
1993; Yoshikawa y cols., 1992;). Seria util una PCR del LCR para el diagndstico de las
convulsiones febriles asociadas a VHH-6 (Barone y cols., 1995; Hall y cols., 1994;
Ward y cols., 1994) y en el diagnéstico diferencial de otras enfermedades. La
confirmacion puede hacerse por comparacion seroldgica de muestras entre la fase aguda
y convaleciente o por el hallazgo de anticuerpos de baja afinidad frente a VHH-6 en
muestras de la fase aguda, lo que sugiere infeccion primaria (Ward y cols., 1993).
También puede ser rentable en pacientes con episodios febriles recurrentes asociados a
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VHH-6, como describen Kondo y cols. (1993), ya que estos individuos pueden ser
candidatos a la terapia antivirica. Estos criterios no son posiblemente aplicables en los
primeros episodios febriles, porque la autolimitacion a largo plazo es la regla general
para la mayoria de los nifios con convulsiones febriles. Otros pacientes que se pueden
beneficiar de esta técnica rapida de diagnostico son los que presentan enfermedad
sugerente de encefalitis virica. Las encefalitis por VHS a menudo se tratan con aciclovir
intravenoso en base a datos clinicos y radioldgicos, empleando técnicas invasivas de
diagnostico. La determinacion de antigenos especificos de VHH-6 por tincion de IHQ
de biopsia in situ puede ser una técnica alternativa y sugerir el empleo de agentes
antiviricos activos frente a VHH-6, ya que la PCR positiva frente a VHH-6 en LCR
permanece largo tiempo después de la primoinfeccion y puede no ser apropiada para

diagnosticar encefalitis asociada a VHH-6 (Caserta y cols., 1994).
3.3. Otras

Para otras enfermedades asociadas a VHH-6, se aconsejan otros métodos junto
con el cultivo: PCR de suero o plasma, EIA de captura de antigenos, PCR del tejido
afectado, IHQ in situ, tests serologicos (IgM e 1gG en muestras paralelas). En general, el
diagnostico definitivo de las enfermedades relacionadas con VHH-6 distintas del ES
requiere un mayor rigor de los ensayos y desarrollo y expansion de las bases de datos

para permitir su interpretacion.
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XIl. TRATAMIENTO

Se ha observado la actividad in vitro de diversos antiviricos frente a VHH-6
(Williams y cols., 1992). La mayoria son inhibidores de la ADN polimerasa, como el
acido fosfonoacetico (Di Luca y cols., 1990; Shiraki y cols., 1989), fosfonoformato o
foscarnet (Agut y cols., 1989,; Burns y cols., 1990; Streicher y cols., 1988), aciclovir
(Agut y cols., 1989, Agut y cols., 1991; Bapat y cols., 1989; Burns y cols., 1990; Di
Lucay cols., 1990; Kikuta y cols., 1989;; Russler y cols., 1989; Streicher y cols., 1988)
y ganciclovir (Agut y cols., 1989,. Agut y cols., 1991; Burns y cols., 1990; Russler y
cols., 1989). Los resultados entre los diferentes estudios no son comparables debido a
las diferencias metodologicas entre los mismos y a las diferentes lineas celulares y
cepas viricas empleadas. A pesar de estas limitaciones, los datos indican mayor
susceptibilidad de VHH-6B frente al ganciclovir y foscarnet que frente al aciclovir, el
cual inhibe la replicacion virica sélo a elevadas concentraciones, patron similar al de
CMV. La susceptibilidad de VHH-6A a ganciclovir y foscarnet es semejante a la de
VHH-6B. Pero en otros estudios se ha visto que las cepas SIE y TAN de VHH-6A son
susceptibles al ganciclovir (Agut y cols., 1989,. Agut y cols., 1991) mientras que otras
cepas (GS) son relativamente resistentes (Akesson-Johansson y cols., 1990, Streicher y
cols., 1988). De ahi se dedujo que los casos en que la variedad infectante sea
desconocida, el foscarnet puede ser preferible al ganciclovir. El acido fosfonoacético
también inhibe a VHH-6B (Z29) (Burns y cols., 1990; Di Luca y cols., 1990; Shiraki y
cols., 1989), pero no se ha estudiado su actividad frente a otras cepas de VHH-6. La

hidrocortisona y la dexametasona han mostrado tanto incremento como supresion,
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respectivamente, de la replicacion in vitro de VHH-6 (Black y cols., 1989; Russler y

cols., 1991).

Existen pocos articulos que describan el uso en humanos de antiviricos para al
tratamiento de las enfermedades relacionadas con VHH-6. En TMO se resolvié con
éxito la viremia atribuida a VHH-6 con ganciclovir (Drobyski y cols., 1993,). La terapia
con ganciclovir también se ha asociado a la resolucion del rechazo al trasplante renal
alogénico en un paciente con titulos elevados de IgM frente a VHH-6 y sin evidencia de
infeccion activa por CMV (Jacobs y cols., 1994). El foscarnet se ha mostrado mas efcaz
que el ganciclovir en el tratamiento de la viremia en algunos pacientes TMO, ya que tras
la terapia con el primero se produjo el cuadruplo de cambios en el resultado de la PCR a

partir de CMSP (de positivo a negativo) que con el segundo (Wang y cols., 1996).

La eficacia de los farmacos antiviricos frente a la infeccion por VHH-6 no se ha
evaluado en ensayos controlados. Sin embargo, la obtencion de datos definitivos que
demuestren la eficacia de ciertos antiviricos de uso comun puede ser dificil por las
siguientes razones: (1) el farmaco antiherpético menos toxico, el aciclovir, tiene un
escaso efecto in vitro sobre VHH-6 cuando se emplea a concentraciones clinicas; (2) los
nifios con infecciones primarias no se consideran buenos candidatos para el tratamiento
con agentes tales como ganciclovir o foscarnet debido a la naturaleza generalmente
benigna de la enfermedad y la toxicidad asociada a estos farmacos; (3) los pacientes
inmunocomprometidos (trasplante renal, TMO, sida avanzado) frecuentemente
presentan enfermedades complejas con mdaltiples patégenos localizados en varios
organos (VHS y CMV) que también pueden inhibirse por la terapia antivirica, haciendo

que la evaluacion de la respuesta observada sea dificil con respecto a un agente
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infeccioso (VHH-6) particular, ademas de que la relacion etiologica entre VHH-6 y una

enfermedad organica terminal no esta claramente delimitada en estos enfermos.

A pesar de estas dificultades potenciales, se han identificado tres situaciones en
las que la monitorizacion de la terapia antivirica para las infecciones de VHH-6 debe
considerarse: receptores de trasplantes con neumonitis idiopatica, pacientes con
encefalitis asociada a VHH-6 y pacientes con EM. Estos ultimos presentan la suficiente
morbimortalidad como para garantizar el uso de agentes antiviricos. El foscarnet puede
ser mejor candidato que el ganciclovir para determinar la actividad anti-VHH-6 in vivo,
ya que inhibe el crecimiento de ambas variedades de VHH-6 in vitro y presenta mayor
biodisponibilidad en el LCR (Agut y cols., 1989,; Burns y cols., 1990; Hengge y cols.,
1993). El estudio retrospectivo de pacientes con EM tratados con antiviricos frente a
CMV o VHS puede proporcionar otra fuente de informacion util, aunque no puede
sustituir a un ensayo prospectivo bien controlado. El desarrollo de potentes agentes
antiviricos mucho menos toxicos puede incrementar la capacidad de evaluacion de

enfermedad asociada a VHH-6.

El sulfato de amantidina, una sustancia potencialmente Gtil en el tratamiento y la
profilaxis de las infecciones viricas, se ha demostrado eficaz frente a los sintomas de la
enfermedad de Parkinson, la dependencia a la cocaina y en el tratamiento de la apatia en

los pacientes con EM (Ferszt y cols., 1999).

La capacidad para identificar déficits neurolégicos de forma precoz en EM
permitiria la intervencion terapéutica que frenara o eliminara la progresion hacia la
disfuncion permanente. Esto se lleva a cabo mediante ensayos funcionales cuantitativos

y objetivos con ratones que empiezan a padecer enfermedad desmielinizante por el
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virus de la encefalomielitis murina de Theiler (TMEV-IDD) (McGavern y cols., 1999).
Asimismo, la buena caracterizacion de la patogénesis de la EM posibilitaria la adopcion

de terapias inmunologicas apropiadas (Liblau y cols., 1999).

La terapia con IFN-[ se emplea actualmente en el tratamiento de la EM, avalada
por los resultados satisfactorios que se han obtenido en modelos animales con
encefalitis autoinmune experimental, mediante el empleo de vectores viricos o
plasmidos con genes de citoquina, que se inoculan en sangre, en las células T

circulantes o en el SNC (Martino y cols., 2000).

En modelos animales (ratones de la cepa SJL/J) en los que se indujo enfermedad
desmielinizante por TMEV, se ha estudiado el efecto que provocan las altas dosis (via
intraperitoneal) de 1gG murina frente a este virus. Los resultados fueron esperanzadores:
logré suprimirse la enfermedad tanto clinica como histologicamente de forma
significativa (p < 0,01), reduciéndose el nimero de linfocitos productores de TNF-a.
Actuaciones similares podrian ser una alternativa en el tratamiento de las

exacerbaciones de la EM (Koh y cols., 2000).

La meta actual en el tratamiento de EM consiste en la remielinizacion y la
proteccion de los axones dafiados para incrementar la velocidad de conduccion y
atenuar los déficits neuroldgicos. En este sentido, las estrategias se dirigen hacia el
trasplante de oligodendrocitos o el reclutamiento de células mielinizantes enddgenas. Se
han aislado dos mAbs humanos dirigidos frente a los antigenos de superficie de los
oligodendrocitos que promovieron de forma significativa la remielinizacion en un
modelo virico de EM. Ademas, la direccion de mAbs humanos hacia areas dafiadas del

SNC puede facilitar la opsonizacion de los restos de mielina, lo cual permitiria la
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reparacion. Por todo ello se dedujo que no todos los mAbs dirigidos frente a los

oligodendrocitos son necesariamente patdgenos (Warrington y cols., 2000).

También existen estudios en los que se refleja la influencia de las subclases de
células T en las susceptibilidad o resistencia a la desmielinizacion en los modelos
animales TMEV-IDD. Existe una correlacion entre fenotipo de la enfermedad y genes
VP, presentandose una gran cantidad de celulas T Vp8+ (protectoras de la
desmielinizacion) en ratones que expresan el haplotipo susceptible H-2 (Drescher y

cols., 2000p).

No hace mucho que se ha comprobado que el IFN de tipo | reduce la tasa y la
gravedad de las exacerbaciones de la enfermedad en ratones SJL/J con TMEV-IDD. El
tratamiento a corto plazo con IFN-a/f triplica la remielinizacion de la materia blanca de
la médula espinal en comparacion con los controles. En cambio, el tratamiento a largo
plazo duplica la extension de la desmielinizacion. Se ha propuesto un mecanismo
inmunomodulador para el IFN-a/p sobre la materia blanca dafiada, ya que los ratones
tratados presentaron altos niveles de IgG anti-TMEYV en el suero y descenso del nimero
de linfocitos B y T infiltrantes en el SNC. No se hall6 correlacion entre el nivel de
anticuerpos frente al IFN-a/B y la extension de la desmielinizacion o remielinizacion.
Estos resultados mostraron que el tratamiento con IFN-o/B puede presentar efectos

paraddjicos sobre la remielinizacion y la desmielinizacion (Njenga y cols., 2000).

Otros trabajos han demostrado que la respuesta inmune dependiente del receptor
CDA40 participa en la patogenesis de la enfermedad por TMEV en ratones SJL/J en la

materia blanca del cerebelo y de la médula espinal, pero protege el striatum. Ademas, el
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receptor CD40 se necesita para mantener la resistencia a la desmielinizacion y las
disfunciones neuroldgicas en los ratones H-2b, y las interacciones mediadas por CD40
son necesarias, entre otras cosas, para la remielinizacion espontanea de la materia

blanca de la médula espinal (Drescher y cols., 2000,).

Los inhibidores de la fosfodiesterasa-4 (PDE4) son moduladores potenciales de la
respuesta inmune del fenotipo Thl frente al Th2, y por lo tanto, se pueden considerar
candidatos terapéuticos para los desérdenes autoinmunes mediados por Thl. La
combinacion de inhibidores de PDE4 y PDE3 presenta efectos sinérgicos que pueden
ampliar el espectro terapéutico. También se observo una sensibilidad diferencial en la
inhibicion de la PDE en células T autorreactivas frente a células T especificas de
antigeno procedentes de pacientes con EM frente a controles. Esto sugiere que la
inhibicién de la PDE debilita el poder de estimulo de las células T y corrige el efecto de
las citoquinas asociadas a la enfermedad subyacente en los desordenes mediados por
estas células, por lo que los inhibidores de la PDE podrian emplearse en el tratamiento

de estas enfermedades autoinmunes (Bielekova y cols., 2000).

El tratamiento con mAbs frente a B7-1 y B7-2, moléculas coestimuladoras en la
activacion de las celulas T, suprime de forma significativa el desarrollo de la TMEV-
IDD, tanto clinica como histologicamente. En los ratones tratados con mAbs frente a
B7-1, se redujo la produccion esplénica de TNF- o y de IFN-y. En cambio, el
tratamiento con mAbs frente a B7-2, no produjo efectos TMEV-IDD. Esto sugiere que
B7-1 estd involucrado en la patogénesis de TMEV-IDD y podria emplearse en el

tratamiento de la EM (Inoue y cols., 1999).
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Resumiendo, la mayoria de las infecciones por VHH-6, generalmente se resuelven
de forma espontanea y no requieren tratamiento especifico. Sin embargo, existe una
serie de situaciones especiales (entre las que se encuentra la EM) en las que seria
interesante la identificacion de la terapia antivirica mas eficaz, mediante el desarrollo de
ensayos clinicos bien disefiados y aplicados sobre grupos de poblacion adecuados.
Asimismo, el conocimiento de los diferentes mecanismos patogénicos de la EM
facilitaria la adopcion de los tratamientos inmunoldgicos y antiviricos mas

convenientes, incluso la posible aplicacion de medidas preventivas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Desde hace algun tiempo se sugiere que la causa de la destruccion de la mielina en
los enfermos de esclerosis multiple (EM) pudiera ser infecciosa, concretamente virica,
tal y como se refleja en la tabla 4. Como primera condicion para estos estudios
epidemioldgicos sefialan que es necesaria la infeccion previa por el virus durante la
infancia para que actle como agente desencadenante de la EM (Braun y cols., 1997). En
segundo lugar, los estudios realizados en modelos animales sugirieren que ciertos virus
pueden producir enfermedad tras un largo periodo de incubacion, con cursos
recidivantes y remitentes, asi como destruccién de mielina por diversos mecanismos
(Braun y cols., 1997), tal y como ocurre con la EM. Apoyando este hecho, los estudios
realizados en pacientes con EM muestran mayores tasas de anticuerpos frente a ciertos
virus, entre ellos VHH-6 (Braun y cols., 1997; lzquierdo y cols., 1990; Soldan vy cols.,

1997).

A modo de ejemplo, existe un estudio realizado por Soldan y cols. (1997) en el
que se investigo la asociacion entre VHH-6 con la EM detectando la presencia de IgM
frente al antigeno temprano p41/38 de VHH-6 y su ADN en suero. Concluyeron, no sin
ciertas reservas, que VHH-6 pudiera estar implicado en la etiopatogenia de la EM por

multiples razones:

1%) La infeccion primaria generalmente ocurre durante los primeros dos afios de
vida, lo cual concuerda con la epidemiologia de la EM, que tradicionalmente sugiere

una exposicioén frente a un agente etiolégico durante la infancia.

2%) Los virus herpes en general son muy neurotrépicos. Asi lo confirman los
hallazgos de las proteinas de VHH-6 en oligodendrocitos incluidos en las lesiones de

EM.
133



Tabla 4. Virus recuperados a partir de pacientes con esclerosis
multiple (modificado a partir de Johnson RT, 1994).

Virus Método de aislamiento Afio
Rabia Encefalitis en ratones inoculados con cerebro o sangre. 1946
Herpes simple Cambios citopdticos en cultivo celular inoculado con 1964

homogeneizado de cerebro.

Agente del scrapie Desarrollo del scrapie en ovejas 16-21 meses después de ser 1964
inoculadas con cerebro.

Agente asociado a esclerosis Descenso de Jlos PMN en ratones inoculados con tejidos de 1972
mdltiple M.
Parainfluenza 1 Cultivos celulares de tejido cerebral de 2 pacientes junto con 1972

otras células, y recuperacion del virus.

Sarampidn Cambios citopdticos en células de mono inoculadas con 1972
homogeneizado de biopsia cerebral.

Virus simio 5 Formacion de sincitios en cultivos celulares MRC5 inoculados 1978
células de médula dsea.

Citomegalovirus simio Desarrollo de pardlisis en chimpancé a los 3 afios de ser 1979
inoculado con células cerebrales de un paciente.

Coronavirus Cerebros frescos sin congelar inoculados en ratones y 1980
crecimiento en cultivo de los virus producidos.

Virus SMON-like* Cambios citopdticos en MRC5 inoculadas con LCR. 1982

Flavivirus de la encefalitis Sangre de 2 pacientes inoculada intracelularmente a ratones. 1982
transmitida por garrapatas

HTLV-I ARN identificado en células T de LCR. 1986

Retrovirus LM7 Encontrado en lineas celulares de leptomeninge a partir de 1989
LCR.

VHS-1 Aislado del LCR durante el primer atague. 1989

VHH-6 Recuperados a partir de los CMSP de enfermos por PCR. 1996
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3% Una de las propiedades principales de los virus herpes es su tendencia a la
reactivacion. Los mismos factores que reactivan a estos virus (estrés o infeccion con

otros agentes) también se han asociado con las exacerbaciones de la EM.

4%) Aunque VHH-6 es un virus predominantemente linfotropico de las células T,
también se ha visto que infecta a otras células de origen linfoide y no linfoide. Un virus
tan pleiotropico como VHH-6, que puede infectar tanto celulas inmunes como
nerviosas, podria explicar las anormalidades presentes en ambos tipos celulares en los

enfermos con EM.

Si VHH-6 es al agente causal de la EM o si la presencia en el suero de ADN de
VHH-6 y de elevados titulos de anticuerpos son un mero fendmeno acompariante de EM
aun no se ha determinado. Ademas, otros herpesvirus, como VEB, se han relacionado

con este proceso (Wandinger y cols., 2000).

Debido a que no estd definitivamente establecido el papel que algunos virus
herpes tienen en la aparicion o en la reactivacion de la EM en el tiempo, en este trabajo
se realizan aportaciones, fundamentalmente seroldgicas, sobre la participacion que estos

agentes puedan tener, con los siguientes objetivos:

e Estudiar la presencia de ADN de VHH-6 en sueros y LCR de enfermos con

esclerosis multiple.

¢ Analizar la respuesta de anticuerpos frente a VHH-6, CMV y VEB en enfermos

con esclerosis multiple y compararlos con un grupo control.

e Evaluar la relacion entre la coinfeccion por VHH-6, CMV y VEB en los

enfermos con esclerosis multiple.
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e Por ultimo, realizar un seguimiento serolégico en enfermos con esclerosis

multiple para ver como varian en el tiempo los niveles de anticuerpos frente a VHH-6.
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MATERIAL Y METODOS
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I. MATERIAL

Se analizaron un total de 211 muestras (139 sueros y 72 LCR) pertenecientes a
pacientes estudiados en el Hospital Universitario Carlos Haya de Malaga y Hospital

Universitario San Cecilio de Granada, agrupadas segun los siguientes criterios:

GRUPO 1.- Formado por 41 sujetos (41 sueros y 41 LCR), 23 mujeres y 18
hombres, con EM (32 remitente-recidivante, 5 progresiva secundaria y 4 progresiva

primaria) con una media de edad de 39,2 + 12,7 afos (tabla 5, figuras 5 y 6) y un tiempo

medio de evolucion de 8,9 + 8,1 afios

GRUPO 1I.- Formado por 31 individuos (31 sueros y 31 LCR), 18 mujeres y 13
hombres, con una media de edad de 48,2 + 16,2 afios, con otras enfermedades
neuroldgicas (OEN; 6 con hipertension intracraneal benigna, 3 con esclerosis lateral
amiotrofica, 7 con accidentes cerebrovasculares, 3 con sindrome de Guillain-Barré, 7
con epilepsia, 2 con polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, 2 con
demencia y 1 con neurolles) que fueron utilizados como grupo control (tabla 6, figuras
5y7).

GRUPO ll1.- Formado por 27 enfermos con EM (15 remitente-recidivante y 12
progresiva secundaria; figura 6), 17 de ellos nuevos y pertenecientes al Hospital
Universitario San Cecilio, 15 hombres y 12 mujeres (figura 5), con una media de edad
de 35 + 10 afios y un tiempo medio de evolucién de 9 + 8,3 afios, en los que se hizo un
seguimiento clinico y serologico. De ellos se obtuvieron entre dos y cuatro muestras por
enfermo en fase aguda de EM, procesandose 67 sueros en total. Su distribucion en el

tiempo se refleja en la tabla 7.
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En las muestras de los grupos | y 1l se investigd la presencia de 1gG, IgM e IgA
anti-VHH-6, IgG e IgA anti-CMV vy anti-VEB, y el ADN de VHH-6. Cuando se
detectaron anticuerpos en el LCR se investigo la concentracion de proteinas y células
para excluir la posibilidad de ruptura de la barrera hematoencefalica (punto de corte: <
0,45 mg de proteinas / dl y < 5 células / pl, respectivamente). En el suero de los

enfermos del grupo 111 se investigd la presencia de 1gG, IgM e IgA anti-VHH-6.

No se hallo diferencia estadistica entre las edades de los grupos (p = 0,085; T de

Student).
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Tabla 5. Formas clinicas de los enfermos con EM.

FORMA CLINICA FRECUENCIA | PORCENTAJE

Remitente recidivante 32 78,0
Progresiva secundaria 5 12,2
Progresiva primaria 4 9,8

TOTAL 41 100

Tabla 6. Diagndstico de los individuos con OEN del grupo control.

DIAGNOSTICO FRECUENCIA PORCENTAJE
Hipertension intracraneal 6 19,3
benigna
Accidente cerebrovascular 7 22,6
Sindrome de Guillain-Barré 3 9.7
Esclerosis lateral amiotrdfica 3 9.7
Epilepsia 7 22,6
Oftros 5 16,1

TOTAL 31 100
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Figura 5. Distribucién de los individuos del
estudio por sexos.
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Figura 6. Distribucién de los enfermos con EM segun la forma clinica.
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Figura 7. Distribucion de los controles segun la
enfermedad neurologica.
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Tabla 7. Distribucion en el tiempo de los sueros extraidos para el seguimiento de

anticuerpos anti-VHH-6 en enfermos de EM (Grupo I11).

IDENTIFICACION | N° DE N° DE . FECHA DE
DE LABORATORIO | PACIENTE MUESTRAS INICIALES CLINICA EXTRACCION
3-339 4-11-98
1 2 MAAC RR
3-457 4-2-99
3-327 30-10-98
3-429 2 3 MCAR RR 20-1-99
3-554 16-4-99
3-343 4-11-98
3 2 MABM RR
3-493 2-3-99
3-413 26-11-98
4 2 JBP Ps
3-525 10-3-99
3-331 3-11-98
5 2 SCT RR
3-582 23-4-99
3-373 11-11-98
3-437 6 3 DCI RR 28-1-98
3-602 29-4-99
3-323 20-10-98
3-433 7 3 MJICC PS 22-1-99
3-549 15-4-99
3-354 4-11-98
3-485 8 3 Jez Ps 11-2-99
3-586 23-4-99
3-381 11-11-98
3-473 9 3 AHH RR 9-2-99
3-578 22-4-99
3-318 22-10-98
10 2 MJILG RR
3-425 20-1-99
3-521 9-3-99
1 2 JML Ps
3-393 13-11-98
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Tabla 7. Continuacion.

IDENTIFICACION | N° DE N° DE . FECHA DE

DE LABORATORIO | PACIENTE MUESTRAs | [NICIALES | CLINICA EXTRACCION

3-389 12-11-98
12 2 RMP RR

3-497 4-3-99

3-409 24-11-98
13 2 IMB RR

3-517 9-3-99

3-365 6-11-98

3-405 23-11-99
14 4 MIMM Ps

3-421 16-12-98

3-533 16-3-99

3-450 2-2-99
15 2 ANE PS

3-559 16-4-99

3-351 4-11-98
16 2 ROP PS

3-445 2-2-99

3-453 4-2-99
17 2 MCOG PS

3-594 27-4-99

3-385 11-11-98

3-489 18 3 MPT RR 15-2-99

3-570 21-4-99

3-401 17-11-98
19 2 MJIPC PS

3-513 9-3-99

3-417 30-11-98
20 2 cPG RR

3-509 8-3-99

3-574 22-4-99

3-357 et 3 APD RR 5-11-98

3-465 5-2-99

3-377 11-11-98

3-469 22 3 VRR RR 8-2-99

3-606 29-4-99
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Tabla 7. Continuacion.

IDENTIFICACION | N° DE N° DE " FECHA DE
DE LABORATORIO | PACIENTE MUESTRAs | TNICTALES | CLINICA EXTRACCION
3-397 13-11-98
3-476 9-2-99
23 4 ARP PS
3-477 9-2-99
3-590 27-4-99
3-361 6-11-98
3-562 20-4-99
3-481 10-2-99
25 2 IRC RR
3-545 13-4-99
3-313 21-10-98
26 2 YRG RR
3-537 17-3-99
3-347 4-11-98
27 2 TVM PS
3-501 5-3-99
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Il. METODOS
1. Investigacién de &cidos nucleicos de VHH-6

La deteccion del genoma de VHH-6 se llevd a cabo en todas las muestras de los
grupos | y Il mediante una PCR comercial (Herplex®, Pharmagen, Madrid) que
amplifica una secuencia de 194 pb del gen de la ADN polimerasa virica. Este ensayo
incluye como control interno de amplificacion una secuencia de 720 pb del ADN del

virus de Aujezsky (Tenorio y cols., 1993).

Condiciones generales de la PCR.- Para prevenir la posible contaminacién y los

falsos resultados positivos se debieron tomar muchas precauciones en cada paso del
ensayo; la premezcla de los reactivos, la extraccion del ADN, la amplificacion y la
deteccion, fueron realizados en estancias diferentes. Las batas, las pipetas, las puntas
anti-aerosoles, los tubos y los reactivos fueron mantenidos en cada habitacion. Se
hicieron cambios de guantes con frecuencia. Durante la adicion del ADN a los tubos de
amplificacion, se emplearon mascarillas faciales. Los controles negativos incluyeron un
control libre de ADN (H,O bidestilada estéril), los controles positivos internos
incluyeron un ADN diferente al de VHH-6 (gen del virus de Aujezsky) y los controles
positivos externos contenian el genoma purificado de VHH-6. Al menos dos controles
negativos se emplearon para el analisis de cada 10 muestras clinicas. Para prevenir los
falsos negativos, las premezclas de los reactivos de amplificacion fueron alicuotadas, y
los extractos de ADN que dieron resultados negativos, fueron analizados de nuevo tras

afiadir el genoma purificado de VHH-6 para detectar los inhibidores de la PCR (Cone y
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cols., 1993,; Cone y cols., 1993;; Kimberlin y cols., 1996; Lyall y col., 1995). Todos los

extractos de ADN fueron amplificados por duplicado o triplicado.

Preparacion de las muestras.- La sangre se tomo en tubos sin anticoagulante. Se

centrifugo a 1500 g durante 20 minutos. Se separdé el suero y se congeld en alicuotas de

50 ul a—70° C. El LCR se congel6 en alicuotas de 50 ul a —70° C tras su obtencion.

Extraccion.- En un tubo estéril de microcentrifuga (1,5 ml) se afiadieron 50 ul de
muestra (suero o LCR), 200 ul de solucion de extraccion de muestras liquidas y 20 pl
de control interno. Se mezclé con vértex y se incubé 10 minutos a temperatura
ambiente. Se afiadieron 270 ul de isopropanol, y se mezcld con vortex. Se centrifugo a
velocidad maxima en la microfuga (>12000 g) durante 10 minutos. Se decanto el
sobrenadante, se le dio un spin en la microfuga, y se retiraron con micropipeta los restos
de liquido sobrenadante. Se afiadieron 500 ul de etanol de 70° y se mezclo por inversion
repetida del tubo. Se centrifugé a velocidad méaxima durante 10 minutos. Se decantd el
sobrenadante, se dio un spin en la microfuga y se retiraron con micropipeta los restos de
sobrenadante. Se disolvid el precipitado obtenido con 25 ul de solucién de dilucién, y se
resuspendio con la micropipeta. Se reservd una alicuota de 10 ul para la reaccién de

amplificacion; el resto se guardé a —20° C (Figura 8).

Amplificacion.- Se afiadieron 5 pl de solucion de ADN extraido a cada tubo de

amplificacion previamente descongelado conteniendo 45 ul de mezcla de reaccion (50
mM de Tris-HCI pH 9,0, 20 mM de (NH4)2(SO4), 2 mM de MgCl,, 0,004% de Tween

20, 200 uM de cada dNTP, y 10 pmol de cada primer) y 30 ul de aceite de parafina. Los

148



Figura 8. Procedimiento de extraccion del ADN previo a la realizacion de la PCR.
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dNTP incluyen dUTP-digoxigenina que sustituye aleatoriamente a dTTP en la reaccién

de polimerizacién, quedando marcado con digoxigenina el producto amplificado.

Las secuencias de los primers empleados para la amplificacion fueron las

siguientes:
VHBS (sense):  GAG GTA ATT TAT GGT GAT ACG GA
VHBA (antisense): TGT CTA CCAATGTAT CTT TTT TT

Se afadieron 5 ul de control negativo a un tubo de amplificacién que sirve como
control negativo de la amplificacion y de blanco de visualizacion. La Taqg polimerasa se
afiadié a cada tubo justo antes de la amplificacion, que se llevd a cabo en un
termociclador que realizé un ciclo a 94° C durante 4 minutos; 40 ciclos de:
desnaturalizacion a 94° C durante 1 minuto, hibridacion de primers a 56° C durante 1
minuto y polimerizacion a 72° C durante 1 minuto; un ciclo de 72° C durante 10

minutos (Figura 9).

Revelado.- Se llevd a cabo en placa de microtitulacién, donde se procedid a la
fijacién de la sonda especifica (oligo sonda) en los pocillos. Para ello, se prepararon las
diluciones de la sonda especifica de VHH-6 y de la sonda especifica del control interno
de amplificacion, diluyendo 10 ul de la sonda especifica en sendos 90 ul de solucion de
unién de sonda por cada muestra a analizar. La sonda especifica de VHH-6 detecta una
region conservada de la secuencia de ADN del gen de la polimerasa virica. Se afiadieron
a cada pocillo de las columnas impares de la placa 100 ul de la solucion de la sonda
especifica de VHH-6, incluyendo el del control positivo de deteccion, y en cada pocillo

de las columnas pares, 100 ul de la solucion de la sonda especifica del control interno
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Figura 9. Procedimiento da amplificacion del ADN.
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de amplificacion. Se incubaron los pocillos durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Se lavaron 3 veces los pocillos con solucion de lavado diluida en cuatro partes de agua
destilada. A cada tubo de amplificado se le afiadio 100 ul de diluyente y se mezclé bien.
Se desnaturalizaron las muestras amplificadas a 100° C durante 10 minutos. Se
enfriaron inmediatamente a 4° C durante 5 minutos. Se incub6 la solucion de
hibridacién a 37° C para resuspender el precipitado. Se afiadieron 100 ul de solucién de
hibridacion a cada pocillo y 10 ul de muestra desnaturalizada en un pocillo de la
columna impar y otros 10 ul de la misma muestra en otro pocillo de la columna par
pertenecientes ambos a la misma fila; esta operacion se repitio para cada muestra
desnaturalizada. Se incubo a 50° C durante 60 minutos en una estufa de hibridacion. Se
lavaron los pocillos como se ha indicado anteriormente. Se afiadieron 100 ul de
solucion diluida (1:500) de conjugado (IgG anti-digoxigenina conjugada con
peroxidasa) a cada pocillo. Se incubd a temperatura ambiente durante 60 minutos. Se
lavd como se indicO anteriormente. Se afiadieron 100 ul de solucién de revelado que
contiene un sustrato cromogenico de la peroxidasa. Se incubd a temperatura ambiente
durante 60 minutos. Se midid en un lector de placas de microtitulacion la absorbancia a

405 nm (Agos) (Figura 10).

Interpretacion de los resultados.- Un resultado se considerd positivo cuando la

Auos en el pocillo especifico de la muestra fue mayor a 0,35 y la A4gs en el pocillo del
control interno de amplificacion paralelo fue mayor a 0,5. Las A4gs entre 0,35 — 0,45 se
consideran zona gris y se recomienda repetir el ensayo. Cuando el titulo del virus es

muy alto, el producto amplificado de éste competira con el del control interno, por lo
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Figura 10. Proceso de revelado del ADN en placa de microtitulacién.
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que la A4os en el pocillo especifico de la muestra serd mayor a 0,5 y la A4os en el pocillo
del control interno de amplificacion paralelo sera menor a 0,5. El resultado fue negativo
cuando el pocillo especifico de la muestra present6 una Aggs inferior a 0,35y la Agos del
pocillo del control interno de amplificacion paralelo fue mayor a 0,5. La reaccion de
amplificacion se consideré inhibida cuando la A4gs del pocillo especifico fue menor a
0,35 y la Ayps del control interno menor de 0,5. La reaccion de amplificacion se
considero no valida cuando la A4os del pocillo control negativo de amplificacion fue
mayor de 0,25 (Figura 11). La sensibilidad del método, segun el fabricante, fue de 100

copias.
2. Investigacion de anticuerpos anti-VHH-6, anti-CMV y anti-VEB

El estudio de la IgG y la IgM especificas frente a VHH-6 se realiz6 mediante un
ELISA indirecto comercial (Human Virus herpes-6 ELISA Test, PanBio, Australia) asi
como la IgG e IgA frente a CMV y VEB (Enzygnost®, Dade Behring, Alemania). La
IgA frente a VHH-6 se investigd mediante un ELISA elaborado en nuestro laboratorio
con reactivos PanBio y Dade Behring. En la figura 12 se representa el protocolo general

para la realizacion de los diferentes ensayos para la deteccion de los anticuerpos.

Las pruebas se realizaron de manera automatizada mediante un diluidor de
muestras (Tecan, Megaflex, Suiza) y un procesador de placas de ELISA (Behring
ELISA Processor 111, BEP IlI). La exactitud y reproducibilidad de los resultados se
comprob0 previamente, aceptandose variaciones en la absorbancia de las muestras no

superiores al 5%, mediante la repeticion del procesamiento del 25% de las muestras.
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Figura 11. Interpretacién de los resultados de la PCR.
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Figura 12. Procedimiento general de los tests de ELISA para la
deteccion de IgG, IgA e IgM frente a VHH-6, CMV y VEB.
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2.1. 1gG especifica anti-VHH-6

Para ello se prepararon diluciones de las muestras y los controles al 1:100 con
diluyente de muestra (tampon salino Tris). Se mezclaron por pipeteo. Se dispensaron
100 pl de controles (control positivo, positivo limite por duplicado y control negativo) y
muestras diluidas en sus respectivos pocillos (poliestireno recubierto con antigeno
purificado de VHH-6). Se incubd a 37° C durante 20 minutos. Se lavd 6 veces con
tampdn de lavado diluido en 19 partes de agua destilada. Se dispensaron 100 ul de
conjugado anti-lgG humana de origen ovino marcada con peroxidasa de rabano. Se
incubd la placa a 37° C durante 20 minutos. Se lavo como se indico anteriormente. Se
dispensaron 100 ul de cromogeno / sustrato (mezcla de tetrametilbencidina en perdxido
de hidrégeno) en cada pocillo. Se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Se pipetearon 100 ul de solucion de parada (acido fosférico 1M) en cada pocillo. Se
leyé la absorbancia antes de 30 minutos a 450 nm / 600-650 nm (Ayso). El célculo e
interpretacion de los resultados se hizo de forma semicuantitativa y se calcularon las

unidades arbitrarias para cada muestra como sigue:

Absorbancia de la muestra

Unidades Arbitrarias (UA) = 10 x
Absorbancia media de positivos limite

Las muestras se consideraron negativas cuando el resultado obtenido estuvo por
debajo de 10 UA, y positivas, cuando superaron las 10 UA. Cifras comprendidas entre 9

y 11 UA se consideraron dudosas. Este test fue validado sobre muestras estudiadas
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previamente en nuestro laboratorio (datos no aportados, Roldan y cols., 1993; Roldan y

cols., 1995; Roldan y cols., 1996).
2.2. IgM e IgA especificas anti-VHH-6

Se llevo a cabo mediante el sistema comercial Human Virus herpes-6 ELISA Test
(PanBio). Se hicieron prediluciones de las muestras 1:10 en diluyente de suero (tampon
salino Tris). Se mezclaron bien por pipeteo. Se diluyeron las muestras prediluidas 1:10
en absorbente de muestras (preparacion de anticuerpos caprinos precipitantes de la 1gG
humana, en tampon salino Tris) al 1:100. Los controles positivo, negativo y positivo
limite se proveen ya diluidos. La técnica fue exactamente igual a la de la IgG anti-VHH-
6. Para la IgM, los reactivos fueron comunes exceptuando el conjugado, que fue una
anti-lgM-humana de origen ovino conjugada con peroxidasa de rabano. Se consideraron
muestras positivas aquellas cuyas Ayso eran mayores a la A4sp media de los positivos
limite. El célculo e interpretacion de los resultados también se hizo de forma
semicuantitativa, con la diferencia de la consideracion de resultados positivos (> 20
UA) o negativos (< 20 UA). Para el caso de la IgA anti-VHH-6, las muestras fueron
diluidas a 1:40 con una mezcla 1/1 de tampdn PBS y una solucion de anticuerpos anti-
IgG (RF-Absorbent®, Dade Behring). El conjugado (anti-lgA humana de conejo
marcada con peroxidasa, Dade Behring) se mantuvo durante 60 minutos a 37° C; el
cromogeno (mezcla 1/1 de dihidrocloruro de tetrametilenbencidina (5 g / ),
Enzygnost® / TMB, (Dade Behring) con perdxido de hidrégeno 0,1 g / 1) se aplico 30
minutos a 20° C, y la solucion de parada (acido sulfurico 0,5 N), durante 10 minutos.
Las muestras fueron consideradas positivas cuando la Ayso del pocillo correspondiente

fue mayor a la Asso media de los positivos limite. Estas pruebas fueron validadas sobre
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muestras estudiadas previamente por nosotros (datos no aportados, Gutiérrez y cols.,

1997,).
2.3. 1gG especifica anti-CMV

Se llevo a cabo mediante el kit comercial Enzygnost® Anti-CMV / IgG (Dade
Behring). Los reactivos y muestras se aclimataron media hora a temperatura ambiente.
Las tiras de los pocillos fueron dobles; la fila izquierda estaba recubierta con antigeno
(Ag) constituido por fibroblastos humanos infectados con CMV (cepa Ma23), y la fila
derecha, con antigeno control (AgCo) formado por estas células no infectadas. En cada
placa se reservaron el primer y Gltimo par de pocillos para las determinaciones de
referencia P / N (IgG humana especifica frente a CMV). En cada pocillo se dispensaron
200 pl de tampon POD para muestras (tampdn Tris 0,3M). En cada par de pocillos Ag /
AgCo se dispensaron 20 ul de referencia (P / N) o de muestra prediluida en tampdn
POD, segun correspondid. Se mezcld por pipeteo. Se incubd a 37° C durante una hora.
Se lavd 4 veces con solucién de lavado POD diluida 1:20 en agua destilada. Se
dispensaron en cada pocillo 100 ul de solucion de conjugado (IgG de conejo anti-lgG
humana conjugada con peroxidasa en tampon Tris 0,05 M) diluida al 1:50 (en tampon
microbiologico para conjugado; EDTA en tampon fosfato 0,01 M, gentamicina,
clorometilisotiazolona, metilisotiazolona). Se incubO en las mismas condiciones. Se
lavd como se describié mas arriba. Se dispensaron 100 ul de solucion de cromogeno (1
parte peréxido de hidrogeno en 10 partes de tampén / sustrato TMB). Se incub0 a
temperatura ambiente durante 30 minutos, en oscuridad. Se afadieron 100 ul de

solucion de parada. El célculo y la interpretacion de los resultados se hizo de forma

159



cuantitativa. Para cada muestra o referencia se determind la diferencia de Ayso (AE)
entre pocillos: AE = (Eag - Eagco). Cada referencia P / N debe tener AE dentro de un
rango de valores limites especificados para cada equipo. Se calculé un factor de
correccion que es la razon del valor nominal dado para cada nimero de lote y la AE de
la referencia P / N. Todos los valores de AE se multiplicaron por el factor de correccion,

obteniendo valores corregidos.

Los valores de AE corregidos resultantes se emplearon para el calculo del titulo de
anticuerpos de cada muestra con la siguiente férmula: logs Titulo = o x AEP. oy B se

obtuvieron de la tabla de valores especificos del lote de reactivo.

Los valores de AE corregidos inferiores a 0,2 no se emplearon en el célculo del
titulo. Las muestras con AE corregir superiores a 2,5, se diluyeron al 1/10 y se

repitieron; el valor obtenido se corrigio por este método.

Los resultados inferiores a un titulo de 230 fueron negativos. A partir de este
titulo, la prueba se interpreté como positiva (Gutiérrez y cols., 1994; Gutiérrez y cols.,

1997,; Gutiérrez y cols., 1997y; Gutiérrez y cols., 1998y; Gutierrez y cols., 1998.).
2.4. 1gG especifica anti-VEB

Se realiz6 con la prueba comercial Enzygnost® Anti EBV / IgG (Dade Behring)
gue en esencia es igual a la anterior pero difiere en el antigeno; la fila de la izquierda
contiene el antigeno (Ag) constituido por células linfoblastoides infectadas con VEB
(cepa B95-9). El antigeno control (AgCo) de la fila derecha se obtuvo a partir de la
misma linea celular sin infectar. La solucion de referencia P / N contenia IgG humana

especifica frente a VEB en solucion tampon Tris (20 mM). El célculo de los valores de
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AE, el factor de correccién y los valores de AE corregidos se hizo igual que en el caso
de CMV vy también dependié del namero de lote utilizado. La férmula empleada en el
método-o. calcula la cantidad de anticuerpos de cada muestra para sus respectivos
valores de absorbancia corregidos: logio Ul / ml = o x AEP, siendo o y B caracteristicos

del lote.

Los valores inferiores a 25 Ul / ml son considerados como negativos. Los valores
superiores se consideraron positivos (Gutiérrez y cols., 1992; Gutiérrez y cols., 1994;

Gutiérrez y cols., 1997;).
2.5. IgA anti-CMV y anti-VEB

Se llevo a cabo mediante un ELISA indirecto. Esta prueba fue validada por
nuestro laboratorio, usando sueros previamente estudiados (datos no aportados,
Gutiérrez y cols., 1992; Gutiérrez y cols., 1997,; Gutiérrez y cols., 1998;; Gutiérrez y
cols., 1999) Las muestras fueron diluidas a 1:40 con una mezcla 1/1 de tampén PBS y
una solucion de anticuerpos anti-IgG (RF-Absorbent®, Dade Behring). Se empleé la
misma base antigénica que en el ensayo de las respectivas IgG anti-CMV y anti-VEB.
Se dispensaron 200 ul de suero diluido en cada pocillo. Se incubaron una hora a 37° C.
Se lavo a continuacion 5 veces con PBS. Se dispensaron a continuacion 200 ul de un
conjugado anti-lgA humano (antihuman IgA-POD®, Dade Behring) que se prepard
diluyéndolo al 1:50 con tampdn PBS. Se incub6 una hora a 37° C y se lavo a
continuacion cinco veces con PBS. Se dispensé a continuacién una mezcla 1/1 de
dihidrocloruro de tetrametilenbencidina (5 g / I) (Enzygnost® / TMB, Dade Behring)

con peroxido de hidrogeno (0,1 g / 1), y se incubd 30 min. a 20° C. La reaccion se
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detuvo con la adicién de 100 ul de solucion de parada (acido sulfdrico 0,5 N). Se midio
la Ayso. Los resultados fueron considerados positivos cuando las Aysp estaban por

encima de 0,6, tanto para CMV como para VEB.
3. Método estadistico

Las variables cuantitativas se resumieron en media y desviacion estandar. Para
analizar la relacion entre este tipo de variables se utilizé el test de Student (diferencia en
los titulos de anticuerpos entre los diferentes grupos). El test de la y? de Pearson se
empled para asociar porcentajes de positividad con variables cualitativas. Para analizar
la correlacion entre los titulos de anticuerpos y el orden secuencial de las muestras del

seguimiento se utilizo el test de rangos con signo de Wilcoxon.
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RESULTADOS
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I. RESULTADOS GENERALES

En la tabla 8 se reflejan los resultados de obtenidos en la PCR, en los ELISA de
IgG, IgM e IgA anti-VHH-6, 1gG e IgA anti-CMV vy anti-VEB en los sueros y los LCR
procedentes de los enfermos con EM (Grupo I, muestras 1 a 41) y de los controles con

OEN (Grupo I, muestras 42 a 72).

Los resultados positivos obtenidos para cada prueba realizada a los grupos I, Il 'y

I11 se reflejan el la tabla 9.
1. Resultados en funcidn de la forma clinica de la EM

En las figuras 13 a 15 se representan los resultados de las IgG anti-VHH-6, anti-
CMV vy anti-VEB en los sueros de los enfermos con EM del grupo I, segun la forma
clinica de la misma. Se observa que los resultados no son comparables debido a que el

numero de muestras en cada grupo es muy dispar.

2. Resultados en funcién del sexo de los pacientes con EM

En la figura 16 se representan los resultados de los ELISA obtenidos para los

anticuerpos en suero en funcién del sexo de los enfermos con EM del grupo 1.

En las mujeres se observa que es méas abundante la 1gG, la IgM y la IgA anti-
VHH-6 que en los hombres, asi como la IgA anti-CMV y la IgG y la IgA anti-VEB; en
cambio, la 1gG anti-CMV es mas abundante en hombres que en mujeres. Lo mas
destacable es la diferente seroprevalencia para la 1gG frente a VHH-6 (en las mujeres,
72,7 %; en los hombres, 29,4%), pero sin significacion estadistica (p > 0,05; T de

Student).
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Tabla 8. Resultados obtenidos para la PCR de VHH-6, 1gG, IgM e IgA anti-VHH-6, CMV y VEB en el suero y el LCR de los enfermos

con EM (Grupo |

muestras 1 a 41) y de los enfermos con OEN (Grupo I1: muestras 42 a 72).

IgA
VEB
LCR

Ig6
VEB
LCR

IgA
VEB
suero

Ig6
VEB
suero

IgA
cmv
LCR

Ig6
MV
LCR

IgA
<\
suero

Ig6
MV
suero

IgA
VHH6
LCR

IgMm
VHH6
LCR

Ig6
VHH6
LCR

IgA
VHH6
suero

IgMm
VHH6
suero

Ig6
VHH6
suero

PCR
LCR

PCR
suero

Escala de
incapacidad

Evolucién
(afios)

Clinica

Edad

Sexo

N° | Iniciales

NEG | NEG | NEG |

NEG | NE6 | Ne6 | Nec | Nec | 24000 | NEG | NE6 | NEG | 350 |

11,30 |

NEG | NEG |

1,50
3,00
3,00
1,00
8,00
2,50
6,00
3,00
6,00
3,50
3,00
4,00
3,00
3,50
2,50
2,00
1,50
1,50
2,50
4,00
2,50
6,00
6,00
2,00
3,50

10
3

4
2

19 | EMRR |
44 | EMRR |

F |

SCA

NEG | NEG | NEG |

NE6 | NE6 | Nec | Nec | Nee | 8700 | NEG | NE6 | NEG | 810 |

14,20 |

NEG | NEG |

NEG | NEG | NEG |

NEG | NEG | NEG | 380 |

NEG | 936 | NE6 | NE6 | NEG | NEG
3300 |

24,60 |

NEG | NEG |

NEG | NEG | NEG |

NEG | NEG | 290 |

NEG |

NE6 | NE6 | Nec | Nec | Nec |

18,70 |

NEG | NEG |

NEG | NEG | NEG |

NEG | NE6 | NEG | 140 |

NEG | *MIN | NE6 | NEG6 | NEG6 | 1600
13900 |

NEG |

NEG | NEG |

310 | NE6 | MIN | MmIN |

NEG | MIN | MIN |

340 |

NEG | MIN | Ne6 | Nec | Nee |

NEG |

NEG | NEG |

M | 40 | EMRR | 2

PS

NEG | NEG | NEG |

NEG | 260 |

NEG |

NEG | NE6 | NE6 | NEG | NE6 | 142000 |
NEG |

NEG |

NEG | NEG |

NEG | NEG | NEG |

45
270 |

NEG | NEG | NEG |

1700 |

NEG | NE6 | NE6 | NEG |

NEG |

NEG | NEG |

4
11
8
9
9
2
4
0
4
10
12
9
3
3
11

NEG | NEG | NEG |

NEG | NE6 | Nec | Nee | Nee | 17500 | NE6 | NEG | NEG |

10.70 |

NEG | NEG |

65 | EmpP |
35 | EMRR |
46 | Emps |
31 | EMRR |
26 | EMRR |
49 | EMRR |
49 | EMRR |
52 | EMPs |
44 | EMRR |
46 | EMRR |
26 | EMRR |
29 | EMRR |
21 | EMRR |
67 | EmpP |
55 | EmpP |
28 | EMRR |
35 | EMRR |

F
F
M

DMB
MCPR |

NEG | NEG | NEG |

NEG | NE6 | Ne6 | Ne6 | Nec | 4900 | NEG | NEG | NEG | 110 |

NEG |

NEG | NEG |

NEG | NEG | NEG |

NEG | NE6 | Ne6 | Ne6 | Nee | 9900 | 110 | NE6 | NEG | 320 |
MIN |

NEG |

NEG | NEG |

MIN | NEG | NE6 |

NEG | 200 |

NEG |

NEG | MIN | NE6 | NE6 | NEG | 8900 |

2450 |

NEG | NEG |

[m |

SVF
FIRV |

12|
13|
14|
15 |
16 |
17|

NEG | NEG | NEG |

NEG | NE6 | NEG | 310 |

NEG | NE6 | NE6 | NE6 | NE6 | NEG
410

NEG |

NEG | NEG |

M|

MIN | NEG | NE6 |

NEG | NE6 | 180 |

MIN |

NEG | MIN | NE6 | NEG | NEG |

NEG |

NEG | NEG |

[_m |

BMM
misc |

NEG | NE6 | Ne6 | Nec | Nec | 5100 | NE6 | NE6 | NEG | 370 | NEG6 | NEG | NEG |
MIN |

22,60 |

NEG | NEG |

F

MIN | NEG | NEG |

NEG | NE6 |

MIN |

MIN | NE6 | NE6 | NE6 | MIN
8100
NEG
19000 |

MIN |

MIN |

NEG | NEG |

ASC
AJC

NEG | NEG | NEG |

NEG | NE6 | 260 |

NEG |

NEG | NE6 | NE6 | NEG | NEG |

NEG |

NEG | NEG |

M|

NEG | NEG | NEG |

NEG | 37
10 |

NEG |

NEG |

1900 | Ne6 | Nee | Nee | Nee |

NEG |

NEG | NEG |

F

18 | mcBRP |
20|
L
23|
24 |
25|

NEG | NEG | NEG |

NEG | NE6 |

2,80 |

NEG | NE6 | NE6 | NEG | NEG |

12,80 |

NEG | NEG |

NE6 | NE6 | Nec | Ne6 | Nee | 3800 | NE6 | NE6 | NEG | 260 | NEG | NEG | NEG |
MIN |

12,30 |

NEG | NEG |

zs
IMAT |

MIN | NEG | NEG |

MIN | NE6 | NE6 |

NEG | MIN | NE6 | NE6 | NEG | MIN
11000 |

1330 |

NEG | NEG |

M|

NEG | NE6 | 140 | MmIN | NEG | NEG |
MIN |

MIN |

NEG | MIN | NE6 | NE6 | NEG |

NEG |

NEG | NEG |

MIN | NEG | NEG |

NEG | NEG |

MIN |

MIN | MIN | NEG | NEG | NEG | MIN
MIN
19000 |

MIN |

NEG | NEG |

NEG | NEG |

13
24
5

F |
M|

mbep |

MIN | NEG | NE6 |

NEG | NE6 | MIN |

MIN |

NEG | MIN | NE6 | NE6 | NEG |

NEG |

SGM
MAPF |

NEG | NE6 | 83 | 130 | NEG | NEG |

330 |

NEG | NE6 | Ne6 | Nec | Nee |

11,50 |

NEG | NEG |

F
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Tabla 8. Continuacion.

IgA
VEB
LCR

Ig6
VEB
LCR

IgA
VEB
suero

Ig6
VEB
suero

IgA
MV
LCR

Ige
MV
LCR

IgA
MV
suero

Ige
cmv
suero

IgA
VHHé6
LCR

IgM
VHH6
LCR

196
VHH6
LCR

IgA
VHHé
suero

IgM
VHH6
suero

Ig6
VHH6
suero

PCR
LCR

PCR
suero

Escala de
incapacidad

Evolucién
(afios)

Clinica

Edad

Sexo

N° | Iniciales

NEG | NEG | NEG |

NEG | NE6 | NEG | 520 |

21000 |
4000

359 | NEG | NE6 | NEG |

NEG |
NEG

13,00 |

NEG | NEG |

|
|

7,00
3,50
3,50
3,50
4,00
4,50
3,50
3,00
1,50
2,00
5,00
1,50
2,00
4,00
4,00
2,00

4
23
24
17
3
6
4
3
4
6
7
4
4
18
4
8

54 | EMRR |
49 | EMRR |
49 | EMRR |
38 | EMRR |
44 | EMRR |
36 | EMRR |
23 | EMRR |
38 | EMmps |

NEG | NE6 | NEG |

NEG | 64 |
610 |

NEG |

NEG |

NEG | NEG | NEG |

NEG |

35,00 |

NEG | NEG |
NEG | NEG |
NEG | NEG |
NEG | NEG |
NEG | NEG |

F
F
F

27 | mbNm |

170 | NE6 | NEc |
120 | NE6 | NE6 |
NEG | NE6 | NEG |

NEG | NE6 | NEG | NE6 | NEG | 10000 | 210 | NEG | NEG |
NEG 20000 | NEG |
NEG

NEG
NEG

10,40 |

NEG | 460 |

NEG |

11,70 | NE6 | NEG |

NEG |

32,40 |

NEG | NEG | NE6 | 25000 | 180 | NE6 | NEG | 180 |

NEG |

19,20 |

NEG | NEG | NE6 |

NEG | NEG6 | NEG6 | NEG NEG | NEG | NEG6 | 150 |
5400

NEG |

24,80 |

F

MCRG |

NEG | NE6 | 120 | NE6 | NEG | NEG |
860 |

1,00 |

NEG | NEG | NEG |

NEG |

NEG |

NEG | NEG |

150 | NEG | NEG |
NEG | NE6 | NEG |

NEG | 503 | NE6 | NE6 | NE6 | NE6 | NE6 | NEG | NEG |
NEG

NEG

NEG |

NEG | NEG |

F

AFG

NEG | 46
120 |

NEG |

NEG |

NEG | NEG | NEG |

NEG |

10,70 |

NEG | NEG |
NEG | NEG |

NEG | NEG | NEG |

NEG |

NEG | NEG |

NEG |

NEG
8900
9700

NEG | NEG | NEG6 | NEG |

19,20 |
NEG
NEG
NEG
NEG

NEG |

|

28 | EMRR |
28 | EMRR |
26 | EMRR |
37 | EMRR |
39 | EMRR |
30 | EMRR |
24 | EMRR |

60 |

NEG | 160 | NEG | NE6 | NEG |
530 |

NEG |

NEG | NEG | NEG |

NEG |

NEG |

NEG | NEG |

F

150 | NEG | NE6 |
NEG | NEG | NEG |

NEG | NEG |

NEG |

NEG | NEG | NEG |

NEG |

NEG |

NEG | NEG |
NEG | NEG |

NEG | NE6 | Nec | 16000 | 140 | NE6 | NEG | 200 |

334 |

14,0 |

I
M|

F

NEG | NE6 | NEG |

NEG | NE6 | NEG | 2000 NEG | NEG | NEG | 450 |

NEG |

NEG |

NEG | NEG |

APD
ROP

39|
_40 |
4
a2
43
44

NEG | NEG | NEG |

200 |

NEG | NE6 | NE6 | NE6 | 16000 | 150 | NEG | NEG |
NEG |

NEG |
NEG
NEG
NEG
NEG

25,60 |

NEG | NEG |
NEG | NEG |
NEG | NEG |
NEG | NEG |
NEG | NEG |
NEG | NEG |
NEG | NEG |
NEG | NEG |
NEG | NEG |

NEG | NEG |

|

NEG | NEG6 | NEG | NEG NEG | NE6 | 100 | NE6 | NEG | NEG |
5700 430 |
20700 |

445 |

2050 |

F

M

MCAR |

NEG | NE6 | NEG |

NEG | NEG |

NEG | NEG | NEG | NEG |

MIN |

12,10 |

OEN |

BAS

NEG | NEG | NE6 |

NEG | 97 |
570 |

NEG |

NEG |

NEG | NEG | NEG |

NEG |

NEG |

OEN |

32 |

Fep
CEM

NEG | NE6 | NEG |

NEG | NEG6 | NEG | NEG NEG | NE6 | NEG |

NEG |

NEG |

42 | OEN |

F
F
F
M

NEG | NEG | NE6 |

|

NEG | NE6 | NE6 | NE6 | NE6 | 3200 | NE6 | NEG | NEG | 53
NEG 220 |

NEG

NEG |

|
|

58 | Acv |

45 | amnoO |

NEG | NEG | NEG |

NEG | NEG |

NEG |

NEG | NE6 | NEG |

NEG |

NEG |

28 | HrIce |

RFA
MPS

46 |
47
48|
49|
50 |
5t
52 |

NEG | NEG | NEG |

NEG | NE6 | NEG | NE6 | NEG | 6000 | NE6 | NEG | NEG | B8 |
NEG 1600 NEG | 190 |
NEG 6900

NEG

3200

NEG
NEG

NEG |

ELA

63

NEG | NE6 | NEG |

NEG |

NEG |

NEG | NEG | NEG |

NEG |

NEG |

OEN |
ELA

45 |
68
61

M|

JAMR |

NEG | NE6 | 210 | NE6 | NEG | NEG |
NEG |

NEG |

NEG | NEG | NEG |

NEG |

NEG |

[_m |
I

MRG
APM
mbca |

NEG | NEG | NE6 |

NEG | NE6 |

NEG |

NEG | NEG | NEG |

NEG |

11,00 |

NEG | NEG |
NEG | NEG |
NEG | NEG |

ELA

F |
F |
M|

100 | NEG | NE6 |
NEG | NEG | NE6 |

NEG | o1
5000 |

NEG |

NEG | NEG | NEG | NEG |

NEG |

NEG |

36 | HIce |

NEG | NE6 | NEG6 | NE6 | NE6 | 9500 | NE6 | NEG | NEG |

21,10 |

PRN |

38

Js6
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Tabla 8. Continuacion.

IgA
VEB
LCR

Ig6
VEB
LCR

IgA
VEB
suero

Ig6
VEB
suero

IgA
cmv
LCR

Ig6
MV
LCR

IgA
MV
suero

Ig6
MV
suero

IgA
VHHé6
LCR

IgMm
VHHé6
LCR

Ige
VHH6
LCR

IgA
VHHé6
suero

IgM
VHH6
suero

Ig6
VHH6
suero

PCR
LCR

PCR
suero

Escala de
incapacidad

Evolucién
(afios)

Clinica

Edad

Sexo

_jjj_J Iniciales
53|
54|
55 |
56 |
57
58 |
B
60 |
6l |
62|

NEG | NEG |

NEG | NE6 | NE6 | NE6 | NE6 | Ne6 | NE6 | NE6 | NEG | 220 | NE6 |
NEG

12,00 |

NEG | NEG |

NEG | NEG |

PRN |

F | 29 |
M|
F

AGS
VMSG |

NEG | NEG |

NEG | 8000 | 160 | NE6 | NEG | 570 | 150 |

NEG |

NEG | NEG |

18,70 |

PRN |

29 |

NEG | NEG | NEG |
NEG |

170 |

NEG | NEG | NEG |

NEG | NE6 | Ne6 | NE6 | NE6 | Ne6 | 420 |
NEG 13000 | 1,80 |
NEG
NEG
NEG

NEG
NEG

NEG | NEG |

NEG | NEG |

OEN |

39 |

mPoP |

NEG | NEG |
NEG | NEG |

NEG |

100 |

NEG | NE6 |

NEG |

NEG |

NEG |

NEG |

NEG |

70 | acv |

M|
M

BLG
mem |

NEG |
NEG |

320 |

NEG |

NEG | 24000 | NE6 |

NEG |

NEG |

NEG |

NEG | NEG |

acv |

49 |

NEG |

NEG | 23000 | 150 | NEG | NEG | 120 |

NEG |

NEG | NEG |

13,00 |
NEG

NEG | NEG |

m | e2 | acv |

F

IMPA |

NEG | NEG |
NEG | NEG |

NEG | NEG |

| NEc |

5300 | 200 | NE6 | NEG | 55
140 |

NEG |

NEG |

NEG |

NEG |

NEG | NEG |

acv |

67 |

mim |

NEG |

NE6 | NE6 | Ne6 | Ne6 | NE6 | 8700 | NE6 | NEG | NEG |
NEG

1,10 |

NEG | NEG |
NEG | NEG |

36 | Acv |

53

NS
ABA

660 | NEG | 860 | NEG |

NEG |

NEG | 33000 |

NEG |

NEG |

NEG | NEG |

10,70 |

OEN |

F

NEG | NEG | NEG |
NEG |

|

91
160 |

NEG | NEG | NEG |
NEG |

19000 |

NEG |

NEG | NE6 | NEG |
NEG
NEG
NEG
NEG

14,80 |
NEG

NEG | NEG |

M | 49 | oEN |

F

JMBE |

NEG | NEG |

NEG | 7800 | NEG | NE6 |
19000 |

NEG |

NEG |

NEG |

NEG | NEG |

OEN |

29 |

63 | mcom |
_64 |
65

NEG | NEG |
NEG | NEG |
NEG | NEG |

NEG | 86 | NEG |
MIN |

NEG |

NEG |

NEG |

NEG |

1760 | NE6 | NEG |

NEG
MIN

NEG | NEG |

81 | HIcs |

m_|

TCB
MGC

MIN |

NEG | MIN | MIN | NEG | NEG |

NEG |

MIN |

NEG |

NEG | NEG |

OEN |
34 | HrIce |
44 | Hrce |

52
57 |

NEG | MIN | MIN | NE6 | NEG | MIN | MmIN |

NEG |

MIN |

MIN |

NEG | NEG |

F
F
M
F
F

66 | mMNme |

120 | NE6 | NE6 |
1,30 |
NEG |

|
|
|

NEG | NE6 | NE6 | NE6 | NE6 | NE6 | 2000 | NEG | NEG | NEG | 71
NEG NEG NEG |
NEG
NEG 100 |
NEG
NEG

NEG
NEG

NEG | NEG |
NEG | NEG |

NEG | NEG |

MITB |

o7 |
68 |
69|
70|
|
72|

NEG |

NEG |

NEG | NEG | 91

730 |
8100 |

NEG |

NEG |

NEG |

NEG |

Acv |

AGP
BLS
IRL

NEG | NEG |
NEG | NEG |

NEG | NE6 | 110

140 |

NEG |

NEG |

NEG |

NEG |

OEN |

20 |

NEG |

NEG | 5800 | 150 | NE6 | NEG |

NEG |

NEG |

NEG |

NEG | NEG |

OEN |

80 |

NEG | MIN | NEG |

NEG | MIN |

NEG | MIN |
230 | MIN |

NEG | MIN |

NEG |

21,10 | NEG |

11,20 |

NEG | NEG |

NEG | MIN | NEG |

MIN |

NEG |

NEG |  MIN |

NEG |

NEG | NEG |

1150 |

NEG | NEG |

31 | OEN |

M

JAIR |

muestra insuficiente.

*MIN
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Tabla 9. Porcentaje de positivos para las pruebas realizadas en las muestras de cada uno de los grupos de estudio.

VHH-6 (%) CMV (%) VEB (%)
Ig6 IgM IgA PCR Ig6 IgA IgG IgA
Sueros 53,8 0 15,6 0 78,4 26,5 919 14,7
GRUPO T
(EM) LCR 2,4 0 0 0 0 0 0 0
GRUPO II Sueros 40 3.3 0 0 85,2 24,1 96,3 13,8
(OEN) LCR 0 0 0 0 34 0 0 0
GRUPO IIT
(Seguimiem‘o Total 100 28,4 49,3
seroldgico)
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Figura 13. Porcentaje de seropositividad de 1gG anti-VHH-6 en
los enfermos segun la forma clinica de EM.

100%
80%-
60%
40%:-
20%
0,
O /0 RR PP PS
Omuestras insuficientes 0
Onegativos 12 2 4
W positivos 20
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Figura 14. Porcentaje de seropositividad de 1gG anti-
CMV en los enfermos segun la forma clinica de EM.

100%0

80%

60%-

40%

20%:-

0,

O /0 RR PP PS
Omuestras insuficientes 2 1 1
Onegativos 8 0 1
B positivos 22 3 3
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Figura 15. Porcentaje de seropositividad de IgG anti-VEB en
los enfermos segun la forma clinica de EM.

100%-

80%

60%

40%

20%

0%

Omuestras insuficientes

Onegativos

Epositivos 28
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Figura 16. Porcentaje de seropositividad en funcion del sexo de los
enfermos con EM.

Porcentaje 100
i i
IgGVHH6 | IgMVHH6E | IgAVHHG | IgGOwW | IgAcw | IgGVEB | IgAVEB
E Hombres 294 0 10 86,7 25 86,7 0
O Mujeres 72,7 91 18,2 72,7 27,3 95,4 22,7
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3. Resultados en funcion de la edad de los pacientes con EM.
En la figura 17 se representa el porcentaje de ELISA positivos en suero para los

enfermos con EM del grupo | en funcion de la edad de los mismos.
4. Resultados del seguimiento seroldgico de los pacientes con EM del grupo |11

En la tabla 10 y figuras 18 a 20 se relacionan los resultados obtenidos en la
investigacion de los anticuerpos anti-VHH-6 en los 27 enfermos del seguimiento (Grupo

).

173



Figura 17. Porcentaje de seropositividad en enfermos con EM en
funcion de la edad.

20%
10%
%
W> 51aios 33 0 25 100 20 833 0
H46-50 afios 50 167 0 66,7 40 833 20
[m41-45 arios 66,7 0 0 100 33 100 0
H36-40 afios 57,1 0 333 57,1 143 85,7 286
O31-35afi0s 75 0 0 100 333 100 333
02630 afios 375 125 0 714 33 100 143
02125 afos 66,7 0 50 66,7 50 100 0
O< 20afios 100 0 50 50 0 100 )
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Tabla 10. Resultados del seguimiento de anticuerpos anti-VHH-6 en
enfermos con EM.

4 o o
EEEFESE%I& r:AC][?EENTE :UEIDSETRAS INICIALES Eiﬁ'HnicﬁéN Ig6 Igh IgA
3-339 1 2 MAAC 4-Nov-98 325 NE6G 6,76
3-457 4-Feb-99 315 NEG NE6G
3-327 2 3 MCAR 30-Oct-98 243 NEG NEG
3-429 20-Ene-99 312 NEG NE6G
3-554 16-Abr-99 36,2 NE6 2,07
3-343 3 2 MABM 4-Nov-98 340 NEG 1,11
3-493 2-Mar-99 293 NEG 2,00
3-413 4 2 JBP 26-Nov-98 26,4 25,1 3,98
3-525 10-Mar-99 311 NEG 16
3-331 5 2 scT 3-Nov-98 218 NEG 21
3-582 23-Abr-99 313 NEG NEG
3-373 6 3 bCT 11-Nov-98 17,1 288 NEG
3-437 28-Ene-99 19,6 20,1 5,41
3-602 29-Abr-99 141 NEG NEG
3-323 7 3 mJce 20-Oct-98 231 NEG NEG
3-433 22-Ene-99 22,2 NEG NEG
3-549 15-Abr-99 208 NE6 39
3-354 8 3 J6Z 4-Nov-98 181 NEG 2,89
3-485 11-Feb-99 12,2 NE6G NEG
3-586 23-Abr-99 10,6 NEG 2,84
3-381 2 3 AHH 11-Nov-98 419 30,4 1,06
3-473 9-Feb-99 499 NE6G NEG
3-578 22-Abr-99 255 NE6G NEG
3-318 10 2 MILe 22-Oct-98 20,7 NEG 18
3-425 20-Ene-99 19,8 NE6G NEG
3-393 1 2 IML 13-Nov-98 117 NEG NEG
3-521 9-Mar-99 12,3 NEG 457
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Tabla 10. Continuacion.

2 o o
IDZEF;BI;%S:% :IAC?EENTE :UEDSETRAS INICIALES E)E(?;:C%iéN T96 Igh IgA
3-389 12 2 RMP 12-Nov-98 433 449 NEG
3-497 4-Mar-99 337 271 133
3-409 13 2 Jms 24-Nov-98 28 4 NEG 1,01
3-517 9-Mar-99 30,3 NEG NEG
3-365 14 4 MIMM 6-Nov-98 58,5 310 NEG
3-421 16-Dic-98 24,9 372 NEG
3-533 16-Mar-99 55,0 23,9 1,85
3-405 23-Nov-99 55,9 746 NEG
3-450 15 2 ANE 2-Feb-99 18,0 NE6G NEG
3-559 16-Abr-99 13,4 NEG 2,01
3-351 16 2 ROP 4-Nov-98 46,5 NEG 3,48
3-445 2-Feb-99 35,2 213 217
3-453 17 2 mcoe 4-Feb-99 19,6 54,4 NEG
3-594 27-Abr-99 18,2 NEG 2,20
3-385 18 3 MPT 11-Nov-98 33,2 NEG NEG
3-489 15-Feb-99 36,1 NEG 1,78
3-570 21-Abr-99 29,7 328 NEG
3-401 19 2 MJIPC 17-Nov-98 23,6 36,1 2,86
3-513 9-Mar-99 232 NEG NEG
3-417 20 2 cPe 30-Nov-98 241 NEG 1,36
3-509 8-Mar-99 26,6 NE6G NEG
3-357 21 3 APD 5-Nov-98 225 216 NEG
3-465 5-Feb-99 165 53,7 NEG
3-574 22-Abr-99 187 NEG 1,41
3-377 22 3 VRR 11-Nov-98 445 21,8 NEG
3-469 8-Feb-99 398 NEG 1,11
3-606 29-Abr-99 278 NEG 75
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Tabla 10. Continuacion.

IDENTIFICACION

N° DE

N° DE

FECHA DE

DE LABORATORIO | PACIENTE | MUESTRAs | TVICTALES| exrpaccron| 19° Igh | IgA
3-397 23 4 ARP 13-Nov-98 15,6 NE6 NE6G
3-476 9-Feb-99 16,8 NEG 412
3-477 9-Feb-99 19,0 NEG 449
3-590 27-Abr-99 | 187 NEG 192
3-361 24 3 ARF 6-Nov-98 22,4 24,2 NE6G
3-461 4-Feb-99 16,0 NEG 1,75
3-562 20-Abr-99 | 12,1 NEG NEG
3-481 25 2 IRC 10-Feb-99 371 NE6G NEG
3-545 13-Abr-99 216 NEG 474
3-313 26 2 YRG 21-Oct-98 27,8 NEG 42
3-537 17-Mar-99 31,8 NEG NEG
3-347 27 2 VM 4-Nov-98 236 248 676
3-501 5-Mar-99 16,7 NEG 1,41
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Figura 18. Evolucion de los anticuerpos 1gG anti-VHH-6 en los pacientes con EM del seguimiento

serolégico.
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Figura 19. Evolucion de los anticuerpos IgM anti-VHH-6 en los pacientes con EM del seguimiento

seroldgico.
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Figura 20. Evolucion de los anticuerpos IgA anti-VHH-6 en los pacientes con EM del seguimiento
seroldgico.
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Il. ESTADISTICA
1. Grupo general de enfermos con EM y controles con OEN

En la tabla 11 se refleja la estadistica descriptiva aplicada a los resultados
obtenidos en los ELISA para la IgG, IgA e IgM frente a VHH-6, CMV y VEB en los
grupos | y Il. Fueron negativas (en el LCR de los enfermos con EM y controles) la IgM
e IgA anti-VHH-6, la IgA anti-CMV vy las 1gG e IgA anti-VEB. Se ha encontrado una
mayor seroprevalencia de anticuerpos 1gG anti-VHH-6 en el grupo | (EM; 53,8 %)
frente al grupo Il (OEN; 40 %), siendo esta diferencia significativa (p = 0,026; T de

Student).

En cuanto a las 1gG anti-CMV y anti-VEB en suero, no se hallaron diferencias
significativas (p = 0,869 y p = 0,955, respectivamente; T de Student) entre los grupos | y

Si se tiene en cuenta la abundancia relativa de anticuerpos en suero, observamos
que ésta es mayor para la IgG anti-VHH-6 (18,7 UA, grupo 1), seguida de la IgG anti-
VEB (290,5 U / ml, grupo 1) en los enfermos con EM en comparacién con los controles
con OEN (13,7 UAy 218,6 U / ml, respectivamente). Para el caso de la IgG anti-CMV,
el titulo medio en los sueros de enfermos con EM es muy similar al de los controles con

OEN (11164,3 y 10366,5, respectivamente).

En cuanto a la IgM anti-VHH-6, y las 1gG e IgA anti-VEB y anti-CMV, o fueron

negativas en los grupos | y 11, o los titulos fueron muy similares entre ambos.
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Tabla 11. Estadistica descriptiva aplicada a los resultados obtenidos en los sueros y
LCR de los enfermos con EM (Grupo 1) y controles (Grupo I1).

Media (VA) Rango | Desviacién tipica (X on-1) Porcentaje de positivos T de Student
Ig6 VHH-6 suero
9,8 34,6 10,7 53,8 0,026
EM
OEN | 55 | 104 | 7.2 | 40,0 |
Ig6 CMV suero | Media (titulo) | Rango | Desviacién tipica (X cn-1) | Porcentaje de positivos | T de Student
8459.,8 23400 7767,6 78,4 0,869
EM
OEN | 88308 | 32270 | 8743,0 | 85,2 |
Media (UI/ml) | Rango Desviacién tipica (X os-1) Porcentaje de positivos T de Student
Ig6 VEB suero
270,4 796 200 919 0,955
EM
OEN | 2105 | 807 | 2042 | 96,3 |
IgM VHH-6 suero | Media (VA) | Rango | Desviacién tipica (X on-1) | Porcentaje de positivos | T de Student
0 0 0 0 0,575
EM
OEN | 07 | 21 | 38 | 33 |
IgA VHH-6 suero | Media (VA) | Rango | Desviacién tipica (X on-1) | Porcentaje de positivos | T de Student
0.8 6,0 21 15,6 0,000
EM
OEN | 0 | o | 0 | 0 |
IgA CMV suero | Media (D.O.) | Rango | Desviacion tipica (X cn-1) | Porcentaje de positivos | T de Student
05 2,4 10 26,5 0,237
EM
OEN | 04 | 09 | 08 | 241 |
IgA VEB suero | Media (D.O.) | Rango | Desviacién tipica (X os-1) | Porcentaje de positivos | T de Student
0,2 05 05 14,7 0,474
EM
OEN | 0,2 | 05 | 04 | 13,8 |
Ig6 VHH-6 LCR | Media (VA) | Rango | Desviacion tipica (X on-1) | Porcentaje de positivos | T de Student
0,3 11,7 18 2,4 0,079
EM
OEN | 0 | o | 0 | 0 |
Ig6 CMV LCR | Media (titulo) | Rango | Desviacién tipica (X on.1) | Porcentaje de positivos | T de Student
0 0 0 0 0,575
EM
OEN | 22,8 | 660 | 1226 | 34 |
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La IgA anti-VHH-6 en suero arrojo unos porcentajes del 15,6 en enfermos con

EM, frente al 0% de los controles con OEN (p < 0,05; T de Student).
2. Grupo de seguimiento de enfermos con EM

El anélisis estadistico del seguimiento (Grupo 11) se refleja en la tabla 12. No se
encontraron diferencias significativas entre los resultados obtenidos en el curso

evolutivo del estudio (test de rangos con signo de Wilcoxon).
3. Histogramas de resultados

En las figuras 21 a 29 se representan los resultados positivos frente a los negativos

(tanto por ciento) de cada anticuerpo en los grupos 1 y II.
3.1. 1gG de VHH-6 en suero

Se observa en la figura 21 que muchos de los enfermos con EM presentan IgG
frente a VHH-6 en suero (53,8 %), en comparacién a los controles (40 %). La media
para los enfermos con EM fue de 9,8 + 10,6 UA, y para los controles, de 5,5 + 7,2 UA,

existiendo diferencia estadistica (p = 0,026; T de Student).
3.2. 1gG de VHH-6en LCR

En la figura 22 se representa el resultado de la IgG anti-VHH-6 en el LCR. Se
observa que sélo una muestra (2,4%) de los enfermos con EM fue positiva. Esta
correspondid a una mujer de 38 afios con EMRR y 17 afios de evolucion. La cantidad de
proteinas (mg / dl) y células / ul en el LCR fue de 2 y 57, respectivamente. La media fue
de 0,3+ 1,9 UA en los enfermos con EM. No existid diferencia significativa (p > 0,05; T

de Student).
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Tabla 12. Estadistica descriptiva aplicada a los resultados de la investigacion de
anticuerpos anti-VHH-6 en pacientes con EM en los que se realizé el seguimiento
seroldgico.

Ig6 anti-VHH-6 IgM anti-VHH-6 IgA anti-VHH-6

% positivos | Media + DE | % positivos | Media + DE | % positivos | Media + DE

EM (Grupo III) 100 26,8 +11,1 28,4 95+16,9 49,3 15+£19

Figura 21. Resultados de 1gG anti-VHH-6 en los sueros de los enfermos de los
grupos |y I1.

porcentaje 60 - A
]
50+
40
30-
20+
1017
0-
EM OEN
Epositivos 53,8 40
[Inegativos 46,2 60
IGGHHV6S EM N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
Si 39 9,8000 10,6535 1,7059
No 30 5,4933 7,1780 1,3105
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Figura 22. Resultados de 1gG anti-VHH-6 en los LCR de los enfermos de los grupos

Ly I,

porcentaje 100+

80+
60+
40-
20+
O-
EM OEN
E positivos 2,4 0
O negativos 97,6 100
IGGHHV6L EM Media Desviacion tip. Error tip. de la media
si ,2854 1,8272 ,2854
no ,0000 ,0000 ,0000
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3.3. IgM de VHH-6 en suero

En la figura 23 se representan los resultados de la IgM anti-VHH-6 en el suero. La
IgM no presenta diferencias significativas entre ambos grupos (0 % y 3,3 %,
respectivamente; p > 0,05; T de Student). La media fue de 1 + 4,3 UA para los enfermos
con EM, y de 0,7 + 3,8 UA para los enfermos. El Unico positivo de los controles

correspondi6 a una mujer de 53 afios que padecia hipertension intracraneal benigna.
3.4.1gM de VHH-6 en LCR

Los resultados fueron negativos en ambos grupos.
3.5. IgA de VHH-6 en suero

Un 15,6% de enfermos con EM que presenta IgA anti-VHH-6 en suero (figura 24),
frente a ningun suero control. Ese 15,6 % correspondié a 4 casos: una mujer de 17 afios
con EMRR, un hombre de 54 afios con EMRR, una mujer de 38 afios con EMSP, una
mujer de 37 afios con EMRR y una mujer de 24 afios con EMRR. La media fue de 0,8 £
2,1 para los enfermos. Se encontrd una fuerte diferencia estadistica (p = 0,000; T de

Student).
3.6. IgA de VHH-6 en LCR

Los resultados fueron negativos en ambos grupos.
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Figura 23. Resultados de IgM anti-VHH-6 en los sueros de los enfermos de los
grupos 1y I1.

porcentaje 100+

80-

60-

40-

EM OEN
E positivos 0 3,3

COnegativos 100 96,7

IGMHHV6S EM N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
si 39 ,9821 4,2792 ,6852
no 30 ,7000 3,8341 ,7000
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Figura 24. Resultados de IgA anti-VHH-6 en los sueros de los enfermos de los

grupos 1y I1.
porcentaje 100+

80+

60+

40-

20-
O-
EM OEN
E positivos 84,4 0
COnegativos 46,2 100

IGAHHV6S EM N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
si 32 ,8053
no 28 ,0000
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3.7. 1gG de CMV en suero

En la figura 25 se refleja el alto porcentaje de positivos en el grupo de enfermos
con EM y en el de los controles (78,4 % y 85,2 %, respectivamente). El titulo medio fue
de 8459,8 + 7767,6 para los enfermos con EM, y de 8830,8 + 8743,0 para los controles.

No hubo diferencia estadistica entre ambos grupos (p > 0,05; T de Student).
3.8.1gG de CMV en LCR

Ningun enfermo con EM tuvo IgG anti-CMV en LCR (figura 26), aunque si un
control (3,4 %), que correspondid a una mujer de 53 afios con polineuropatia
desmielinizante inflamatoria crénica. EI niumero de proteinas (mg / dl) y células / ul en
el LCR fue de 1y 34,4, respectivamente. El titulo medio para los controles fue de 22,7 +

122,5, sin que hubiera diferencia estadistica (p > 0,05; T de Student).
3.9. IgA de CMV en suero

Aproximadamente uno de cada cuatro individuos (26,5 %y 24,1 %; grupo 1 y Il,
respectivamente) dio positiva la IgA anti-CMV en suero (figura 27). La media de los
resultados fue de 0,5 + 1,0 para los enfermos con EM, y de 0,4 + 0,8 para los controles.

No hubo diferencia estadistica (p > 0,05; T de Student).
3.10. IgA de CMV en LCR

Los resultados fueron negativos en ambos grupos.
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Figura 25. Resultados de 1gG anti-CMV en los sueros de los enfermos de los grupos

Ly I,

porcentaje 100-
80
60+
40+
20

O-
EM OEN
E positivos 78,4 85,2
O negativos 21,6 14,8
IGGCMVS EM N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
si 37 8459,7838 7767,6292 1276,9904
no 27 8830,7778 8743,0362 1682,5981
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Figura 26. Resultados de 1gG anti-CMV en los LCR de los enfermos de los grupos |
VAP

porcentaje 100+

80-

60-

40-

EM OEN
E positivos 0 3,4

COnegativos 100 96,6

IGGCMVL EM N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
si 40 ,0000 ,0000 ,0000
no 29 22,7586 122,5589 22,7586
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Figura 27. Resultados de IgA anti-CMV en los sueros de los enfermos de los grupos
lyll.

porcentaje 80-

60-

40+

20-

O-
EM OEN
E positivos 26,5 24,1
O negativos 73,5 75,9

IGACMVS EM N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
si 34 5412 1,0210 ,1751
no 29 ,4172 1677 ,1426
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3.11. 1gG de VEB en suero

En la figura 28 se observa que méas del 90% de los individuos presentan IgG anti-VEB
en suero (91,9 % y 96,3 %; grupo | y I, respectivamente). La media fue de 270,4 + 200 Ul /
ml en los enfermos con EM, y de 210,5 + 204,2 Ul / ml en los controles. No se hallo

diferencia estadistica (p > 0,05; T de Student).
3.12. 1gG de VEB en LCR

Los resultados fueron negativos en ambos grupos.
3.13. IgA de VEB en suero

Los resultados obtenidos de IgA anti-VEB en suero son similares en ambos grupos
(14,7 %y 13,8 %; grupo 1 y II, respectivamente), como se refleja en la figura 29. Los valores
de extincion medios fueron de 0,2 + 0,5 en los enfermos con EM, y de 0,2 + 0,4 en los

controles. No se hall6 diferencia estadistica (p > 0,05; T de Student).

3.14. lgA de VEB en LCR

Los resultados fueron negativos en ambos grupos.
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Figura 28. Resultados de 1gG anti-VEB en los sueros de los enfermos de los grupos | y
1.

porcentaje 1001

80-

60-

40+

20-

O-
EM OEN
E positivos 91,9 96,3
O negativos 8,1 3,7
IGGVEBS EM N Media Desviacidn tip. Error tip. de la media
si 37 270,4054 199,8325 32,8523
no 27 210,4815 204,1889 39,2962
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Figura 29. Resultados de IgA anti-VEB en los sueros de los enfermos de los grupos | y
1.

porcentaje 100+

] |

] |

40 / /

20+

0-
EM OEN
E positivos 14,7 13,2
O negativos 85,3 86,2

IGAVEBS EM N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
si 34 ,2118 5221 8,954E-02
no 29 ,1724 ,4439 8,243E-02
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I11. OTROS ESTUDIOS ESTADISTICOS APLICADOS AL GRUPO |
1. Correlacion entre los niveles de anticuerpos y la edad

Se estudio si existia algun tipo de relacion entre la edad de los enfermos del grupo |y
la presencia de anticuerpos. A medida que la edad de los pacientes era mayor, no se observo

un incremento o decremento paralelo en los niveles de anticuerpos (p > 0,05; T de Student).
2. Correlacion entre los niveles de anticuerpos y el tiempo de evolucion

Se estudio la posible relacion entre el tiempo de evolucion de los enfermos del grupo |
y la presencia de anticuerpos. A medida que el tiempo de evolucion era mayor, no se observé
un incremento o decremento significativo en los niveles de anticuerpos (p > 0,05; T de

Student).
3. Correlacion entre los niveles de anticuerpos y la escala de discapacidad (EDSS)

Se hallo6 que los niveles de anticuerpos ni se incrementaban ni decrecian
significativamente a medida que aumentaba el grado en la escala de discapacidad de los

enfermos con EM (p > 0,05; T de Student).
4. Correlacion entre los niveles de anticuerpos y el sexo

No se observaron diferencias estadisticas en el grupo de enfermos con EM en funcién

del sexo respecto a los niveles de anticuerpos (p > 0,05; x*de Pearson).

5. Correlacion entre los niveles de anticuerpos y las formas clinicas de la enfermedad

Tampoco se observé que hubiese diferencias significativas en funcién de la forma

clinica de la EM y los niveles de anticuerpos (p > 0,05; % de Pearson).
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IV. ESTUDIO ESTADISTICO COMPARATIVO ENTRE LOS GRUPOS 1 Y 111

Cuando se compararon los resultados obtenidos en el grupo Il (seguimiento) con los
del grupo I (EM) se observaron diferencias estadisticas (p < 0,05; T de Student) en los
resultados positivos de 1gG (100% vs. 53,8%; figura 30) e IgM (28,4% vs. 0%; figura 31)
anti-VHH-6 en suero, no hallandose estas diferencias (p > 0,05; T de Student) en los

resultados de IgA anti-VHH-6 (49,3% vs. 15,6%).
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Figura 30. Comparacion de resultados de 1gG anti-
VHH-6 entre los grupos 1 y I11.

porcentajes 10
80+
60
40+

20

014
grupo | | grupo Il

W positivos 53,8 100
" negativos 46,2 0

200



Figura 31. Comparacion de resultados de IgM anti-
VHH-6 entre los grupos 1 y 1I1.

porcentajes 100
sor M @
60
40+

204

0L
grupo
W positivos 0 28,4

"I negativos 100 71,6
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V. ESTUDIO ESTADISTICO COMPARATIVO ENTRE LOS GRUPOS 11 Y 111

Al comparar los resultados del grupo Il (seguimiento) con los del grupo Il (OEN) se
observaron diferencias estadisticas (p < 0,05; T de Student) en la IgG (100% vs. 40%; figura
32), la IgM (28,4% vs. 3,3%; figura 33) y la IgA (49,3% vs. 0%); figura 34) anti-VHH-6 en

Suero.
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Figura 32. Comparacion de resultados de 1gG anti-

VHH-6 entre los grupos 11y I11.
porcentajes 100- /
801
601
404

204

ol

grupo Il grupo

W positivos 40 100
" negativos 60 0
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Figura 33. Comparacion de resultados de IgM anti-

VHH-6 entre los grupos 11 y I11.
porcentajes 100- /
801
601
404

204

ol

grupo Il grupo

W positivos 3,3 28,4
" negativos 96,7 71,6
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Figura 34. Comparacion de resultados de IgA anti-

VHH-6 entre los grupos 1y I11.
porcentajes 100- /
80+
601
404

204

ol

grupo Il grupo

W positivos 0 49,3
" negativos 100 50,7
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DISCUSION
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Debido a que no esta claramente estudiado el papel que algunos herpes tienen en
la aparicion o en la persistencia de la EM en el tiempo, en este trabajo se realizan
aportaciones, fundamentalmente seroldgicas, sobre la participacion de VHH-6, CMV y
VEB. La demostracion o la exclusion de ésta seran de gran interés debido ya que se

abren nuevas posibilidades terapéuticas.
VHH-6

En nuestro trabajo hemos hallado una seroprevalencia del 53,8 % en la IgG anti-
VHH-6 de los enfermos con EM y un 40 % en los controles, que esta dentro de los
rangos citados por Braun cols., que van desde el 20 al 100%, pero no alcanza las cifras
de otros paises industrializados (rango del 72 al 95%). Sin embargo, en el seguimiento
hallamos el 100% de positivos para la IgG anti-VHH-6 en suero, cifra que si concuerda
con lo publicado por Braun y cols. Ademas, hallamos diferencias estadisticas entre
enfermos (grupo 1) y controles (grupo I1) (p = 0,026; T de Student), diferencias que se
hacen mas evidentes cuando comparamos los enfermos del seguimiento (grupo I11) con
los controles (grupo I1) (p = 0,000; T de Student), semejante a lo publicado por otros
autores (Sola y cols., 1993), y que discrepa con los resultados de Nielsen y cols. en

1997, donde no se obtuvieron diferencias significativas entre grupos.

En cuanto a la IgM anti-VHH-6 en el suero, no se obtuvo ningun resultado
positivo en el grupo | de enfermos con EM, si bien dos sueros estuvieron préximos al
punto de corte (media de titulos = 19,15 UA), que se correspondieron a una mujer de 46
afios con EMRR de 12 afios de evolucion y a una mujer de 28 afios con EMRR de 6
afios de evolucion. En los controles s6lo se obtuvo un resultado positivo proximo al

punto de corte (21,0 UA), de una mujer de 53 afios con hipertensién intracraneal
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benigna. Estos resultados no concuerdan con los obtenidos por Soldan y cols. (1997),
donde se observaron diferencias significativas de IgM anti-VHH-6 entre sujetos con
EMRR y controles (p = 0,0011); ni tampoco con los obtenidos por Friedman y cols.
(1999), donde la respuesta de IgM en el suero de los enfermos con EM fue del 80%
frente al 16% de los controles. Estas diferencias se pueden deber a las diferentes
técnicas y bases antigénicas empleadas. Sin embargo, cuando consideramos los
resultados hallados en los enfermos del seguimiento serologico, nos aproximamos mas a
estos resultados: se detecto IgM frente a VHH-6 en el 28,4% de los sueros, frente al 0%
del grupo I (p = 0,003; T de Student), y el 3,3% del grupo Il (p = 0,006; T de Student).
Pero lo mas importante es que los elevados niveles de IgM hallados, en los trabajos
anteriormente mencionados, pueden reflejar una estimulacion clonal inespecifica de
linfocitos B sin que sea una verdadera IgM anti-virus, por lo cual, hubiera sido
necesario que estos estudios se completaran con un seguimiento del enfermo para
demostrar la elevacion de la 1gG posterior a la presencia de IgM, tal y como se hizo en
nuestro trabajo con los enfermos del grupo I11. Efectivamente, se observa en los sueros
de los enfermos con EM durante el seguimiento un incremento tanto cualitativo como
cuantitativo de la IgG anti-VHH-6 respecto a los enfermos del grupo 1 y los controles
del grupo II: la tasa media de IgG es de 26,8 + 11,1 UA en los sueros de los enfermos
del seguimiento, de 9,8 + 10,6 UA en el grupo de enfermos de EM, y de 5,5 + 7,2 UA
en el grupo control, hallandose diferencias estadisticas al comparar los grupos de dos en

dos (p < 0,05; T de Student).

Respecto a la IgA anti-VHH-6 en el suero, fueron positivos el 49,3% de los

enfermos del seguimiento, el 15,6% de los enfermos con EM del grupo I, frente al 0 %
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de los controles, lo cual puede reflejar reactivacion del virus, con o sin significacién

clinica. Hasta la fecha no se han publicado estudios semejantes.

La IgG frente a VHH-6 en el LCR estuvo presente en el 2,4 % de los enfermos
con EM del grupo I, frente a ningin control. Ese porcentaje se correspondié con una
mujer de 38 afios con EMRR de 17 afios de evolucion. Este resultado no se pudo valorar
debido a que no se pudo saber si correspondio a produccion intratecal de anticuerpos.
Aln pudiéndose considerar, no se alcanzaron las cifras publicadas por Ongradi y cols.
en 1999, donde un 67% y un 44% de los pacientes con EM presentaron IgG anti-VHH-
6B e anti-VHH-6A en el LCR, respectivamente, frente a ninguno de los controles.
Tampoco coinciden estos resultados con los obtenidos por Ablashi y cols. (1998), que
encontraron una frecuencia mucho mayor de 1gG, frente a los antigenos tardios de

VHH-6, en los LCR de enfermos con EM (39,4%) que en los controles (7,4%).

La IgM vy la IgA anti-VHH-6 en el LCR fueron negativas en todas las muestras.
Estos resultados no concuerdan con los resultados de Ongradi y cols. (1999), que
hallaron un claro predominio de anticuerpos IgG e IgM frente a VHH-6B (asi como

frente a VHH-6A y VHH-7) en los LCR de enfermos con EM frente a un grupo control.

Cuando se compararon los resultados obtenidos en el grupo Il (seguimiento) con
los del grupo I (EM), se observaron diferencias estadisticas (p < 0,05; T de Student) en
cuanto a los resultados de 1gG (100% vs. 53,8%) e IgM (28,4% vs. 0%) anti-VHH-6 en
suero, no hallandose estas diferencias significativas (p > 0,05; T de Student) en los
resultados de IgA anti-VHH-6 (49,3% vs. 15,6%), aunque si hubo diferencias notables.

Al comparar estos mismos resultados del grupo 111 con los del grupo control (OEN), se
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observaron diferencias estadisticas (p < 0,05; T de Student) en la IgG (100% vs. 40%),

la IgM (28,4% vs. 3,3%) y la IgA (49,3% vs. 0%) anti-VHH-6 en suero.

Cuantitativamente, hubo mayor cantidad de IgG anti-VHH-6 (18,7 UA y 26,8
UA, grupos | y Il respectivamente) en los sueros de los enfermos con EM en

comparacion con la de los controles con OEN (13,7 UA).

Respecto a la PCR, no se hallaron secuencias del genoma de VHH-6 en los sueros
y LCR de los enfermos con EM del grupo | y de los controles, resultados similares a los
obtenidos por autores como Martin y cols. (1997), los cuales no hallaron el genoma de
ningun virus herpes, incluido VHH-6, mediante la realizacion de una nested PCR a
partir de sangre y LCR de pacientes con EM y neuritis Optica. Nuestros resultados
también se aproximan a lo publicado por Alvarez y cols. (2000), que cuando emplearon
una PCR convencional no consiguieron obtener ningun resultado positivo en las células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) de los enfermos con EM y controles.
Ademas, nuestros resultados no se pueden atribuir a la inhibicion de la PCR, ya que
para cada una de las muestras estudiadas en nuestro trabajo se amplifico y se detecto el

gen del virus Aujezsky empleado como control interno.

Estos resultados negativos se pueden justificar en base a las diferentes muestras de
partida para la PCR, ya que cuando se emplean CMSP se obtiene un elevado porcentaje
de positivos. Sin embargo, se ha visto que los resultados obtenidos a partir de CMSP
carecen de valor, puesto que VHH-6 puede establecer latencia en CMSP o glandulas
salivares (Kondo y cols., 1991, Luppi y cols., 1993;; Sada y cols., 1996), por lo que la
deteccion de ADN en estas muestras clinicas no diferencia entre infeccion activa y

latencia o persistencia por VHH-6. Lo mismo sucede con el tejido cerebral; dado el
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marcado neurotropismo de VHH-6, no es de extrafiar que cualquier individuo infectado
albergue el virus en este tejido, ya sea en las neuronas o en las células mononucleares
adyacentes. Por lo tanto, los resultados positivos en este sentido tampoco pueden ser
valorables. Para discriminar el estado de la infeccion son mas apropiadas las muestras

de suero o plasma, tal y como se refleja en este trabajo (Osiowy y cols. 1998).

También hay que tener en cuenta la posibilidad de que este virus, al reactivarse,
produzca encefalitis, evento que no tiene traduccion en el LCR, al contrario que las
meningitis. Es posible que esta sea la causa de que no obtuviéramos ningun resultado
positivo en el LCR en nuestro estudio. Todo esto se pone de manifiesto en un trabajo
(Taus y cols., 2000) en el que no se detecto ADN virico (VHH-6 y VHH-7) en ninguna
muestra de LCR, y la frecuencia de ADN de VHH-6 detectado en las CMSP no fue
diferente de forma significativa entre enfermos con EM y los controles. Por ultimo,
apoyando este hecho, se ha visto que no existe correlacion entre la deteccion de ADN y
el estado serologico en los individuos de méas de dos afios de edad (Osiowy y cols.

1998).
CMV Y VEB

La IgG anti-CMV en el suero arroja resultados (75,7 % vs. 85,2 %) que
concuerdan con lo obtenido por Myhr y cols. (1998), los cuales no hallaron diferencias

estadisticas entre grupos de enfermos y sanos.

Respecto a la 1gG frente a VEB en suero, los resultados obtenidos (91,9 % vs.
96,3 %) se asemejan a lo publicado por autores como Munch y cols. (1998) y Myhr y

cols. (1998), cuyos resultados fueron del 99,3% y el 100 % en los enfermos con EM,
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frente al 89,9% y el 95,3% en los controles, respectivamente, sin diferencias estadisticas
significativas. En un trabajo publicado en Neurology, la seroprevalencia frente a VEB
en los pacientes con EM fue del 100%, frente a un 90,1% de los controles, no
encontrandose signos de primoinfeccion en ningun paciente con EM, frente al 3,7% de
los controles sanos. Concluyeron que la infeccion por el VEB podria ser un

prerrequisito mas que una consecuencia de la EM (Wandinger y cols., 2000).

Respecto a la cifra de IgG anti-CMV vy anti-VEB, los titulos medios en los sueros
de enfermos con EM del grupo 1 (11164,3 y 290,5 Ul / ml, respectivamente) son muy
similares a los de los controles con OEN del grupo Il (10366,5 y 218,6 Ul / ml,

respectivamente).

Del mismo modo, las IgA anti-CMV (25,5 y 24,1%) y anti-VEB (14,7 y 13,8%)
en el suero no presentan diferencias significativas entre grupos. En el mismo trabajo
anteriormente mencionado, se observaron respuestas elevadas de IgM e IgA frente a los
antigenos tempranos de VEB en el 72,7% de los pacientes con EM, durante un periodo
de seguimiento de un afio (Wandinger y cols., 2000). Dado que nosotros no analizamos

la IgM e IgA en el grupo 111, no podemos comparar este dato.

La IgG anti-CMV en el LCR fue positiva en tan sélo una muestra del grupo
control, que se correspondié con una mujer de 53 afios con polineuropatia
desmielinizante inflamatoria crénica. Este resultado no se pudo valorar debido a que no
se pudo estudiar la produccion intratecal de anticuerpos. Aun pudiéndose considerar, el
resultado obtenido no concuerda con los obtenidos en 1990 por Izquierdo y cols., ya que
demostraron la existencia de sintesis intratecal de anticuerpos anti-CMV mediante

inmunofluorescencia.
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La IgA anti-CMV en el LCR fue negativa en todas las muestras. Hasta la fecha no
se han publicado estudios semejantes. La IgG y la IgA anti-VEB en el LCR también
fueron negativas en todas las muestras. Los resultados no concuerdan con los derivados
de los trabajo de Rand y cols. en 2000, ya que hallaron anticuerpos en el LCR de los

pacientes con EM frente al antigeno EBNA-1 de VEB.
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Debido a que no esta claramente estudiado el papel que algunos herpes tienen en
la aparicion o en la persistencia de la EM en el tiempo, en este trabajo se realizan
aportaciones, fundamentalmente seroldgicas, sobre la participacion de VHH-6, CMV y
VEB. La demostracion o la exclusion de ésta sera de gran interés debido ya que se abren

nuevas posibilidades terapéuticas.
VHH-6

En nuestro trabajo hemos hallado una seroprevalencia del 53,8 % en la IgG anti-
VHH-6 de los enfermos con EM del grupo | y un 40 % en los controles (grupo I1), lo
que esta dentro de los rangos citados por Braun cols., que van desde el 20 al 100%, pero
no alcanza las cifras observadas en otros paises industrializados (rango del 72 al 95%).
Sin embargo, en el seguimiento (grupo I11) hallamos el 100% de positivos para la 1IgG
anti-VHH-6 en suero, cifra que si concuerda con la bibliografia anteriormente citada.
Ademas, hallamos diferencias estadisticas entre enfermos del grupo 1 y controles del
grupo Il (p = 0,026; T de Student), que se hacen mas evidentes cuando comparamos los
enfermos del seguimiento con los controles (p = 0,000; T de Student), semejante a los
resultados obtenidos por otros autores (Sola y cols., 1993), y que discrepa con los
publicados por Nielsen y cols. en 1997, que no obtuvieron diferencias significativas

entre grupos.

En cuanto a la IgM anti-VHH-6 en el suero, no se obtuvo ningun resultado
positivo en el grupo | de enfermos con EM, si bien dos sueros estuvieron préximos al
punto de corte (media de titulos = 19,15 UA), los cuales correspondieron a una mujer de
46 afos con EMRR tras 12 afios de evolucion y a otra mujer de 28 afios con EMRR tras

6 afios de evolucion. En los controles solo se obtuvo un resultado positivo proximo al
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punto de corte (21,0 UA), correspondiente a una mujer de 53 afios con hipertension
intracraneal benigna. Estos resultados no concuerdan con los obtenidos por Soldan y
cols. (1997), donde se observaron diferencias significativas en la IgM anti-VHH-6 entre
un grupo de sujetos con EMRR y un grupo control (p = 0,0011); ni tampoco con los
obtenidos por Friedman y cols. (1999), donde la respuesta de IgM en el suero de los
enfermos con EM fue del 80% frente al 16% de los controles. Estas diferencias se
pueden deber a las diferentes técnicas y bases antigénicas empleadas. Sin embargo,
cuando consideramos los resultados hallados en los enfermos del seguimiento
serologico, nos aproximamos algo mas a estos resultados: se detecté IgM frente a VHH-
6 en el 28,4% de los sueros, frente al 0% del grupo I (p = 0,003; T de Student), y el
3,3% del grupo Il (p = 0,006; T de Student). Pero lo mas importante es que los elevados
niveles de IgM hallados en los trabajos anteriormente mencionados pueden reflejar una
estimulacion clonal inespecifica de linfocitos B, sin que sea una verdadera IgM anti-
virus, por lo cual hubiera sido necesario que estos estudios se completaran con un
seguimiento del enfermo para demostrar la elevacion de la 1gG posterior a la presencia
de IgM, tal y como se hizo en nuestro trabajo con los enfermos del grupo IlI.
Efectivamente, se observa en los sueros de los enfermos con EM durante el seguimiento
un incremento tanto cualitativo como cuantitativo de la IgG anti-VHH-6 respecto a los
enfermos del grupo Iy los controles del grupo 1l: la tasa media de 1gG es de 26,8 + 11,1
UA en los sueros de los enfermos del seguimiento, de 9,8 + 10,6 UA en el grupo de
enfermos de EM, y de 55 + 7,2 UA en el grupo control, hallandose diferencias

estadisticas al comparar los grupos de dos en dos (p < 0,05; T de Student).
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Respecto a la IgA anti-VHH-6 en el suero, fueron positivos el 49,3% de los
enfermos del seguimiento, el 15,6% de los enfermos con EM del grupo I y el 0 % de los
controles, lo cual puede reflejar reactivacion del virus, con o sin significacion clinica.

Hasta la fecha no se han publicado estudios semejantes.

La IgG frente a VHH-6 en el LCR estuvo presente en el 2,4 % de los enfermos
con EM del grupo I, frente a ningin control. Ese porcentaje se correspondié con una
mujer de 38 afios con EMRR tras 17 afios de evolucién. Este resultado no se pudo
valorar debido a que no fue posible determinar la produccion intratecal de anticuerpos.
Aln pudiéndose considerar, no se alcanzaron las cifras publicadas por Ongradi y cols.
en 1999, donde un 67% y un 44% de los pacientes con EM presentaron IgG anti-VHH-
6B e anti-VHH-6A en el LCR, respectivamente, frente a ninguno de los controles.
Tampoco coinciden estos resultados con los obtenidos por Ablashi y cols. (1998), que
encontraron una frecuencia mucho mayor de 1gG, frente a los antigenos tardios de

VHH-6, en los LCR de enfermos con EM (39,4%) que en los controles (7,4%).

La IgM vy la IgA anti-VHH-6 en el LCR fueron negativas en todas las muestras.
Estos resultados no concuerdan con los resultados de Ongradi y cols. (1999), que
hallaron un claro predominio de anticuerpos IgG e IgM frente a VHH-6B (asi como
frente a VHH-6A y VHH-7) en los LCR de enfermos con EM frente a un grupo control.

Cuando se compararon los resultados obtenidos en el grupo de seguimiento con
los del grupo I de EM, se observaron diferencias estadisticas (p < 0,05; T de Student) en
cuanto a los resultados de 1gG (100% vs. 53,8%) e IgM (28,4% vs. 0%) anti-VHH-6 en
suero, no hallandose estas diferencias significativas (p > 0,05; T de Student) en los

resultados de IgA anti-VHH-6 (49,3% vs. 15,6%), aunque si hubo diferencias notables.
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Al comparar estos mismos resultados del grupo Il con los del grupo control, se
observaron diferencias estadisticas (p < 0,05; T de Student) en la IgG (100% vs. 40%),

la IgM (28,4% vs. 3,3%) y la IgA (49,3% vs. 0%) anti-VHH-6 en suero.

Cuantitativamente, hubo mayor cantidad de IgG anti-VHH-6 (18,7 UA y 26,8
UA, grupos | y IlI, respectivamente) en los sueros de los enfermos con EM en

comparacion con la de los controles con OEN (13,7 UA).

Respecto a la PCR, no se hallaron secuencias del genoma de VHH-6 en los sueros
y LCR de los enfermos con EM del grupo | y de los controles, resultados similares a los
obtenidos por autores como Martin y cols. (1997), que tampoco hallaron el genoma de
ningun herpes, incluido VHH-6, mediante la realizacion de una nested PCR a partir de
sangre y LCR de pacientes con EM y neuritis optica. Nuestros resultados también se
aproximan a lo publicado por Alvarez y cols. (2000), que cuando emplearon una PCR
convencional no consiguieron obtener ningun resultado positivo en las células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) de los enfermos con EM y controles.
Ademas, nuestros resultados no se pueden atribuir a la inhibicion de la PCR, ya que
para cada una de las muestras estudiadas en nuestro trabajo se amplifico y se detecto el

gen del virus Aujezsky empleado como control interno.

Estos resultados negativos se pueden justificar en base a las diferentes muestras de
partida para la PCR, ya que cuando se emplean CMSP se obtiene un elevado porcentaje
de positivos. Sin embargo, se ha visto que los resultados obtenidos a partir de CMSP
carecen de valor, puesto que VHH-6 puede establecer latencia en CMSP o glandulas
salivares (Kondo y cols., 1991, Luppi y cols., 1993;; Sada y cols., 1996), por lo que la

deteccion de ADN en estas muestras clinicas no diferencia entre infeccion activa y
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latencia o persistencia por VHH-6. Lo mismo sucede con el tejido cerebral; dado el
marcado neurotropismo de VHH-6, no es de extrafiar que cualquier individuo infectado
albergue el virus en este tejido, ya sea en las neuronas o en las células mononucleares
adyacentes. Por lo tanto, los resultados positivos en este sentido tampoco pueden ser
valorables. Para discriminar el estado de la infeccion son mas apropiadas las muestras

de suero o plasma, tal y como se refleja en este trabajo (Osiowy y cols. 1998).

También hay que tener en cuenta la posibilidad de que este virus, al reactivarse,
produzca encefalitis, evento que no tiene traduccion en el LCR, al contrario que las
meningitis. Esta puede ser la causa de que tampoco obtuvieramos resultados positivos
en los LCR de nuestro estudio. Todo esto se pone de manifiesto en un trabajo (Taus y
cols., 2000) en el que no se detectdé ADN virico (VHH-6 y VHH-7) en ninguna muestra
de LCR, y la frecuencia de ADN de VHH-6 detectado en las CMSP no fue diferente de
forma significativa entre enfermos con EM y los controles. Por dltimo, apoyando este
hecho, se ha visto que no existe correlacion entre la deteccion de ADN y el estado

serologico en los individuos de més de dos afios de edad (Osiowy y cols. 1998).
CMVY VEB

La IgG anti-CMV en el suero arroja resultados (75,7 % vs. 85,2 %) que
concuerdan con lo obtenido por Myhr y cols. (1998), los cuales no hallaron diferencias

estadisticas entre grupos de enfermos y sanos.

Respecto a la 1gG frente a VEB en suero, los resultados obtenidos (91,9 % vs.
96,3 %) se asemejan a lo publicado por autores como Munch y cols. (1998) y Myhr y

cols. (1998), cuyas cifras fueron del 99,3% y el 100 % en los enfermos con EM, frente
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al 89,9% vy el 95,3% en los controles, respectivamente, sin diferencias estadisticas
significativas. En un trabajo publicado en Neurology, la seroprevalencia frente a VEB
en los pacientes con EM fue del 100%, frente a un 90,1% de los controles, no
encontrandose signos de primoinfeccion en ningun paciente con EM, frente al 3,7% de
los controles sanos. Concluyeron que la infeccion por VEB podria ser un prerrequisito

mas que una consecuencia de la EM (Wandinger y cols., 2000).

Respecto a la cifra de IgG anti-CMV vy anti-VEB, los titulos medios en los sueros
de enfermos con EM del grupo I (11164,3 y 290,5 Ul / ml, respectivamente) son muy

similares a los de los controles del grupo 11 (10366,5 y 218,6 Ul / ml, respectivamente).

Del mismo modo, las IgA anti-CMV (25,5 y 24,1%) y anti-VEB (14,7 y 13,8%)
en el suero no presentan diferencias significativas entre los grupos I y Il. En el mismo
trabajo anteriormente mencionado, se observaron respuestas elevadas de IgM e IgA
frente a los antigenos tempranos de VEB en el 72,7% de los pacientes con EM, durante
un periodo de seguimiento de un afio (Wandinger y cols., 2000). Dado que nosotros no

analizamos la IgM e IgA en el grupo I11, no podemos comparar este dato.

La IgG anti-CMV en el LCR fue positiva en tan sélo una muestra del grupo
control, que se correspondié con una mujer de 53 afios con polineuropatia
desmielinizante inflamatoria crénica. Este resultado no se pudo valorar debido a que no
se pudo estudiar la produccion intratecal de anticuerpos. Aun pudiéndose considerar, el
resultado obtenido no concuerda con los obtenidos en 1990 por Izquierdo y cols., ya que
demostraron la existencia de sintesis intratecal de anticuerpos anti-CMV mediante

inmunofluorescencia.
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La IgA anti-CMV en el LCR fue negativa en todas las muestras. Hasta la fecha no
se han publicado estudios semejantes. La IgG y la IgA anti-VEB en el LCR también
fueron negativas en todas las muestras. Los resultados no concuerdan con los derivados
de los trabajo de Rand y cols. en 2000, ya que hallaron anticuerpos en el LCR de los

pacientes con EM frente al antigeno EBNA-1 de VEB.
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CONCLUSIONES

222



1%) Se obtuvo un resultado negativo en la prueba de ADN de herpes tipo 6 en todas
las muestras de suero y liquido cefalorraquideo cuando se realizé el estudio de corte de
los enfermos. Esto se puede deber a una actividad virica en cantidad insuficiente como

para ser detectada en ese momento.

2%) Se hallo una elevacion significativa de los anticuerpos IgM e IgA frente al
herpes tipo 6 en los pacientes con esclerosis multiple, lo que se puede deber a una
replicacion de la particula virica en una fase anterior en el tiempo, como se corrobora en

el estudio de seguimiento de los enfermos.

3% Los anticuerpos IgG frente al herpes tipo 6 estuvieron presentes de forma
significativa en los enfermos con esclerosis multiple, tanto en el estudio de corte como
en el seguimiento. Este dato habla a favor de una replicacion previa de la particula
virica en un momento mas o menos lejano en el tiempo y apoya la hipotesis de que la
sintesis incrementada de IgM e IgA corresponde a un estimulo inducido por la

replicacion y no se deberia a un estimulo clonal inespecifico.

4%) No se ha encontrado sintesis intratecal de anticuerpos 1gG, IgM e IgA en los
enfermos con esclerosis multiple. Esto se puede deber a la lentitud de la sintesis de los
anticuerpos en el liquido cefalorraquideo, lo que hubiera requerido nuevas muestras

para ser evaluadas.

5%) Con relacidn a la infeccion por citomegalovirus y virus de Epstein-Barr, no se
han detectado diferencias significativas en los enfermos con esclerosis multiple que

hagan suponer la existencia de una replicacion de estos virus.
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6%) No se observan diferencias significativas entre las tasas de anticuerpos

halladas frente a los tres virus y la forma clinica de esclerosis multiple.

7%) El hecho de que las tasas de anticuerpos frente al herpes tipo 6 sean mayores
en los sueros de los enfermos con esclerosis multiple, comparado con las tasas de los
anticuerpos frente a citomegalovirus y virus de Epstein-Barr, podria indicar que esta
respuesta humoral incrementada frente al herpes tipo 6 no es un mero efecto de los
desérdenes asociados a la EM, si no mas bien un cofactor de los mismos, ya que, en el
caso contrario, se verian incrementadas todas las respuestas de anticuerpos de forma

inespecifica.

8% Dado que hubo diferencia serologica para los anticuerpos frente al herpes tipo
6 en enfermos con esclerosis multiple, que se hizo méas patente en el seguimiento
serologico, no se puede descartar que una reactivacion de la infeccion por el herpes tipo
6 pueda ser el factor ambiental que, junto con la predisposicion genética individual,
alteraria el normal funcionamiento del sistema inmunologico, provocando una respuesta
autoinmune que dé origen a la inflamacion y la desmielinizacion caracteristicas de la

EM.
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